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RESUMO

MAGALHAES, Rubens Daniel Miserani, M.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, janeiro de 2010. Prospeccdo em Folhas de Pimentdo "Sunshine” de
Peptideos  Antimicrobianos com Acdo contra Fitopatdogenos e
Estruturacdo do Banco de Dados sobre Defensinas DefDB. Orientadora:
Maria Cristina Baracat-Pereira. Coorientadores: Flavia Maria Lopes Passos,
Leandro Licursi, Marcelo Matos Santoro.

Peptideos antimicrobianos (AMPs) sdo expressos por muitos
organismos e apresentam uma funcao multifacetada. Estudos os tém revelado
como potenciais agentes antibacterianos, defensivos agricolas, medicamentos
cicatrizantes, imuno-moduladores, agentes quimiotaticos, entre outros.
Defensinas, a maior familia dos peptideos antimicrobianos, sdo moléculas com
prevaléncia catidnica, ricas em cisteinas, apresentando em geral trés ou quatro
pontes dissulfidicas. Sdo constituidas de 45 a 54 residuos de aminoacidos,
encontradas em organismos vertebrados e invertebrados, apresentam
atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos e virus
encapsulados. Essas moléculas apresentam baixa toxicidade a animais e
plantas, justificando assim seu uso como drogas ou defensivos agricolas. As
defensinas atuam por meio de atragdes eletrostaticas com a face externa das
membranas celulares alvo, gerando poros e ocasionando morte celular. Elas
também atuam, segundo estudos recentes, como sinalizadores primarios e
secundarios em vias apoptoticas e como agentes potencializadores das
defesas imunolégicas, sendo o mecanismo de atuacdo molecular ainda
desconhecido. A busca por AMPs de plantas tem sido realizada no Laboratério
de Protedmica e Bioquimica de Proteinas (DBB/UFV) visando a caracterizagao
estrutural desses peptideos. O isolamento de peptideos antimicrobianos de
extratos soluvel (ES) e de parede celular (EP) de folhas de pimentdo da
variedade Sunshine foi realizado por etapas pré-cromatograficas
(centrifugagdes, fracionamento salino e por ultrafiltracbes) e por cromatografia
liquida multidimensional offline. As fragcdes de interesse obtidas de ES e de EP
foram testadas em relacdo a sua atividade antimicrobiana contra o fungo
Alternaria solani e contra as bactérias Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, Gram positiva, e Ralstonia solanacearum, Gram negativa, pela
técnica de microplacas, evidenciando a inibicdo do crescimento desses

microrganismos. Os resultados sugerem a ocorréncia de aglomeragbes dos
Xii



AMPs nos extratos, dadas as caracteristicas de hidrofobicidade e cargas
desses peptideos, e que as etapas de separagao por massas moleculares
devem ser realizadas visando reduzir esses efeitos. O procedimento
experimental proposto ao final do trabalho, que envolve o fracionamento por sal
e por ultrafiltragdo, seguindo-se cromatografia de fase reversa em C4, permitiu
a separagao das amostras em fragdes com atividades antimicrobianas
diferentes e potencialmente de interesse para a exploragdo comercial na
defesa de plantas. A construgcdo de um banco de dados que agrupe
informacdes sobre defensinas, possibilitando evidenciar relagdes entre as
moléculas ja conhecidas e sequéncias nao identificadas, apresenta-se de
grande importancia para a complementagcdo dos estudos crescentes sobre
esses peptideos. As bases de dados do DefDB ja estdo disponiveis e podem
ser utilizadas para identificacdo de sequéncias obtidas por métodos de
sequenciamento, seja pelo alinhamento com a sequéncia obtida, ou pela
identificacdo comparativa utilizando ferramentas computacionais especificas,
como programas e pipelines utlizados para andlises de dados de
espectrometria de massa. Assim, as informagdes obtidas desse banco de
dados, com a ajuda de ferramentas de analises ja disponiveis na rede mundial
de computadores, podem colaborar para a identificacdo de novas sequéncias,
para a elucidacido do mecanismo de atuagdo molecular, além de contribuir para
direcionar estudos iniciais sobre esses peptideos. Portanto, a obtencdo de
fragcbes com alta atividade antimicrobiana, juntamente com o desenvolvimento
de bases de dados especificas, que facilitem a identificagdo dos possiveis
peptideos antimicrobianos presentes nessas fragdes, pode ser o caminho para
o estudo e o isolamento de novos compostos naturais, capazes de substituir
defensivos agricolas danosos ao ambiente, e/ou serem utilizados como base

de medicamentos para combater infecgoes e doencgas imunolégicas.
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ABSTRACT

MAGALHAES, Rubens Daniel Miserani, M.Sc, Universidade Federal de Vicosa,
january, 2010. Prospection in Leaves of Bell Pepper (‘Sunshine’) of
Antimicrobial Peptides with Action ag  ainst Fitopathogens and Structuring

of the Defensins Data Bank DefDB . Adviser: Maria Cristina Baracat-Pereira.
Co-advisers: Flavia Maria Lopes Passos, Leandro Licursi and Marcelo Matos
Santoro.

Antimicrobial peptides (AMPs) are expressed by many organisms and
have a multifaceted role. Studies have revealed the AMPs as potential
antibacterial agents, pesticides, drugs, healing, immune modulators,
chemotactic agents, among others. Defensins, the largest family of antimicrobial
peptides, are cationic molecules, rich in cysteines, with four disulfide bridges.
They consist of 45 to 54 amino acid residues, found in vertebrate and
invertebrate organisms, presenting activity against Gram-positive and Gram-
negative bacteria, fungi and encapsulated virus. These molecules have low
animals and plants toxicity, thereby justifying their use as drugs or pesticides.
The defensins act by means of electrostatic attractions with the external surface
of the target cell membranes, creating pores and causing the cell death. They
also operate, according to recent studies, such as primary and secondary signs
in the apoptosis via and as enhancers of immune defenses, being the molecular
mechanism of action still unknown. The search for AMPs in plants has been
performed at the Laboratério de Protedmica e Bioquimica de Proteinas (DBB /
UFV) aiming to characterize the structure of these peptides. The process of
separation of peptides was performed by pre-chromatographic step
(centrifuging, saline precipitation and ultrafiltration) and offline multidimensional
liquid chromatography. The fractions of interest obtained from ES and EP were
tested about their antimicrobial activity against the fungus Alternaria solani and
against the bacteria Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Gram
positive, and Ralstonia solanacearum, Gram negative, the microplate
technique, showing the inhibition of growth of these microorganisms. The
results indicated the occurrence of possible agglomeration of AMPs in the
extracts, given the characteristics of hydrophobicity and charges of these
peptides, and that the separation steps by molecular weight should be carried

out to reduce these effects. The experimental procedure proposed by the latter,
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which involves the fractionation by salt and by ultrafiltration followed by reverse-
phase chromatography on C4, allowed the separation of samples into fractions
with different antimicrobial activities and potentially of interest to the commercial
exploration to the plants defense. The construction of a data bank to collate
information about defensins, allowing the construction of relations between the
molecules that have been discovered and unidentified sequences, presented as
a very important achievement for the complementation of studies about these
peptides. The DefDB databases are available and can be used to identify the
sequences obtained by sequencing methods, either by aligning the sequence
obtained, or by the comparative identification using specific computational tools,
such as programs and pipelines used for data analysis of MS. Thus, the
information of this data bank, helped by analysis tools already available on the
World Wide Web, may contribute to the identification of new sequences, to
elucidate the molecular mechanism of action, and contributes to guide initial
studies about these peptides. Therefore, the obtation of fractions with high
antimicrobial activity, together with the development of specific databases, to
facilitate the identification of potential antimicrobial peptides in these fractions,
may be the way to the study and isolation of new natural compounds that can
replace harmful pesticides to the environment, and/or be used as the basis for

drugs to fight against infections and immune disorders.
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CAPITULO |
ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E ANTIFUNGICA DE FRACOES
PEPTIDICAS DE FOLHAS DE PIMENTAO ‘SUNSHINE’

1. RESUMO

Os peptideos antimicrobianos (AMPs) catibnicos s&o uma forma de
defesa natural e ndo toxica, em geral, para diversas formas de vida,
incluindo-se mamiferos e plantas. Sdo ricos em cisteina, com carga liquida
positiva, massas moleculares estimada entre 2-9 kDa e possuem ampla
faixa de agao principalmente contra fungos e/ou bactérias. O mecanismo
molecular de agao desses peptideos ndo é ainda totalmente desvendado,
mas ja € conhecida a atuagdo dessas moléculas pela desestabilizacdo da
membrana celular e pela atuagdo sobre vias de sinalizacdo e expressao
génica de células procarioticas. Bilhdes de reais tém sido gastos anualmente
devido ao ataque de fungos e bactérias a culturas comerciais, principalmente
na compra de pesticidas, que causam poluicdo em solos e cursos d’agua.
Dessa forma, o estudo desses AMPs é essencial para a descoberta de
moléculas naturais de defesa contra esses organismos, que apresentem

baixo custo e baixo dano ambiental.

Para a bioprospeccao desses AMPs em folhas totalmente expandidas
de pimentdo da variedade Sunshine de plantas em plena producdo, os
extratos protéicos soluvel (ES) e de parede celular (EP) obtidos foram
fracionados por meétodos como centrifugagdo, precipitacdo salina e
ultrafiltracdo, e posteriormente por métodos cromatograficos, visando o
clareamento e a obtencido de fracbes enriquecidas em peptideos e com
baixas quantidades de interferentes. Foi observada atividade antimicrobiana
de fragbes obtidas contra as bactérias Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Gram-positiva), Ralstonia solanacearum (Gram-negativa) e
contra o fungo Alternaria solani, todos de importancia para culturas
comerciais. As amostras com potencial inibitério foram preliminarmente
avaliadas por espectrometria de massa (MS), e as dificuldades na obtengao
das sequéncias aminoacidicas podem estar relacionadas as baixas
concentracdes dos peptideos de interesse nas amostras frente a presenca
de interferentes. Assim, grande avango foi conseguido pela melhoria do
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protocolo de purificagcdo, o que possibilitou a obtencdo de fracbes de
interesse comercial, potenciais fontes de AMPs que serdo identificados
futuramente por MS. Essas fra¢des foram capazes de inibir o crescimento de

microrganismos responsaveis por grandes perdas na agricultura mundial.



2. INTRODUCAO

As plantas sdo continuamente expostas a uma multiplicidade de
patdgenos, sendo passivas de acdo mecanica e/ou quimica. Contudo, esses
organismos possuem um sistema de defesa multifacetado contra os patégenos.
Ao lado de diferentes mecanismos de agdo como as paredes celulares vegetais
que atuam como barreiras fisicas, encontram-se as enzimas de defesa, as
proteinas de resisténcia a patdogenos (PR-proteinas) e os peptideos
antimicrobianos (AMPs), que pertencem ao grupo de moléculas de defesa que
fazem parte desse sistema. Os PR-peptideos incluem as defensinas, as
tioninas, os LTPs e as proteases de baixas massas moleculares (Van Loon, et
al., 1999). Dez grupos de peptideos de defesa foram identificados em plantas,
sendo que muitos sao catidnicos, ricos em cisteina, orgao-especificos e
parcialmente hidrofébicos, podendo ter uma expressdo constitutiva ou
estimulada por patégenos.

A membrana plasmatica de bactérias apresenta-se carregada
negativamente na sua porgao externa, o que nao ocorre nas células animais e
vegetais. Assim, os AMPs catidnicos podem agir de forma especifica pela
interagdo com os fosfolipideos da monocamada externa de bactérias, formando
canais, lisando as células ou penetrando na regido intracelular para efetuar sua
acao. Por essa razao, varios AMPs apresentam baixa toxidade para animais e
plantas, podendo ser potencialmente usados como defensivos agricolas,
minimizando a poluicdo ambiental devido ao uso de pesticidas quimicos, ou
como drogas farmacéuticas, semelhantes a antibidticos, ocasionando baixos
efeitos colaterais e menor resisténcia microbiana seletiva.

A identificagao, purificagdo e caracterizagcdo de AMPs vegetais, visando
a busca de defensivos naturais contra fitopatdégenos de interesse comercial, é
dificultada pela complexidade molecular dos extratos de plantas. Como os
AMPs vegetais naturais sao expressos em baixas concentragdes e os extratos
vegetais sado complexos, compostos interferentes, de baixas massas
moleculares, podem dificultar a identificacido desses PR-peptideos por técnicas
espectrométricas. Diferentes metodologias de clareamento e de purificagdo
desses extratos vegetais complexos vém sendo avaliadas visando ao
enriquecimento desses AMPs nas amostras, por técnicas cromatograficas ou

nao, para permitir a reducdo do ruido e maior confiabilidade dos resultados
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obtidos a partir das massas moleculares das fracdes peptidicas de interesse.
Algumas solanaceas vém sendo estudadas por nosso grupo como fonte de
AMPs, como o pimentdo (Teixeira et al., 2006) e a berinjela (Almeida et al.
2008).

Esse trabalho visa avaliar metodologias para o clareamento e o
enriquecimento de fragbes antimicrobianas de extratos vegetais complexos
enriquecidos em peptideos, com vistas a remogédo de interferentes e ao
sequenciamento dos AMPs por meio de espectrometria de massa para realizar
caracterizagdes estruturais para posteriores aplicagoes biotecnoldgicas dos
peptideos identificados.

Plantas de piment&o (‘Sunshine’) foram utilizadas para se obter material
amostral por apresentarem resisténcia a fungos que atacam outras culturas
importantes, como o Alternaria solani e o Verticilium dahliae que causam
grandes perdas em culturas de tomate e batata respectivamente (Do et al.,
2003), sendo que os AMPs presentes nas folhas de pimentdo podem estar
envolvidos na resisténcia contra esses fitopatogenos (Teixeiras, et al., 2006,
Gao et al., 2000). As separagdes das moléculas por peneiramento molecular,
como a ultrafiltracdo e a cromatografia de exclusdo molecular, se mostraram de
grande valia para a remogao de compostos interferentes, de baixas massas
moleculares e carregados, e também que sao parcialmente hidrofobicos. Por
outro lado, pode ocorrer aglomeracéo entre os peptideos, gerando compostos
de altas massas moleculares, dificultando a separacao.

Um maior conhecimento sobre o conjunto de peptideos antimicrobianos
presentes em extratos vegetais podera permitir o posterior desenvolvimento de
defensivos agricolas e gerar informagdes quanto aos mecanismos de defesa

de plantas que envolvam os AMPs, PR-peptideos ou nao.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Peptideos Antimicrobianos (AMPS)

Organismos vivos secretam uma grande variedade de peptideos
antimicrobianos por vias ribossomais (defensinas e bacteriocinas) ou néao
ribossomais (peptaibols, ciclopeptideos e pseudopeptideos) (Montesinos,
2007). A ampla distribuicao desses peptideos entre os animais e as plantas
sugere que esses peptideos exercam um papel fundamental para a evolugéo
bem sucedida dos organismos multicelulares complexos (Zasloff, 2002). Os
peptideos antimicrobianos (AMPs), especialmente os catidnicos, sdo descritos
como importantes compostos da defesa inata de insetos, anfibios e plantas
(Hancock e Lehrer, 1998; Oard et al., 2004), e a produgdo dessas moléculas
corresponde a uma rapida, eficiente, flexivel, econbmica e ampla estratégia de
defesa (Broekaert et al., 1997; Zasloff, 2002). Eles diferem estruturalmente dos
antibiodticos convencionais produzidos por microrganismos, e podem ser
pesquisados como novas drogas farmacéuticas com eficacia contra o aumento
da resisténcia microbiana (Ganz e Lehrer, 1999).

A estrutura fundamental pertencente a maioria das classes de peptideos
antimicrobianos é baseada na sua conformacdo espacial. Essas moléculas
adotam formas com grupos de aminoacidos hidrofébicos e catidnicos
espacialmente organizados em setores discretos e especificos. A maioria dos
peptideos antimicrobianos sao derivados de precursores de maiores massas
moleculares, incluindo uma sequéncia sinalizadora. Modificagcbes pos-
traducionais podem incluir o processamento proteolitico, e em alguns poucos
casos, a glicosilagdo, a amidacédo e a isomerizagdo de aminoacidos carboxi-
terminais e a halogenacgao. Peptideos naturais compostos de residuos de D-
aminoacidos tipicamente apresentam um potencial antimicrobiano de amplo
espectro, com esperada resisténcia a protedlise enzimatica. Pequenos
peptideos lineares ou anfifilicos, compostos tanto de residuos de L-
aminoacidos quanto de D-aminoacidos, podem apresentar varios graus de
seletividade e potencialidade antimicrobiana (Zasloff, 2002).

Esses peptideos podem ser utilizados para desenvolver novos artificios
para agao na protegdo de plantas (Powell et al., 2000; Osusky et al., 2000;
Oard et al., 2004), por apresentarem uma ampla gama de atividade contra

bactérias, fungos, envelopes virais e, ou, protozoarios, com destruicdo da
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integridade da membrana em concentragbes tdo baixas quanto 0,25 a 4,0
ng.mL™ | sendo muito promissores para aplicagdo no agronegécio (Thevissen
et al.,, 1996; Hancock e Lehrer, 1998; Niidome e Anzai, 1999). Varios
componentes naturais vém sendo amplamente empregados como fontes de
agentes de defesa contra patdégenos de plantas (Rao et al.,, 1995; Shibata et
al., 1995; Fiori et al., 2000; Berrocal Lobo et al., 2002; Alan et al., 2004; Ngai e
Ng, 2004), por apresentarem geralmente baixa toxicidade a humanos e
mamiferos, baixo impacto ambiental, baixo acumulo residual em alimentos e
compatibilidade com os sistemas de controle de pragas (Knight et al., 1997;
Fiori et al., 2000). Muitos peptideos antimicrobianos constituem a base para a
sintese de novos analogos sintéticos que tém sido expressos em plantas
transgénicas para conferir protecdo a doengas ou sado secretados por
microrganismos se tornando os ingredientes principais de biopesticidas
(Montesinos, 2007).

3.2. Peptideos Antimicrobianos em Plantas

As plantas produzem um conjunto de peptideos antimicrobianos voltado
para a defesa contra diversos fitopatogenos (Thevissen et al., 2004). A
superexpressdao de alguns peptideos promove aumento na tolerancia das
plantas a microrganismos danosos. Patdégenos mutantes, sensiveis aos
peptideos, apresentaram viruléncia significativamente menor nos tecidos em
que os peptideos foram expressos (Garcia-Omedo et al., 2001).

Os AMPs sao de grande importancia na defesa de plantas, atuando
como membro da barreira constitutiva pré-existente e também em resposta
induzida por infecgdo (Garcia-Omedo et al., 1998; 2001). Assim, os peptideos
antimicrobianos podem ter uma expressdo constitutiva ou estimulada por
patdgenos, e podem interagir uns com os outros de forma aditiva, sinergistica
ou antagonistica (Garcia-Omedo et al., 1998).

Dez grupos de peptideos de defesa foram identificados em plantas
(Garcia-Omedo et al., 1998; 2001), e muitos sdo caracterizados como
catibnicos, ricos em cisteina, érgao-especificos, contendo até 50 % de residuos
hidrofdbicos, os quais podem facilmente interagir com membranas (Hancock e
Lehrer, 1998; Hancock, 2001). As diferentes classes de peptideos
antimicrobianos vegetais descritas apresentam especificidades variadas quanto

ao efeito inibitério de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e/ou fungos
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(Garcia-Omedo et al., 2001). Alguns peptideos sao especificos para bactérias
Gram-positivas porque ndao possuem a capacidade de criar um sistema de
transporte proprio, necessario para transpor as barreiras encontradas para
atividade bactericida contra bactérias Gram-negativas (Cristensen et al., 1988;
Tejada et al., 1995). Muitas defensinas de plantas se ligam com alta afinidade a
um lipideo tipo IlI, um proteoglicano que esta ancorado na membrana
plasmatica de células bacterianas. A partir dessa ligagdo esses peptideos se
difundiriam para o interior da membrana (Zasloff, 2002). Contudo, o numero e a
diversidade dos peptideos ricos em cisteina € grande, e poucos membros
dessa superfamilia foram descritos (Silverstein et al., 2007).

Progressos na utilizagdo desses peptideos na area de protegao vegetal
ja sao relatados, como a produgdo de compostos protetores e a engenharia
genética de plantas, que gera plantas expressando moléculas com total ou
parcial resisténcia contra fitopatdégenos (Mourgues et al.,, 1998; Rao, 1995;
Morassutti et al., 2002).

3.3. Mecanismos de Acéo dos Peptideos Antimicrobianos

Sugere-se que a agao dos peptideos antimicrobianos esteja relacionada
a uma fatal despolarizacdo da membrana bacteriana, a criagdo de poros que
ocasionariam o extravasamento do conteudo celular, a ativagao de processos
letais, como a indugdo de hidrolases que degradariam a parede celular, a
distribuicdo desordenada de lipideos entre as camadas da membrana
plasmatica, resultando na perturbacdo das fungbes da membrana, e ao dano
de alvos intracelulares criticos apds a internalizagdo dos peptideos (Zasloff,
2002).

Os AMPs também apresentam uma especificidade relativa decisiva para
sua atuagdo. A bicamada lipidica da membrana de células de mamiferos
apresenta-se carregada negativamente na monocamada interna, e
externamente ndo carregada, ao contrario da membrana plasmatica de
bactérias, que se apresenta carregada negativamente na porgdo externa da
membrana. Assim, os AMPs catiénicos podem interagir mais facilmente com os
fosfolipideos da monocamada externa dos patdgenos exercendo sua atuagao.
A presenga de colesterol na membrana alvo em geral reduz a atividade dos
peptideos antimicrobianos em células de vertebrados por proporcionar uma

estabilizagdo da bicamada lipidica ou por estabilizar as interagbes entre o
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colesterol e os peptideos. Similarmente, acredita-se que o aumento da forca
ibnica, que em geral reduz a atividade da maioria dos peptideos
antimicrobianos, o faz em parte pela diminuicdo das interagdes eletrostaticas
carregadas, necessarias para a interagao inicial (Zasloff, 2002). Além disso,
observa-se que as lipoproteinas e os fosfolipideos anidénicos que compdem o
lado externo da membrana celular dos patégenos estdo em equilibrio com os
cations divalentes calcio e magnésio. Observa-se que AMPs catibnicos tém
grande afinidade pelos fosfolipideos ou por lipopolissacarideos de membranas,
substituindo o Ca** e o Mg** (Hancock e Lehrer, 1998).

A desestabilizagdo das membranas celulares de microrganismos tem
tradicionalmente sido considerada como o mecanismo pelo qual AMPs
eliminam microrganismos (Hancock, 2001). Um dos passos-chave em sua
atividade antimicrobiana é a geracao do disturbio das membranas celulares dos
microrganismos, que pode se dar em dois passos durante a interagao entre
AMPs e bactérias. O primeiro passo envolve interacbes eletrostaticas que
resultam em uma perda da diferenca de potencial entre o interior e o exterior da
membrana celular dos microrganismos, permitindo as substancias polares,
usualmente reguladas em condi¢bées normais, uma grande liberdade para
atravessar a membrana e alcancar o ambiente celular. A referida perda da
polaridade também possibilita ocorrer interagdes fisicas entre outros peptideos
e os microrganismos. No segundo passo, AMPs formam estruturas anfifilicas
na membrana dos patdgenos que apresentam uma secao hidrofilica e uma
secao hidrofébica em terminais opostos. Estas mudangas conformacionais
permitem ao peptideo inserir-se na membrana, desestabilizando sua funcéo de
barreira fisica (West et al., 2006).

Alguns modelos tém sido propostos para explicar a desestabilizagdo das
membranas celulares dos patdégenos (Hancock, 2001) (Figura 1). O primeiro &
o0 modelo ‘tapete’ ou ‘carpete’, no qual uma camada de AMPs se deposita
sobre as membranas, resultando no colapso da membrana e, eventualmente,
sua desintegragao, que ocorre quando a concentracdo de AMPs é suficiente
para ganharem acesso ao ambiente intracelular (Matsuzaki, 1999). O segundo
modelo é o ‘barri’, que envolve a formagdo de canais ibnicos através de
sec¢Oes hidrofébicas dos AMPs junto @ membrana. Os lipideos de membrana
separam-se, com a sec¢ao apolar do AMP revestindo a membrana e ha

formagao de um barril com interior hidrofilico que perfura a membrana e expde
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a célula ao ambiente externo. O terceiro corresponde ao modelo ‘agregado’,
no qual aglomerados de AMPs penetram na membrana causando a formagao
de poros transientes, com o extravasamento de material celular. Contudo, ha

duvidas sobre o0 mecanismo exato de desestabilizacdo das membranas.

Mecanismos de permeabilizacao de membranas
celulares por AMPs

carpete

barril
aglomerado
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Figura 1 - llustracdo dos modelos de permeabilizacdo e desestabilizagdo das membranas
celulares por AMPs.

Ha suposigcdes de que a permeabilizagdo da membrana n&o seja o
principal mecanismo pelo qual os AMPs eliminam microrganismos, mas seja
apenas uma atividade que facilita o acesso do AMP ao interior da célula alvo.

Os mecanismos pelos quais os AMPs podem exercer sua atividade no
interior da célula (West et al., 2006) estdo representados pelas Figuras 2 e 3.
Além de causarem a desestabilizacdo das membranas e inser¢ao nas células-
alvo, os AMPs atuariam sobre o DNA/RNA (Kanyshkova et al. 2003), a sintese
de proteinas (Helmerhorst et al., 1999) e sobre enzimas autoliticas de parede
celular (Ginsburg, 2004). Atualmente, ja é conhecido que os AMPs possuem
varias estratégias para desenvolver suas fungdes dentro da célula, no entanto,
ainda nao esta claro se os AMPs sao capazes de atacar multiplos alvos

simultaneamente ou se selecionam alvos especificos.



Interferéncia com DNA/RNA
(Kanyshkova et al. 2003)

Disturbio/Desarticula¢do de
membranas microbianas
(Chapple et al., 2004)

PEPTIDEOS
ANTIMICROBIANOS

Ativacdo de autolise
celular (Ginsburg, 2004)

Degradacdo de ATP e enzimas
(Helmerhorst et al., 1999)

Figura 2 — Possiveis mecanismos de acao dos AMPs (Retirado de West et al., 2006).

O ataque direto pode ser letal ou gerar um efeito inibitério sobre o
crescimento e a atividade dos microrganismos, dependendo das concentragdes
de peptideos. Para exercer a atividade antimicrobiana, AMPs devem estar
presentes em uma concentracdo minima especifica, o que depende de cada

patdgeno.

Mecanismo de acao dos AMPs

Samuel Leite Guimaraes

Interferéncia Rubens Daniel M. Magalhaes
no RNA

Interferéncia
no DNA

Interferéncia

Autdlise nas proteinas e ATP

Figura 3 — llustracdo dos possiveis mecanismos de acdo dos AMPs no interior
da célula.

O mecanismo exato de agao utilizado por AMPs pode ser determinado
por varios fatores, incluindo a linhagem do microrganismo-alvo, as
caracteristicas estruturais dos peptideos e o modo como os AMPs interagem

com outros fatores imunes, no caso de peptideos de vertebrados, incluindo
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outros peptideos da mucosa (Matsuzaki, 1999). Contudo, a permeabilizagéo
das membranas é reconhecida como um fator central nessa agao.

AMPs também podem inibir de forma indireta o crescimento e a
atividade do microrganismo. Um mecanismo pelo qual isso é feito consiste em
tornar o ambiente da mucosa nao propicio para a colonizagdo. Devido a
multiplicidade e a alta colonizagdo do epitélio, microrganismos necessitam da
presenca de nutrientes nas superficies da mucosa. Um agente antimicrobiano
bem caracterizado é a lactoferrina, que se liga a ions de ferro livres, um
nutriente essencial para o crescimento e a multiplicagdo dos microrganismos,
presentes nas superficies da mucosa, restrito a bactérias (Legrand et al.,
2004). Fazendo a superficie da mucosa indspita, os AMPs reduzem a
habilidade de microrganismos em colonizar epitélios e diminui sua habilidade
de multiplicacédo, permitindo ao tecido do hospedeiro o desenvolvimento de
outras modalidades de defesa. Contudo, microrganismos tém desenvolvido
mecanismos para contornar a capacidade dos AMPs em reduzir os nutrientes
disponiveis. No caso do ferro, por exemplo, algumas bactérias sdo capazes de
sequestrar o metal da lactoferrina, o que determina um mecanismo que
possibilita comunidades de microbios comensais serem capazes de sobreviver
em superficies de mucosas (West et al., 2006).

A atuacdo de AMPs contra microrganismos € aumentada por suas
habilidades de agir sinergisticamente. Quando AMPs interagem com seus
alvos, eles executam etapas combinadas e aditivas, que apresentam
importantes efeitos. O primeiro efeito consiste na redugcdo da concentragao
minima de dado AMP, necessaria para eliminar o microrganismo, quando uma
grande diversidade de AMPs atuando em combinag¢do sobre a mucosa diminui
a concentragdo necessaria para eliminar o microrganismo. O segundo efeito
consiste no aumento do espectro de agentes infecciosos sobre os quais os
AMPs podem agir de maneira eficaz. Investigagbes tém mostrado que a
lactoferrina neutraliza os acidos lipotecdis, tornando as membranas de
bactérias Gram-positivas mais susceptiveis a atividade de lisozima (Leitch &
Willcox, 1999). O terceiro efeito decorrido das interacdes sinergéticas e aditivas
entre os AMPs é o aumento da velocidade desses peptideos em eliminar
infeccdes. Combinagdes entre lactoferrina, lisozima e inibidor de leucoprotease
do soro resultam em uma taxa de eliminacdo mais rapida de Escherichia coli

em relagao a qualquer uma das proteinas empregadas individualmente (Singh
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et al.,, 2000). Finalmente, interagcbes sinergisticas e aditivas promovem um
elemento a mais para a protecdo da superficie das mucosas, diminuindo a
suscetibilidade clinica a infecgdes.

Estudos recentes tém mostrado inconsisténcia nas propriedades dos
AMPs em condi¢bes in vitro e in vivo (West et al., 2006). Estudos in vitro
determinam uma atuacao padrao dos AMPs, muitas vezes nao possibilitando
uma interpretacdo de sua verdadeira participacdo in vivo, no qual fatores
agonistas e antagonistas exercem consideravel influéncia sobre a atividade
desses AMPs. Por exemplo, alguns AMPs perdem sua atividade microbiana em
presenca de niveis fisiologicos de NaCl (Travis et al., 1999). Além disso,
existem discrepancias entre a concentragdo de AMPs empregada em estudos
in vitro comparada com as concentragdes fisioldgicas in vivo (Hancock, 2001).
As concentracbes nas quais os AMPs apresentam suas atividades
antimicrobianas in vitro estdo na ordem de micro- a miligrama por mililitro,
muito mais alta do que a encontrada em muitas regides do corpo,
especialmente em condi¢gdes ndo inflamatorias, onde a concentracdo de AMPs
€ ainda menor que a concentracao inibitéria minima de ensaios in vitro. Isto
sugere que as propriedades antimicrobianas apresentadas por AMPs podem
nao exercer um papel solitario nas defesas do hospedeiro in vitro. Por outro
lado, eles podem atuar ativamente somente sob condi¢des inflamatdrias, em
que a concentragdo substancialmente maior de AMPs sobrepbe o efeito

inibitério das concentragdes fisioldgicas de sal (Hancock, 2001).

3.4. Fitopatégenos-teste

O género Clavibacter corresponde a um grupo de bactérias, patogénicas
de plantas, Gram-positivas, actinomiceto (familia Microbacteriaceae)
(Stackebrandt et al.,, 1997), representado por uma simples espécie: C.
michiganensis. Esta espécie € subdividida em cinco subspécies, de acordo
com seus diferentes hospedeiros (Jahr et al., 1999). Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis é considerada a mais importante bactéria causadora de
doenca em tomateiros, causando grandes perdas econdémicas em todo o
mundo (Gartemann et al., 2003). Ela é responsavel pelo cancro bacteriano,
descoloragao do xilema e “doencga do olho de passaro” dos frutos em culturas
de tomate (Strider, 1969; Davis et al., 1984; Gartermann et al, 2003). Essas
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bactérias presentes no solo invadem o sistema vascular das plantas e
colonizam os plasmodesmas (Gartermann et al., 2003).

A bactéria fitopatogénica Ralstonia solanacearum tem sido um grande
fator limitante da produgcdo de diversas solanaceas em todo o mundo por
causar a murcha bacteriana (Syed e Loke, 1995). Mais de 100 espécies
vegetais ja foram notificadas como susceptiveis a esta bactéria Gram-negativa,
que estd presente no solo, invade e coloniza as raizes das plantas
hospedeiras, seguindo-se de uma rapida colonizagdo nos tecidos vasculares
(Hayward, 1991). Estudos comparativos entre plantas de pimenta da espécie
Capsicum annum resistentes (cv.Kulai) e suceptiveis (LC4 55) a essa bactéria
tém demostrado que as células bacterianas, apds colonizarem o protoxilema
das plantas susceptiveis, degradam a sua parede celular e propagam-se para a
célula vizinha, ao passo que, nas plantas resistentes, elas ndo conseguem
atravessar a parede celular das suas células, ndao sendo possivel sua
propagacao para as demais células adjacentes (Hayward, 1991; Rahman et al.,
1999).

O fungo Alternaria solani € o causador da “pinta preta”, que € uma das
principais doengas que acomete o tomateiro e a batateira no Brasil. Essa
doenga caracteriza-se por causar intensa reducdo da area foliar, queda do
vigor das plantas, depreciacédo de frutos e tubérculos, e consequente redugao
do potencial produtivo. Embora um programa de manejo da cultura possa
minimizar o desenvolvimento da “pinta preta”, o uso de fungicidas € necessario
para a protecdo dessas culturas, sob condicdes ambientes favoraveis.
Fungicidas protetores a base de cobre sdo amplamente empregados em
ambas as culturas, resultando em danos ambientais consideraveis. O periodo
de protecdo na planta varia de 6 a 9 dias em média, sendo recomendados
intervalos de aplicacdo de 7 dias. Varias alternativas aos fungicidas tém sido
avaliadas nos ultimos anos na busca de produtos que controlem
satisfatoriamente as doencas, tenham pequeno impacto ambiental e baixa
toxicidade aos seres vivos (Tofoli, 2004).

Esses microrganismos foram escolhidos para serem utilizados como
fitopatégenos-teste nos ensaios antimicrobianos realizados nesse trabalho, por

causarem danos irreversiveis em espécies de grande importancia comercial.
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3.5. Espectrometria de Massa Aplicada ao Estudo de Peptideos
Antimicrobianos — Importancia e Dificuldades

MS vem sendo amplamente utilizada como importante ferramenta para a
identificacdo e caracterizagdo de peptideos naturais em organismo diversos
(Frewen, et al., 2006). AMPs vegetais sao expressos em muito baixa
concentracdo, e os extratos vegetais sdo muito complexos, contendo um
conjunto de compostos, especialmente com baixas massas moleculares
(inferiores a 1000 Da), que s&o considerados interferentes nas analises
espectrométricas. Esses compostos sao de dificili remogcdo dos extratos
vegetais, pois muitos apresentam carga liquida e/ou s&o parcialmente
hidrofébicos, que sao caracteristicas que dificultam sua remogéao das amostras
de interesse e facilita sua aglomeracdo (Barbosa, 2008). Esse aglomerado
peptidico persiste em etapas de peneiramento molecular, dificultando o
clareamento do material de interesse. Assim, estratégias de purificagdo como
cromatografias de troca ibnica e de fase reversa nem sempre garantem a
remocao desses compostos em niveis suficientes a obtencdo de resultados
confiaveis na espectrometria, pois o ruido € alto e reduz a confiabilidade dos
resultados obtidos de massas moleculares das fragdes peptidicas de interesse
(Almeida et al., 2008). Outras técnicas vém sendo avaliadas para clareamento
do material analisado como utilizagdo de célula de agitagdo e uso de

equipamento alta pressdo (HPLC) para analises cromatograficas.

3.6. Estudo de Peptideos Antimicr obianos para Aplicacdes Futuras

Os AMPs apresentam potencial consideravel para uma variedade de
aplicagdes terapéuticas para diferentes organismos (Aumelas et al., 1996), pois
apresentam estruturas e modos de acao diferentes dos descritos para os
agentes de defesa conhecidos para uso em plantas e animais. Ainda, uma das
principais vantagens na aplicagdo destes AMPs esta na sua baixa indugao de
resisténcia microbiana, quando comparados a maioria dos medicamentos
antibidticos existentes. Apesar de ndo se conhecer claramente os mecanismos
de acgao, os peptideos tém mostrado expressiva atividade in vitro contra
microrganismos resistentes a antibidticos convencionais, despontando como

uma nova classe de agentes terapéuticos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Identificar peptideos antimicrobianos em extratos vegetais complexos,
realizando a purificagdo de peptideos antimicrobianos de plantas de pimentao
da variedade Sunshine, por metodologias nao refinadas e por técnicas
cromatograficas, para obter as massas moleculares e as sequéncias

aminoacidicas por técnicas espectrométricas.

4.2 Objetivos Especificos

i — Obter material vegetal-fonte de AMPs ,ajustar e avaliar a efetividade
de metodologias de preparo de extratos vegetais;

il — Refinar as metodologias de clareamento e purificagdo dos extratos;

iii - Avaliar o potencial antimicrobiano das fracbes enriquecidas em

AMPs contra fitopatdgenos;
iv — Analisar as fragdes enriquecidas em AMPs por espectrometria de

massa e refinar procedimentos de purificagdo para localizar os peptideos de

interesse.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Plantio das Sementes de Pimentdo e Armazenamento das
Folhas

Sementes de pimentdo ‘Sunshine’, foram obtidas do Banco de
Germoplasma do Departamento de Fitotecnia (DFT/UFV), coordenado pelo
Prof. Derly José Henriques da Silva (DFT/UFV). As sementes foram plantadas
e as folhas totalmente expandidas foram colhidas de plantas com cerca de 60
dias e armazenadas a -80 °C, para uso como fonte de peptideos. Copos
descartaveis de 200 mL, com 5 furos na porcéao inferior, foram preenchidos
com substrato BIOPLANT® (Prata), receberam uma ou duas sementes de
pimentédo, foram colocados sobre uma bandeja de isopor contendo o0 mesmo
substrato e foram mantidos em estufa com temperatura controlada
(BIOAGRO/UFV). As bandejas foram irrigadas duas vezes ao dia, inicialmente
com agua e, apos germinagao, com solugao nutritiva Fertsubstrato®, conforme
sistema hidroponico desenvolvido pelo Prof. Paulo Roberto Gomes Pereira
(DFT/UFV). Plantas com 15-20 cm foram transferidas para vasos de 4 kg (duas
plantas por vaso) e mantidas em casa-de-vegetagdo, sob temperatura

controlada, até a coleta das folhas com cerca de 60 dias.

5.2. Preparo de Extratos de Folhas de Piment&o
5.2.1. Obtencéo de Extrato Soluvel (ES)

Apos pesagem, as folhas foram pulverizadas com nitrogénio liquido em
almofariz e pistilo, e maceradas com tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,0 contendo
EDTA 10 mM, PMSF 1mM, benzamidina 1mM e tiouréia 2mM. Posteriormente,
o homogenato foi centrifugado a 20.300 g, a 4°C por 30 minutos (BECKMAN).
Para o primeiro protocolo utilizado, o sobrenadante foi reservado, o precipitado
foi lavado por duas vezes em volume igual ao inicial da mesma solugdo tampéao
contendo os inibidores de proteases e centrifugado, e os dois sobrenadantes
obtidos foram adicionados ao anteriormente reservado, e a fracao resultante foi
nomeada Extrato Soluvel (ES). Para o segundo protocolo avaliado, o primeiro
sobrenadante recuperado correspondeu a ES, o precipitado foi lavado a

semelhanca, e os dois sobrenadantes obtidos foram descartados.
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5.2.2. Obtencédo do Extrato de Parede Celular (EP)

O precipitado obtido na etapa anterior foi ressuspendido em LiCl (1,5 M)
contendo PMSF 1mM, benzamidina 1mM e tiouréia 2mM, e foi deixado sob
agitacéo por duas horas a 4°C. Apos centrifugagdo sob as mesmas condi¢des
descritas, o precipitado foi descartado e o sobrenadante foi nomeado Extrato
de Parede Celular (EP).

5.3. Purificacdo dos Peptideos

Trabalhos prévios realizados no Laboratério de Protedmica e Bioquimica
de Proteinas indicaram a ocorréncia de aglomeragdes e degradacao
proteolitica, ocasionando diminuigdo da concentracao peptidica de interesse
nas fracbes provenientes dos extratos soluvel e de parede celular. Novas
propostas de protocolo, priorizando técnicas com menor tempo de execugao e

maior efetividade durante o fracionamento das amostras foram avaliadas.

5.3.1. Fracionamento com Sulfato de Aménio
ES e EP foram separadamente submetidos a precipitacdo com sulfato
de aménio sdlido a 35% de saturagéo, em banho de gelo e sob agitagédo lenta
por duas horas e centrifugados. Apenas para o segundo protocolo usado, os
sobrenadantes foram submetidos novamente a precipitacdo por sulfato de
amoénio sélido a 75% de saturagdo em banho de gelo sob agitagdo overnight.

Os precipitados foram recuperados.

5.3.2. Aquecimento Seletivo

O aquecimento seletivo foi usado apenas no protocolo antigo. Os
sobrenadantes recuperados do fracionamento por sulfato de amébnio a 35% de
saturacdo foram separadamente submetidos ao aquecimento seletivo em
banho-maria a 80 °C por 15 minutos. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas e os sobrenadantes, Extrato Soluvel (ES) e Extrato de Parede

Celular (EP), foram recuperados, dializados e liofilizados.

5.3.3. Ultrafiltracéo
Uma célula de agitacdo (“Amicon”) de 400 mL foi utilizada para

ultrafiltragao.
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Ap06s precipitagao por sulfato de ambnio, ES e EP foram ressuspendidos
em Tris-HCI 50mM, pH 7,0 e ultrafiltrados (Amicon/Millipore, 8400, 400 mL) em
uma membrana de tamanho de poro de 10.000 Da, com 3 lavagens com a
mesma solugdo. A seguir, o filtrado foi ultrafitrado novamente em uma
membrana de tamanho de poro de 1.000 Da. O retido foi lavado por mais trés
vezes usando a mesma solugcao de lavagem e concentrado a 20 mL. O
procedimento foi desenvolvido em banho de gelo. As membranas foram
escolhidas e usadas sequencialmente para priorizar a recuperacido de AMPs,

tendo em vista seu tamanho de 2 a 9 kDa (Hancock e Lehrer, 1998)

5.3.4. Liofilizacao
As amostras ultrafiltradas foram congeladas em ultrafreezer a -80 °C ou

em nitrogénio liquido e liofilizadas (Edwards).

5.3.5. Cromatografia de Exclusdo Molecular

Para a primeira extragdo, as cromatografias de exclusdo molecular
foram realizadas com colunas montadas manualmente utilizando resinas
Sephadex G10 ou G50, sob pressdao ambiente, com fluxo controlado por
bomba peristaltica BIO-RAD, Ep1 Econo Pumb, para Sephadex G-10, ou sob
baixa pressao em equipamento FPLC (BIO-RAD) para Sephadex G-50. Apos a
separagao de ES em Sephadex G-10 (1,3 cm de didmetro, 26 cm de altura,
volume de resina de 52 mL), duas regides do perfil cromatografico foram
misturadas, liofilizadas e submetidas a cromatografia em resina Sephadex G-
50, em coluna com 1,6 cm de didametro, 90 cm de altura e volume de resina de
181 mL, em FPLC. Utilizou-se como solucéo de equilibrio e de eluicdo Tris-HCI
50 mM, pH 7,0, ao fluxo de 0,5 mL.min"'. Foram coletadas fracdes de 1,3 mL
em microtubos, que foram avaliadas por Absovancia a 280 e 214 nm.

Nas extragdes posteriores (protocolo de extragao rapida, item 6.3), o
uso do equipamento HPLC foi incorporado ao protocolo e as separagdes foram
feitas no laboratério de Protedmica e Bioquimica de Proteinas (DBB/UFV).
Apos o fracionamento com sulfato de aménio, ES e EP individualmente foram
separados por cromatografia de exclusdo molecular em coluna Protein Pak 60A
(Waters, 14,34 mL de volume total). O fluxo utilizado foi inicialmente de 0,5
mL.min™" para a cromatografia e 0,2 mL.min" para as recromatografias

realizadas, com o tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,0. O volume aplicado das
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amostras foi de 100 pyL (aproximadamente 0,7% do volume da coluna) para
todas as separagdes. As fragdes obtidas foram coletadas em microtubos de 1,5
mL em volumes variados de acordo com o pico eluido e foram avaliadas a 280

e 214 nm para confirmar a presenca de peptideos.

5.3.6. Cromatogr afia Hidrofébica

A cromatografia hidrofébica em coluna com resina Phenyl Sepharose
(Amersham/GE) (110 mL de volume, 2 cm de diametro, 50 cm de altura, fluxo
1,5 mL.min™") foi usada para separacdo de EP. A coluna foi equilibrada com
tampao Tris HCI 25 mM, pH 7,0, com 20% de sulfato de aménio. A amostra
consistiu de 10 mL de EP aplicados em sistema manual com auxilio de uma
bomba peristaltica (BIO-RAD, Ep1 Econo Pumb), em gradiente decrescente
descontinuo de sulfato de amoénio (20%, 15%, 10% e 5% de saturagdo), com
passos com cerca de 200 mL de solugado eluida, avaliando-se a leitura em
espectrofotbmetro para prolongar a troca de solugdo de modo que né&o

houvesse a perda de picos. Foram coletadas 824 fragdes de 1,3 mL cada.

5.3.7. Cromatografia de Fase Reversa em Coluna C i3

Apods o desenvolvimento da cromatografia de exclusao molecular, para
ES, ou hidrofébica, para EP, algumas fragbes ricas em peptideos foram
separadas em coluna de fase reversa C18 em equipamento HPLC (C18-RP-
HPLC), capilar, associado ao espectrometro de massa, no Laboratério Nacional
de Luz Sincrotron (LNLS-Campinas/SP). As proteinas foram separadas em um
gradiente continuo de acetonitrila (0 a 40 % de acetonitrila), sendo a solugado A
formada por TFA 0,1% (v/v) e a solugéo B por TFA 0,1% (v/v) e acetonitrila
80% (v/v). Os picos eluidos da C18-RP-HPLC foram automaticamente
analisados pelo espectrometro de massas.

Em outro momento, fragbes ricas em peptideos, recuperadas apos o
desenvolvimento de cromatografia de exclusdo molecular (ES) ou hidrofébica
(EP) foram separadas em coluna de fase reversa C18 (Shimadzu) em
equipamento HPLC semi-preparativo, no Laboratério de Protedmica, no
BIOAGRO/UFV. As proteinas foram separadas em um gradiente continuo de
acetonitrila (8 a 80 % de acetonitrila), sendo a solugdo A formada por TFA 0,1%
(v/v) e a solugéo B por TFA 0,1% e acetonitrila 80% (v/v). Alguns picos eluidos

da C18-RP-HPLC foram coletados e submetidos a uma recromatografia em
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coluna C4-RP-HPLC no mesmo equipamento, visando avaliar o grau de pureza

para, a seguir, serem submetidos a analises em espectrometro de massa.

5.3.8. Cromatografia de Fase Reversa em Coluna C 4

Apods o desenvolvimento de cromatografia de exclusdo molecular (ou, no
caso da primeira extragao de material vegetal, apés C18-RP-HPLC), fragdes
enriquecidas de peptideos de ES e EP foram separadas em coluna analitica de
fase reversa C4 em equipamento HPLC (C4-RP-HPLC). As proteinas foram
inicialmente separadas em gradiente continuo de acetonitrila (8 a 80%), sendo
a solugéo A formada por TFA 0,1% (v/v) e a solugao B por TFA 0,1% (v/v) e
acetonitrila 80% (v/v). Os picos eluidos da C4-RP-HPLC foram submetidos a
teste de inibicdo microbiana, visando selecionar os picos de interesse para
analise em espectrémetro de massa.

A C4-RP-HPLC também foi utilizada nos protocolos de extragao rapida,
sendo a unica etapa da cromatografia de fase reversa utilizada. O fluxo
utilizado foi de 1 mL.min™", coluna analitica, gradiente de acetonitrila (8 a 32%,
variando 4,8%/min.; 32 a 48%, variando 0,8%/min.; 48 a 80%, variando
6,4%/min.), a solugéo A foi constituida de TFA 0,1% (v/v) e a solugao B de TFA
0,1% (v/v) e acetonitrila 80% (v/v).

5.4. Espectrometria de Massa (MS)

5.4.1. Selecéo das Fragdes
Foram submetidas a espectrometria de massa todas as fracdes
coletadas que promoveram inibigdo no crescimento dos microrganismos
testados (item 3.4) e as fracbes que se apresentaram bem separada apds as

etapas cromatograficas, com picos bem resolvidos e com alta intensidade.

5.4.2. Protedlise limitada
Aliquotas das fragbes separadas por etapas cromatograficas e
selecionadas para analises por MS foram proteolizadas. A protedlise limitada
das amostras proporciona a fragmentacdo de sequéncias protéicas em
pequenos fragmentos de peptideos, que serdo usados para posterior analise e
identificagcao protéica por meios computacionais. Para a protedlise limitada, foi

utilizada tripsina (SIGMA, cédigo T 6567). A digestdo ocorreu a temperatura de
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37°C (temperaturas de atuagdo maxima da enzima proteolitica) por 3 a 4 h, em
presenca de tampao bicarbonato de amoénio. Posteriormente também foi

realizada a reducéo por DTT (10mM) e alquilag&o por iodoacetamida (55mM).

5.4.3. Modelos e Ajustes dos Equipamentos

As analises de espectrometria de massa (MS) foram realizadas no
Laboratério Nacional de Luz Sincrontron (LNLS-Campinas/SP) sob supervisdo
do Dr. Fabio Gozzo. Foram analisadas cinco fragdes em espectrometro de
massa acoplado a um HPLC com coluna capilar RP-C18 (Q-TOF “Ultima”
acoplado ao sistema nanoAcquity Ultra Performance LC, Waters). O
equipamento foi ajustado com parédmetros de restricdo para a separagédo de
peptideos na regido até 12 kDa. Foram obtidos perfis de MS para cada fragéo e
os peptideos selecionados automaticamente pelos parametros pré-definidos

foram analisados por MS-MS, apos fragmentagao automatica.

5.5. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida de Trés Fases na
Presenca de Tricina

A eletroforese em gel de poliacriiamida de trés fases foi realizada
segundo Judd (1994). Foi utilizado o equipamento para mini-gel (Bio-Rad, Mini-
Protean lll). Para o gel de separacdo (16,5% T), foram utilizadas: solugdo de
acrilamida/bis-acrilamida (49,5% T, 3,0% C), tampao do gel (Tris-HCI 3M, SDS,
pH 8,9), glicerol 10% (v/v), persulfato de amonio 10% (p/v), agua e TEMED. O
gel intermediario (9,9% T) foi preparado com os mesmos componentes do gel
de separacdo nas mesmas concentracdes, a excegao do glicerol, que nao foi
adicionado. Para o gel de concentracao (5,1% T), foram utilizados: solugédo de
acrilamida/bis-acrilamida (30,8% T, 2,6% C), tampé&o do gel (Tris-HCI 3M, pH
6,8), EDTA 0,2M, agua, persulfato de amoénio 10% (p/v) e TEMED. A
eletroforese desenvolveu-se a 100V por cerca de 15 min, até atingir o gel
intermediario, a 80V por cerca de 20 min, até atingir o gel de concentracao, e
entdo a 60 V até o final da corrida, perfazendo cerca de 6,5 h. O tampao do
catodo foi Tris-base 0,1M e tricina 0,1M, SDS 0,1%, pH 8,31, e o tampao do
anodo foi Tris-HCI 0,2M, pH 8,9. O tamp&o de amostra para os dois tipos de
gel consistiu de Tris-HCI, 50mM, pH 6,8,SDS 4% (p/v), azul de bromofenol
0,025% (p/v), glicerol 12% (p/v) e B-mercaptoetanol 10% (v/v). A amostra foi
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fervida por 10 minutos em banho-maria. Os gel foi revelado pelo método da
prata (Pharmacia-Biotech (2000)).

5.6. Testes de Atividade Antimicrobiana

Para os testes, as bactérias foram repicadas em meio LB liquido e
cultivadas até valores de Asgp = 0,9 - 1. O fungo Alternaria solani (Isolado 422,
obtido da colegédo de patogenos do Laboratorio de Biologia de Populagdes de
Fitopatdogenos do Departamento de Fitopatologia da UFV) foi crescido em meio
sélido BDA/Agar e repicado para placas contendo meio apropriado para
esporulacao (175ml de V8(suco comercial), 3g de CaCOs, 20g de agar-agar e
0,1g de cloranfenicol), posteriormente sendo incubado por cinco dias em
fotoperiodo de 12h claro e 12h escuro. Apdés o crescimento foi causado
estresse ao fungo por meio do desprendimento de suas colbnias, e a cultura foi
novamente incubada por 16 horas no escuro e 8 horas sob luz negra. Foram
obtidos esporos em alta concentragdo por inundacédo da placa de cultura com
agua esteéril e posterior filtragdo (Simmons, 2007).

Testes de inibicdo das bactérias e do fungo fitopatogénicos foram
realizados de acordo com Teixeira et al. (2006), modificado, em microplacas de
96 pocgos, de fundo plano, estéreis e tampadas. Para os ensaios, em cada poc¢o
foram adicionados 50 uL de meio LB 2x liquido, 10 uL de cultura de bactéria
(Aseo = 0,9 — 1) ou de fungo (2000 esporos) e 40 uL da fragao peptidica (teste)
ou de agua (controle da cultura). O controle do meio consistiu de 50 uL de meio
LB 2x adicionados de 50 ulL de agua. Nos ultimos ensaios realizados,
cloranfenicol 25 mg.L'1, contra as bactérias, e Cicloeximida 150 mg.L'1, contra o
fungo, foram utilizados como controles negativos para o crescimento dos
microrganismos. A inibicdo foi medida pela comparagdo entre as curvas de
crescimento na presenca e na auséncia das fracbes peptidicas. Os testes
foram desenvolvidos em ftriplicata. O crescimento microbiano foi avaliado em
leitor de microplacas a 560nm, periodicamente, para o preparo das curvas de
crescimento dos microrganismos.

A média aritimética dos valores obtidos pela leitura em microplacas de
cada uma das trés repeticbes correspondentes a cada fragao foi usada para
calculo da percentagem de crescimento do microrganismo em relagdo ao meio

de cultura, a qual foi usada para a obtengao da percentagem de inibigao.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Ajuste do Protocolo de Extracao de Peptideos

ES e EP foram inicialmente clarificados por fracionamento salino, por
sulfato de aménio, e aquecimento seletivo seguindo-se etapas cromatograficas
de purificagcdo (Figura 4). Apesar de rudimentares as técnicas néao
cromatograficas auxiliaram na eliminagdo de um conjunto de proteinas e outros
contaminantes nao protéicos que ndo sao de interesse. Para a purificagcao de
peptideos, varias estratégias tém sido aplicadas: fracionamento salino (sulfato
de ambnio, por salting out), aquecimento seletivo, filtracdo em célula de
agitagdo, cromatografias de exclusdo molecular, de troca i6nica, hidrofobica e
de fase reversa, além da purificagdo em géis preparativos (Barbosa, 2008).

Considerando a baixa concentracdo de peptideos antimicrobianos em
plantas e a complexidade molecular das amostras, existe a necessidade de
uma purificagdo exaustiva a partir de grande volume de extratos pré-purificados
de plantas, obtendo fragdes enriquecidas, que permitam o seqlenciamento
desses peptideos via espectrometria de massa, e também a realizacdo de
testes de atividade antimicrobiana, além das caracterizagbes estruturais,
bioquimicas e toxicologicas posteriores.

Ha grande dificuldade na compatibilizacdo da purificagdo para atender
as atividades do trabalho, pois, enquanto ensaios biolégicos, como os
antimicrobianos, necessitam de grandes quantidades de fragdes com baixo
grau de pureza, as analises espectrométricas para identificagdo dos AMPs
necessitam de baixas quantidades de amostra com alto grau de pureza.

A cromatografia em resina Sephadex G-10, com faixa de separagao
menor que 700 Da, dessalinizou e gerou dois grupos peptidicos (Figura 5), que
foram agrupados para compor a amostra para a nova cromatografia. A resina
Sephadex G-50, com faixa de separagcdao de 1500-30000 Da, além de

dessalinizar, promoveu melhor separacao das fragdes peptidicas.
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COLETA DE FOLHAS TOTALMENTE EXPANDIDAS DE PIMENTAO
Pulverizacdo e maceracdo em presenca de inibidores de protease (extracdo 1:4 ES e 1:2,5 EP).

Centrifugagao (CTF)
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Figura 4 — Etapas de extragdo e de purificagcdo de peptideos de folhas totalmente expandidas
de pimentéo (‘Sunshine’). As folhas foram pulverizadas com nitrogénio liquido e maceradas
com tampao de extracdo, obtendo-se ESB e EPB, que foram fracionados por sulfato de
aménio (SA) e aquecidos seletivamente, produzindo ES e EP, respectivamente. ES foi
separado em duas colunas de exclusdo molecular, Sephadex G-10 e Sephadex G-50, e as
fragcOes recuperadas foram submetidas a espectrometria de massa acoplada a C18-RP-HPLC
capilar ou foram purificadas em coluna C18-RP-HPLC (Laboratério de Protebmica e
Bioquimica de Proteinas - BIOAGRO/UFV). As fragdes obtidas em coluna Sephadex G-10
foram primeiramente submetidas a espectrometria de massa, a nova separagdo por
Sephadex G-50 e protedlise, ainda ndo sendo suficiente para alcancar os objetivos. EP foi
separado em coluna hidrofébica com resina Phenyl Sepharose e submetida a C18-RP-HPLC
capilar ou semi-preparativo, a semelhacga de ES. As fragdes recuperadas foram submetidas a
C4-RP-HPLC e posteriormente a espectrometria de massa. No fluxograma, as caixas verdes
correspondem as etapas desenvolvidas para ES, e as caixas azuis referem-se as etapas
desenvolvidas para EP.

24




Duas regides ricas em peptidieos foram identificadas apds a separagao
em Sephadex G-10 (Regides 1 e 2, Figura 5 e 6). A presenca de bandas com
baixas massas moleculares logo apés o volume vazio da coluna sugere a
ocorréncia de aglomeracado peptidica na Regido 1. Ja a segunda regido

apresentou fracdes eluidas em uma faixa correspondente a dos peptideos de

interesse.
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Figura 5 - Cromatografia de exclusdo molecular do Extrato de Soluvel (ES) de folhas

totalmente expandidas de pimentdo ‘Sunshine’ em Sephadex G-10. A partir de SDS-Tricina-
PAGE, foram selecionadas duas regides de interesse, que foram recuperadas visando
posterior separagdo em Sephadex G-50. A separacado foi desenvolvida usando Tris-HCI 5
mM, pH 7,0, ao fluxo de 1,0 mL.min". A amostra correspondeu a 10 mL de ES (Figura 4) e
fragdes de 1,3 mL foram recuperadas.
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Figura 6 — SDS-Tricina PAGE de fragdes recuperadas da cromatografia de exclusao
molecular em Sephadex G-10 (Figura 5). As canaletas contém 25 uL das amostras: MW -
Padrdo de Peso Molecular (Da); 14) Fracdo 14; 15) Fragao 15; 16) Fragéo 16; 17) Fragao
17; Tp) Canaleta Vazia (Tampao de Amostra); 33) Fragéo 33; 34) Fragéo 34; 35) Fragéo 35;
36) Fragado 36. O gel foi revelado por coloragao de prata.

Doze corridas cromatograficas semelhantes foram desenvolvidas em
Sephadex G-10, aplicando-se 10mL de ES em cada corrida. Observou-se

excelente repetibilidade no desenvolvimento das mesmas e as Regides 1 e 2
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de todas as corridas foram agrupadas em um unico pool, que foi liofilizado,
ressuspendido para 10mL. Analises espectrométricas dessa amostra indicaram
alto grau de contaminantes e a necessidade de continuidade das purificagdes
(dados nao apresentados). Assim, essa amostra foi separada em Sephadex G-
50, obtendo-se oito regides de interesse (Figura 7). Para a espectrometria de
massa, foram avaliadas quatro dos oito pools obtidos, que foram P-Il, P-V, P-
VII, P-VIIl, por serem mais promissores, dada a melhor separacdo no perfil
cromatografico. Esses pools foram digeridos com Tripsina conforme o item
5.4.2, dada a complexidade das amostras. Os espectros de MS do Pool-V
(Figura 8A) e do Pool-VIl (Figura 8B ) ilustram os resultados obtidos apds
analise dessas amostras por espectrometria de massa acoplada em RP-HPLC
capilar (LC-ESI-TOF), realizados no LNLS. Podem ser observados fragmentos

peptideos duplamente carregados em uma faixa de 1.200 a 1.400 Da.

Absorvancia 214nm
Absorvancia 280nm

Fracdes

| —=— Absorvancia 214nm Absorvancia 280nm |

Figura 7 — Cromatografia de exclusdo molecular do Extrato Soluvel (ES) de folhas totalmente
expandidas de pimentado ‘Sunshine’ em Sephadex -G-50. Oito pools foram destacados (P-l a
P-VIIl) e recuperados, e quatro deles foram submetidos a espectrometria de massas. A
separacgao foi desenvolvida na presenga de Tris-HCI 5nM, pH 7,0, ao fluxo de 0,5 mL.min". A
amostra correspondeu a 10 mL do pool obtido das Regides 1 e 2 da separacdo em Sephadex
G-10 (Figura 6) e fragdes de 1,3 mL foram recuperadas.

No entanto, ndo se obteve nenhuma identificacdo computacional por
homologia das sequéncias previstas desses peptideos utilizando o banco de
dados nao redundante do UniProt (The UniProt, 2009). A partir das analises
dos espectros de MS, trés possiveis causas para a ndo obtengdo de homologia
podem ser sugeridas a principio: o banco de dados utilizado pode ter sido
muito amplo, também contendo proteinas de alta massa, o que dificulta a

identificacdo de peptideos; a separagdo em apenas oito pools, apds a
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Sephadex G-50, pode néo ter sido suficiente para se obter um alto grau de
pureza e concentragdo da amostra, por se tratar de uma mistura complexa de
proteinas; o tratamento enzimatico com tripsina pode n&o ter sido eficaz.
Observou-se a ocorréncia de peptideos duplamente carregados (Figura 8) em
apenas uma pequena faixa do gradiente de acetonitrila. Em uma digestéao
eficaz era esperado que ocorresse a presenca de peptideos duplamente

carregados na maior parte do gradiente.
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Figura 8 — Anadlises espectrométricas (MS) do Extrato Soluvel (ES) de folhas totalmente
expandidas de pimentao ‘Sunshine’ apos Sephadex G-50. Separag¢ao do Pool V (A) e Pool VI
(B). Estas amostras foram submetidas a espectrometria de massa acoplada a C18-RP-HPLC.
Em B, a regido de interesse foi expandida, mostrando peptideos duplamente carregados. Em
C, a regiao de m/z entre 660 e 710 foi ampliada para melhor visualizagdo do espectro
encontrado, observando-se peptideos duplamente carregados.
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Embora um grande numero de picos tenha sido obtido, as fragdes nao
apresentaram um grau de purificagdo que permitisse desenvolver a
identificacdo e o sequenciamento via espectrometria de massa.

As fragdes correspondentes a ESP6 (P-VI) e a ESP7 (P-VIl) foram
selecionadas pela quantidade de material disponivel, pela qualidade da
separagao observada a partir do perfil cromatografico (Figura 7 ), e pelo grau
de inibicdo microbiana (Figura 12 ), e separadas em C18-RP-HPLC, buscando
melhor purificagdo para nova analise por espectrometria de massa (LNLS)
(Figura 10 ). Foram coletados 18 picos a partir da separagao de ESP7 por C18-
RP-HPLC. O pico 10 (Figura 9A ) foi separado por C4-RP-HPLC, seis picos
foram coletados e o pico 2 (Figura 9B ) analisado por MS (figura 10C),
buscando avaliar o grau de pureza e identificar os componentes de cada
fracdo. ESP6 também foi submetido a separacdo por C18-RP-HPLC e
posterior MS (Figura 10B ).

No entanto, ndo foi possivel a identificacdo das sequéncias peptidicas,
possivelmente devido a uma separacéao restrita das fragdes submetidas a MS,

a possiveis agentes interferentes ou a uma alta degradagao protéica.

,,,,,,

Pico 10 (ESP7R3)

2

,:,D,r: N ———
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Flgura 9 - Cromatograflas de fase reversa da ‘fragdo ESP7R3 (C18) e da fracdo Pico ‘IO (C4).
(A) Perfil cromatografico decorrente de separagdo em coluna C18-RP-HPLC de Extrato Soluvel
(ES) pool VII (Figura 7) de folhas totalmente expandidas de pimentdo da variedade Sunshine
apos Sephadex G-50. A terceira repeticdo (R3) foi analisada usando detector de absorvancia
em 214nm. (B) Perfil cromatografico decorrente de separagao em coluna C4-RP-HPLC do pico
10, destacado (vermelho) em (A). A linha verde corresponde a concentragcédo da solu¢do de
eluicdo (solugédo B: 0,1% TFA e 80% acetonitrila). Em azul também se encontra o pico 2,
provido da separagéo de ESP7R3, submetido posteriormente a MS (Figuras 10C ).
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Figura 10 — Analises espectrométricas (MS) de fragdes tripsinizadas obtidas apos separagao
em C18-RP-HPLC e C4-RP-HPLC. Os espectros referentes ao pico 10 (A) provido de ES-P7
apos separagédo em colunas Sephadex G-50 e C18-RP-HPLC e ao pico 15 (B) provido de ES-
P6 estdo apresentados. O pico 10 foi submetido a nova separagédo por C4-RP-HPLC e nova
analise por MS foi realizada com o pico 2 coletado (C) (Figura 9B ). Os espectros ndo mostram
compostos com massas superiores a 2 kDa e apresentam grande interferéncia impossibilitando
analises precisas dos dados obtidos, ja o espectro referente a C4-RP-HPLC (C), apresentou-se
com menos interferéncia, embora com compostos ainda abaixo da massa molecular esperada.

Nao foram encontrados compostos com mais de 2 kDa nos espectros
obtidos a partir de ES-P6 e ES-P7, separados em C18-RP-HPLC,
possivelmente pela ocorréncia de degradagao proteolitica e/ou pela alta
concentragao de interferentes, dificultando a analise dos dados obtidos (Figura
10A e 10B). Ja os espectros obtidos a partir de C4-RP-HPLC (Figura 10C) se
mostraram mais definidos, possivelmente pela menor concentracédo de
interferentes nas fragcdes analisadas, apesar de nido serem identificados

peptideos com massa esperada. Somente foram encontrados peptideos com

massas inferiores a 2 kDa.
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A utilizacdo da cromatografia de interacdo hidrofébica para separar EP
(Phenyl Sepharose, Figura 11) foi realizada com o objetivo de reduzir a
concentracdo salina da amostra e de avaliar a separagao protéica, dada a
caracteristica hidrofébica dos peptideos de interesse relatada pela literatura
(Matsuzaki et al., 1999; Hancock, 2001; Zasloff, 2002).
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Figura 11 — Cromatografia hidrofébica em Phenyl Sepharose do Extrato de Parede Celular
(EP) de folhas totalmente expandidas de pimentdo ‘Sunshine’. Foram aplicados 10 mL,
obtendo-se dezoito pools destacados (I a XVIII), que foram utilizados para ensaio de inibigao
microbiana. A coluna foi equilibrada com Tris HCI 25 mM, pH 7,0, com 20% de sulfato de
aménio. A cromatografia desenvolveu-se com gradiente decrescente descontinuo de sulfato
de amdnio, com passos a cada 200 mL (Representado em Preto).

Por EP apresentar menor concentracdo de proteinas, os extratos foram
utilizados para ensaios antimicrobianos, e ndo foram analisados por MS.

Dessa forma, houve a necessidade de se fazer novas extragdes a fim de
se obter material necessario para repeticdo das etapas realizadas, inserindo-se
modificacdes, realizando testes de novos métodos de purificagdo e eliminando-
se 0 aquecimento seletivo, o qual pode ser responsavel pela aglomeragéo

peptidica.

6.2. Teste de Atividade Antibacteriana

Testes de inibigdo antimicrobiana utilizando as fracbes eluidas da
cromatografia de exclusao molecular (Sephadex G-50, Figura 7), contra as
bactérias Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis e Ralstonia
solanacearum (Figura 12 ), evidenciaram o potencial inibitério de um grupo de
fragcdes, sendo importante para indicar os picos a serem priorizados em

analises posteriores.
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Figura 12 — Inibicdo no crescimento de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis e
de Ralstonia solenacearum por fragdes coletadas apds cromatografia de exclusdo molecular
(ES, Figura 7) e hidrofébica (EP, Figura 11). O crescimento bacteriano foi monitorado em
leitor de microplacas (absorvancias a 560 nm) por 16 horas. As amostras foram ensaiadas
em ftriplicata sendo o valor do desvio padrdo inferior a 10 %. O controle da cultura
correspondeu ao cultivo da bactéria em auséncia dos extratos peptidicos. O controle do
meio correspondeu ao meio de cultivo na auséncia da bactéria e dos extratos.

Portanto, ES e EP apresentaram potencial antimicrobiano a ser
explorado e as cromatografias de exclusdo molecular de ES permitiram o
enriquecimento das fragbes peptidicas. A comparagdo com experimentos ja
realizados, inclusive com a separagao em Sephadex G-10 (Figura 5), sugere
que a fracdo ES-PVII contenha peptideos antimicrobianos em menor grau de
aglomeragdo, enquanto as fragdes anteriormente obtidas (ES-PIl, ESPV,
ESPVI) podem ter peptideos em diferentes graus de aglomeragdo. As
atividades antimicrobianas observadas por acado das fracdes provenientes de
EP podem ter sido influenciadas pela concentragao salina (sulfato de aménio)
decorrente da separagao hidrofobica. No entanto, sdo observadas atividades
superiores a 20% (EP-PXVI) e a 18% (EP-PXVII) contra ambas as bactérias
testadas, ocasionadas por fragbes eluidas na cromatografia hidrofébica na

auséncia de sal.
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6.3. Protocolo de Extragdo Rapida

Durante o decorrer do protocolo anterior observou-se degradagdo dos
peptideos de interesse, possivelmente devido a uma demorada etapa de
purificacdo e a ocorréncia de aglomeragao peptidica, agravada pela etapa de
aquecimento. Diante desse fato, uma nova extracao foi realizada alterando-se
as etapas de purificagéo, esperando-se obter uma menor degradacdo e a
obtencao de maiores quantidades de peptideos para futuras analises.

Folhas de pimentdo da variedade Sunshine (78,29 gramas) foram
colhidas e usadas como fonte de peptideos, e os protocolos de extragdo e

purificagdo foram desenvolvidos conforme fluxograma a seguir (Figura 13 ).

COLETA DE FOLHAS TOTALMENTE EXPANDIDAS DE PIMENTAO
Pulverizacdo e maceracdo em nresenca de inibidores de protease (extracdo 1:4 ES e 1:2.5 EP).

Centrifugacao (CTF)

’

RATO SOLUVEL (ES)

Extragao usando LiCl, e
inibidores de proteases

racionamento com sulfato de aménio a 35% de saturagéo (SA)
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Figura 13 — Etapas de extragcéo e de purificagdo otimizada de peptideos de folhas totalmente
expandidas de pimentao ‘Sunshine’.  As folhas foram pulverizadas com nitrogénio liquido e
maceradas com tampao de extragdo. O extrato obtido foi centrifugado e o sobrenadante
coletado, nomeado ES. O precipitado foi lavado mais duas vezes e a ele foi adicionado LiCl, por
duas horas. Nova centrifugagéo foi feita obtendo-se EP. Tanto ES quanto EP foram fracionados
por sulfato de amoénio (SA) a 35% e posteriormente a 75% de saturagédo. Os extratos obtidos
foram ultrafiltrados em duas etapas. Na primeira foi utilizada membrana de 10000Da para
separar os contaminantes de tamanho superior ao poro da membrana, coletando-se o0 material
eluido. Na segunda etapa foi utilizada membrana de 1000Da para separar os contaminantes
com tamanho menor que o poro da membrana e também para concentragdo da amostra de
interesse. ES e EP coletados foram separados por cromatografia de exclusao molecular (HPLC,
Protein Pak 60A) em dois grupos (ES) e cinco grupos (EP), ressubmetidos a mesma separagéo
individualmente (Recromatografia). As fragbes obtidas na recromatografia foram agrupadas e
posteriormente ressubmetidas a cromatografia C4-RP-HPLC. 32




Duas etapas de ultrafiltragcdo por célula de agitacdo (Amicon, Item 5.3.3)
(Membrana de 10.000 e 1.000 Da) foram acrescentadas com o objetivo de
obter fragbes enriquecidas em peptideos (1 a 10 kDa) antes dos procedimentos
cromatograficos. SDS-Tricina-PAGE foi utilizado para companhar o
enriquecimento dos peptideos nas fragdes (dados ndo apresentados). Bandas
com massas estimadas abaixo de 6.500 Da foram encontradas nas amostras

recuperadas, comprovando assim a eficacia do procedimento.

6.3.1. Purificagdo dos Peptideos de Folhas de Pimentéo

As etapas para purificagdo parcial dos peptideos de interesse se
desenvolveram, principalmente, por cromatografias em HPLC, das amostras ja
fracionadas por sulfato de amoénio (SA 35% e 75% saturagdo) e ultrafiltracao
(membranas de 10.000 Da e 1.000 Da, sequencialmente), que proporcionaram
uma importante eliminagdo dos contaminantes segundo sua solubilidade e
tamanho.

ES e EP apés ultrafiltracdo (Figura 13) foram separados por
cromatografias de exclusdo molecular em coluna “Protein Pak 60A” em HPLC
(fluxo de 0,5 mL.min”', fase moével Tris-HCI 50mM, pH 7,0, temperatura
controlada de 30°C). Trés separagdes de ES e de EP, para obtencdo de
quantidade suficiente de material eluido, foram realizadas (Figuras 14 e 15).
Pools foram formados e liofilizados para um novo ensaio de inibigdo microbiana
contra Ralstonia solanacearum e Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, para selecdo de novas fragbes de interesse. O teste foi feito
segundo protocolo apresentado no item 5.6 e os resultados estédo

apresentados na Figura 16 .
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Figura 14 — Cromatografia de exclusdo molecular em HPLC (coluna Protein Pak 60A) do
ES apés ultrafiltragdo (Figura 13 ). O fluxo utilizado foi de 0,5 mL/min, fase mével Tris-HCI
50mM, pH 7,0, 30°C, Abs. a 214 nm. Das trés separag¢des realizadas, apenas duas séo
sobrepostas acima. Em destaque se encontram as regides agrupadas em pools usadas
para realizagéo de teste de inibicdo microbiana (Figura 16 ).
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Figura 15 — Cromatografia de exclusdo molecular em HPLC (coluna Protein Pak 60A) do
EP apds ultrafiltragdo (Figura 13 ). O fluxo utilizado foi de 0,5mL/min, fase mével Tris-HCI
50mM pH 7,0, 30°C, Abs. a 214 nm. Trés separagoes realizadas foram sobrepostas. Em
destaque se encontram as regides agrupadas em pools usados para realizagdo de teste de

inbicdo microbiana (Figura 16 ).
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Figura 16 — Inibicdo no crescimento de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis e
de Ralstonia solenacearum por fragbes eluidas da cromatografia de exclusdao molecular
(ES, Figura 14 e EP, Figura 15). O crescimento das bactérias foi avaliando em leitor de
microplacas (absorvancias a 560 nm) por 10 horas. O controle da cultura correspondeu ao
cultivo da bactéria em auséncia dos extratos peptidicos. O controle do meio correspondeu
ao meio de cultivo na auséncia da bactéria e dos extratos.

Valores de inibigdo superiores a 20% foram observados para Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis, pelas fracdes ES4 (30%), ES8 (27%),
ES9 (20%), ES12 (21%), EPIV (27%), EPV (31%) e EPVI (25%), e para
Ralstonia solanacearum, pelas fragoes ES4 (31%), ES5 (34%), ES8 (28%),
ES11 (24%), ES12 (27%) e EPV (27%), com 10 horas de ensaio, e denotam a
eficiéncia do protocolo de extracdo rapida. A quantidade de material utilizado
para o teste foi correspondente a extracdo de 1,5g de folhas de pimentdo da
variedade Sunshine. A alta inibicdo de EPV pode ter sido causada pela
presenca de sal em alta concentracdo na fragdo eluida. Todo o material
submetido a cromatografia e usado para o teste de inibicdo veio de
fracionamento por SA 35 e 75% de saturacéo, onde o precipitado foi eluido em
célula de agitacdo com membrana com tamanho de poro de 10 kDa, e retido
por membrana com tamanho de poro de 1 kDa, ndo tendo sido realizadas
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lavagens durante a passagem do material. Logo, ES e EP foram recuperados
apos ultrafiltracdo contendo moléculas com tamanho esperado de 1 a 10 kDa,
condizente com o tamanho relatado dos AMPs pela literatura (2 a 9 kDa,
Hancock e Lehrer, 1998).

Novas cromatografias de exclusdo molecular foram feitas e novas
regides foram delimitadas, abrangendo toda a extensao dos perfis. Assim, ES e
EP retidos em célula de agitacdo com membrana 1kDa foram novamente
separados por cromatografias de exclusdo molecular. As Figuras 17 e 18
correspondem aos perfis obtidos que foram divididos em grupos de fragoes de
ES (grupo 1 (G1) e grupo 2 (G2)) e de EP, (grupo | (Gl), grupo Il (GlI), grupo Il
GllIl), grupo IV (GIV) e grupo V (GV%]).1
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Figura 17 — Cromatografias de exclusdo molecular em HPLC (coluna Protein Pak 60A) do
ES apds ultrafiliragdo (Figura 13) e delimitacdo de ES-G1 e ES-G2. O fluxo utilizado foi
0,5mL/min, fase moével Tris-HCI 50mM, pH 7,0, 30°C, abs. a 214 nm. Cinco separagdes
realizadas foram sobrepostas. A diferenga dos perfis pode ser devido a concentragcao
diferencial das amostras aplicadas. Os grupos formados para recromatografia estdo
indicados na figura. O grupo dois (G2) n&o foi submetido a recromatografia.
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Figura 18 — Cromatografias de exclusao molecUlar em HPLC (coluna Protein Pak 60A) do
EP apds ultrafiltragdo (Figura 13) e delimitagdo dos grupos EP-GI a EP-GV. Trés
separagoes realizadas foram sobrepostas. O fluxo utilizado foi 0,5mL/min, fase mével Tris-
HCI 50mM, pH 7,0, 30°C, abs. a 214 nm. A diferenga dos perfis é devida a concentragao
diferencial das amostras aplicadas. Os grupos formados para recromatografia estdo
indicados na figura (Gl, Gll, Glll e GIV). O grupo cinco (GV) ndo foi submetido a
recromatografia.
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As fracbes ES-G2 e EP-GV foram estocadas em freezer a -80°C e os
demais grupos individualmente foram submetidos a recromatografia de
exclusdo molecular, na tentativa de melhorar a resolugdo dos perfis. O fluxo foi
diminuido para 0,2 mL.min"'. As separagdes recromatograficas de ES e a
sobreposicao das separacdes realizadas, correspondente a cada um dos
grupos obtidos a partir da recromatografia de EP, estdo apresentadas nas

Figuras 19 e 20.
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Figura 19 — Recromatografia de exclusao molecular em HPLC de ES-G1. O perfil foi obtido
utilizando equipamento HPLC com coluna Protein Pak 60A, fluxo 0,2mL/min, fase mével Tris-HCI
50mM, pH 7,0, 30°C, abs. a 214 nm e a 280 nm. As fragdes aplicadas estdo apresentadas na
Figura 17 . Dois grupos foram separados para cromatografia de fase reversa: ES-G1-A e ES-G1-B.
A direita, ampliacéo da regido referente ao grupo B.
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Figura 20 — Recromatografias de exclusdo molecular em HPLC de EP-GI (vermelho), EP-GII (azul),
EP-GIII (verde) e EP-GIV (preto). Os perfis sobrepostos foram obtidos utilizando equipamento
HPLC com coluna Protein Pak 60A, fluxo 0,2mL/min, fase mével Tris-HCI 50mM, pH 7,0, 30°C, abs.
a 214 nm. As fragdes aplicadas estao apresentadas na Figura 17 .
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Analisando os resultados obtidos pela recromatografia de excluséo
molecular de EP, observa-se que o aumento da resolugdo dos picos nao foi
satisfatorio, mesmo com fluxo 2,5 vezes menor do que o fluxo da cromatografia
anterior. Por isso essa etapa foi considerada desnecessaria para o protocolo de
purificacdo de EP e os picos eluidos de cada grupo foram recuperados e
reagrupados, para serem aplicados a cromatografia de fase reversa. Para ES,
a etapa foi mantida.

As separacgdes utilizando cromatografia de fase reversa foram realizadas
em HPLC com coluna C4. Devido ao menor tamanho dos peptideos de
interesse e a sua alta hidrofobicidade, as interagdes realizadas com a fase
estacionaria séo relativamente mais significativas para o seu progresso durante
a separacao do que interacbes realizadas por proteinas com alto peso
molecular. Assim, espera-se que uma fase estacionaria constituida por uma
menor cadeira carbdnica possa proporcionar menor area para interagbdes das
moléculas com a fase estacionaria favorecendo os peptideos de interesse.
Dessa forma, todas as fragbes obtidas na recromatografia de exclusdo
molecular referentes a cada grupo analisado foram agrupadas e submetidas a
cromatografias de fase reversa. Os perfis obtidos sdo apresentados nas
Figuras 21 e 22.
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Figura 21 - Cromatografias em C4-RP-HPLC, de ES-G1-A e ES-G1-B apods
recromatografia de exclusdo molecular (Figura 19 ). O fluxo foi de 1,0 mL/min, temperatura
30°C, abs. a 214 nm (vermelho) e 280 nm (preto). Um gradiente descontinuo de acetonitrila
de 8 a 80% (10 a 100% de B contendo acetonitrila 80%+TFA 0,1%, eixo secundario) foi feito
(azul). Em destaque regides que apresentaram mais de 60% de inibigdo (verde).
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Observa-se, na separacdo de ES, a existéncia de picos coincidentes
com tempos de eluicdo de aproximadamente 28 e 31 minutos. Uma corrida
controle realizada com H,O e TFA 0,1% como amostra e como o solvente,
mantendo-se as mesmas condicdes das separacdes realizadas, nao
evidenciou a presenca de picos no controle, indicando que picos coincidentes
sao de ambas as amostras.

Houve uma separacgéao satisfatéria de ES e EP por cromatografia de fase
reversa. O material eluido foi coletado e submetido a novo teste de inibicao

microbiana.
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Figura 22 — Cromatografias em C4-RP-HPLC, de EP-GI, EP-GII, EP-GIII e EP-GIV apés
cromatografia de exclusdo molecular (Figura 18 ). O fluxo foi de 1,0 mL/min, 30°C, Abs. a
214 nm (vermelho) e 280 nm (preto). Um gradiente descontinuo de acetonitrila de 8 a 80%
(10 a 100% de B contendo acetonitrila 80%+TFA 0,1%, eixo secundario) foi feito (azul). Em
destaque regides que apresentaram mais de 60 % de inibicdo (verde).
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Para eliminar a acetonitrila, agente inibitério presente em todo material
eluido da fase reversa em concentragcdes variadas, o material foi fervido por
duas horas em banho-maria, em capela de exaustdo. A escolha desse
procedimento se deve ao fato do ponto de ebulicdo da acetonitrila ser 82°C e
de alguns peptideos antimicrobianos serem termorresistentes (Lindorff-Larsen
e Winther, 2001). Em ensaios inibitérios realizados previamente no laboratério
de Protedmica e Bioquimica de Proteinas observou-se que o tempo de duas
horas de fervura foi suficiente para a retirada da acetonitrila presente no meio
em diferentes concentragdes, ocasionando inibicdo microbiana desconsideravel
nas bactérias Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis e Ralstonia
solanacearum (Barbosa, 2008).

O teste de inibigao foi feito conforme protocolo apresentado no item 5.6.
Devido a falta de material, foram feitos testes apenas com extratos em diversas
etapas da purificagao contra as bactérias Ralstonia solanacearum e Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis a fim de avaliar a efetividade do método
antes de realizar nova extracdo. A curva de crescimento das bactérias testadas
com as fragdes obtidas estdo apresentadas na Figura 23 .

Divergéncias foram observadas pela comparagao dos resultados obtidos
apos teste de inibicdo microbiana. As fragbes correspondentes aos extratos
obtidos apds cromatografia de exclusdo molecular apresentaram baixa inibigéo,
enquanto fracbes do mesmo material, em etapa mais adiantada do protocolo
de separacéao (apds etapa de cromatografia de fase reversa) apresentaram alta
inibicdo. Isso possivelmente se deve a baixa concentracdo dos compostos
inibidores no extrato, assim como a atuagao de outros compostos que
poderiam exercer um papel estimulador em relagao ao crescimento microbiano.
As fracbes EP-GIl e EP-GIIl, por exemplo, apresentaram inibicdo pouco
consideravel, enquanto RP-GII-3 e 5, RP-GllI-1 e 2 (pools 3 e 5, 1 e 2 de EP-
Gll e EP-GIII, respectivamente, apos fase reversa) apresentaram alta inibigéo,
provavelmente devido a um enriquecimento do composto inibitério durante o
processo cromatografico. O mesmo foi observado para as fragées de ES (RP-
G1-A-3 e RP-G1-B-5, 6, 7 e 8).
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Figura 23 — Inibicado das bactérias Ralstonia  solanacearum
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (B) pelas fragbes ES e EP,
respectivamente, enriquecidas de peptideos, providas de diversas etapas de fracionamento.
Crescimento bacteriano mediante a adicdo de fragbes obtidas de folhas totalmente
expandidas de pimentao da variedade Sunshine apds separagdes pré-cromatograficas (ES
e EP-Bruto), exclusao molecular (RE e EP-GI a GIV) e C4-RP-HPLC (RP), avaliando-se as
absorvancias a 560 nm em leitor de microplacas por 10 horas. O controle da cultura
correspondeu ao cultivo da bactéria em auséncia dos extratos peptidicos. O controle do
meio correspondeu ao meio de cultivo na auséncia da bactéria e dos extratos.

(A) e

Observando ainda os resultados obtidos pelo teste de atividade

antimicrobiana € possivel encontrar valores de inibicdo negativos (maior

crescimento do microrganismo com a fragdo peptidica do que o controle da
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cultura). Isso indica que certas fragdes podem estar estimulando o crescimento
bacteriano pela presencga de fontes de carbono adicionais ou pela presenca de
moléculas que podem estimular o crescimento das bactérias por atuagéo nas
vias metabdlicas e na expressao génica. No entanto, observam-se fragcbes com
alta capacidade inibitéria (mais de 80 %), o que pode ser justificado pela
eliminacao dos interferentes presentes no extrato bruto e pela alta
concentragdo dos peptideos de interesse, ja que essas fragbes se encontram
em estagio avancado de purificagdo (obtidas por cromatografia de fase
reversa).

Esse resultado também mostra que, conforme esperado, os compostos
responsaveis pela inibigdo microbiana ndo perderam sua capacidade inibitoria
quando fervidos por duas horas (para remogéo de toda a acetonitrila e TFA do
meio), podendo ser considerados termoestaveis em temperatura de 98 °C e
resistentes a acdo de solventes organicos (acetonitrila). Lindorff-Larsen e
Winther (2001) descreve a LTP1 de cevada, AMP com cerca de 90 residuos de
aminoacidos altamente estavel a acdo de agentes desnaturantes, proteases e
temperaturas até 100 °C. Barbosa (2008) também obteve fragdes contendo
peptideos de folhas de semente de soja que se apresentaram estaveis em alta
temperatura e na presenca de solventes organicos. Por essas caracteristicas,
esses compostos sdo muito promissores para a utilizagdo como componentes

para a protecao de plantas contra os referidos microrganismos testados.

6.4. Novo Plantio e Extragéo de Material Vegetal

Para obtencdo de maior quantidade de material para sequenciamento
via espectrometria de massa e realizagdo de novos ensaios antimicrobianos, foi
realizado um novo plantio de sementes de pimentdo da variedade Sunshine e,
apo6s cerca de 60 dias, 20 gramas de folhas foram colhidas e usadas como
fonte de peptideos. Os procedimentos para extracdo e purificacdo das
amostras foram realizados a semelhanga do apresentado na Figura 13,
diferindo pelo maior numero de lavagens durante a etapa de ultrafiltracdo (3 em
cada etapa) e pela eliminacédo da etapa cromatografica de exclusdo molecular.

Devido a pouca quantidade de material disponivel, e buscando testar a
separacao usando C4-RP-HPLC do material obtido apds etapa de ultrafiltracéo
otimizada pela adicdo das lavagens, optou-se pela aplicacédo direta das

amostras ultrafiltradas em coluna de fase reversa C4 (fluxo de 1 mL.min"!, item
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5.3.8). A boa separagao permitiu a delimitacdo de fragbes para ensaios

antimicrobianos e para tentativa de sequenciamento via espectrometria de

massa. Os perfis estdo apresentados na Figura 24 .
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Figura 24 — Cromatografia de fase reversa utilizando equipamento HPLC, coluna C4 de ES
(A) e EP (B). O fluxo utilizado foi de 1 mL/min, Bomba A — TFA 0,1%, Bomba B — TFA 0,1%
e Acetonitrila 80% e monitorada em 214 nm (vermelho) e 280nm (preto continuo). A
variagdo do gradiente (%B) esta representada pela linha azul. As fragbes coletadas estédo

delimitadas pelas linhas pontilhadas.

Ensaios de inibicdo foram feitos utilizando material equivalente a 5 das

20 gramas de folhas extraidas contra o fungo Alternaria solani (Figuras 25 e

26) e outros ensaios foram feitos utilizando o equivalente a 2,5 gramas de

folhnas extraidas contra cada

uma das duas bactérias,

Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis (Gram positiva)(Figuras 27 e 28) e

Ralstonia solanacearum (Gram negativa) (Figura 29 e 30).
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Figura 25 — Inibicdo de Alternaria solani pelas fragbes de ES e EP enriquecidas de
peptideos apds C4-RP-HPLC. Crescimento do fungo mediante a adigdo de fragdes obtidas
de folhas totalmente expandidas de pimentdo da variedade Sunshine apds separagdo em
C4-RP-HPLC, avaliando-se as absorvancias a 560 nm em leitor de microplacas por 65
horas. O controle da cultura (C.Cultura(Tris) ) correspondeu ao cultivo do fungo na auséncia
dos extratos peptidicos. O controle do meio (C.Meio) correspondeu ao meio de cultivo na
auséncia dos esporos do fungo. Cicloheximida 150 mg.L™" (C.(-) 150ppm) foi adicionado
como controle negativo do crescimento.
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Figura 26 — Fragdes que apresentaram maior capacidade de inibir o crescimento de
Alternaria solani (ES-2(84%), ES-5 (62%), EP-1(88%), EP-5(59%). O teste foi realizado com
fracbes apds C4-RP-HPLC, avaliando-se as absorvancias a 560 nm em leitor de
microplacas por 65 horas. O controle da cultura (C.Cultura(Tris) ) correspondeu ao cultivo
do fungo na auséncia dos extratos peptidicos. O controle do meio (C.Meio) correspondeu
ao meio de cultivo na auséncia dos esporos do fungo. Cicloeximida 150ppm (C.(-) 150ppm)
foi adicionado como controle negativo do crescimento. 43
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Figura 27 — Inibicdo de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis pelas fragbes de
ES e EP enriquecidas de peptideos apdés C4-RP-HPLC. Crescimento bacteriano mediante a
adicdo de fragcbes obtidas de folhas totalmente expandidas de pimentdo da variedade
Sunshine apods separagdo em C4-RP-HPLC, avaliando-se as absorvancias a 560 nm em
leitor de microplacas por 10 horas. O controle da cultura (C.Cultura(Tris) ) correspondeu ao
cultivo da bactéria na auséncia dos extratos peptidicos. O controle do meio (C.Meio)
correspondeu ao meio de cultivo na auséncia da bactéria. Cloranfenicol 25 mg.L™ (C.(-)
0,025 g/L) foi adicionado como controle negativo do crescimento.
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Figura 28 — Fragdes que apresentaram maior capacidade de inibir o crescimento de
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (ES-3 (33%), EP-1 (38%)). O teste foi
realizado com fragbes apds C4-RP-HPLC, avaliando-se as absorvancias a 560 nm em leitor
de microplacas por 10 horas. O controle da cultura (C.Cultura(Tris) ) correspondeu ao
cultivo da bactéria na auséncia dos extratos peptidicos. O controle do meio (C.Meio)
correspondeu ao meio de cultivo na auséncia da bactéria. Cloramfenicol 25 mg.L™" (C.(-)
0,025 g/L) foi adicionado como controle negativo do crescimento.
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Figura 29 — Inibicdo de Rastonia solanacearum pelas fragbes de ES e EP enriquecidas de
peptideos apdés C4-RP-HPLC. Crescimento bacteriano mediante a adicdo de fragdes
obtidas de folhas totalmente expandidas de pimentdo da variedade Sunshine apos
separacao em C4-RP-HPLC, avaliando-se as absorvancias a 560 nm em leitor de
microplacas por 10 horas. O controle da cultura (C.Cultura(Tris) ) correspondeu ao cultivo
da bactéria na auséncia dos extratos peptidicos. O controle do meio (C.Meio) correspondeu
ao meio de cultivo na auséncia da bactéria. Cloranfenicol 25 mg.L™" (C.(-) 0,025 g/L) foi
adicionado como controle negativo do crescimento.
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Figura 30 — Fracdes que apresentaram maior capacidade de inibir o crescimento de
Ralstonia solanacearum (ES-3 (27%), EP-3 (41%)). O teste foi realizado com fracdes apos
C4-RP-HPLC, avaliando-se as absorvancias a 560 nm em leitor de microplacas por 10
horas. O controle da cultura (C.Cultura(Tris) ) correspondeu ao cultivo da bactéria na
auséncia dos extratos peptidicos. O controle do meio (C.Meio) correspondeu ao meio de
cultivo na auséncia da bactéria. Cloramfenicol 25 mg.L'1 (C.(-) 0,025 g/L) foi adicionado
como controle negativo crescimento.

Cicloheximida foi utilizado na concentracdo de 150 mg.L™ como controle

negativo do crescimento microbiano, ocasionando 55% de inibicdo no

crescimento de Alternaria solani, apds 65 horas de cultivo. Esse composto atua
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bloqueando a peptidil transferase na unidade 60S do ribossomo eucarioto,
impossibilitando o elongamento do peptideo nascente. As fragdes nomeadas
ES-2, ES-5, EP-1 e EP-5 (Figura 24) causaram maiores inibicdes no
crescimento do fungo do que o controle negativo (84%, 62%, 88%, 59%,
respectivamente, Figura 26 ) apds 65 horas de cultivo, as quais se destacaram
como amostras de grande interesse.

Cloranfenicol, na concentracdo de 25 mg.L™" (25 ppm), foi utilizado como
controle negativo do crescimento das bactérias. Esse antibidtico, na
concentracdo utilizada, bloqueia a atividade dos ribossomos bacterianos,
dificultando a sintese protéica. EP-1 também se destacou por causar maior
inibicdo no crescimento da bactéria Gram-positiva Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis (38%) em relagcdo ao antibiotico (36%), sendo ES-3
(33%), a fracdo proveniente do extrato soluvel que mais se aproximou da
inibicdo causada por cloranfenicol (Figura 28 ). Para a bactéria Gram-negativa
Ralstonia solanacearum, EP-3 causou maior inibigdo do crescimento (41%) do
que o controle negativo (39%) e ES-3 (27%) também foi a fragdo do extrato
soluvel que mais se aproximou da inibicdo causada pelo antibiético (Figura
30). Para ambas as bactérias testadas, as fragdes do extrato de parede celular
apresentaram maiores inibicdes em comparagao com aquelas provenientes do
extrato soluvel.

A composigdo da parede celular da bactéria Gram-negativa (Ralstonia
solanacearum) possivelmente dificultou a acdo do agente antimicrobiano
presente na fracdo EP-1 (1% de inibicdo). E conhecido pela literatura
(Cristensen et al., 1988; Tejada et al., 1995) que bactérias Gram-negativas
possuem barreiras que dificultam a acdo de peptideos antimicrobianos, por
dificultar sua interagdo com a membrana celular e/ou sua entrada na célula.

Outras fragdes também causaram inibigdo préxima ao controle negativo
para os microrganismos testados, como a ES-3 (50%) para Alternaria solani;
EP-5 (31%) e EP-6 (34%), para C. michiganensis subsp. michiganensis; e EP-
11 (32%), para R. solanacearum. Todas as percentagens de inibicdo foram
calculadas com tempo de cultivo bacteriano de 10 horas.

Todas as fragdes destacadas serdo submetidas a MS para obtencgao de
informacdes sobre sua sequéncia primaria, que podera ser identificada pela
utilizagdo de programas de alinhamento e pela comparagédo de espectros

(valores m/z) com o auxilio das bases de dados do DefDB (Capitulo II).
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7. CONCLUSAO

A purificacdo de peptideos antimicrobianos tem sido um grande desafio
para varios grupos de pesquisa no mundo. Nesse trabalho, consideravel
progresso foi conseguido para a purificacao desses peptideos a partir de folhas
de pimentdo (‘Sunshine’), utilizando métodos de fracionamento adaptaveis a
uma purificagdo em larga escala, necessarios para ensaios funcionais, e de
modo refinado, necessario para as caracterizagdes estruturais das moléculas.

Entre o protocolo de purificacdo inicialmente sugerido e o protocolo
otimizado de extragcdo rapida, observa-se a eliminagdo do aquecimento
seletivo, a implantagédo da utilizagdo de célula de agitagdo nas etapas iniciais
de fracionamento, e o uso de HPLC na etapa cromatografica inicial (gel
filtracdo). O aquecimento seletivo parece ter colaborado para a aglomeragao
peptidica observada.

A otimizacdo das etapas de clareamento dos extratos, especialmente
com o uso da ultrafiltragdo, minimizou degradagcbes e perdas de material
peptidico. Assim, a cromatografia de exclusdo molecular foi substituida,
reduzindo o tempo de isolamento protéico. Foram implementadas etapas de
lavagens entre as ultrafiltracbes e foi abolida a etapa de aquecimento seletivo.

Observou-se que a duracdo das etapas de extragdo e purificacido
influencia diretamente na qualidade do material fracionado, devido a ocorréncia
de possiveis processos de aglomeragdo, precipitacdo e/ou degradacao
proteolitica. Essa perda de material possivelmente é favorecida pelas
caracteristicas estruturais dos peptideos antimicrobianos (regides discretas
com alto grau de hidrofobicidade e outras positivamente carregadas) e poderia
ser causada pela presenca de compostos salinos ou carregados, capazes de
neutralizar a carga entre os peptideos, a qual favorece a repulsdo e
solubilidade dessas moléculas, pelos procedimentos que aumentariam a
energia cinética do meio (como aquecimento), pelo aumento exagerado da
concentracao desses peptideos em cada fragao e pela retirada, por meio dos
meétodos de fracionamento, de moléculas importantes para a manutencao dos
peptideos em solugdo e/ou desaglomerados. A degradagédo pode ser causada
principalmente por proteases residuais, atuantes a partir da maceracido do
material vegetal. Por outro lado, fragdes peptidicas misturadas a solventes

organicos e submetidas a aquecimento (98 °C) apds etapa cromatografica de
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fase reversa, ainda apresentaram alta inibicdo no crescimento das bactérias
Gram positiva e Gram negativa e do fungo testados, a semelhanga do que foi
encontrado em outros trabalhos (Lindorff-Larsen e Winther, 2001; Barbosa,
2008), o que permite constatar a resisténcia térmica e quimica dos peptideos
antimicrobianos presentes nas fracdes testadas e a eficiéncia do protocolo de
fracionamento estabelecido.

A inibicdo fungica foi mais acentuada em relag&o a inibicdo bacteriana
no ultimo protocolo testado possivelmente por existir defensinas de plantas nas
fragdes inibitdrias. Defensinas de plantas apresentam inibicdo preferencial
contra fungos, como descrito por Broekaert e colaboradores (1997). Algumas
fragbes peptidicas (ES-2, ES-5, EP-1, EP-5) apresentaram inibigdo fungica
superior ao controle utilizado (ciclioeximida, 150 ppm). Outras fragdes também
apresentaram maior inibigdo no crescimento de bactérias Gram positiva (ES-3,
ES-6) e Gram negativa (ES-4, EP-11) do que o antibidtico controle utilizado
(cloranfenicol, 25 ppm), e outras ainda apresentaram alta inibi¢do, tanto no
crescimento do fungo quanto no crescimento da bactéria Gram positiva (EP-1,
EP-5). Nao foram encontradas fragbes capazes de inibir o fungo e a bactéria
Gram negativa.

A partir das informagdes apresentadas, € notavel o grande avango
obtido nos métodos de extracao e purificacdo de peptideos antimicrobianos,
devido a utilizacdo de equipamentos mais modernos e, principalmente, devido
aos ajustes realizados entres as etapas, minimizando o tempo de extragao e
purificacdo, e melhorando a qualidade do fracionamento peptidico em cada
procedimento. O material fracionado pelo ultimo protocolo sera analisado por
espectrometria de massa, buscando a identificacdo dos peptideos

responsaveis pela alta inibicdo microbiana.
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8. PERSPECTIVAS

1.

O sequenciamento por espectrometria de massa das fracbes com
elevado grau de pureza e alta percentagem inibitoria, obtidas apos os

ajustes do protocolo de purificacéo, sera realizado.

As bases de dados do DefDB (Capitulo Il) e outras bases de dados
disponiveis na internet serdo utilizadas, juntamente com plataformas de
analise de dados de espectrometria de massa, para identificar as

sequéncias peptidicas conseguidas.

Os genes responsaveis pela expressao das sequéncias peptidicas
obtidas serao identificados ou sintetizados e posteriormente clonados.
Dessa forma peptideos com alta inibicdo microbiana serdo expressos
em modelos heterdlogos, buscando obter grande quantidade de material
para novas analises. Se esses peptideos forem produtos de proteinas
maiores, essas proteinas poderao ser identificadas pela construgdo de

bibliotecas e sondas de cDNA, por exemplo.

. A concentragao inibitéria minima do peptidio recombinantes in vitro

(teste de microplacas) e in vivo (possivelmente em plantas tomateiros),
utiizando pares especificos peptideos-fitopatdgenos, em casa-de-
vegetacdo, podera ser medida tdo logo se consiga quantidade de
material suficiente. Buscado, dessa maneira, avaliar, via inducdo de
enzimas de resisténcia, a resposta da planta aos agentes
antimicrobianos em estudo, para aplicagdes comerciais futuras dos

peptideos.

Outras caracterizagdes estruturais como dicroismo circular e elucidacao
da estrutura tridimensional por ressonancia magnética nuclear (RMN),
ou por difracdo de raios X, se possivel a obtengao do cristal peptidico,
serdo realizadas para tentativa de elucidacdo do mecanismo de atuacao
dos peptideos antimicrobianos. Tao logo se consiga material peptidico
em quantidade suficiente, também serdo realizadas caracterizacoes

toxicoldgicas, bioquimicas, termodinémicas.

49



Apos a purificagdo e caracterizagao dos peptideos antimicrobianos da
variedade Sunshine, os mesmos procedimentos poderdo ser realizados para
extratos soluveis e de parede celular obtidos de folhas totalmente expandidas
de pimentdo da variedade Samara, que também apresentou fragdes
parcialmente purificadas com alta atividade de inibicdo de fitopatdgenos de

interesse comercial.
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CAPITULO II
NOVA BASE DE DADOS SOBRE DEFENSINAS:
CONSTRUCAO DO BANCO DE DADOS DefDB

1. RESUMO

Defensinas sédo moléculas com prevaléncia cationica, ricas em cisteinas,
apresentando normalmente trés ou quatro pontes dissulfidicas, constituidas de
45 a 54 residuos de aminoacidos. Elas sdo encontradas em organismos
vertebrados e invertebrados, apresentando atividade contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, fungos e/ou virus encapsulados. Essas moléculas
apresentam, em geral, baixa toxicidade a animais e plantas, e atuam sob
baixas concentragdes, justificando assim seu uso potencial como drogas ou
defensivos agricolas. A construcdo de um banco de dados capaz de agrupar
informagdes selecionadas sobre defensinas mostra-se de grande importancia
para a complementacao dos estudos funcionais e estruturais desses peptideos.

O banco de dados DefDB foi construido para auxiliar em estudos iniciais
e na identificagcao de defensinas. Esse banco contém duas bases de dados nao
redundantes, sendo uma relacionada a defensinas de varios organismos, e
outra exclusivamente relativa a defensinas de plantas. Os dados armazenados
sdo obtidos a partir de trés bancos de dados (UniProt, Defensins
Knowledgebase e PhytAMP), analisados e agrupados remotamente. Os
programas construidos verificam a integridade dos dados antes de inseri-los
nas bases de dados. Varias informacdes importantes, priorizando as
sequéncias aminoacidicas, estdo disponiveis no banco de dados, com
possibilidade de filtragem de campos especificos, como, por exemplo, a
selecdo de defensinas expressas por um organismo determinado. Assim, o
DefDB é um banco de dados publico (www.defdb.ufv.br), no qual as
informacdes sobre as sequéncias das defensinas podem ser selecionadas e
recuperadas no formato fasta, capaz de disponibilizar informacdes confiaveis,

armazenadas em duas bases de dados concisas e especificas.
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2. INTRODUCAO

Defensinas sdo compostos naturais com atividade antimicrobiana, sendo
encontradas desde organismos inferiores até humanos. Seu modo de agéo
permite que sejam menos capazes de desencadear resisténcia microbiana,
quando comparadas aos antibiéticos convencionais. O conhecimento sobre a
acao desses peptideos pode fornecer informagdes para o desenvolvimento de
agentes de defesa melhorados (Seebah et al., 2007) e seguros. Esses
peptideos estdo também envolvidos na defesa imunoldgica, no tratamento de
doencas, atuando como agentes cicatrizantes e antiinflamatérios (Ganz et al.
2002).

O mecanismo de atuacao das defensinas ndo é totalmente entendido.
No entanto, ja se sabe que essas moléculas atuam interagindo, por atragdes
eletrostaticas, com a face externa das membranas celulares-alvo, gerando
poros e ocasionando efluxo do conteudo celular (Lichtenstein, 1991). A atuacéo
desses peptideos como sinalizadores primarios e secundarios em vias
apoptéticas e como agentes potencializadores das defesas imunolégicas inata
e adaptativa também tem sido demonstrada em estudos recentes (Lay et al.,
2005; Aerts et al., 2009; Carvalho et al., 2009).

Plantas ndo apresentam um sistema multifacetado de defesa téo
sofisticado como o de animais, sendo também expostas a uma multiplicidade
de patégenos que realizam ataques mecanicos e quimicos. Para esses
organismos, as defensinas produzidas constitutivamente atuam como uma
barreira de suma importancia contra a atuagdo de microrganismos e alguns
fitovirus. A identificacdo e a possibilidade de aplicagdo biotecnoldgica de
peptideos de defesa vegetais constitutivos ou induzidos tém atraido a atengao
de pequenas e grandes empresas mundialmente.

A espectrometria de massa (MS) aplicada ao estudo da estrutura de
moléculas bioldgicas, incluindo-se proteinas, permite a determinagdo das
massas moleculares e também das sequéncias aminoacidicas de proteinas, e
tem despertado a atengao de pesquisadores mundialmente. Esses resultados,
juntamente com uma base de dados concisa, referente ao grupo de proteinas
ou peptideos de interesse, possibilitam a identificacdo de novas moléculas e
auxiliam na determinagdo do arranjo tridimensional (estruturas secundarias e

terciarias), o que justifica o interesse por esta técnica experimental. Entretanto,
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embora apresente grande potencialidade, trata-se de uma técnica que requer
amostras quase isentas de contaminantes interferentes. Sabe-se que extratos
vegetais sdo amostras complexas, e que o clareamento e a purificagdo
adequados sao primordiais a obtencao de resultados.

A bioinformatica € uma ferramenta de grande potencialidade para
estudos de peptideos antimicrobianos. Com o grande avango na area de
desenvolvimento de softwares, hardwares e nos métodos de sequenciamento,
ferramentas voltadas para a identificagao in silico de regides codificadoras de
peptideos antimicrobianos, como as defensinas, em genomas ja sequenciados
podem ser construidas. Bancos de dados estruturalmente compativeis e
especificos oferecem grande suporte a utilizagdo produtiva dessas
ferramentas.

O banco de dados DefDB, com foco em defensinas, foi construido
voltado a busca, agrupamento, e adequacédo dos dados providos de outras
fontes de dados ja estabelecidas. Defensina, a classe dos AMPs mais bem
estudada, foi escolhida por apresentar maior quantidade de dados disponiveis.
O agrupamento remoto de dados de interesse por meio de um programa bem
implementado ndo somente otimiza o tempo de trabalho para construgdo do
banco e a quantidade de informagdes disponiveis, mas também proporciona
uma atualizagdo remota e a obtencdo de dados mais apurados, minimizando
erros de anotagdo e nomenclatura. Para isso, duas linguagens de programagao
de alto nivel (PHP e SQL) foram usadas para a construcdo dos programas
‘parsers’. Dessa forma, o banco de dados DefDB (www.defdb.ufv.br) esta
sendo implementado para fornecer ao usuario uma base de dados que
possibilite identificar inter-relagdes entre defensinas a fim de produzir
informacgdes de interesse bioldgico e que auxilie na identificacdo de sequéncias

aminoacidicas das defensinas.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Defensinas

Defensinas pertencem a wuma ampla familia dos peptideos
antimicrobianos que contém moléculas com uma surpreendente conservacao
funcional. Elas ja foram descritas em cinco classes de dois reinos (Carvalho et
al., 2009). As defensinas a, B e 6 foram encontradas em mamiferos e passaros
(Ganz et al.,, 2004; von Djik et al., 2008), e a quarta e quinta classes de
defensinas foram encontradas em insetos (Bulet et al., 1999) e plantas
(Broekaert et al.,, 1997). Representantes dessas moléculas também foram
encontradas em moluscos (Charlet et al., 1996) e fungos (Mygind et al., 2005).

Analises filogenéticas indicam que defensinas podem compartilhar um
ancestral comum, como ja demonstrado entre defensinas de passaros e
mamiferos (Sugiarto et al., 2004) e entre defensinas de artropodes e moluscos
(Charlet et al., 1996). Essa similaridade estrutural entre espécies e a assinatura
dos residuos de cisteina sugerem que esses peptideos tém um parentesco
evolutivo, dificilmente apresentando uma origem polifilética (Carvalho et al.,
2009). Estudos tém demonstrado a existéncia de peptideos semelhantes as
defensinas presentes em mixobactérias (Zhu et al., 2007). Esses resultados
sugerem que esses peptideos representam uma antiga estratégia de defesa
das formas de vida procaridticas, que foi transferida para a linhagem
eucariotica em algum momento durante a evolugdo, dando origem as
defensinas eucaridticas (Carvalho et al., 2009).

Defensinas de vertebrados sado pequenos peptideos catibnicos (18-45
residuos de aminoacidos), com trés pontes dissulfidicas intra-moleculares,
mediadas por seis cisteinas conservadas (Bowdish et al., 2006). Existem duas
subfamilias principais em vertebrados: as a-defensinas e as B-defensinas.
Esses peptideos sao separados pelo pareamento de suas cisteinas e pelo
numero de residuos de aminoacidos entre as cisteinas. Todos os membros
dessas duas subfamilias, cujas estruturas foram analisadas, mostram um
mesmo padrao de enovelamento da defensina, composto predominantemente
por trés folhas B (Hill et al., 1991; Zimmermann et al., 1995; Szyk et al., 2006).
Um terceiro grupo de defensinas, as 8-defensinas, s&o somente encontradas
em primatas, sendo diferentes das encontradas em humanos, e nao sao

relacionadas estruturalmente com as subfamilias a e B (Tang et al., 1999;
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Selsted et al.,, 2004). Em adicdo a sua capacidade de atuar como agentes
efetores contra microrganismos, defensinas desenvolvem outras fungdes
relacionadas a ambas as respostas imunes, inata e adaptativa, como a indugao
ou modulacao da producgao de citocinas e quimiocinas, alteragao da expressao
génica de células do hospedeiro, inibicdo de repostas pro-inflamatérias das
células do hospedeiro em relagdo aos componentes bacterianos como
lipopolissacarideos (Bowdish et al., 2006). Recentes avangos no conhecimento
da bioquimica das defensinas, principalmente defensinas humanas, séao
descritos no contexto de infecgdes bacterianas.

Com excecado dos residuos de cisteina, os residuos de aminoacidos
variam muito entre os dominios dos peptideos maduros. Isso pode ser
explicado pela pressdo submetida a evolugcdo dos peptideos antimicrobianos,
mediante a sua agdo competitiva contra patégenos dentro de um curso co-

evolucionario (Silverstein et al., 2005; Dessanayake et al., 2007).

3.1.1. Defensinas de Plantas

Os primeiros membros da familia das defensinas de plantas foram
isolados de graos de trigo e cevada por Mendez e colaboradores (Mendez et
al.,, 1990) e chamados originalmente de y-Tioninas, por apresentarem
semelhangas no tamanho (5 kDa) e no numero de pontes dissulfidicas (quatro)
com as a- e B-Tioninas, ja caracterizadas (Terras et al., 1992, Pelegrini, et al.,
2005). Trabalhos subsequentes constataram que Tioninas e vy-Tioninas
apresentavam estruturas diferentes, principalmente pelas propriedades das
pontes dissulfidicas (Bruix et al.,, 1995), e por possuirem uma estrutura
tridimensional muito semelhante as defensinas de insetos e de vertebrados,
geralmente com um motivo CSap (Cysteine-Stabilized af3). Esse motivo é
formado por uma a-hélice e trés folhas- antiparalelas unidas por duas pontes
dissulfidicas. A a-hélice também é ligada a primeira folha-B por uma ou duas
pontes dissulfidicas (Zhang, et al., 2002; Shunyi, 2007).

Embora a maioria das defensinas de animais e insetos apresente melhor
atividade antimicrobiana contra bactérias, defensinas de plantas em geral
apresentam maior atividade antifungica, refletindo uma maior necessidade de
defesa dos vegetais contra fungos em relacdo a bactérias patogénicas. A
exemplo, sabe-se que esses peptideos sdo expressos em folhas de rabanete

apo6s contato com um fungo patogénico (Broekaert et al., 1997). As defensinas
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de plantas com atividade antifungica podem ser divididas em dois grupos,
sendo o primeiro formado por defensinas que inibem o crescimento dos fungos
por distorcbes morfolégicas das hifas, enquanto que o segundo grupo
corresponde a peptideos que inibem o crescimento dos fungos sem a distorgéo
morfologica (Broekaert et al., 1997).

As defensinas de plantas sdo peptideos basicos, com pl proximo a 9. Os
dominios processados das defensinas maduras compreendem de 45 a 55
residuos de aminoacidos, resultando em uma pequena molécula com massa
entre 5 e 7 kDa. Existem outros residuos de cisteina conservados que formam
quatro pontes dissulfidicas intracadeia. Essas interagcbes formam o motivo
CSaf que ja é bem documentado em peptideos antimicrobianos (Carvalho,
2009).

Significantes progressos vém sendo obtidos na utilizagdo desses
peptideos na area de protecado vegetal (Rao, 1995), incluindo a producéo de
componentes protetores e a engenharia genética de plantas, que gera plantas
expressando moléculas com total ou parcial resisténcia contra fitopatdégenos
(Mourgues et al., 1998; Morassutti et al., 2002). Um pré-requisito importante
para controlar os patdgenos em plantas transgénicas ndao € somente a
expressao constitutiva do peptideo antimicrobiano, mas também da sua
presenca no local de interacdo com o patdégeno (Jha et al., 2009). Por isso,
dados agrupados sobre a estrutura de peptideos antimicrobianos tém ajudado
na descoberta de novas sequéncias sinalizadoras, por meio da comparagao
das regides possivelmente responsaveis por esse direcionamento, presentes

na macromolécula peptidica.

3.2. Mecanismos de Atuacao

As defensinas podem realizar os mesmos mecanismos de atuagao dos
outros peptideos antimicrobianos ja apresentados no capitulo 1, item 3.3. Por
exemplo, Rs-AFP2 (5,1 kDa), uma defensina extraida de sementes de
Raphanus sativus (rabanete), interage com uma glicopiranosilceramida
presente na membrana plasmatica das hifas dos fungos, ocasionando um
aumento do efluxo de potassio e um influxo de calcio, alterando o potencial de
membrana, e exercendo uma atividade antifungica contra um amplo espectro
de fungos filamentosos patogénicos a plantas, por causar hiper-ramificagao e

reducao do crescimento das hifas (Thevissen et al., 2004).
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3.3. Banco de Dados (BD)
3.3.1. Historico
Década de 60:

e Computadores se tornam parte efetiva das empresas com o crescimento
da capacidade de armazenamento;

e Os primeiros modelos de dados sao desenvolvidos:

o Modelo em rede (Committee for Data Systems Language);
0 Modelo em hierarquico (Information Management System).
Década de 70:

e Sistema de Gerenciamento de Banco de Dados (SGBD) é apresentado
como disciplina académica,;

e Edgar Frank Codd propde o modelo de dados relacional (1970 — 1972);

e Peter Chen propde o modelo Entidade-Relacionamento (ER) para
projetos de banco de dados (1976), ocorrendo a implementagédo dos
conceitos de modelos de dados;

e Dois principais protétipos de sistema relacional (1974 e 1977) sao
propostos:

o Ingres: Serviu como base para Ingres Corp., Sybase, MS SQL
Server, Britton-Lee, Wang PACE. Utilizava QUEL como
linguagem de consulta. Esse sistema relacional foi desenvolvido
pela Universidade da California, Berkeley, USA;
o System R: Serviu de base para o IBM SQL/DS, IBM IB2, Oracle,
todos os bancos de dados da HP, Tandem’s Non-Stop SQL. O
System R utilizava SEQUEL como linguagem de consulta e foi
desenvolvido pela IBM San Jose.
O termo Sistema de Gerenciamento de Banco de Dados Relacional
(SGBDR) foi definido nesse periodo.
Década de 80:

e Sistemas relacionais sdo comercializados;

e Por volta de 1985, a Linguagem Estruturada de Consulta (SQL) se torna
um padrao mundial,

e Desenvolvimento do IBM PC desperta muitas empresas e produtos de
BD (RIM, RBASE 5000, PARADOX, OS/2 Database Manager, Dbase lI

e IV, e outros).
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Década de 90:

Crise econOmica em empresas voltadas a computacao ocorre — produtos
vendidos a pregos muito elevados para garantir a sobrevivéncia de
poucas empresas;

Softwares voltados para o Desktop (client tolls) s&do desenvolvidos:
Power-Builder (Sybase), Oracle Developer, Visual Basic (Microsoft),
dentre outros;

Modelo cliente-servidor prevalece — consiste em um modelo que separa
clientes de servidores, sendo esses interligados via rede; cada instancia
de clientes pode enviar requisicbes de dados para algum servidor, que,
se requisitado, enviara uma resposta;

Ferramentas de produtividade sdo desenvolvidas: Ex: Excel/Access
(Microsoft) e ODBC, inicio dos protétipos de Object Database
Management Systems (ODBMS).

Explosao da internet em meados da década de 90 ocorre com corrida
para prover acesso remoto a sistemas de computadores com dados
legados;

Crescimento exponencial na tecnologia Web/BD se concretiza;

O uso de solugdes de codigo aberto por meio das linguagens gcc, CGl,
Apache, MySQL, e outros é aumentado;

Surgem os processos de transagao em tempo real (OLTP — On-Line
Transction Process) e processos analiticos em tempo real (OLAP — On-
Line Analitical Process), ocasionando maior simplicidade e eficiéncia, e
aumentando a rapidez das analises de grande volume de dados;

Final da década de 90, grandes investimentos em empresas impulsiona

as vendas de ferramentas para conexao Web/Internet/BD.

Novo Milénio:

Desenvolvimento de areas de aplicacéo é estabelecido:
o BD multimidia;
o BD geograficos;
o BD genoma e biotecnologia;
o BD moveis;
o Outras;
Tecnologias emergentes se instalam:

o Data wharehouse;
58



o Data mining;
o XML.

3.3.2. Definicdo de Bancos de Dados

Bancos de dados correspondem a conjuntos de dados integrados com
uma estrutura definida para organizagao das informacdes obtidas em relagao a
um tema. Um banco de dados é, geralmente, mantido e acessado por meio de
um software conhecido como Sistema Gerenciador de Bancos de Dados
(SGBD). De acordo com Elmasri (2005), um banco de dados possui alguma
fonte, da qual os dados sao derivados, algum grau de interacdo com eventos
do mundo real e um publico que esta ativamente interessado no conteudo do
banco.

Existem trés maneiras de se visualizar um banco de dados. A primeira
consiste em uma visao interna , empregada pelo responsavel pela manutencao
e desenvolvimento do SGBD, quando a preocupagdo com a forma de
recuperacao e manipulacdo dos dados dentro do banco é priorizada. A
segunda maneira é por meio de uma visdo conceitual , empregada pelo
analista de desenvolvimento e pelo administrador das bases de dados, cuja
preocupacao primordial € a definicio de normas e procedimentos para a
manipulagdo dos dados, com a finalidade de garantir a seguranca e
confiabilidade das informacdes contidas. A terceira maneira € por meio de uma
visdo externa , a visao do usuario que opera os sistemas de aplicativos por
meio de interfaces desenvolvidas pelo analista, buscando atender as suas

necessidades especificas.

3.3.3. Sistema Gerenciador de Bancos de Dados

O Sistema Gerenciador de Bancos de Dados ou Sistema Gestor de
Bancos de Dados (SGBD) surgiu no final da década de 60 e constitui um
sistema extremamente complexo, responsavel pela persisténcia, organizagao e
recuperacgao dos dados armazenados. Consiste em uma colegéo de programas
para prover a criagao, o acesso € a manutencao de dados. O objetivo principal
de um SGBD é possibilitar um ambiente que seja adequado e eficiente para
uUsSO na recuperagao, no armazenamento € na manipulagdo de informacdes

para varias aplicacoes.
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3.3.4. Vantagens em se Construir Bancos de Dados

Existem varios aspectos que contribuem para a constru¢cdo de um
sistema de banco de dados para AMPs, ao invés do uso do sistema tradicional
(Elmasri et al., 2005). No sistema tradicional, os dados estdo armazenados
separados fisicamente uns dos outros. O acesso é feito pelos programas de
aplicagao, associando o nome externo dos arquivos e definindo todo o registro
independente da utilizagdo dos campos.

A utilizagdo de um sistema de banco de dados e, consequentemente,

um SGBD, apresenta as seguintes vantagens:

1 - Redugdo ou Eliminacdo de Redundancias - Possibilita a
eliminagao de dados privativos de cada sistema. Os dados, que eventualmente
sao comuns a mais de um sistema, sdo compartilhados por eles, permitindo o

acesso a uma unica informagao consultada por varios sistemas.

2 - Eliminacédo de Inconsisténcias - Em funcdo do armazenamento da
informacdo em um dunico local com acesso descentralizado e, sendo
compartilhada a varios sistemas, os usuarios estardo utilizando uma
informacéo confiavel. A inconsisténcia ocorre quando um mesmo campo tem
valores diferentes em sistemas diferentes. A exemplo: o estado civil de uma
pessoa € solteiro em um sistema e casado em outro, 0 que ocorre porque esta
pessoa atualizou o campo em um sistema e n&o o atualizou em outro. Quando
o0 dado é armazenado em um unico local e compartilhado pelos sistemas, esta

inconsisténcia nao ocorre.

3 - Compartilhamento dos Dados - Permite a utilizagdo simultanea e
segura de um dado por mais de uma aplicagdo ou usuario, independente da
operagado que esteja sendo realizada. O processo de atualizagdo concorrente
deve ser observado para ndo gerar erros de processamento (atualizar
simultaneamente o0 mesmo campo do mesmo registro). Os aplicativos sao, por

natureza, multi-usuarios.

4 - Restricdes de Segurangca — Define, para cada usuario, o nivel de

acesso a ele concedido (leitura, leitura e gravagdo ou sem acesso) ao arquivo
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e/ou campo. Este recurso impede que pessoas nao autorizadas utilizem ou

atualizem um determinado arquivo ou campo.

5 - Fornecimento de Mdltiplas Interfaces - Devido aos varios tipos de
usuarios, com variados niveis de conhecimento técnico, um SGBD deve
fornecer uma variedade de interfaces para atendé-los. Os tipos de interfaces
incluem linguagens de consulta para usuarios ocasionais, interfaces de
linguagem de programacgéo para programadores de aplicagdes, formularios e

interfaces dirigidas por menus para usuarios comuns.

6 - Padronizacdo dos Dados - Permite que os campos armazenados na
base de dados sejam padronizados segundo um determinado formato de
armazenamento (padronizagao de tabela, padronizagcao de conteudo, etc) e o
nome de variaveis seguindo critérios-padrao pré-estabelecidos pela empresa.
Ex. Para o campo "Sexo" somente sera permitido armazenamento dos

conteudos "M" ou "F".

7 - Independéncia dos Dados - Representa a forma fisica de
armazenamento dos dados no BD e a recuperagcdo das informagdes pelos
programas de aplicagdo. Esta recuperagao devera ser totalmente independente
da maneira pela qual os dados estdo fisicamente armazenados. Quando um
programa retira ou inclui dados, o SGBD compacta-os para que haja um menor
consumo de espaco no disco. Este conhecimento do formato de
armazenamento do campo € totalmente transparente para o usuario. Dessa
forma, a independéncia dos dados permite os seguintes recursos:

a - Os programas de aplicagao definem apenas os campos que serao
utilizados independente da estrutura interna dos arquivos;

b - Quando ha inclusdo de novos campos no arquivo, sera feita
manutengdo apenas nos programas que utilizam esses campos, ndo sendo
necessario acessar os demais programas. Nos sistemas tradicionais, este tipo
de operagao requer a alteragdo no lay-out de todos os programas do sistema

que utilizam o arquivo.

8 - Manutencdo da Integridade - Consiste em impedir que um

determinado codigo ou chave em uma tabela n&do tenha correspondéncia em
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outra tabela. Ex. Um codigo de uma determinada defensina na tabela

“Sequencia” sem a sua descrigao na tabela “Defensina”.

9 - Fornecer Backup e Restauracdo - Um SGBD deve fornecer
recursos para restauracdo caso ocorram falhas de hardware ou software. O
subsistema de backup e restauracdo do SGBD é o responsavel pela
restauracdo. Por exemplo, se o sistema de computador falhar no meio da
execugao de um programa que esteja realizando uma alteragdo complexa na
base de dados, o subsistema de restauragao é responsavel por assegurar que
a base de dados seja restaurada ao estado anterior ao inicio da execugao do
programa. Alternativamente, o subsistema de restauragdo poderia assegurar
que o programa fosse re-executado a partir do ponto em que havia sido
interrompido.

No entanto, ndo é recomendado o uso do SGBD nas seguintes
situacoes:

e O banco de dados é simples, bem definido e ndo se espera que

mude;

e O acesso multi-usuario nao é necessario;

e O custo de configuragdo do SGBD n&o €& compativel com as

necessidades imediatas de utilizagcao de determinadas aplicagdes;

e Nao é possivel modelar um determinado problema;

e O usuario necessita de operacdes nao suportadas pelo SGBD;

e Manipulagao de audio e imagem;

e Analise de vastos conjuntos de dados resultantes de experiéncias

cientificas.

3.3.5. Modelo de Dados
O modelo de dados é uma imagem grafica contendo as informagdes
primordiais para o desenvolvimento de um banco de dados, segundo uma
determinada visdo. Um modelo de dados € uma coletanea de conceitos que
podem ser utilizados para descrever a estrutura de um banco de dados, como
os tipos de dados, relacionamentos e restricbes desses dados (Elmasri et al.,
2005).

62



Existem praticamente duas categorias de modelos de dados, que sao os
modelos de alto nivel, ou modelos conceituais, e os modelos de baixo nivel
ou modelos fisicos de dados.

Os modelos de alto nivel ou conceituais, como o modelo de Entidade-
Relacionamento proposto por Peter Chain em 1976, oferecem conceitos que
estdo muito proximos da realidade, facilitando a percepcado dos dados pelos
usuarios. Esses modelos omitem detalhes de como os dados séo
armazenados. Utilizam conceitos como entidades, atributos e relacionamentos.

Uma entidade representa um objeto do mundo real que possui existéncia
prépria e cujas caracteristicas ou propriedades desejamos armazenar. O objeto
representado pode ser concreto (uma defensina, uma pessoa, um carro, um
organismo, outros) ou abstrato (um departamento, um projeto, um curso). As
caracteristicas do objeto que desejamos armazenar, da-se o nome de atributos.
Atributos sao propriedades descritivas de uma entidade. Cada atributo de uma
entidade possui um nome e um valor especifico.

Existem varios tipos de atributos:

e Atributos Simples (atbmicos) — s&o atributos indivisiveis

(representados graficamente por elipses).

e Atributos Compostos — sdo atributos que podem ser divididos em
varios sub-atributos com significados independentes. O atributo
‘Endereco’ de um funcionario, por exemplo, pode ser dividido em
Rua, Numero e Bairro.

e Atributos Monovalorados — sao atributos que possuem apenas um
valor para a entidade relacionada.

e Atributos Multivalorados — sdo aqueles que podem assumir diversos
valores para uma entidade relacionada. O numero de telefone de um
funcionario, por exemplo, pode apresentar diversos valores
(representados graficamente por uma elipse de bordas duplas).

e Atributos Derivados — sdo atributos relacionados. Por exemplo, é
possivel determinar a idade de uma pessoa através de sua data de
nascimento ou vice-versa; logo, os atributos idade e data de
nascimento estdo relacionados (representado graficamente por uma
elipse pontilhada).

e Atributos-Chave — sdo aqueles que apresentam valores distintos para
cada entidade em um conjunto de entidades. A sequéncia
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aminoacidica de cada defensina € um exemplo de atributo chave
(identificado graficamente pelo atributo sub-grifado).

e Atributos de Valor Nulo: Um valor nulo é usado quando uma entidade

nao possui valor para determinado atributo.

Chave €& um conjunto de um ou mais atributos, que tomados
coletivamente, permitem identificar um determinado elemento no conjunto-
entidade. Sd0 nomeadas como chaves primarias quando pertencem a propria
tabela, ou chaves estrangeiras, quando uma tabela se relaciona com chave
primaria de outra tabela.

Um relacionamento, por sua vez, corresponde a uma associagcdo entre

uma ou mais entidades. Ja um conjunto de relacionamentos inclui um numero
qualquer de relacionamentos similares, ou que associam os mesmos tipos de
entidades. O grau de um relacionamento corresponde ao numero de entidades
que dele participam. Os relacionamentos mais comuns sdo os de grau dois
(relacionamentos binarios), podendo ocorrer também relacionamentos ternarios
ou até de maiores proporcoes. Relacionamentos também podem possuir
atributos e se associar as entidades do mesmo tipo, comportando-se
recursivamente (auto-relacionamento, Figura 1). Nesse caso € necessario o

conceito de papel da entidade no relacionamento.

@ SUPERVISOR

FUNCIONARIO

@ SUPERVISIONADO

Figura 1 — Exemplo de relacionamento recursivo. No caso, funcionarios supervisionam
funcionarios, sendo atribuido o papel de cada funcionario (supervisor ou supervisionado).
Entidades sao representadas graficamente por quadrados, atributos por circulos e
relacionamentos por retdngulos.

SUPERVISIONADO

Ja os modelos de baixo nivel ou fisicos oferecem conceitos que
descrevem como os dados estdo armazenados em um computador, no qual
sdo representadas as informagdes dos formatos de registros, ordenamento

desses registros, dentre outros.
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3.4. Bancos de Dados ja Disponiveis

Alguns Bancos de Dados voltados para peptideos ja estdo acessiveis na
rede mundial de computadores. Por isso, buscou-se construir programas para
agrupar os dados de alguns desses bancos, filtrar e complementar essas
informagdes, construindo uma base de dados concisa, empregada na
descoberta de novas defensinas, a partir de sequéncias obtidas via

sequenciamento aminoacidico.

3.4.1. UniProt

O UniProt (www.uniprot.org) € produzido por um consorcio UniProt
(Figura 2), que consiste em uma colaboragdo entre o Instituto Europeu de
Bioinformatica (EBI), o Instituto Suigo de Bioinformatica (SIB) e o Protein
Information Resourse (PIR).

A parte central do consorcio UniProt é formada pelo UniProt
Knowledgebase, uma rica base de dados habilmente curada, dividida em duas
secoes. O UniProtKB/Swiss-Prot contém armazenadas sequéncias de
proteinas manualmente anotadas e nao redundantes. A anotacdo manual
consiste de analise,comparacédo e fusao de todas as sequéncias disponiveis
para uma dada proteina, assim como uma revisao critica dos experimentos
associados e dos dados preditos.

Os curadores do UniProt extraem as informagdes bioldgicas da literatura
e realizam numerosas analises computacionais. O UniProtKB/TrEMBL contém
entradas analisadas computacionalmente, enriquecidas com anotagdes
automaticas e classificagdes. Os registros sdo selecionados para a anotagéo
manual e integragdo ao UniProtKB/Swiss-Prot de acordo com os pré-requisitos
definidos para anotagbes. As origens dos dados para o UniProtKB/TrEMBL
séo:

e Tradugdo das sequéncias de codificagdo (CDS) do DDBJ/EMBL

Bank/GenBank ;

e As sequéncias das estruturas do PDB;

e Sequéncias do Ensembl, The Arabidopsis Information Resourse (TAIR) e
do Saccharomyces Genome Database (SGD);

e Dados derivados das sequéncias de aminoacidos que sao diretamente

submetidas ao UniProt ou que s&o escaneadas da literatura.

65



A base de dados em cluster UniRef usa conjuntos de sequéncias do
UniProtKB e registros selecionados do UniParc para prover uma cobertura
completa do espago das sequéncias em varias resolugdes. UniRef100 é
produzido pelo agrupamento de todas essas sequéncias baseado em sua
identidade. Sequéncias idénticas e seus sub-fragmentos sdo adicionados em
uma mesma entrada UniRef100 com numero de ascensao de todas as
entradas fusionadas, sequéncias de proteinas, links para os registros
UniProtKB e para os arquivos correspondentes. UniRef90 e UniRef50
apresentam uma reducgao do tamanho da base de dados de aproximadamente
40% e 65%, respectivamente, promovendo pesquisas significativamente mais
rapidas envolvendo essas sequéncias.

UniParc é a base de dados de sequéncia de proteinas ndao redundante
mais acessivel ao publico, fornecendo links para todas as fontes subjacentes e
versfes dessas sequéncias. Uma sequéncia pode ser instantaneamente
encontrada se ja estiver em dominio publico, caso contrario, seréo identificadas
as sequéncias mais proximas.

UniMES é um repositério especifico para metagendmica e para dados
ambientais (UniProt, 2009).

Em 18/12/2009 o UniProt se encontra em sua versao 15.12, atualizada
em 15/12/2009.

UniProtkB
Protein Knowledgebase

UniProtkKB/Swiss-Prot

Reviewed

Manual annotation
UniRef T UniMES
Sequence clusters <—
UniRef100 UniProtkB/TrEMBL Metagenomic
UniRef90 Unreviewed 4 and environmental
UniRef50 Automatic annotation sample sequences

! 1 [

UniParc - Sequence archive
Current and obsolete sequences

EMBL/GenBank/DDBJ, Ensembl, other sequence resources

Figura 2 — Fontes e fluxo de dados para os componentes das bases de dados do UniProt .
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3.4.2. PhytAMP

O banco de dados PhytAMP é executado a partir de uma plataforma
Windows NT (Microsoft Windows 2000) com servidor Apache Web Server,
servidor MySQL e PHP, e hospedado no Centro de Calcul EI Khawarizmi
(CCK), Tunisia. As sequéncias sao coletadas e curadas manualmente a partir
da base de Dados do UniProt (UniProt, 2009) e da literatura cientifica usando o
PubMed. Programas para analise das sequencias armazenadas foram
incorporados, como os programas FASTA (Pearson et al., 1988), BLAST
(Altschul et al. 1990), Smith-Waterman search (Pearson et al., 1988), ClustalW
(Thompson et al., 1994), MUSCLE (Edgar, 2004) e T-Coffee (Notredame et al.,
2000). O programa HMMER também é utilizado para implementar modelos
ocultos de Markov (Durbin et al., 1998). Cada entrada contém dados gerais
como nome do peptideo, sequéncia, classe, taxonomia da planta, dados de
atividade e referéncias relevantes do UniProt. Dados fisico-quimicos (Férmula
empirica, massa, tamanho, ponto isoelétrico, rede de cargas, entre outras) sdo
também adicionados, desde que essas informagdes estejam disponiveis.

A versado corrente do PhytAMP armazena 271 AMPs de plantas,
secretados por varias familias, tais como Amaranthaceae, Andropogoneae,
Brasicaceae, dentre outras. A classificagcdo tem sido proposta com base na
estrutura primaria. Viola (familia Violaceae) e Arabdopsis (familia
Brassicaceae) apresentam predominancia entre os organismos que expressam
AMPs, possivelmente, devido a estudos mais predominantes sobre essas
espécies. Os AMPs de plantas sao classificados dentro dessa base de dados
como Ciclotideos, defensinas, Hevein-like, Impatiens, Knottins, LTPs,
Shepherdins (‘Pastoras’), Snakinas, tioninas ou Vicilin-like (‘Vicilina-like’), MBP-
1 e beta-barellin (Hammami et al., 2008). Apenas 69% dos peptideos
armazenados foram sequenciados diretamente. Os demais foram obtidos por
predicdo de sequéncias gendmicas e 83,4% das sequéncias de aminoacidos

variam entre 20 a 67 residuos (Hammami et al., 2008).

3.4.3. Defensins Knowledgebase
Os dados armazenados no Defensins Knowledgebase s&o provenientes
de duas fontes, nomeadas primarias e secundarias, de acordo com o tipo de
banco de dados relacionado: banco de dados bibliograficos, ou banco de dados

de sequiéncias, respectivamente. Como fonte primaria foi utilizada a verséo
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académica do SciFinder Scholar 2006
(http://www.cas.org/SCIFINDER/SCHOLAR) e, como fonte secundaria, foram
utilizados o UniProt Knowledgebase e o GenBank (Seebah et al., 2007).

Esse banco de dados foi organizado por meio de uma tabela contendo
informagdes basicas sobre as defensinas (Basiclnformation) (Figura 3). Essa
tabela se relaciona com as demais tabelas contendo informacdes especificas
sobre as sequéncias das defensinas (ProteinSequence) e sobre as variagdes
dessas sequéncias (SequenceVariation). A tabela ProteinSequence, por sua
vez, relaciona-se com as tabelas Cytotoxity, Antimicrobes e ProteinStructure.
Essa, por ultimo, relaciona-se com a tabela ExperimentForm. As sete entidades
ainda apresentam diversos atributos. Como pode ser observado, o objetivo
principal da constru¢do do Defensin Knowledgebase € fornecer informagdes

gerais sobre as defensinas.

BasicInformation Cytotoxicity Antimicrobes ProteinStructure
idBasicInformation idCytotoxicity idAntiMicrobes idProteinStructure
= family idProteinSequence idProteinSequence idProteinSequence
= shortLabel * cellType " name * molecularWeight
= Alias = Cytotoxicity = AntimicrobeActivity * numOfDisulfide
= Description = microbesType = disulfideConnectivities
= Organism ® netCharge
= Expression = Structure
= otherDatabase = StructureDescription
= chromLocation ProteinSequence * MaturePeptideSeq
= Organisation ‘ idProteinSequence ‘ = MatureLength
" peiiequcnce idBasicInformation
= sequencelength
= sequenceDescription
= PeptideSeqOrganisation - . - ”
» Literature Sequence Variation ExperimentForm

idSequenceVariation idExperimentForm

PN idBasicInformation idProteinStructure e

= variantType * experimental Description

® variantSequence * otherDatabase

= variantDescription * protein

= variantLength = numOfChains

® variantNetCharge = experimentalSystemUsed

* variantDisulfide

®* variantAntimicrobe Activity

* variantCytotoxicity

® variantLiterature

Figura 3 — Esquema organizacional simplificado do Defensin Knowledgebase, com as
entidades e os atributos contidos no banco de dados.
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3.4.4. Outros Bancos de Dados:
3.4.4.1. Antimicrobial Peptide Database (APD)

APD foi construido no sistema operacional Red Hat Linux usando o
servidor freeware Apache, linguagem de script PHP e sistema de banco de
dados relacional MySQL. Nesse banco, os peptideos antimicrobianos foram
coletados da literatura por pesquisa ao PubMed usando palavras-chave como
antimicrobial peptide, antibacterial peptide, antifungal peptide, anticancer
peptide ou anti-tumor peptide. Os peptideos coletados nessa versédo do APD
sao principalmente de fontes naturais. Um unico identificador numérico de
cinco digitos, iniciado com AP foi correlacionado para a identificacdo de cada
peptideo. Cada entrada foi conferida no PDB ou no UniProt. Se o peptideo
existir nos bancos de dados estabelecidos, um web link sera criado para essa
entrada para facilitar a consulta do banco de dados original. Além disso, cada
entrada também contém o nome do peptideo, a sequéncia, o tamanho, o grau
de hidrofobicidade, a carga parcial, a estrutura, os meétodos fisicos para
determinacdo de estrutura tridimensional, a atividade biolégica, os residuos

criticos para a atividade e as referéncias (Wang et al., 2004).

3.4.4.2. ANTIMIC Database

O banco de dados Antimic contém uma colegao extensiva de sequéncias
antimicrobianas de muitas familias. O banco de dados foi criado sobre um
desenvolvedor doméstico em uma plataforma de armazenamento de dados
(BioWare, sdmc.i2r.a-star.edu.sg/Templar) que permite rapida construcdo de
bancos de dados de pesquisa biologicamente especializados. BioWare &
composto de trés programas modulares: BioWare Retreive Module, que
recupera os dados ndo trabalhados de diversas fontes na rede mundial de
computadores; BioWare-Prep Module para processar os dados recuperados; e
Templar Module para a integragao das informagdes até um repositorio central.
O processamento inclui a geragado de um sumario reportado para a remogao de
entradas redundantes e re-enumeragao das entradas, e outros sub-maodulos,
como um modulo para geracdo de multiplos alinhamentos e um modulo para
visualizagdo das propriedades das pontes dissulfeto para ajudar o criador do
banco de dados a gerenciar as informagdes mais eficientemente (Brahmachary
et al., 2004).
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Os dados foram extraidos de bancos de dados publicos. Palavras-chave
especificas como alpha defensin e palavras-chave genéricas como
antibacterial, antifungal, e outras, foram usadas com BioWare Retreive Module
para pesquisa nos bancos de dados do NCBI, GenBank e Swiss-Prot
(Brahmachary et al., 2004).

Diante do anteriormente apresentado, observa-se e reforca-se a
importancia da caracterizagdo das defensinas como compostos, direta e
indiretamente associados a saude humana e ao agronegocio, apresentando
uma gama de aplicagdes biotecnoldgicas e farmacéuticas em potencial.

Assim, existe a real necessidade de associar informagdes ja disponiveis,
de forma especifica frente aos trabalhos em desenvolvimento, por meio da
criagdo de um banco de dados relacional que agrupe e seja capaz de
estabelecer relagdes entre os dados armazenados, fornecendo uma base de
dados ampla para auxiliar a identificagdo de novas defensinas, de forma

simples, facil e com confiabilidade.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Desenvolver uma base de dados ampla e concisa contendo registros de
defensinas, que sera usada para a identificacdo e caracterizacdo desses
peptideos por meio de analises computacionais.

4.2. Objetivos Especificos

i — ldentificagcdo e analise de novas fontes de dados e elaboragao da

estrutura do banco;

il — Construgdo dos programas voltados a atualizacdo (parser) e a

adequacao dos dados obtidos;

il — Preenchimento e atualizacdo remota da base de dados;

iv — Publicacido do banco de dados na internet;

v — Incorporagao de ferramentas ligadas a base de dados (ex. BLAST);

vi — Teste e avaliagao do DefDB;
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5. PROPOSTA PRELIMINAR E FUNCIONALIDADE

A constru¢cdo do banco de dados DefDB foi iniciada em 2007
(Magalhées, 2007). A proposta era desenvolver um banco de dados relacional,
voltado a identificagcdo de padrdes relacionados a defensinas, organismos e
classes taxondmicas, possibilitando o estabelecimento de inter e intra-relagdes
entre as moléculas ja descobertas. Essa proposta foi entdo desenvolvida
utilizando-se o Microsoft Access (MSAccess), e a populagédo inicial dos
registros foi importada manualmente dos bancos de dados UniProt (registros
sobre sequéncias aminoacidicas e outras informacgdes de literatura) e do NCBI
(Entrez - registros sobre sequéncias nucleotidicas codificadoras). Em func&o da
necessidade imediata de identificacdo e analise das sequéncias aminoacidicas
demandada pelo Laboratério de Protedmica e Bioquimica de Proteinas
(LPBP/UFV), e pela dificuldade encontrada na correlacdo das sequéncias
aminoacidicas e nucleotidicas, a proposta inicial do DefDB foi abandonada. A
estrutura do banco de dados e as bases de dados foram reconstruidas,
havendo uma priorizagcdo sobre a obtengdo, agrupamento e analises das
sequéncias aminoacidicas remotamente.

Assim, o banco de dados DefDB foi idealizado para servir como suporte
para identificagdo dos peptideos antimicrobianos da classe das defensinas, em
especial de plantas, por meio das sequencias peptidicas, obtidas pelos
diversos métodos analiticos. Por esse motivo, a obtencdo e a analise das
sequéncias aminoacidicas foram priorizadas. Isso se deve a maior
confiabilidade desse tipo de dado para realizar alinhamentos e analises para
identificacdo e caracterizacdo de novas defensinas, quando comparadas a
ESTs e sequéncias nucleotidicas. Mediante a existéncia de diversas fontes de
dados ja publicadas na rede mundial de computadores, optou-se pela criagao
de ferramentas computacionais que agrupem essas informagdes de maneira
automatizada, eliminando redundancias e organizando uma base de dados

ampla, que favoreca a identificacdo de novas sequéncias.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Construcdo e Conteludo

O banco de dados DefDB foi construido sobre uma plataforma Linux
(Ubuntu 9.04), utilizando servidor web Apache (versao 2.0), MySQL (verséo
5.0) e PHP (versao 5.2.6). O banco de dados foi hospedado na Central de
Processamento de Dados (CPD), na Universidade Federal de Vigosa (UFV),
Minas Gerais, Brasil. O DefDB estd na sua versao 1.07, sendo sua ultima

atualizagao realizada no dia 10/12/2009.

6.2. Bancos de Dados-Fonte

Os dados presentes no DefDB foram obtidos pela mineracdo remota em
trés bancos de dados ja publicados na rede mundial de computadores, UniProt
(The UniProt, 2009; item 3.4.1), Defensin Knowledgebase (Seebah et al., 2007;
item 3.4.2 ) e PhytAMP (Hammami et al., 2008; Item 3.4.3).

6.3. Bases de Dados Criadas no DefDB

Foram criadas duas bases de dados pré-selecionaveis no dominio do
DefDB. A base de dados intitulada ‘Defensin’ contém todas as defensinas
resgatadas pelos programas exploradores (defensinas de mamiferos, plantas,
artrépodes, outras). Ja a base de dados intitulada ‘Plant Defensin’, contém
somente defensinas de plantas. As defensinas apresentam grande similaridade
estrutural, como ja conhecido (Carvalho, 2009). Por isso, pode ser importante
para o usuario, interessado em analisar uma possivel defensina de planta, a
comparacao desses peptideos com todas as demais defensinas, mesmo com
aquelas expressas por organismos muito diferentes.

O banco de dados DefDB foi construido a partir de sete tabelas
temporarias (“Temporary Databases”, Figura 4), sendo cinco tabelas pré-
processadas e duas processadas, que serviram de base para a construcao
das duas tabelas principais (“DefDB Databases”, Figura 4). As tabelas pré-
processadas contém dados brutos provenientes dos trés bancos de dados-
fonte, selecionados segundo a necessidade e a finalidade do DefDB
apresentadas no item 4. As duas tabelas processadas foram criadas a partir
das tabelas pré-processadas, por meio de uma ferramenta construida a partir

das linguagens de programacao SQL e PHP. Ja as tabelas principais, foram
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criadas apenas uma vez a partir das tabelas processadas, sendo apenas
atualizadas durante as atualizagbes do banco, mediante as alteragdes
necessarias dos dados contidos e acréscimo de novas sequéncias. Por nao
haver a delecdo das tabelas principais, cada defensina armazenada apresenta
uma identificagdo unica e imutavel, dentro de uma base de dados bem

estruturada e nao redundante.
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Figura 4 - Diagrama do Banco de Dados DefDB.

Nem todos os dados obtidos foram inseridos nas bases de dados do
DefDB. As redundancias observadas entre os bancos de dados-fonte, os dados
repetidos dentro desses bancos, e outros erros internos encontrados foram
eliminados. Esses erros internos sao basicamente nomeacdes erradas das
entradas (tuplas), gerando repetigdes internas. Desse modo, a base de dados
'Defensin' é constituida de 1582 entradas, das quais 1552 vieram dos 1594
registros recuperados do UniProt, 24 dos 489 registros recuperados do
Defensin Knowledgebase e 6 dos 55 registros obtidos do PhytAMP. Ja a base
de dados 'Plant Defensin' é constituida de 422 entradas, sendo que 415 vieram
dos 418 registros recuperados do UniProt, 0 dos 61 registros recuperados do
Defensin Knowledgebase e 7 dos 55 registros armazenados no PhytAMP. A
prioridade foi dada ao UniProt por ser o banco de dados-fonte que recebe

maior atencao da comunidade académica, apresentando dados confiaveis.
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O numero e a percentagem de residuos das sequéncias armazenadas
em cada base de dados (‘Defensin’ e ‘Plant defensin’) estdo apresentados na
Tabela 1. Os valores médios do pl tedrico para as sequéncias presentes em

‘Defensin’ e ‘Plant Defensin’ foram, respectivamente, 8,08 e 7,83.

Tabela 1 — Numero e percentagem dos residuos de aminoacidos das sequéncias peptidicas

armazenadas nas bases de dados ‘Defensin’ e ‘Plant defensin’ (atributo ‘seq’)

Bases de Dados

Residuos
Aminoacidicos ‘Defensin’ ‘Plant Defesin’
N° % N° %
Residuos Residuos Residuos Residuos
ALA(A) 8709 6,94 1924 5,70
ARG(R) 8046 6,41 1546 4,58
ASP(D) 4550 3,62 1305 3,87
ASN(N) 4660 3,71 1460 4,33
CYS(C) 11201 8,92 3597 10,66
GLU(E) 5953 4,74 1473 4,37
GLN(Q) 4334 3,45 897 2,66
GLY(G) 9097 7,25 2365 7,01
HIS(H) 2892 2,30 712 2,11
ILE(I) 5511 4,39 1806 5,35
LEU(L) 11778 9,38 2575 7,63
LYS(K) 7603 6,06 2352 6,97
MET(M) 3303 2,63 1044 3,09
PHE(F) 5688 4,53 1742 5,16
PRO(P) 5556 4,43 1380 4,09
SER(S) 8188 6,52 2528 7,49
THR(T) 6908 5,50 1842 5,46
TRP(W) 1038 0,83 246 0,73
TYR(Y) 3300 2,63 957 2,84
VAL(V) 7222 5,75 1988 5,89

6.4. Programas

Programas exploradores, utilizando a linguagem PHP, foram
especificamente construidos para recuperar os dados provenientes de cada um
dos trés bancos de dados (Iltem 6.2). Todas as informagdes recuperadas foram
agrupadas e curadas utilizando as linguagens de programacao SQL/PHP, por
meio da implementacdo de ferramentas computacionais usadas para criar e
atualizar as tabelas do banco de dados DefDB. Esses programas estdo em
processo de registro junto ao Instituto Nacional de Propriedade Industrial
(INPT).
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Uma funcdo foi implementada e acrescentada aos programas
exploradores para estimar a massa molecular de cada defensina em Daltons.
Para tal estimativa foi considerado o valor de pH 7,0 como a referéncia para o
estado de ionizacdo de cada residuo e as massas utilizadas foram obtidas na
Biblioteca Jena (www.imb-jena.de/IMAGE_AA.html) do Instituto de
Biotecnologia Molecular (IMB) de Jena, Alemanha. Outra ferramenta
computacional foi criada para aprimorar a base de dados utilizando linguagem
PHP, fornecendo o numero, a percentagem de residuos e estimando o valor do
pl de cada sequéncia. O programa ‘BLAST" (Altschul et al., 1990) foi vinculado
a base de dados utilizando o Blast Web Server versao 2.2.20 (www.blast para
Linux-ia32, FTP://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/ executables/LATEST/wwwblast-
2.2.20-ia32-linux.tar.gz).

6.4.1. Programas Exploradores
6.4.1.1. Unibusca

O programa usa as palavras-chave “defensin” e “plant defensin” para
coletar dados no UniProt e iniciar o preenchimento de duas das cinco tabelas
temporarias do DefDB. Posteriormente, esses dados sao refinados e
comparados com os dados coletados nos outros bancos por outra ferramenta
computacional (item 6.4.2), sendo que, em caso de qualquer redundancia, a
preferéncia sera sempre dos dados do UniProt. Esse banco possui um grande
volume de informacdes e apresenta uma equipe de anotadores responsaveis
por atualizar e revisar os dados continuamente, sendo amplamente utilizado
pela comunidade cientifica. Uma das tabelas sera preenchida com as
informagdes selecionadas referentes a todas as defensinas registradas e a

outra tabela sera preenchida apenas com as defensinas de plantas.

6.4.1.2. KDBbusca
O programa KDBbusca acessa o0 banco de dados Defensin
Knowledgebase e recupera as informagdes sobre defensinas armazenadas
nesse banco, por meio de sua identificagdo, preenchendo mais duas das 5
tabelas temporarias do DefDB. Uma das tabelas sera preenchida com as
informagdes selecionadas referentes as defensinas presentes no banco de
dados fonte e a outra tabela sera preenchida apenas com as defensinas de

plantas.
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6.4.1.3. Phybusca
O Phybusca é um programa criado para recuperar os dados do banco de
dados PhytAMP, que seleciona e recupera remotamente todos os dados de
interesse referentes a defensinas armazenados no banco de dados fonte,
preenchendo apenas uma das tabelas temporarias do DefDB, ja que o banco
de dados fonte armazena apenas informacdes relacionadas a peptideos

antimicrobianos de plantas.

6.4.2. Programa Organizador
6.4.2.1. DefDB_Org

O DefDB_Org é uma ferramenta computacional criada a partir de rotinas
SQL implementadas para agrupar os dados providos das tabelas temporarias
pré-processadas e atualizar as tabelas principais do DefDB. Essa ferramenta
cria duas tabelas temporarias processadas, uma para cada base de dados
(‘Defensin’, ‘Plant Defensin’), e posteriormente usa essas duas tabelas para
atualizar as tabelas permanentes do banco. O agrupamento de dados é feito
comparando-se as tabelas pré-processadas de cada base de dados, levando-
se em conta os atributos referentes as sequéncias (‘Seq’) e aos organismos
(‘Org’). Desse modo, duas defensinas serdao consideradas idénticas, somente
quando suas sequéncias forem idénticas e os organismos que as expressem
forem idénticos, partindo do principio que nao pode haver dentro da base de
dados duas defensinas com a mesma sequéncia sendo expressas por um
mesmo organismo. Posteriormente, os demais atributos sdo completados e a
atualizacdo das tabelas principais é realizada, pela comparacao direta do
atributo “numero de identificagdo no banco de dados fonte” (ID). As defensinas
que nao tiverem seus IDs registrados no banco de dados DefDB sao inseridas,
sendo numeradas com um novo codigo interno. Dessa maneira, um atributo
constituido de um numero natural diferente de zero, nomeado “numero de
identificac&o interno” (ID_Int), é criado para a identificacdo interna de cada
registro, sendo mantido imutavel para cada entrada. Apds atualizagbes do
DefDB, alguns IDs podem ser eliminados. Esses registros correspondem a
entradas retiradas ou remanejadas nos bancos de dados-fonte, podendo ser
causada por mudanca na classificagao do peptideo, ou correcio e atualizacao

dos registros internos desses bancos. Outras delimitagdes especificas para as
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entradas providas de cada banco de dados também s&o realizadas por essa

ferramenta.

6.4.3. Programa Complementar
6.4.3.1. pl_resAA

O programa pl_resAA foi implementado para atuar como ferramenta
complementar para fornecer o numero e a percentagem dos residuos
aminoacidicos, e estimar o pl de cada defensina.

Para fornecer o numero de residuos o programa conta o numero de
cada tipo de residuo presente em cada uma das entradas do banco (atributo
‘seq’). Com essa informagéo, o programa divide a quantidade de cada tipo de
residuo pelo numero total de residuo e o valor percentual obtido € apresentado
para O usuario em numero centesimal, com duas casas decimais
aproximativas.

Para estimar o pl de cada defensina, o programa considera apenas 0s
residuos carregados que influenciam na variagdo do pl quando ha alteragdo no
valor de pH (Arginina, Apartato, Cisteina, Glutamato, Histidina, Lisina e
Tirosina) e os grupos amino (N-t) e carboxilico (C-t). O calculo da carga total de
cada peptideo mediante a variagdo do pH em 0.01 unidade, a partir de zero, foi
feito pelo rearranjo da equagdo de Handerson-Hasselbach, permitindo a
determinacao aproximada do valor de pH que corresponde ao de mudanca do
sinal da carga liquida total do peptideo. Por meio desse rearranjo foi feito um

somatoério das cargas dos grupos ionizaveis da molécula:

117 _1
Para cada residuo negativo como: Ei:t 1+ 109 sendo pKs
o valor negativo do log da constante de dissociacdo do grupo lateral negativo

do residuo aminoacidico ou do grupo carboxilico (C-t).

B 1
E para cada residuo positivo como: E::l 1 4 1p¥F-FEE ,sendo pK, o
valor do negativo do log da constante de dissociagdo do grupo lateral positivo
do residuo aminoacidico ou do grupo amino (N-t). Os valores de pKp e pKn
usados foram obtidos por Dawson et al., (1986).
Dessa forma, o valor do pH em que a carga liquida total do peptideo,
obtida pela combinacdo dos somatdérios descritos, passa de uma valor positivo

para zero ou para um valor negativo € tomado como o pl estimado do peptideo.
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6.5. Descri¢do da Pagina de Acesso na Web

O banco de dados DefDB pode ser acessado no endereco eletrbnico
www.defdb.ufv.br . O layout da pagina foi desenvolvido para proporcionar ao
usuario uma facil navegacéo, com parametros intuitivos. Apds o acesso pelo
usuario, esse é direcionado a pagina intitulada “about”, que contém uma breve
descricao do DefDB, juntamente com algumas informagdes sobre o conteudo
do banco (Figura 5). Botdes situados na regido superior direita da tela
direcionam o usuario a outras paginas: “defensins”, na qual esta postada uma
breve descricdo sobre defensinas; “search”, na qual é possivel realizar buscas
de sequéncias e de outras informacdes presentes na base de dados, além de
realizar o download das sequéncias desejadas; “tools”, na qual é possivel usar
0 programa Blast para realizar alinhamentos de uma sequéncia desejada
contra cada uma das bases de dados do DefDB; e “contact”, onde o usuario

pode enviar suas duvidas, sugestdes e criticas ao administrador do banco.

i T Tt [t o |

About

(version 1.07, updated 10/12/2009)

The “defensins database” (DefDB) corresponds to a grouping of biological data related to defensins, The data are obtained from the main data banks available
on the Internet (Uniprot, Defensins Knowledgebase, PhytAMP). "Parser” programs are responsible for obtaining the data, group and elimination of the identical
records. The programs verify the integrity of the data before insert them in the database. Several important information are available in the database, with the
filtering possibility of specific fields, such as defensins expressed by a specific organism. The DefDB is an open service. The database is available for now in fasta

format.

DATABASES
There are two databases:
'Defensin': This database stores the data about all the defensins recovered from external sources, and expressed by different organisns;

'Plant defensins": This database stores the data abeut the plant defensins recovered from external sources,

Figura 5 — Pagina inicial de acesso ao DefDB. Apresenta uma breve descrigcdo do banco de
dados e de seu conteudo. Em destaque, no canto superior direito, estdo os botdes de
direcionamento.

Na pagina destinada a busca, o usuario tem a opg¢éo de selecionar o
numero de resultados por pagina, a base de dados que se deseja realizar a

consulta, a ordenagao dos resultados da pesquisa, além de escolher o tipo de
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pesquisa desejavel. Em relagédo a essa ultima opg¢ao, o usuario pode optar por
uma busca simples (Figura 6-A ) ou por uma busca avangada (Figura 6-B ),
especificando nessa ultima possibilidade, o tipo do termo de pesquisa segundo
a selecdao do campo de preenchimento. No campo tamanho da sequéncia
(‘Lenght’), a busca pode ser feita pela inser¢cdo da massa estimada em Daltons
(‘Da’) ou do numero de residuos (‘AA’) da sequéncia de interesse. O usuario
também pode buscar as entradas cujas sequéncias estejam dentro de uma
faixa de massa—especifica, utilizando a notagédo de uma barra (/) apds o valor
de massa informado, seguido pelo valor positivo correspondente a faixa
considerada. O mesmo se aplica ao numero de residuos a serem
considerados. Por exemplo, se o usuario desejar visualizar todas as defensinas
com massas estimadas entre 6800 a 7200 Da, deve-se digitar “7000/200” no
campo referente ao tamanho, em Da, na opgao busca avangada. Se o usuario
digitar simplesmente 7000, sao disponibilizadas somente as defensinas que
apresentarem exatamente esse tamanho estimado. Os valores de massa, em
Da, foram estimados usando as massas dos residuos disponiveis no
Repositério de Aminoacidos do Jena Library of Biological Macromolecules
(Institute of Molecular Biotechnology (IMB), Jena / Germany; Leibniz Institute
for Age Research - Fritz Lipmann Institute (FLI) - http://www.imb-
jena.de/IMAGE_AA.html), acrescentado do valor correspondente a uma
molécula de agua, com precisdo de duas casas decimais. Apos a consulta, os
resultados sao apresentados em uma tabela resumida (Figura 6-C ), em que
sera mostrada a identificacdo no DefDB, o nome da defensina, o tipo de
processamento da sequéncia, o organismo, o gene codificante e o tamanho da
sequéncia, com o numero de residuos de aminoacidos e a massa molecular
(em Da).

A visualizagdo das demais informacbes armazenadas no banco de
dados podera ser feita quando o usuario clicar sobre o ID da defensina de
interesse. Apds esse procedimento, uma nova janela se abrira, apresentando

as informacgdes sobre o registro selecionado (Figura 7).
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Results per page: All ~

Search in: Plant defensins -

Query: Order by:
Advanced Search

1] search |

Results per page:
Search in:

1d

Name
Description
Organism
Sequence

Length Da

Gene
cﬂ_m—m

Putative defensin-like protein 15:

Putative plant defensin 1.2b Precursor Arabidopsis thaliana PDF1.2B [86 43.41)
Y Defensin-like protein 17 : Plant . . . 8o
0 2 fefensin 1.9¢ Precursor Arabidopsis thaliana PDF1.2C (8552.20)
Defensin-like protein 14 : Plant - . 8o
[} 3 defensin 13 Precursor Arabidopsisthaliana PDF1i.3 (8582.36)
Defensin-like protein 6 : Plant . . 73
[l 4 defensin 2.5 Precursor Arabidopsisthaliana PDF2.5 (8392.94)
_ Defensin-like protein 18 : Plant P . 8o
[l 5 defensin 1.5 Precursor Arabidopsisthaliana PDFi1.5 (9138.61)
[l 6 gjf:ﬂ:}lﬂ:e protein 13 : Plant Precursor Arabidopsisthaliana PDF1.1 80 (8712.5)
[l 7 Defensin-like protein Mature  Ipomoea trifida S10AB3 EMBL BAF52546.1 74 (B242.1)

Figura 6 — Opgoes de pesquisa na base de dados do DefDB: busca simples (A) e busca
avancada (B);e representacdo da tabela de resultados resumida, apresentada apds
consulta (C).

[ [ stoees Lot [ L omor ]

7» fonsins
DATABASE
<< Back

ID: 40
Data Source: UNIPROT - Q43413
Defensin Name: DefensinJ1-1
Organism Capsicum annuum
Taxonomic identifier (NCBI): 4072
Gene name: No stored
Sequence: MAGFSEVVATIFLMMLLVFATDMMAEAKICEALSGNFKGLCLSSRDCGNVCRREGFTDGSCIGFRLQCFCTKPCA
Sequence length (Aminoacid
residues/Daltons): 75/ 8119.96
Sequence Processing: Precursor
Evidence level: Evidence at protein level
Estimated pI: 7.80
Ident: [FNEYEN) cys(c)] Gl His(E)| IEM] LEUW)] Lysgo] METGD| PHEE)] PRO(P) THR(T)| TRP(W)
Res.
Number: 7 4 2 3 8 1 3 7 o 3 7 4 5 7 i 5 4 o o 4
B 2.67 10.67 1 a 5 6.67 1 6.6 o o
Percent: 933 533 267 4 67 133 4 933 4 933 533 667 933 133 667 533 5.33
Mature Sequence: KICEALSGNFKGLCLSSRDCGNVCRREGFTDGSCIGFRLQCFCTKPCA
Signal Peptide: MAGFSEVVATIFLMMLLVFATDMMAEA

Figura 7 — Pagina de consulta contendo as informagbes disponiveis na base de dados
sobre cada defensinas especifica. 81



As informagdes disponiveis atualmente no DefDB correspondem a
informacdes sobre a fonte de dados (“Data Source”), o nome da defensina
(“Defensin Name”), o organismo que a expressa (“Organism”), o identificador
taxondmico segundo codificagdo do NCBI (“Taxonomic identifier (NCBI)”), o
nome do gene (“Gene name”), a sequéncia primaria da defensina
(“Sequence”), o comprimento da sequéncia em residuos de aminoacidos e a
massa estimada em Daltons (“Sequence length”), a condicdo de exibicdo da
sequéncia quanto ao seu processamento (“Sequence Processing”), o nivel de
evidéncia experimental que suporta a existéncia da proteina (“Evidence Level”),
o valor de pl estimado da sequéncia primaria (“Estimated pl”), a quantidade e a
percentagem de residuos aminoacidicos apresentados em forma de uma
tabela e informagdes sobre a sequéncia madura, no caso da sequéncia
apresentada no campo “Sequence” corresponder a um precursor, juntamente
com a apresentacdo do peptideo sinal, quando existir. Algumas informagdes
sobre o nome do gene codificante ou sobre a sequéncia madura de algumas
defensinas podem néo estar registradas nos bancos de dados-fonte, sendo
apresentadas como “No stored”.

O usuario também pode realizar o download das sequéncias desejadas

by

marcando as caixas de selegao, localizadas esquerda do resultado, e

clicando na opcédo “Download” (Figura 8). As sequéncias sdo enviadas no
formato FASTA.

T = C B

Putative defensin-like protein 15 : Putative Arabidopsis PDF1.2B

plant defensin 1.2b Precursor thaliana

(8642 41)

. . Arabidopsis 8o

[ 2 Defensin-like protein 17 : Plant defensin 1.2¢ Precursor thaliana PDF1.2C (8552.20)
g . i . Arabidopsis 8o

3 Defensin-like protein 14 : Plant defensin 1.3 Precursor thaliana PDFi.3 (8582.36)
P P P Arabidopsis - 73

4 Defensin-like protein 6 : Plant defensin 2.5  Precursor thaliana PDF2.5 (8392.04)
Arabidopsis 8o

w

Defensin-like protein 18 : Plant defensin 1.5 Precursor thaliana PDF1.5 (9138.61)

O
[l 6 Defensin-like protein 13 : Plant defensin 1.1 Precursor 3{:]?;?;?515 PDF1.1 80(8712.5)

Figura 8 — Exemplo de registros selecionados para Download. Para realizar a extragéo,
basta ao usuario marcar os registros das defensinas de interesse e clicar no botéo
“‘Download”. A quantidade de itens marcados sera apresentada na barra laranja.

Além disso, o usuario pode realizar alinhamentos imediatos de suas
sequéncias de interesse contra a base de dados criada dentro do préprio site
do DefDB (Figura 9). O programa BLAST (BLAST Web Server) se encontra

vinculado ao banco de dados, podendo ser acessado pelo botdo “Tools”.
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Futuramente, novas ferramentas de analise de sequéncia serdo incorporadas
ao DefDB.

I I T T
Exit << Back
BLAST

Choose program to use and database to search:
Program blastp ~

Database: | Defensins R

Enter sequence below in FASTA format
The query sequence is filtered for low complexity regions by default.

Filter V] Low complexity [~ Mask for lookup table only

Expect 10 ~  Matrix BLOSUMEZ ~

[”! Perform ungapped alignment

Or load it from disk ‘ Enviar arquivo_ o
Query Genetic Codes (blastx only)
Set subsequence: From To Standard (1) !
Clear sequence ] [ Search | Cleayspguence J | Seasch I

_______________________________________________________________________________________________________________________________|
Figura 9 — Interface para inser¢do de sequéncias externas em formato FASTA ao servidor
BLAST, incorporado ao banco de dados. Os alinhamentos serao efetuados com uma das
duas bases de dados do DefDB, selecionadas em Database. As sequéncias também
podem ser carregadas em forma de arquivo (“load it from disk”) e serem delimitadas em
relagdo ao seu numero de residuos (“Set subsequence”).

A base de dados do DefDB, ou um sub-conjunto de suas sequéncias,
selecionado pelo proprio método de busca do DefDB, ja podem ser utilizados
por programas, ou plataformas (Pipelines) de analise de dados para identificar
novas defensinas. A exemplo, X Tandem
(http://www.thegpm.org/tandem/index.html), LabKey Web Server
(https://www.labkey.org/project/home/begin.view).
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7- POTENCIALIDADE E VALI DACAO DO USO DO DefDB

O Banco de dados DefDB foi elaborado para auxiliar na identificacdo de
novas defensinas a partir de dados obtidos por métodos de sequenciamento:
sequéncias de fragmentos peptidicos ou espectros de massa. Desse modo, os
atributos referentes as sequéncias aminoacidicas foram priorizados (item 5). A
grande vantagem de utilizar bases de dados menores e especificas esta na
otimizacdo das analises realizadas pelos algoritmos de alinhamento ou pelos
algoritmos de comparagao de espectros de massa (algoritmos de localizagao,
selecdo e comparacdao dos valores de massal/carga), favorecendo uma
identificagcdo mais precisa e coerente de possiveis defensinas. Um fragmento
constituido de oito residuos da sequéncia da defensina J1-1, expressa por
Capsicum annuum (Figura 10 ), pode ser utilizado para exemplificar a utilizagcao
e potencialidade de uso do DefDB, por meio da realizacdo de alinhamentos

simples utilizando o programa Protein BLAST.

Seq Ref: DefensinJi-1

Numero DefDB: 40 (‘Plant defensin’)
ID_Uniprot: Q43413

Seq: KICEALSGNFKGLCLSSRDCGNVCRREGFTDGSCIGFRLQCFCTKPCA

Fragmento Seq: LCLSSRDC
Frag. modificado: LCLSARDC

Figura 10 — Sequéncia de residuos de aminoacidos da defensina J1-1 do organismo
Capsicum annuum. Abaixo, estdo mostrados os fragmento (normal e modificado — contando
uma troca do residuo Ser5 para Alab) utilizados para as analises de alinhamento através da
ferramenta BLAST. Em vermelho, é apresentada a posicdo do fragmento utilizado na
sequéncia da defensina J1-1.

As Figuras 11 e 12 mostram os resultados dos alinhamentos do
fragmento LCLSSRDC e do fragmento LCLSARDC, um variante contendo uma
troca do residuo de Ser5 para Ala5, utilizando a base de dados de proteinas
nao redundantes do BLAST (Figura 11 ) e a base de dados ‘Plant defensin’ do
DefDB (Figura 12 ).
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3
7, ~ " Score = 29,5 bits (62), Expect n
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defensin (Capaicum frutescens) 26
g C Query 1 LCLSSRIC @
1| GR18530 [Drosophila grinshawi] >qbIEDVEG... afg  WERE e e

predicted protein [Malo kingi) §99  sbict 40 ICLSSRDC 47

hypothetical protein 16571 069280 [Towoplasma ... 5.0  &%%
B — LCLSARDC Seere E S 0.1 [ catesio mrosophila grimshawi)
Sequences producing significant aliqnmenca: (Bita) Value L;im e GH18530 (Drosophila grimshawi]
o sl N
- L A 7580 Dor §30 | GH18530 gene product from transcript GH18530-RA
L GH1E530 [Drosophils qrimshavi] »qblEDVAe6... 203 Y TR T ot Teve: utileg Ly RN
defensin [Capaicum chinense] 216

216 Score = 29.5 bita (62), Expe"t =
Identities = 8/8 (100%), Positives = ’f“ (100%), Gaps = 0/8 (0%)

Al Reclame: Full=Defenain J1-1; Flaga: Pr..

fensin [Capsicum annuum) 216
hyp'\ther.lc:l protein I“E..RAZPJ"T 86344 [Nectria., 521 Quexy 1 LCLSARDC 8
» 1 » 1) 4 LCLSARDC
tetr aac;.dmcche ide 4'-kinase {Pantoea ... 699 goier 116 LCISARDC 123
DNA topoisomerase I ["Nostoc azollae' 070E. 699

Figura 11 — Resultados dos alinhamentos utilizando o programa BLAST, base de dados
ndo reduntante de proteinas, dos fragmentos LCLSSRDC (A) e LCLSARDC (B) da
sequéncia da defensina J1-1 expressa por Capsicum annuum. A esquerda estdo
representadas as sete sequéncias mais bem pontuadas (maior score e menor e-value) e a
direita os alinhamentos da sequéncia mais bem pontuada. Para A, foi representado o
alinhamento da propria defensinas J1-1 que recebeu a mesma pontuagdo e apresenta o
mesmo alinhamento da defensina apresentada na primeira posig¢ao.

A — LCLSSRDC Score  E

Sequences producing significant alignments: (bits) Value >|40|Defensin J1-1 ORG_Capsicum annuum_Precursor
Length = 75

|46fDefensin J1-1 ORG Capsicum annuus_Precursor 2 0.070 ¢

|106|Defensin Tk-AMP-D4 ORG Triticum kiharae_Mature 18 0.77  Score = 21.9 bits (45), Expect = 0.070

|20[Putative defensin ORG_Zea mays_Mature A7 1.7 Identities = 8/8 (100%), Positives = 8/8 (100%)

|349|Defensin-like protein 289 ORG_Arabidopsis thaliana_Precursor 15 6.5

|338|Putative defensin-like protein 277 ORG Arabidopsis thaliama... 15 6.5  Query: 1 LCLSSRDC 8

|55|Defensin-1ike protein 1 : Gamma-1-purothionin ORG Triticum a A5 6.5 LCLSSRDC

|29|Putative defensin-like protein 9 : Putative low-molecular-we... 15 6.5  Shict: 40 LCLSSRDC 47

B — LCLSARDC Score  E . :
Sequences producing significant alignments: (bits) Value >|40|Defensin J1-1 ORG Capsicun annuun_Precursor

Length = 75

w

|40|Defensin J1-1 ORG_Capsicum annuum_Precursor

|106|Defensin Tk-AMP-D4 ORG_Triticum kiharae_Mature

| 20|Putative defensin ORG Zea mays Mature

|29|Putative defensin-like protein 9 : Putative low-molecular-we...
|423|LCR7S ORG_Arabidopsis thaliana_Precursor

|349|Defensin-like protein 289 ORG_Arabidopsis thaliana_Precursor
| 206|Putative defensin-like protein 137 : Putative low-molecular...

Score = 20,8 bits (42), Expect = 0.15
Identities = 7/8 (87%), Positives = 8/8 (100%)

Query: 1 LCLSARDC 8
LCLS+ROC
Shjct: 40 LCLSSRDC 47

kb b b s e
on N ion ico

0 00 0o h W - o
O U N LN 00 G e

Figura 12 — Resultados dos alinhamentos utilizando o programa BLAST, base de dados
‘Plant defensin’ (DefDB), dos fragmentos LCLSSRDC (A) e LCLSARDC (B) da sequéncia
da defensina J1-1 expressa por Capsicum annuum. A esquerda estdo representadas as
sete sequéncias mais bem pontuadas (maior score e menor e-value) e a direita os
alinhamentos da sequéncia mais bem pontuada.

Pela Figura 11A observa-se que a identificacdo da defensina foi bem
sucedida quando o fragmento integro € analisado. Porém quando o fragmento
variante € analisado (Figura 11B ), a confiabilidade de analise & altamente
afetada. O alinhamento perfeito entre o fragmento integro e as sequéncias
mais bem pontuadas gerou um valor de e-value alto devido ao alinhamento ser

realizado entre sequéncias curtas. No caso da anadlise realizada com o
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fragmento variante, a melhor pontuagao é data a uma sequéncia que nao tem
qualquer relacdo com defensinas. Defensinas sdo apresentadas somente na
segunda, terceira e quarta posi¢gao, com pontuagdes menos relevantes, o que
causaria grande incerteza no caso de uma analise buscando a identificagdo do
fragmento. Por outro lado, ao se utilizar uma base de dados restrita para fazer
os alinhamentos, como exemplificado na Figura 12A para o fragmento integro
e na Figura 12B para o fragmento variante, as pontuagbes sao otimizadas
(menorer valores de e-value para sequéncias correspondentes, maior diferenca
entre valores de scores e de e-values das sequéncias), proporcionando um
maior grau de confiabilidade para a selecdo dos melhores alinhamentos via
pontuagdo. Sequéncias com alinhamentos e pontuagbes relativas néo
satisfatérias também sdo excluidas com maior confiabilidade. Além disso, as
sequéncias diferentes do objetivo, que poderiam dificultar a analise do
resultado por meio de alinhamentos randémicos, como na Figura 11B, nao
estarao presentes.

Como observado nas Figuras 11 e 12, a utilizacdo de uma base de
dados mais restrita como as descritas no DefDB, além de fornecer valores mais
ponderados de e-value, também promovem uma maior certeza na identificagcao
dos fragmentos obtidos de novas defensinas putativas (divergentes em pelo
menos um dos residuos aminoacidicos) pela auséncia de sequéncias que
podem atuar como interferentes. Utilizando-se programas de analises
comparativas de espectros de massa, tal influéncia é ainda maior, visto que
esses programas transformam as sequéncias primarias, armazenadas na base
de dados em espectros de massa (valores de massa/carga), que seréo
comparados com 0s espectros reais, obtidos na analise. A comparacédo de
espectros esta sujeita a um maior numero de interferentes estatisticos,
relacionados a qualidade do espectro real obtido e aos parametros de ajuste da
analise in silico (tolerdncia de massa, modificagbes permanentes ou variaveis,
outros).

Ainda, bases de dados apuradas e especificas, como as bases de dados
do DefDB, podem ser de grande ajuda para estudos preliminares, para
direcionamento de trabalhos especificos no assunto e até mesmo para a
obtencao de instrumentos iniciais para a realizacdo de novos experimentos. Em
outro trabalho em andamento no Laboratério de Protedmica e Bioquimica de

Proteinas do DBB/UFV, sequéncias consenso foram construidas utilizando as

86



bases de dados do DefDB por meio da teoria dos Modelos Ocultos de Markov.
A partir da traducéo reversa in silico dessas sequéncias, e das sequéncias das
defensinas mais similares as consensos, foram construidos oligonucleotideos
para identificar possiveis genes relacionados a expressdo de defensinas
putativas. Os oligonucleotideos construidos estdo sendo atualmente testados.

A partir da base de dados ‘Defensin’ do DefDB, grupos contendo
defensinas semelhantes estruturalmente foram separados com eficacia
satisfatéria utilizando dados providos apenas pela sequéncia primaria das
defensinas. Esse agrupamento foi feito a partir do alinhamento da base de
dados contra ela mesma, e por uma ferramenta computacional implementada
para comparar os resultados e agrupar as sequéncias mais bem alinhadas,
considerando um e-value menor ou igual a e para cada alinhamento. Dessa
forma foram conseguidos nove grupos. Desses, dois sdo constituidos somente
por defensinas de plantas (36, 106 defensinas em cada grupo), cinco sao
constituidos somente por defensinas de mamiferos (13, 18, 19, 49, 101
defensinas em cada grupo), um grupo € constituido prevalentemente por
defensinas de artrépodes (173 defensinas, 167 de artrépodes, 3 de fungos e 2
de cefalocordado (anfioxo)), e um grupo € constituido, com menor prevaléncia,
também por defensinas de artrépodes, mas apresentando numero consideravel
de defensinas expressas por moluscos (74 defensinas, 43 de artropodes, 29 de
moluscos, 2 de fungos). A existéncia de grupos heterdlogos pode ser justificada
por convergéncia evolutiva ou por ancestralidade comum, visto que as
sequéncias primarias das defensinas pertencentes a esses grupos ainda se
apresentam similares, mesmo sendo expressas por organismos evolutivamente
distantes. Charles e colaboradores realizaram anadlises filogenéticas
demonstrando que defensinas de moluscos e artrépodes compartilham de um
ancestral comum, o que justificaria a heterogeneidade do ultimo grupo (Charles
et al.,1996). Logo, a partir de uma base de dados especifica e agrupamentos
racionais, estudos filogenéticos podem ser tragados e efetuados para verificar a
proximidade evolutiva e a relevancia de cada grupo.

Dessa forma, o banco de dados DefDB vem sendo testado com sucesso
no LPBP/UFV, representando uma ferramenta util para a identificagao e para a
delimitagcdo e direcionamento de estudos iniciais sobre defensinas, incluindo-se
aquelas que futuramente serdo obtidas por esse e por outros grupos de

pesquisa.
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8. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Grande avancgo foi conseguido para facilitar a analise e identificacdo das
sequéncias de defensinas obtidas por meio dos métodos de sequenciamento, a
partir da idealizagao e da constru¢gao de um banco de dados especifico para
defensinas, destacando-se defensinas vegetais. O banco de dados DefDB ja se
encontra hospedado em dominio na rede mundial de computadores no
endereco www.defdb.ufv.br , contendo duas bases de dados concisas
relacionadas as defensinas, preparadas para serem utilizadas junto a
ferramentas computacionais para a identificagdo de novas defensinas. Sua
pagina na rede mundial de computadores permite ao usuario consultar os
dados e obter as sequéncias de interesse no formato fasta. Além disso, o
usuario pode utilizar a ferramenta BLAST para realizar alinhamento de uma
sequéncia de interesse, contra a base de dados contendo todas as defensinas
diponiveis, ou somente as defensinas de plantas, utilizando o servico
encontrado na prépria pagina do DefDB.

Algumas perspectivas sao ainda passiveis de consideracgao:

1. Novos programas encarregados da recuperagdo de dados e
formacgdo de novas bases de dados podem ser criados. A partir
desses programas pretende-se a ampliagéo da base de dados do
DefDB  para abranger outros grupos de peptideos
antimicrobianos, com énfase aos peptideos vegetais.

2. Tanto os programas a serem criados como o0s ja existentes
poderdo ser melhorados para obter dados de outras fontes
diferentes das convencionais como, por exemplo, banco de dados
relacionados a via de sinalizagdo, referéncias bibliograficas,
dados sobre as plantas capazes de expressar os peptideos, entre
outras.

3. Novas ferramentas de analise poderdo ser incorporadas ao
DefDB, como por exemplo, outras ferramentas para alinhamento
multiplo (FASTA e Clustal W), ferramentas para analises
estatisticas e para visualizagdo de estruturas secundarias e
terciarias, além da incorporagao das plataformas de analise de
dados espectrométricos (Trans-Proteomic Pipeline - TPP e

LabKey).
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