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RESUMO

Doengas causadas por patégenos, incluindo bactérias e fungos podem gerar
muitos problemas a saude humana e a agricultura. Em cultivares economicamente
importantes, tais patdogenos podem contribuir para perdas significativas no
rendimento da produgéo agricola. Um fator agravante para esses dois cenarios € o
uso intensivo de compostos convencionais para combater esses patdgenos, levando
a selegao de microrganismos extremamente resistentes. Além disso, tais compostos
podem trazer severas consequéncias ao meio ambiente bem como a saude humana
e animal. Desta forma, a busca por novos compostos capazes de controlar
efetivamente bactérias e fungos patogénicos resistentes, tém sido prioritaria. Por
estas razbes, este trabalho reporta o isolamento de uma nova proteina
heterodimérica (Pa-AFP1) de sementes de Passiflora alata com propriedades
antifungicas. Pa-AFP1 foi purificada utilizando precipitagdo com sulfato de amdnio
70-100%, subsequente cromatografia de troca anibnica em Q-Sepharose e
cromatografia de HPLC fase reversa em coluna C4. Analise da massa molecular por
meio de gel Tricina-SDS-PAGE revelou uma massa molecular de aproximadamente
4.500 Da para a cadeia menor e cerca de 7.000 Da para cadeia maior totalizando
um heterodimero com cerca de 11.500 Da. A massa da forma oligomérica também
foi obtida por espectrometria de massa (11569. 63 Da). Andlise da sequéncia N-
terminal mostrou alta identidade entre Pa-AFP1 e albuminas 2S, adicionando assim
uma nova proteina a pequena lista de albuminas 2S com atividade antimicrobiana.
Além disso, Pa-AFP1 foi capaz de inibir eficientemente o fungo filamentoso
Colletotrichum gloeosporiodes, mas foi incapaz de inibir bactérias e fungos
leveduriformes. Em suma, Pa-AFP1 podera futuramente contribuir para o

desenvolvimento de produtos biotecnologicos contra fungos fitopatogénicos.

Palavras-chave: Colletotrichum gloeosporiodes, Passiflora alata Curtis, proteina

antifungica, 2S albuminas



ABSTRACT

Diseases caused by pathogens, including bacteria and fungi can generate
many problems to human health and agriculture. In important economically cultivars,
such pathogens may contribute to significant losses in yield of agricultural
production. The aggravating factor for these two scenarios is the intensive use of
conventional compounds to combat these pathogens, leading to selection of highly
resistant microorganisms. Furthermore, these compounds can bring severe
consequences to the environment, human and animal health. Thus the search for
new compounds capable of effectively controlling bacteria and fungi resistant has
been a priority. In this report a heterodimeric antifungal protein named Pa-AFP1,
showing higher identity with the 2S albumin family, was purified by using 70-100%
ammonium sulfate saturation and further purification steps such as anionic exchange
Q-Sepharose chromatography associated with HPLC reversed-phase C4
chromatography. Analysis by Tricine-SDS-PAGE revealed two peptide molecular
masses of approximately 4,500 Da and 7,000 Da, in the presence of (-
mercapthoetanol, while by removing the reducing agent, a single protein with
molecular mass of about 11,500 Da was obtained. Moreover, dimeric mass was
confirmed by MALDI-TOF analyses (11,569.76 Da). The antifungal protein, named
Pa-AFP1, efficiently inhibited the growth of filamentous fungi Colletotrichum
gloeosporiodes, and was added to a short list of 2S albumins with antimicrobial
properties. Otherwise, this same peptide showed no activity toward bacteria and
yeasts. In summary, this compound could be used in the future to develop

biotechnological products for the control of phytopathogenic fungi.

Keywords: Antifungal protein, Colletotrichum gloeosporiodes, Passiflora alata Curtis,

2S albumins
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1 INTRODUCAO

1.1 Fungos fitopatogénicos e plantas hospedeiras

Fungos sdo organismos diversos, sendo considerado um grupo versatil de
seres heterotréficos, e que tém ocupado a maioria dos habitats naturais. Estima-se
que existam cerca de 1,5 milhdes de espécies de fungos distribuidas no mundo
(HAWKSWORTH, 1991). Esses organismos podem interagir de varias formas com
uma diversidade de outros seres vivos, desde bactérias ao homem. Normalmente as
interacbes, entre o fungo e seu hospedeiro, envolvem a necessidade de
sobrevivéncia do mesmo, seja para obter nutrientes, abrigo ou transporte. A relagéo
entre plantas e fungos, pode ocorrer pelo estabelecimento de simbiose, pelo
aproveitamento da matéria morta vegetal e por parasitismo (GRAYER e KOKUBUN,
2001; PARRENT et al., 2009).

O rompimento do equilibrio de beneficios entre plantas e fungos, em muitos
casos pode representar uma grande preocupacdo para toda humanidade, uma vez
que representantes patogénicos podem causar devastagdo de importantes colheitas
e incapacitar o uso de alimentos por humanos e animais através da sintese de
micotoxinas (XU et al., 2007).

Os fungos patogénicos foram divididos em trés grupos, quanto ao modo de
nutricdo: biotréficos, necrotroficos e hemibiotréficos (GLAZEBROOK, 2005). Os
fungos biotréficos se alimentam do tecido vivo do hospedeiro, enquanto os
necrotréficos matam as células para obtencdo de seu alimento (OLIVER e IPCHO,
2004). Os fungos hemibiotroficos se comportam como fungos biotréficos no inicio da
infeccéo e posteriormente como fungos necrotréficos (MUNCH et al., 2008).

Os fungos biotréficos penetram a planta para ter acesso aos nutrientes, com
o minimo de dano na célula hospedeira (MENDGEN e HAHN, 2002). Esses fungos
desenvolveram hifas especializadas, estruturas conhecidas como haustorios, esses
orgaos, apresentam um papel importante na habilidade desses parasitas
competirem com o desenvolvimento da planta por fotoassimilados bem como por
outros nutrientes (SZABO e BUSHNELL, 2001). Eles podem completar todo seu
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ciclo de vida e manter as células da planta viva, mas em alguns casos, plantas
altamente infectadas por vezes morrem, mas somente depois que a esporulacéo é
completada (KOCH e SLUSARENKO, 1990). Adicionalmente eles causam poucos
danos na planta hospedeira e sdo poucos especializados na secrecdo de enzimas
liticas (RICHARD P e SIMON V. S, 2004).

Em contraste as sofisticacbes dos fungos biotréficos, os fungos necrotroficos
sdo considerados mais simples no processo de obtengdo de seu alimento. E
comumente conhecido que esses fungos infectam as plantas através da secrecéo de
quantidades copiosas de enzimas que agem conjuntamente na degradagao da
parede celular da planta hospedeira (RICHARD P e SIMON V. S, 2004; HAMMOND-
KOSACK e RUDD, 2008).

A estratégia hemibiotréfica de aquisicdo de nutrientes € muito difundida e
estudada em espécies de Colletotrichum. Esses fungos infectam varias plantas que
sdo economicamente importantes. Inicialmente hifas primarias especializadas se
invaginam na membrana plasmatica da célula vegetal. Nesse momento o fungo nao
mata a célula, assim, o mesmo se estabelece de forma biotrofica (MUNCH et al.,
2008). Posteriormente, entre 48 e 72 horas, ocorre a propagacao de hifas
secundarias que secretam uma variedade de enzimas que degradam diversos
polimeros da parede celular vegetal. Dessa forma o fungo consegue ter acesso a

uma grande variedade de acUcares da célula vegetal (MUNCH et al., 2008).

1.2 Colletotrichum gloeosporiodes e produtividade agricola

Colletotrichum tem sido considerado um dos géneros de fungos mais
importantes para o mundo todo. Ele pode causar significantes danos a agricultura
principalmente em regides tropicais, subtropicais e temperadas (FREEMAN et al.,
1998), afetando diferentes espécies de plantas.

Colletotrichum gloeosporiodes (Figura 1) é considerada uma das mais
comuns e amplamente distribuidas espécies de fungos patogénicos (Figura 1)
(HYDE, K.D et al., 2009). Fungos dessa espécie podem levar a severas perdas no

rendimento de muitas culturas.
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C. gloeosporiodes (Penz.) pertence a ordem Melaconiales e familia
Melanconiaceae. Esse fungo €& classificado pelo nome “Colletotrichum
gloeosporiodes”, quando eles se apresentam em sua forma anamorfa (assexuada) e
como Glomerella cingulata quando se apresentam em sua forma sexuada
(MARTINS, et al., 2005).

Espécies de Colletotrichum normalmente sao responsaveis por uma tipica
doenga em plantas conhecidas por antracnose (PELEGRINI et al., 2009). A
antracnose causada por C. gloeosporiodes (Figura 2) é considerada a causa de
vultosas perdas para os produtores agricolas de todo o mundo. No Brasil,
Colletotrichum gloeosporiodes foi o responsavel por prejuizos da ordem de 20 a 30
milhdes ddlares/ano na produgdo de citrus (laranjeiras, tangerineiras e limoeiros)
entre os anos de 2005 e 2008 (CONAB, 2009). Normalmente essas perdas na
produgcado ocorrem devido ao parasitismo desses fungos nas flores das plantas
citricas. Isso promove a queda das pétalas e dos frutos no estagio inicial de
formagao (CONAB, 2009).

C. gloeosporiodes tem sido considerado o principal agente causal da doenga
pré- e pos-colheita dos frutos de todas as areas produtoras de mangas do mundo,
podendo atacar, folhas, frutos jovens, brotos e folhas (CHOWDHURY e RAHIM,
2009). Ele pode afetar outros frutos de plantas economicamente importantes, tais
como: goiaba e maracuja (TEIXEIRA et al., 2006) morangos, abacates (FREEMAN
et al., 1996), améndoas (FREEMAN et al., 1995), mamdes (TEIXEIRA et al., 2006;
TAPIA-TUSSELL et al., 2008), azeitonas (MARTIN e GARCIA-FIGUERES, 1999),
pimentas (THAN et al.,, 2008) e também pode comprometer, leguminosas
forrageiras (NGUYEN et al., 2009), e plantas ornamentais (ASIEGBU et al., 2003;
FARR et al., 2006).
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Figura 1 Colletotrichum gloeosporiodes isolados de Daphniphyllum macropodum Miquel, uma planta
ornamental. A: Caracteristica de isolados de Colletotrichum gloeosporiodes crescidos por 5 dias
(esquerda) e crescidos por 9 dias (direita) em BDA. B: esporo ndo germinado. C: esporo gerando o
tubo germinativo. D e E: melanizagdo do apressoério. A barra preta corresponde a 10um. (Adaptado

de CHOI e HONG, 2009).

(A) (B)

Figura 2 Sintomas de antracnose causada por Colletotrichum gloeosporiodes em manga (A) e em
abacate (B). A seta indica a lesdo causada pelo fungo. (Adaptado de FREEMAN et al. , 1998).
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1.3 Fungicidas: resisténcia fungica, implicacdes ao meio ambiente e saude

humana

Patogenos de plantas sdo responsaveis por consideraveis perdas nas
colheitas que representam cerca de 10-30 % da produgao agricola em todo o mundo
a cada ano (STRANGE e SCOTT, 2005). Esse fator € agravado, quando os mesmos
atacam variedades de plantas suscetiveis. Em relacdo ao controle de fungos,
embora praticas como rotagdo de cultura, utilizagcdo de cultivares resistentes e
métodos sanitarios minimize esse problema, os fungicidas ainda tem sido
eficientemente utilizados para aumentar o rendimento agricola (KNIGHT et al.,
1997).

Historicamente o controle de doencas utilizando defensivos quimicos foi
empregado com sucesso em 1950, quando a “mistura” Bordeaux, descoberta em
1885, foi introduzida para controlar a doenga da videira (Plasmopara viticola) em
plantacbes de vinho na Franga, a qual incluia em sua composi¢cdo, compostos
inorganicos (KNIGHT et al., 1997). Atualmente existe uma variedade de compostos
fungicidas. Um trabalho recente, publicado em 2009 pela FRAC (Fungicide
Resistance Action Committe), apresentou a existéncia de 188 fungicidas formulados

(www.frac.info). Esses estdo agrupados de acordo com o alvo local, os quais

incluem os seguintes processos celulares do patdgeno: sintese do acido nucléico,
mitose e divisao celular, respiragdo, sintese de aminoacido e proteina, transducao
de sinais, sintese de lipideos e membranas, sintese de glucanos, sintese de
melanina. Esse dado ndo levou em consideragdo os fungicidas que n&o foram
classificados, como os 6leos minerais, bicarbonato de potassio e material de origem
biologica.

Apesar da consideravel demanda de fungicidas e também de diversos
mecanismos de acao dos mesmos, muitos desses compostos tém perdido a
efetividade em controlar doencgas. Muitos fungicidas, como aqueles baseados em
cobre (exemplo: oxidocloridrico cuprico e oOxido cuproso, fenilamidas (exemplo:
captan e folpet), e ditiicarbamatos (mamcozeb, maneb, zineb e thiran) raramente
tém apresentado resisténcia. Entretanto, algumas classes, tais como
benzimadazoles (exemplo: benomyl, carbensazim, thiabendazole), fenilamidas

(exemplo: metalaxyl, oxadixyl), dicarboximidas (exemplo: iprodione, procymidone,
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vinclozolin) e analogos de estrobilurina (exemplo: azoxystrobim, kresoxim-methyl e
pyraclostrobim) ndo tém sido efetivos no controle de doengas, devido ao surgimento
de resisténcia em muitos fungos (BRENT e HOLLOMON, 2007).

A evolugao do quadro de resisténcia ocorreu, sobretudo devido a eficiéncia
dos fungicidas. Isso permitiu aos agricultores, aumentar o rendimento agricola de
variedades de plantas suscetiveis a doengas. E para a continua protegcao das
mesmas, repetidas aplicagbes de um mesmo fungicida foram efetuadas. Como
consequéncia, houve uma forte pressdo de selecdo em populagdes resistentes de
fungos fitopatogénicos (HOLLOMON e BRENT, 2009).

O risco do desenvolvimento de resisténcia em um patégeno alvo em
particular pode aumentar, sobretudo, pelo uso de fungicidas que agem em um unico
alvo bioquimico da célula fungica, como foi o caso de das fenilamidas, uma classe
de fungicida sistémica (GISI e COHEN, 1996). Os fatores que estdo associados a
resisténcia de fungos sdo: mutagbes, migracdes e recombinacdes génicas,
fendbmenos estes, que podem ocorrer de forma randémica no ambiente. Tais fatores
podem contribuir para introdu¢ado de gendtipos de resisténcia em uma populagao de
fungos (BRENT e HOLLOMON, 2007).

Além dos problemas relacionados a dificuldade do controle de doencgas
devido a aquisi¢ao resisténcia de fungos fitopatogénicos a uma série de fungicidas,
existem também severas implicagdes ambientais que s&o geradas pelo intensivo uso
dos mesmos (WAARD et al., 1993). A utilizagdo de muitos fungicidas na agricultura,
como por exemplo, os azoles podem afetar ndo somente espécies de fungos
fitopatogénicos, mas também pode atacar espécies suscetiveis de fungos
saprofiticos, muitos dos quais podem apresentar um papel benéfico na regulagao de
espécies patogénicas (LIGGITT et al., 1997), como Aspergillus fumigatus.

A. fumigatus &€ um fungo responsavel pela aspergilose, uma doenca
pulmonar. Populagdes multi-resistentes desse fungo que tém emergido na Holanda
desde 1999 foram isolados em 6,0 - 12,8% de pacientes que abrigavam o isolado
(SNELDERS et al., 2008). O mecanismo de resisténcia apresentou-se consistente
com o desenvolvimento de resisténcia através exposicdo de compostos azoles no
ambiente. Além disso, A. fumigatus de culturas provenientes de solos e adubos
apresentaram resisténcia cruzada a fungicidas azoles e também mostraram ser
geneticamente relacionados a isolados clinicos (SNELDERS et al., 2009).

Possivelmente a resisténcia de A. fumigatus foi ocasionada pela utilizagcao intensiva
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de fungicidas na agricultura (VERWEIJ et al., 2009) . Além desses problemas, os
fungicidas, devido a toxidade de alguns compostos, também podem provocar
desequilibrio em populagdes de joaninhas (MICHAUD, 2001), de peixes de agua
doce (EKINCI e BEYDEMIR, 2010) e de outros animais.

Os efeitos toxicos de fungicidas também podem desencadear riscos a saude
humana. Muitos trabalhos tém revelado que a exposicao humana a fungicidas pode
contribuir para: o risco de aborto espontaneo (ARBUCKLE et al., 2001), depresséo
em mulheres, doengca de Parkison (BESELER et al., 2006), risco de
desenvolvimento de linfoma de Hodgkin, mieloma multiplo, leucemia de células
pilosas (ORSI et al., 2009), risco de cancer cerebral infantil, quando os pais sao
expostos antes do nascimento da criangca (KOYANO et al.,, 2006), aumento da
prevaléncia de bronquite crénica (HOPPIN et al., 2007), neurotoxidade (BJORLING-
POULSEN et al., 2008) entre outros.

Embora fungicidas contribuam para o aumento da produtividade agricola,
eles podem trazer severas consequéncias tanto a animais como para o homem. As
intoxicagdes causadas por agrotoxicos em geral sdo um problema em todo o mundo
e principalmente em paises em desenvolvimento, onde, em pequenas areas

agricolas, pesticidas sado pulverizados manualmente (LEYK et al., 2009).

1.4 Mecanismos de defesa de plantas: panorama acerca da producdo de

compostos antimicrobianos

Plantas interagem com diferentes tipos de microrganismos tanto patogénicos
quanto nao patogénicos. O relacionamento com microrganismos simbioticos pode
trazer beneficios, tanto para a planta quanto para o microrganismo, entretanto,
interagbes com microrganismos patogénicos em alguns casos podem resultar em
doengas para a planta hospedeira (VERONESE et al, 2003). Além de
microrganismos, as plantas também estao sujeitas ao estresse causado por insetos
e nematdides (DANGL e JONES, 2001). Embora as plantas estejam expostas a
uma série de adversidades, as mesmas podem reconhecer e se defender dos
potenciais inimigos. Isso tem sido fundamental para o sucesso evolutivo e o
desenvolvimento das mesmas (VERONESE et al., 2003).
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As interacbes entre patdogenos e plantas refletem para estes, as estratégias
de aquisicao de nutrientes, no caso de bactérias, fungos, nematdides, insetos; e no
caso virus, o aproveitamento da maquinaria de replicacdo da planta hospedeira
(DANGL e JONES, 2001). Entretanto, para as plantas, essas interacdes
representam constantes ameacas. Diante disso, elas precisam de um sistema
efetivo que atue em sua defesa.

As plantas podem majoritariamente se defender de duas formas: através dos
mecanismos de defesa estruturais ou bioquimicos. No primeiro caso, as plantas
utilizam as barreiras fisicas, que podem impedir a penetragao ou colonizacdo dos
patogenos através de seus tecidos. No segundo caso, as plantas podem produzir
um arsenal de substancias que podem inibir o crescimento dos patdgenos ou ainda
criar condigdes que inviabilizem a sobrevivéncia desses invasores nos tecidos
vegetais (BESSIRE et al., 2007; HYDE et al., 2009).

A defesa estrutural pode ser pré-formada ou induzida. A parede celular rigida
€ um exemplo de um obstaculo natural pré-formado, que torna mais dificil o acesso
do patégeno aos produtos fotoassimilados das plantas. No entanto, quando
microrganismos patogénicos conseguem acessar a membrana plasmatica, os
mesmos aumentam o seu potencial de ataque. Embora mais préximos de seu
objetivo, os patdgenos, encontram na membrana extracelular da planta, receptores
de reconhecimento padrédo (PRR’s, pattern recognition receptors) (KROJ et al.,
2003) que podem reconhecer padroes moleculares associados a patdégenos mais
conhecido com PAMP (pathogen associated molecular patterns) (CHISHOLM et al.,
2006). As PRR’s estimulam uma cascata de sinais envolvendo o fluxo de Ca®" e
proteinas quinases ativadas por mitdégeno, esse fenbmeno leva a uma série de
reacbes de defesa estruturais e bioquimicas que compromete o sucesso do
patdogeno (ANTONIW et al., 1980) .

PAMP’s sdo moléculas dos patdgenos, que exercem um papel importante no
modo de vida dos mesmos, como por exemplo, lipopolisacarideos e flagelinas de
bactérias e quitina de fungo (KROJ et al., 2003). As respostas da planta a essas
moléculas sdo conhecidas como PTIl (PAMP-triggered immunity) (BOLLER e HE,
2009). Esse primeiro reconhecimento vegetal por moléculas especificas do patégeno
leva inicialmente a uma resposta de defesa estrutural induzida. Tal defesa se
manifesta através de modificagdes fisicas na planta, como por exemplo: deposicao

de papilas, espessamento da parede celular da planta apdés o contato com o
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patdogeno (TSUNEDA et al., 2009) e outras. Se o patdégeno ndao consegue superar
esses mecanismos de defesa, a PTI é desligada e a proliferacdo do patégeno é
prevenida (GOHRE e ROBATZEK, 2008).

Existem situagbes que o patdgeno ultrapassa essa barreira inicial e liberam
uma variedade de moléculas efetoras (GREENSHIELDS e JONES, 2008). Tais
moléculas podem suprimir a resposta de defesa, tornando possivel a colonizagao
desses organismos. Entretanto essas moléculas podem servir como sinais para
reforcar a defesa da planta. Nesse contexto, as proteinas R (resisténcia), atuam
respectivamente: suprimindo a ag¢do das moléculas efetoras cognatas, mais
conhecidas como fatores de aviruléncia (avr), substituindo a supressao da PTI e
reforcando a imunidade, resultando dessa maneira, em uma imunidade
desencadeada pelo efetor (ETI, effector-triggered immunity) (GOHRE e ROBATZEK,
2008). As interagcbes que ocorrem de forma especifica entre fatores de aviruléncia e
proteinas R, também ativam mecanismos de defesas estruturais, como: resposta
hipersensivel (RH), que resulta na morte de poucas células no local da infecgcéo e
consequentemente na limitagdo do espalhamento da doenca (Figura 3)
(LINTHORST et al., 1991).

Semelhante a defesa estrutural, mecanismos de defesa bioquimica também
podem ser constitutivos ou induzidos. Nesses dois cenarios, pode haver a
participacdo tanto de metabdlitos secundarios, como a participacdo de proteinas
antimicrobianas constitutivas e induzidas (PRP’s, proteinas relacionadas a
patogénese). Em relagdo aos compostos secundarios, estima-se que exista cerca de
200.000 representantes em plantas (HARTMANN e MEISEL, 2007). Eles s&o
considerados moléculas ndo essenciais para o processo metabdlico basico da planta
(SIVASITHAMPARAM et al., 2002). Um diverso grupo dessas moléculas que atuam
na seguranga propria da planta pode representar co-evolugdo entre plantas e seus
inimigos naturais, como herbivoros e patégenos (SIRIKANTARAMAS et al., 2009).
Existem dois grupos que incluem uma diversidade de metabdlitos secundarios que
possuem atividade antimicrobiana, atuando assim possivelmente na defesa da
planta, sado eles: fitoanticipinas e fitoalexinas (IRITI e FAORO, 2009). As
fitoancipitinas sado consideradas como moléculas que podem estar presentes na
planta antes do ataque microbiano ou serem produzidas a partir de compostos pré-
formados apds uma infeccdo, enquanto as fitoalexinas sao sintetizadas e

acumulados apds uma infeccdo microbiana (MIAO et al., 1991). Tanto a producgéao
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de fitoalexinas quanto a producédo de PRP’s estdo também associadas as interagdes
entre produto avr e proteinas R e consequente resposta de hipersensibilidade
(IRWIN et al., 1990).

Quanto as proteinas antimicrobianas constitutivas, muito tem sido investigado
a respeito das proteinas de armazenamento, como aquelas encontradas em caules
(tubérculos) (SEGURA et al., 1999) e em sementes (LIN et al., 2006) . Tubérculos de
varias plantas tém apresentado proteinas com grande potencial antimicrobiano.
Ocatinas (proteinas encontradas em tubérculos ocos) isoladas de Oxalis tuberosa
Mol revelaram que sdo capazes de inibir o crescimento de varias bactérias
fitopatogénicas como: Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium radiobacter,
Serratia marcescens, and Pseudomonas aureofaciens e também de fungos
fitopatogénicos como: Phytophthora cinnamomi, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia
solani e Nectria hematococcus (FLORES et al., 2002). Essas proteinas, assim como
as snakins isoladas de tubérculos de batata parecem exercer um papel de defesa na
barreira constitutiva da planta (SEGURA et al., 1999). As albuminas 2S podem ser
citadas como exemplo de proteinas antimicrobianas que sdo expressas
constitutivamente em sementes (LIN et al., 2006).

As proteinas que s&o produzidas sobre o processo de indugdo, como ja
discutido, tém sido conhecidas como PRP’s. As PRP’s estao classificadas dentro de
17 familias atualmente reconhecidas (Tabela 1). Elas tém sido definidas como
aquelas proteinas que nao sao detectaveis em tecidos sadios, ou quando presentes
elas sdo encontradas em baixas concentragdes. Apenas algumas dessas proteinas
tém demonstrado atividade antimicrobiana. As PRP’s normalmente se acumulam
devido a condi¢gbes patoldgicas que se caracterizam como: ataque de fungos,
bactérias, virus, insetos, herbivoria ou situacbes relacionadas. As situacdes
relacionadas incluem os compostos quimicos que mimetizam o efeito do ataque
patogénico, como etileno, jasmonato e acido salicilico (ANTONIW et al., 1980).

O aumento das PRP’s em plantas caracteriza um fendmeno conhecido
como: resisténcia sistémica adquirida (SAR- Systemic-Aquired Resistance). A SAR
pode ser considerada, como uma extensao da reagao de resisténcia localizada,
(DURRANT e DONG, 2004). A SAR nao esta restrita apenas ao local da infecgéo,
ela pode se ampliar, acumulando assim, compostos relacionados a defesa, em
tecidos sadios, além disso, ela representa protecdo por um determinado periodo do

ciclo de vida da planta (RYALS et al., 1996). Pesquisas sobre os mecanismos de
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defesa envolvidos na SAR tém providenciado informacgdes uteis para um efetivo

meétodo de protecao de cultivares economicamente importantes.
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Figura 3 Esquema representativo e sucinto da interagéo planta-patégeno e respostas de defesa mediadas pela planta. O contato de quitinas de fungos com
PRRs desencadeia uma série de respostas estruturais e bioquimicas na célula vegetal. Adicionalmente, fungos podem liberar fatores de aviruléncia que
podem ser reconhecidos pelas proteinas R da célula. Esse reconhecimento também leva a uma série de respostas estruturais e bioquimicas nas plantas.



Tabela 1 Familias de proteinas vegetais relacionadas a patogénese. Adaptado de: http://www.bio.uu.nl/~fytopath/PR-families.htm e (SELS et al., 2008)

Familia
PR1
PR2

PR3

PR4

PR5

PR6
PR7
PR8
PR9
PR10
PR11
PR12
PR13
PR14
PR15
PR16
PR17

Tamanho (KDa)

15
30

25-30

15-20

25

75
28
35
17
40

20
20
27

Propriedade
Antifangica

-1-3-glucanase

Quitinase (I, 11, IV, V, VI, VI)

Quitinase tipo |, 1l

Taumatinas

Inibidor de proteinase
Endoproteinase

Quitinase classe Il
Peroxidase

Semelhante a ribonuclease
Quitinase classe |
Defensina

Tionina

Proteina transferidora de lipidio
Oxalato oxidase

Similar oxalato oxidase

Desconhecida

Fonte
Tabaco

Tabaco

Tabaco

Tabaco

Tabaco S

Tomate
Tomate
Pepino
Tabaco
Salsa
Tabaco
Rabanete
Arabidopsis
Feijao
Feijao
Feijao

Tabaco

Referéncia
(ANTONIW et al., 1980)
(ANTONIW et al., 1980)
(VAN LOON, 1982 appud VAN LOON e VAN
STRIEN)
(VAN LOON, 1982 appud VAN LOON e VAN
STRIEN)
(VAN LOON,1982 appud VAN LOON e VAN
STRIEN)
(MARCUS et al., 1999)
(VERA e CONEJERO, 1988)
(METRAUX et al., 1988)
(LAGRIMINI et al., 1987)
(SOMSSICH et al., 1986)
(MELCHERS et al., 1994)
(TERRAS et al., 1995)
(EPPLE et al., 1997)
(BERROCAL-LOBO, MARTA et al., 2002)
(ZIGUO et al., 1995)
(ZUO e SUN, 1996)
(OKUSHIMA et al., 2000)
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1.4.1 Peptideos antimicrobianos de plantas

Pequenas proteinas antimicrobianas, comumente conhecidas como peptideos
antimicrobianos (AMP’s) tém sido isolados de uma ampla variedade de organismos,
como bactérias, fungos, plantas, invertebrados e vertebrados. Elas sao
consideradas como parte da imunidade inata de organismos multicelulares e
normalmente estdo associados a defesa contra patogenos (LEHRER et al., 1993;
TERRAS et al., 1995). Essas moléculas sao tipicamente conhecidas: (a) por seu
pequeno tamanho, geralmente < 10 kDa; (b) por sua carga, frequentemente entre +2
e +7 a pH 7,0; e estereogeometria anfipatica, que confere faces hidrofilicas ou
hidrofobicas relativamente polarizadas (YOUNT e YEAMAN, 2004). De acordo com a
sequéncia de aminoacidos e estrutura os peptideos antimicrobianos podem ser
divididos: peptideos anibnicos, peptideos a-hélice catidnicos lineares, peptideos
catibnicos enriquecidos com aminoacidos especificos, peptideos anidnicos e
catidnicos que contém cisteina e formam pontes dissulfeto e fragmentos peptidicos
anibénicos e catiénicos de grandes proteinas (BROGDEN, 2005).

Nas ultimas décadas algumas familias dessas pequenas proteinas foram
isoladas de uma diversidade de familias de plantas, (Tabela 2). Atualmente existem
mais de 200 peptideos descritos em plantas (Hammami et al., 2009) e distintas
familias, tais como: Ciclétides(CRAIK et al., 2010), defensinas (TERRAS et al.,
1995), peptideos similar a Heveina (CAMMUE et al., 1992), impatiens (BROEKAERT
et al. 1992), knottins (CAMMUE et al.,, 1992), peptideos similar a proteinas
transferidoras de lipideos (CAMMUE et al., 1995), MBP-1 (DUVICK et al., 1992)
MIAMP1(MARCUS et al.,, 1999), shepherins (PARK, C. J. et al., 2000), snakinas
(SEGURA et al.,, 1999), tioninas (FUJIMURA et al.,, 2005) e similar a vicilina
(MARCUS et al., 1999). Estas moléculas sdo usualmente classificadas de acordo
com sua estrutura primaria, especialmente em relacido ao numero e a distancia dos
residuos de cisteina (LAY e ANDERSON, 2005). Elas podem ocorrer em diferentes
tecidos, tais como: raizes (ASIEGBU et al., 2003), folhas (TEIXEIRA et al., 2006)
flores (TAVARES, L. S. et al., 2008), tubérculos (BERROCAL-LOBO, MARTA et al.,
2002) e sementes (PELEGRINI et al., 2009).

Muitas dessas pequenas moléculas apresentam atividade antimicrobiana

contra uma série de bactérias e fungos importantes para a agricultura e também
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para medicina. Devido a deteccdo de muitos peptideos apds a infecgao da planta
contra patogenos, algumas dessas moléculas, tém sido agrupadas as familias das
PRP’s (SELS et al., 2008). Mas além destes, que fazem parte barreira de defesa
induzida, existem aqueles que tém sido considerados como parte defesa
preexistente, atuando como barreira regulada no desenvolvimento da planta
(BERROCAL-LOBO, MARTA et al., 2002).

O possivel papel de defesa dos peptideos € demonstrado através de algumas
observagdes, que ndo sao conclusivas por si mesmas. Garcia-Olmedo et al., (2002)
apontam os seguintes critérios para o envolvimento desses peptideos na defesa: (a)
atividade antimicrobiana; (b) expressdao génica, distribuicdo do peptideo,
concentragdes in planta (antes e depois da infecgdo), que s&o congruentes com o
papel da defesa; (c) correlagdo da variagcdo de niveis de expressédo (natural ou
geneticamente transformado com a severidade de sintomas; e (d) correlagdo da
variacdo da resisténcia patogénica (natural ou geneticamente transformado com
viruléncia. Esses critérios tém contribuido para entendimento e investigagdes
acerca dessas moléculas.

A maioria dos peptideos antifungicos tem sido relatada em sementes, talvez
porque este tecido é rico em proteinas, o que o torna bastante explorado quanto a
presenca de peptideos antimicrobianos. A producado dessas moléculas em sementes
pode estar associada a protegdo do embrido contra potenciais inimigos presentes no
solo (TERRAS et al., 1992). Embora os peptideos antimicrobianos sejam
encontrados principalmente nas sementes, eles também podem ser expressos em
tecidos vegetativos (TERRAS et al., 1995). Evidéncias mostram que alguns tipos de
peptideos antimicrobianos podem ser encontradas em varios tecidos, como Cp
tionina-2, isoladas de sementes, folhas e cotilédones (FRANCO et al., 2006).
Numerosos peptideos com acao antifungica tém sido isolados de plantas. Esta
propriedade tém sido mais relatada do que outras atividades (Hammami et al.,
2009). Isso reflete a importancia dos fungos enquanto patégenos.

Defensina é uma notdria familia de peptideos que apresenta atividade
antifngica e antibacteriana. Moléculas dessa familia podem atuar contra fungos
patogénicos a plantas e também humanos. As defensinas da planta Hs-AFP1
Heuchera sanguinea, Rs-AFP2 de nabo forrageiro e DmmAMP1 de Dahlia mercKii,
todos obtidos de sementes, sdo moléculas candidatas para o uso terapéutico no

combate fungos oportunistas responsaveis por infecgdes invasivas, como Candida
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albicans (THEVISSEN et al., 2007). Recentemente, foi demonstrado que Rs-AFP2
nao é toéxico para as células de mamiferos (TAVARES, TP et al., 2008), reforcando a
idéia de que os peptideos antimicrobianos de plantas podem contribuir para o
desenvolvimento de drogas para o tratamento de infecgdes humanas causadas por

fungos.

Além de defensinas, ciclétides também apresentam uma perspectiva de
aplicagao ampla. Alguns representantes deste grupo de proteinas, como circulina A
e B isoladas da partes areas de Parvifolia chassalia (Rubiaceae) possuem uma
potente atividade contra o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (GUSTAFSON et
al., 1994). Cicloviolacina O2, uma outra ciclétide isolada das partes aéreas de Viola
odorata (Violaceae) apresentou atividade relevante contra as bactérias Gram-
negativas (PRANTING et al., 2010). A atividade antimicrobiana ao lado de outras
atividades, como inseticida (PLAN et al. 2008), anti-helmintica (COLGRAVE et al.
2009), anti-tumoral (Lindholm et al., 2002), a atividade uteroténica (Gran, 1973),
inibidor de proteinase (HERNANDEZ et al., 2000) e além da facil sintese in vitro, faz
das Ciclotides candidatas apropriadas para aplicagdes na industria farmacéutica e
agricola (Craik et al., 2010).

Embora varios estudos de prospeccédo de peptideos tenham sido realizados
em uma diversidade de espermatdfitas, ainda existe muito a se explorar no grupo
das plantas superiores. Existem cerca de 257.000 espécies de Angiospermas
atualmente relatadas e aproximadamente 820 espécies de Gimnospermas (JUDD et
al., 2008) Dessas, ja foram encontrados peptideos antimicrobianos em uma
diversidade de espécies e tecidos, e com amplo espectro de atividade
antimicrobiana (Tabela 2). A atividade antifungico tem sido a mais comumente

relatada em plantas (Figura 4).
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Tabela 2 Relacdo de algumas familias de peptideos distribuidas em uma variedade de familias e tecidos vegetais.

Tecidos Familia de peptideos Familia de plantas Atividade Referéncia

Folha Haveina Antifungica (KOO et al., 1998)
Ciclotide Violaceae ?, Rubiaceae * Antiviral,antibacteriana, (CRAIK, ; TAM et al., 1999)
antifungica e inseticida
Proteina Poaceae® Antifungica (SEGURA et al., 1999)
transportadora de
lipideos
Defensina Fabaceae ® Antibacteriana e antifungica (TEIXEIRA et al., 2006)
Defensina Solanaceae , Amaranthaceae ° Antifungica, antibacteriana (CAMMUE et al., 1995)
Raizes Seferina Brassicaceae ® Antibacteriana antitifungica (PARK, C. J. et al., 2000)
Caule Snakina Solanaceae ® Antibacteriana e antifungica (SEGURA et al., 1999)

@ Angiospermas, b Gimospermas

Continuacao


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=24921&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?name=Rubiaceae
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?name=Poaceae
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=3803&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?name=Solanaceae
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?name=Amaranthaceae
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?name=Brassicaceae
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?name=Solanaceae

Tecidos

Semente

Familia de peptideos

MBP-1

Proteina transportadora

de lipideo
Impatiens
Heveina

Beta-barrelina,

Defensinas

Kinotina

Albuminas 2S

Familia de plantas

Poaceae?®

Fabaceae®

Balsaminaceae®

Convolvulaceae?,

Polygonaceae ®

Proteaceae®

Cycadaceae”

Phytolaccaceae ®

Passifloraceae

Atividade

Antibacterial, Antifungal

Antibacteriana e antifungica

Antibacteriana e antifungica
Antilevedura,  antibacteriana e
antifungica

Antilevedura, Antibacterial,
Antifungal

Antibacteriana e antifungica

Antibacteriana e antifungica

Antibacteriana e antifungica

Referéncia

(DUVICK et al., 1992)

(HUANG et al.,, 2004; TATYANA et
al., 2009)

(TAILOR et al., 1997)

(CHOON KOO et al, 2002;
TATYANA et al., 2009)

(HARRISON et al., 1999; MARCUS
et al., 1999)

(FRANCO et al., 2005)

(KANT et al., 2009)

(PELEGRINI et al, 2006)

@ Angiospemas, b Gimnospermas
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Inseticida
3%

Bloqueador de
canais de
calcio
1%

Antifingica
51%

Figura 4 Grafico de atividade reportada para peptideos vegetais compilados no banco de dados
PhytAMP, Adaptado (HAMMAMI et al., 2009).
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1.4.2 Albuminas 2S: caracterizagao molecular

As albuminas 2S sdo consideradas o maior grupo de proteinas presentes em
sementes tanto de plantas monocotiledéneas, como dicotiledoneas (BERROCAL-
LOBO, M. et al., 2002). Elas estdo presentes em importantes fontes de alimento,
como por exemplo, soja (LIN et al., 2006) e feijao (GENOVESE e LAJOLO, 1996).
Tais proteinas foram conhecidas por esse nome, devido ao seu coeficiente de
sedimentacdo (Szow) de aproximadamente 2 (YOULE e HUANG, 1981). As
albuminas 2S sao depositadas em vacuolos de armazenamento e requisitadas como
fonte de nutrientes durante a germinagao da semente e desenvolvimento da plantula
(VITALE e HINZ, 2005). Essas proteinas despertam um elevado interesse
nutricional e clinico, por esse motivo elas tém sido amplamente estudadas.
Atualmente, essas proteinas sado agrupadas na familia 2S com base em
caracteristicas como, presenca de residuos conservados na estrutura primaria,
estrutura tridimensional tipica, entre outras, como discutido subsequente.

De acordo com Moreno e Clemente (2008), embora possam existir isoformas
de albumina 2S isoladas de uma mesma espécie de planta, ainda é possivel
caracterizar a “tipica” albumina 2S. Essas proteinas sé&o codificadas por familias
multigénicas (BERROCAL-LOBO, M. et al., 2002) . A caracterizacdo molecular de
genes que codificam napinas, albuminas 2S isoladas de nabo (Brassica napus), por
exemplo, revelou que essas proteinas podem ser expressas no minimo por 16
genes (JOSEFSSON et al., 1987). Em Arabidopsis foi relatada a presenca de 5
genes que codificam albuminas 2S (VAN DER KLEI et al.,, 1993). Isoformas de
albumina 2S também tém sido preditas em gergelim (Sesamum indicum L.) e em
avela (Corylus avellanaL.) (GARINO et al.,, 2010) . Multiplas formas tém sido
descritas tanto para subunidade maior quanto para a menor. Em Bertholletia
excelsa, por exemplo, foi descrita pelo menos seis isoformas para subunidade maior
(8,5 kDa), entretanto a menor (3,6 kDa) consistiu de apenas uma forma
(CHRISTOPHE et al., 1986). Caracterizacdo de albuminas 2S Bertholletia excelsa
feitas por abordagens protedmicas revelou a existéncia de pelo menos 10 isoformas
com massa molecular de aproximadamente 12 kDa (BERROCAL-LOBO, M. et al.,
2002).
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As albuminas 2S estdo agrupadas na superfamilia prolamina, juntamente com
outras proteinas, como as proteinas transportadoras de lipideos e inibidores de a-
amilase e tripsina (BATEMAN et al., 2002). Os membros dessa superfamilia
normalmente compartilham um tipico esqueleto bem conservado de 8 residuos de
cisteinas (...C...C.../[...CC...CXC...C...C...). As albuminas 2S que tém sido isoladas
de sementes de varias espécies de plantas, possuem uma massa entre 12 15 kDa.
Essas moléculas sdo compostas em sua maioria por duas cadeias polipeptidicas,
uma menor, que varia de 3-5 kDa e uma maior, cuja massa molecular varia de 8-10
kDa, as quais sdo ligadas por duas pontes dissulfeto intra-cadeia (PANTOJA-
UCEDA et al., 2002). Entretanto a albumina 2S SFA-8 de girassol (Heliantus annus),
apresenta apenas uma subunidade, como massa de 12,1 kDa (KORTT e
CALDWELL, 1990).

Os residuos de cisteinas presentes nas subunidades pequena e grande sao
responsaveis pela formagao de duas pontes inter-cadeias, quando a proteina esta
em sua forma madura, e também pela formacdo de duas pontes intra-cadeia na
subunidade grande. Os residuos 1 e 2 de cisteinas da subunidade pequena séo
respectivamente ligados aos residuos 5 e 6 da subunidade grande. As pontes intra-
cadeias, sdo formadas entre os residuos de cisteinas 4-7 e 6-8 (BERROCAL-LOBO,
M. et al., 2002).

Estudos por ressonancia magnética nuclear em solugdo aquosa tém revelado
que essas proteinas globulares apresentam um comum arranjo tridimensional, que
compreende a presencga de 5 a-hélices anfipaticas dispostas em espiral (RICO et al.,
1996; PANDYA et al., 2000; PANTOJA-UCEDA et al., 2002) (Figura 5). Ainda, varios
estudos demonstram que albuminas de muitas espécies de plantas, como mostarda
amarela (MENENDEZ-ARIAS et al., 1987), girassol (PANDYA et al., 2000), castanha
do Para (BERROCAL-LOBO, M. et al., 2002), amendoim (LEHMANN et al., 2006),
soja (SEGURA et al., 1999), gergelim (BERROCAL-LOBO, M. et al., 2002), mamona
(PANTOJA-UCEDA et al., 2002) e nabo (RICO et al., 1996) séo ricas em a-hélices.

A maioria das albuminas 2S que tém sido relatadas na literatura é sintetizada
como proteina precursora a qual € submetida a uma ou mais processo proteolitico
apos a tradugdo. Em albuminas 2S de mamona (Ricinus communis L.), durante o
desenvolvimento da semente, o gene de albumina 2S, expressa a mesma como um
simples precursor pro-proteina. Esse precursor contém um peptideo sinal no N-

terminal (IRWIN et al., 1990), que é clivado no lumen do reticulo endoplasmatico.
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Esse processo resulta em uma pro-albumina 2S que é encaminhada para o vacuolo
de estoque de proteina. Nessa organela, a pro-albumina 2S é clivada em duas
proteinas maduras hetero-diméricas, sendo uma maior e outra menor, ambas
ligadas por pontes dissulfeto (HARA-NISHIMURA et al., 1998; BROWN et al., 2003).

Figura 5 Representagdo esquematica em fita da napina Bnlb de Brassica napus. A subunidade maior
é representada pelas hélices em azul e a subunidade menor é representada pelas hélices em rosa.
As pontes dissulfeto sao representadas pela cor amarela. (Entrada no PDB:1PNB)
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1.4.3 Papel antimicrobiano das Albuminas 2s

Investigagbes recentes in vitro, tém revelado que albuminas 2S, além do
papel nutritivo durante a germinagao, podem desempenhar um papel adicional na
defesa de plantas. Terras et al. (1992), foi o primeiro a descrever o papel
antimicrobiano de albuminas 2S, estas isoladas de sementes de rabanete
(Raphanus sativus L.). Apds essa primeira descoberta, o mesmo buscou por
Albuminas 2S com atividade antimicrobiana em outras quatro espécies da familia
Brassicaceae, entretanto atividade antimicrobiana foi descrita apenas para
albuminas 2S de cevada (Hordeum vulgare) (CAMMUE et al., 1992). Trabalhos
posteriores também tém confirmado atividade antimicrobiana em sementes de uma
diversidade de espécies de plantas, como: Malva paviflora (WANG e BUNKERS,
2000), Helianthus annuus (REGENTE e DE LA CANAL, 2001), Passiflora edulis
(AGIZZIO et al., 2003; PELEGRINI et al., 2009), Sesamum indicum L. (MANDAL et
al., 2009) e Taraxacum officinale Wigg (ODINTSOVA et al., 2010) e outras.

Outra possibilidade € que as albuminas 2S atuem na inibicdo de células
fungicas mediante a inativagdo da enzima H*-ATPase. Isso foi proposto diante de
ensaios onde albumina 2S isolada de sementes Passiflora edulis revelou-se capaz
de inibir em 40% a acidificagcdo do meio quando estimulada por glicose pelo fungo
Fusarium oxysporum. Esses resultados estavam correlacionados a inibicdo do
crescimento fungico (AGIZZIO et al., 2003). A inibicdo da acidificagao, reflete
possivelmente alguma interferéncia causada por albumina 2S na enzima H*-ATPase
na membrana plamatica fungica. Em geral, a H'-ATPase, uma enzima
transmembrana, presente na membrana plasmatica de todos os organismos, € uma
bomba de proton de alta capacidade. A mesma desempenha um papel essencial na
fisiologia da célula, ajudando a manter o pH intracelular e também o gradiente
eletroquimico de protons que € necessario para a absorcdo de nutrientes
(SERRANO, 1988). A H'ATPase de fungos, tém sido considerada alvo para o
desenvolvimento de drogas uma vez que ela apresenta diferengas entre H+-
ATPases de outros organismos (MONK e PERLIN, 1994).

A acdo de albuminas 2S, na defesa de planta possivelmente ocorre de modo
sinergético com outras proteinas, como tem demonstrado investigagbes in vitro

(CAMMUE et al., 1992). A concentragao requerida de defensina para inibicao de
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50% do crescimento fungico quando combinadas com albuminas 2S de (R.sativus
L.), diminui em até 73 vezes (CAMMUE et al., 1992). Esses dados tém indicado que
albuminas 2S podem agir conjuntamente com outras proteinas em defesa da planta.
Adicionalmente, estudos de microscopia de varredura e de saida de K* de hifas
fungicas tém revelado que albuminas 2S de rabanete (R.sativus L.) agem
permeabilizando a membrana da hifa (CAMMUE et al., 1992). Todos esses dados
apresentam consideraveis evidéncias que albuminas 2S atuem na defesa de

plantas.

1.5 Maracuja e potencialidades biotecnolégicas

As plantas do “maracuja” ou “maracujazeiro” ou ainda “flor da paixao” sao
designagdes dadas as espécies de planta que pertencem ao género Passiflora L
(Passifloraceae) (SALOMAO e ANDRADE, 1987). O género Passifora L., abriga
cerca de 400 espécies, e desse total, ja foram descritas aproximadamente 150
espécies no Brasil, sendo que desse numero, cerca de 60 sao frutos comestiveis
(JUNQUEIRA, 2005). Na histéria, o maracuja se tornou conhecido pelos sentidos de
divindade atribuidos as partes florais da espécie primeiramente conhecida por
cristdos catodlicos, Passiflora incarnata. Nessa espécie, era possivel reconhecer na
flor os instrumentos do sofrimento de Jesus, por isso a designacao “Flor da paixao”.
Assim se originou a denominagdo do nome cientifico do género (Passi= paixao,
flora=flor) (CERVI, 1997). As passifloras possuem uma grande importancia
comercial. Elas podem ser utilizadas em sua forma in natura, como suco
concentrado, de forma ornamental (devido a beleza de suas flores) e ainda por suas
propriedades medicinais (BRAGA et al., 2006)

A plantagdo de maracuja no Brasil é bastante difundida, uma vez que o clima
brasileiro, com destaque para regido nordeste, favorece grandemente o cultivo
dessa fruteira (RUGGIERO e MARTINS, 1987). Esse € uma dos aspectos que tem
colocado o Brasil entre os principais produtores de maracuja do mundo. De acordo
com Braga et al. (2006) as espécies mais conhecidas para alimentacdo sao:
Passiflora edulis e Passiflora incarnata e em menor escala Passiflora alata.

Entretanto essa ultima fruteira, mais conhecida como maracuja-doce (Figura 6) tem
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ganhado representatividade no mercado de frutas para consumo in natura (BRAGA
et al., 2006). O maracuja doce apresenta boa adaptabilidade a diferentes solos e
climas. Ela € amplamente distribuida pelo Brasil, podendo ser encontrada de forma
nativa no Norte (Amazdbnia, Para, Rondbénia e Tocantins), no Nordeste (Bahia,
Maranhao e Piaui), Sul (Rio Grande do Sul e Parand), Sudeste (Minas Gerais, Sao
Paulo, Espirito Santo e Rio de Janeiro) e Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul (JUNQUEIRA et al., 2001).

Historicamente o maracuja é utilizado na medicina tradicional em muitos
paises para o tratamento da ansiedade e insénia. Muitos estudos ja tém comprovado
o papel de espécies de maracuja para o tratamento desses quadros clinicos além
evidenciar outras potencialidades dessa planta. Investigacbes tém demonstrado que
passifloras possuem compostos bioativos em diversas partes da planta. Entre as
atividades de Passifloras, podem ser destacadas: atividade ansiolitica (DHAWAN et
al., 2001), potencial anticonvulsivo (NASSIRI-ASL et al., 2007), propriedades
afrodisiacas (KAMALDEERP et al., 2003), propriedades antiasmatica (KAMALDEEP et
al., 2003), potencial antiflamatério (MONTANHER et al., 2007).

Além dessas propriedades terapéuticas, outros estudos que avaliam o
potencial antimicrobiano tém revelado que sementes de maracuja possuem
compostos protéicos ativos contra fungos e bactérias. Agizzio e colaboradores
(2003) demonstraram a presenga de dois peptideos antifungicos nomeados de PF1-
RP e PF2-RP, em Passiflora edulis. Esses peptideos apresentaram uma inibicdo de
24% contra Fusarium oxysporum, 78% de Colletotrichum lindemuthianum e ainda
32% Saccharomyces cerevisiae e Colletotrichum musae. Ainda de acordo com o
mesmo autor, o peptideo Pf2-RP (subunidade maior) mostrou alto grau de
homologia com proteinas 2S albuminas. Adicionalmente estudos realizados por
Pelegrini e colaboradores (2006) revelaram também a presengca de um novo
peptideo, Pe-AFP1 de sementes de Passiflora edulis com similaridades a outros
membros da familia 2S albumina. Esse peptideo, em ensaios conduzidos por
difusdo em placa, apresentou inibicdo de 80% contra Trichoderma harzianum, 70%
contra Fusarium oxysporum, and 60% contra Aspergillus fumigatus. Entretanto n&o
foi detectada alguma inibicdo contra Rhyzoctonia solani, Paracoccidioides
brasiliensis e Candida albicans.

Recentemente foi isolada de Passiflora edulis, uma proteina de 67 kDa com

propriedade antimicrobiana e anticancer. Essa proteina, chamada de Passiflin foi
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capaz de inibir o crescimento micelial de Rhizotonia solani e de células de cancer de
mama (GARCIA-OLMEDO et al.,, 1998). Os estudos realizados com proteinas e
peptideos antimicrobianos de Passiflora edulis podem servir como indicativo da
presenca de novos peptideos com acdo antimicrobiana em outras espécies de
Passiflora, possibilitando assim a perspectiva de desenvolvimento de novos

farmacos alternativos a partir de proteina e peptideos de espécies desse género.

Figura 6 Flor e frutos de Passiflora alata. (Extraido

2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Prospectar, isolar e caracterizar as proteinas ou peptideos a partir de
mesocarpo, exocarpo e sementes de maracuja-doce (Passiflora alata Curtis)
capazes de combater bactérias responsaveis por infecgdes humanas, fungos
patogénicos ao homem e a plantas, e dessa forma contribuir para geracgao futura de

novos produtos antimicrobianos.

2.20bjetivos especificos

e Obter extratos protéicos tanto do exocarpo e mesocarpo bem como da
semente de maracuja-doce (Passiflora alata Curtis) a partir da precipitagao
com sulfato de amonio;

e Purificar e isolar através de técnicas cromatograficas pelo menos uma
proteina ou peptideo do mesocarpo e exocarpo ou semente de maracuja-
doce (Passiflora alata Curtis);

e Avaliar a atividade antimicrobiana nas diferentes etapas de purificagao
através de ensaios em microplacas;

e Descrever a massa molecular da proteina antimicrobiana isolada por Tricine-
SDS-PAGE e por espectrometria de massa;

e Obter a sequéncia N-terminal da proteina isolada por degradag¢ao de Edman.

3 MATERIAL E METODOS
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Um fluxograma foi elaborado para um melhor acompanhamento de todo o
processo de purificagdo, isolamento, determinacdo das massas moleculares de
proteinas e avaliagdo da atividade antibacteriana e antifungica de amostras de

tecidos do fruto de Passiflora alata Curtis.(Figura 7).

3.1 Material Biolégico

3.1.1 Frutos de Passiflora alata Curtis

Frutos verdes e maduros de Passiflora alata Curtis foram fornecidos pelo
Laboratério de Biologia Molecular da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia,
na cidade de Vitéria da Conquista- Bahia/Brasil. Apenas o mesocarpo e exocarpo de
frutos verdes foram utilizados. Essa pode ser justificada por alguns trabalhos que
tém demonstrado que a expressao de proteinas antimicrobianas € mais alta em fruto
verde. Por outro lado a escolha por sementes de frutos maduros pode ser justificada
pela ampla descricdo de proteinas de sementes de uma diversidade de plantas
(CAMMUE et al., 1992; TAILOR et al., 1997; KOO et al., 1998; SILVA-SANCHEZ et
al., 2008).

(Mesocarpo e exocarpo) ou (sementes) de .
Trituracdo com solucao extratora .

v
‘ Centrifugacéo - 5.000 x g — 40 .




45

Figura 7 Fluxograma representativo das etapas desenvolvidas nesse trabalho para purificagdo de
proteinas antimicrobianas. A partir da caixa de texto com textura seguem apenas as etapas onde
ocorre o0 processamento das proteinas de sementes.

3.1.2 Microrganismos
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A cepa Salmonella typhimurium (ATCC 14028), foi obtida da colegéo
Americana de Tipos de Cultura e a cepa de Staphylococus aureus foi obtida do
Hospital Universitario de Brasilia (HUB). As culturas estoques das bactérias citadas
foram mantidas meio Luria-Bertani (LB) (10 g de triptona,5 g de extrato de levedura
e 10g de NaCl para 1 L de agua destilada) e armazenadas a 40% de gicerol a -80°C
até a utilizagdo das mesmas. Os fungos filamentosos Colletotrichum gloeosporiodes
e Fusarium sp. foram obtidos da colecédo pertencente a Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia (UESB). O fungo Botritis cinerea foi obtido da colecao
pertencente Universidade Catdlica de Brasilia (UCB). Os mesmos foram mantidos
em meio solido, batata-dextrose (200 g de batata inglesa, 20 g de dextrose 20 g de
Agar para 1 L de agua destilada), estocados a temperatura de 10 °C, e repicados
mensalmente. Os fungos leveduriformes, Candida albicans, Candida glabrata,
Candida neoformans e Candida parapsilosis (todas patogénicas ao homem) foram
obtidos da colecdo pertencente a Universidade de Brasilia (UNB). Os ensaios
referentes a estes fungos foram realizados na UNB no Laboratério de

Farmacognosia.

3.2 Processos de separacdo e higienizacdo dos frutos e sementes

Com a finalidade de eliminar possiveis microrganismos e outros
contaminantes, os frutos de P. alata foram previamente higienizados com hipoclorito
de sbédio comercial a 0,0025% de acordo com as recomendacbes da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2008). Os frutos permaneceram nessa
solucao por 30 minutos. Posteriormente os mesmos foram lavados abundantemente
em agua corrente e em agua destilada. As sementes foram removidas do fruto,
foram extensivamente lavadas em agua corrente e em seguida, mantidas sobre
papel jornal para remogao da umidade. Apdés a secagem, as sementes foram
peneiradas e também separadas manualmente de restos de tecidos vegetais que

ainda as envolviam. As mesmas foram lavadas abundantemente com agua corrente.

3.3 Extracéo e isolamento de proteinas antimicrobianas das sementes


http://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&ei=pRuMSarzIKKBtwei0IGbCw&sa=X&oi=spell&resnum=1&ct=result&cd=1&q=Salmonella+typhimurium&spell=1
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Para extracdo de proteinas, as sementes foram trituradas em um
liquidificador com solugéo de extragcdo (10 mM Naz;HPO4, 15 mM NaH;PO4, 100 mM
KCI,1.5% EDTA) na proporgédo 1:3 m/v. O extrato bruto foi centrifugado a 8000 x g
a 4 °C por 30 min, com a finalidade de retirar restos celulares. O sobrenadante foi
submetido a duas etapas de precipitagdo com sulfato de amoénio: de 0-70% e depois
70-100%. Cada etapa foi mantida sobre agitagdo constante, overnight a temperatura
de 10 °C em camara fria. Em seguida, a amostra de cada etapa de precipitagao foi
centrifugada a 8.000 x g por 30 min a 4 °C. Cada precipitado foi extensamente
dialisado contra agua destilada em membranas de dialise (cut off 3, 5 kDa) em
temperatura de 4 °C. A fracdo rica em proteinas, proveniente da saturacdo com
sulfato de amoénio foi submetida a FPLC (fast protein liquid cromatography) em
coluna de troca anidnica Q-Sepharose em sistema Akta purifier. O tampao Tris-HCI
20 mM, pH 8,0, contendo 1,0 M de NaCl foi utilizado para eluicdo das proteinas
adsorvidas. Essa cromatografia foi desenvolvida em um fluxo de 1mL.min™". A fracdo
ativa foi liofilizada, ressuspendida em 0,1% de TFA (acido trifluoracético em agua
Milli-Q) e subsequentemente aplicada em HPLC (high performace liquid
cromatography) em coluna C4 (Vydac) analitica e a eluicdo das proteinas foi

acompanhada pela leitura em densidade 6tica de 215 nm.

3.4 Determinagéo da Concentragdo de Proteinas
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A quantificagao protéica foi realizada através do Quant-iT™ Protein Assay Kit,
segundo as orientagdes do fabricante (Invitrogen, 2007). Um volume de 199 ul da
solugdo Tampdo Quant-IT™ foi homogeneizado por 3 segundos juntamente com 1
ML do reagente Quant-iT™. Em seguida retirou uma aliquota de 5 yL dessa solugao
e adicionou-se 5 pl da amostra. A mesma foi homogeneizada por 3 segundos e
incubada a uma temperatura de 20°C por 15 minutos. Apds esse tempo, essa
solugdo foi analisada no Qubit ™ fluorémetro e os valores da concentracéo foram

calculados para 5 ul da amostra pelo equipamento.

3.5 Avaliacédo da atividade antibacteriana

A atividade antimicrobiana foi determinada usando o método de microdiluigao
em caldo de acordo M7-A6 do National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS, 2006). Previamente, uma curva de crescimento da cultura original foi
estabelecida obtida, coma a finalidade de determinar a relacdo entre unidades
formadoras de colénias (UFC) e densidade ética, de acordo com a técnica de micro
gotas para contagem de células bacterianas viaveis em uma suspenséao (TEIXEIRA
et al.,, 2006). Para os ensaios de atividade antimicrobiana, 0,1 mL do inéculo foi
cultivado em 4 mL de meio LB (10 g de triptona,5 g de extrato de levedura e 10g de
NaCl para 1 L de agua destilada, pH 7,0) por aproximadamente 3 horas, até que a
densidade otica alcangasse a metade da fase logaritmica. Apds esse tempo, uma
aliquota correspondente a 5X10° UFC.mL" e 100 Mg. mL™" da amostra protéica foi
adicionada em uma solugao contendo meio LB para obten¢ao de um volume final de
0,1 mL e que posteriormente foi aplicada no pogco da microplaca de 96 pocos. O
controle positivo foi representado pela presenca das bactérias em meio
suplementado com cloranfenicol a uma concentragdo de 60 ug. mL™ ; o controle
negativo, consistiu na presencga das bactérias em meio liquido LB e e agua. Também
foi realizado um controle do meio (auséncia das bactérias na presenca de qualquer
composto antibacteriano), para assegurar a confiabilidade dos ensaios. Os pogos

foram preenchidos 0,1 mL tanto da amostra quanto dos controles. Os ensaios foram
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realizados em triplicata. O crescimento bacteriano foi monitorado a 595 nm, a cada
30 minutos até o crescimento bacteriano atingir a fase estacionaria. A leitura da
microplaca foi realizada no equipamento BIOTEK, Power Wave HT.

Para avaliacdo da atividade antibacteriana, as médias de todos os tempos
foram subtraidas pela média do primeiro tempo de leitura. A porcentagem inibigao

do crescimento fungico foi calculada de acordo com a férmula abaixo:

A = Média da absorbancia da triplicata da
100- (A x 100) amostra teste, referente a cada tempo

C-= Média da absorbancia da triplicata do

C- controle negativo, referente a cada tempo

3.6 Avaliagdo da atividade contra fungos filamentosos

A atividade antifungica foi conduzida de acordo com Broekaert (1992) com
modificagdes. Colletotrichum gloeosporiodes foi cultivado em meio solido BDA
(batata dextrose, 200g de batata inglesa, 20g de dextrose em 1L de agua destilada)
em placa Petri por 7 dias na auséncia de luminosidade, a temperatura ambiente,
antes da utilizagdo para o ensaio. Apds esse periodo, foi realizada a coleta dos
esporos, mediante a inundagdo da cultura na placa com 2mL de agua estéril e
posterior esfregago da cultura com auxilio da alga de Drigalski estéril. As
suspensdes dos esporos foram filtradas através de camadas de gaze e os esporos
foram contados em camera de Neubauer. Os ensaios foram realizados em meio
liquido, em microplaca de 96 pogos. A atividade antifungica foi determinada em leitor
de microplaca a 595 nm, mediante a realizagéo de leituras a cada 12 horas e até um
tempo final de 48 horas, tempo em que o fungo parou de crescer. Cada pogo da
microplaca continha 3000 esporos do fungo em um volume final de 150 pl. O
controle positivo foi representado pela presenga dos esporos em meio liquido BDA
(batata-dextrose-agar) suplementado com Anfotericina B a concentragdo de 30ug.
mL™"; o controle negativo, consistiu na presenga dos esporos em meio liquido BDA

na auséncia de qualquer composto antifungico. Também foi realizado um controle do
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meio (auséncia de esporos e qualquer composto antifuUngico), para assegurar a
confiabilidade dos ensaios. A microplaca foi agitada por 5 segundos e em seguida,
mantida 30 minutos sem agitacdo, para sedimentacdo dos esporos. ApOs esse
tempo a leitura da placa foi conduzida em leitor de no equipamento Biotek Power
Wave HT, a 595 nm. A cada 12 horas, novas leituras foram realizadas até 48 horas
incubacao a 25°C e em baixa agitagao continua. Os ensaios foram conduzidos em
triplicata. Para avaliagdo da atividade antifungica, as médias de todos os tempos
foram subtraidas pela média do primeiro tempo de leitura. A porcentagem inibigéo

do crescimento fungico foi calculada de acordo com a férmula abaixo:

) A = Média da absorbancia da triplicata da
100- (A x 100 amostra teste, referente a cada tempo

C- C-= Média da absorbancia da triplicata do
controle negativo, referente a cada tempo

3.7Atividade contra fungos leveduriformes

A atividade contra fungos leveduriformes foi realizada através do método de
microdiluicdo em caldo (NCCLS, 2002). Os fungos testados foram Candida albicans,
Candida glabrata, Candida parapsilosis e Criptococcus neoformans var neoformans.
Esses ensaios foram conduzidos no Laboratério de Farmacognosia da Universidade
de Brasilia. Resumidamente, nos ensaios foram utilizados uma concentracdo de 1 x
10° UFC.mL™" (UFC, unidades formadoras de col6nias dos fungos filamentosos),
diluigdes seriadas (0,5-256ug. mL™) da fragéo rica de amostras de 0-70% e de 70-
100% de P. alata Curtis. Os ensaios foram conduzidos em microplacas de 96 pog¢os
e o volume final dos pogos foi de 100 pl. Para o controle negativo foi utilizado tanto
fluconazol quanto itraconazol ambos diluidos serialmente (0,5-4 pg. mL™). O meio de
cultura utilizado nos ensaios foi o RPMI-1640 (10,4g de meio RPMI-1640 em pé
(com glutamina e vermelho fenol, sem bicarbonato, 34,53g de tampao MOPS). Nos
ensaios foi realizado o controle da esterilidade (meio isento de drogas). As placas de

microdiluicdo foram incubadas a 35° C, observando presenca ou auséncia de



51

crescimento visivel. Para determinacdo da atividade antilevedura as placas de
microdiluicdo receberam uma pontuacao (escore). O crescimento em cada poco foi
comparado com o do pogo controle do crescimento (isento de droga) com auxilio de
um espelho de leitura, sendo a escala 0 = opticamente claro; 1 = crescimento
indefinido; 2 = redugdo proeminente de crescimento; 3 = ligeira reducdo do
crescimento; e 4 = nenhuma redugdo do crescimento. Os resultados da
microdiluicdo com leitura da concentragéo inibitoria minima foi realizada em 48 horas
para C. albicans, Candida glabrata e Candida parapsilosis enquanto para, Candida

neoformans foi de 72 horas.

3.8 Analises da massa molecular por Tricina-SDS-PAGE

A analise da massa molecular foi avaliada por Tricina-SDS-PAGE (Tricine-
sodium dodecyl sulfate- polyacrylamide gel ectrophoresis) e acordo com Schagger e
Von Jagow (1987) com adaptagbes. O gel foi composto por trés malhas
sobrepostas, sendo a mais inferior correspondente a malha fracionadora (3,3 mL de
solucdo de acrilamida/N’N’'methileno bis acrilamida; 3,3 mL solugc&o de gel; 1,1 mL
de glicerol; 2,3 mL de agua bidestilada; 75 pL de persulfato de ambnio 10%; e 7,5 uL
de TEMED; a intermediaria referente a malha espagadora (1,5 mL de solugédo de
acrilamida/N’N’'methileno bis acrilamida; 2,5 mL solugdo de gel; 3,5 mL de agua
bidestilada; 75 pL de persulfato de aménio 10%; e 7,5 uL de TEMED) e superior
correspondente a malha de empilhamento (0,5 mL de solugdo de
acrilamida/N’N’methileno bis-acrilamida; 0,8 mL solugcdo de gel e 2,1 mL de agua
bidestilada, 50 yL de persulfato de aménio 10% e 5 yL de TEMED). A eletroforese
foi desenvolvida inicialmente a 30 V até as amostras atingirem a segunda malha. Em
seguida a voltagem foi aumentada em 15 V a cada 15 minutos, totalizando 105 V, a
qual permaneceu até o final do processo.Previamente a preparagao das malhas do
gel, as amostras foram precitadas com acido tricoloroacético (TCA) a 75 % (p/v) na
proporcéo de 1000 uL da amostra para 133 ul de TCA, as mesmas foram mantidas
na geladeira por 50 minutos e centrifugadas a 13.400 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o preciptado foi lavado trés vezes com acetona

gelada em intervalos de 15 minutos. As proteinas precipitas foram submetidas ao
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processo de redugao das pontes dissulfeto através do tratamento das mesmas com
50% de tampao de amostra 5X (0,5mM Tris-HCI, pH 6.8, 4% SDS, 10% B-
mercaptoetanol, 0,4% azul de bromofenol e 20% de glicerol) e 50% de agua Milli-Q.
Semelhantemente as amostras que nao foram reduzidas, foram preparadas com o
mesmo tampao, mas sem a presencga de B-mercaptoetanol. Subseqientemente, as
amostras foram fervidas por 10 minutos e depois aplicadas nos pogos do gel ao lado
de um marcador de baixa massa molecular, Ultra Low Range Molecular Weight
Marker (1,6-26,6 kDa) da Sigma.

3.9 Determinacdo da massa molecular por espectrometria de massa

Um volume de 1 uL da amostra purificada foi misturado com 3 pyL de uma
solucdo saturada de acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico (200 ul de agua Milli-Q, 250
Ml de acetonitrila 100%, 50ul de acido trifluoracético e 5mg da matriz alfa-ciano- 4-
hidroxicinamico), tal solugdo foi usada como matriz doadora de prétons.
Posteriormente 1uL dessa mistura foi depositada sobre uma placa de MALDI. As
analises por espectrometria de massa foram realizadas na Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia em um espectrometro de massa do tipo MALDI-ToF

Ultraflex Il (Bruker Daltonics) o qual foi operado em modo linear.

3.10 Sequenciamento dos aminoacidos e analise in silico

A sequéncia N-terminal da proteina purificada foi determinda usando
degradagdo automatica padrdo de Edman (EDMAN, 1949) em um sequenciador
Shimadzu PPSQ-23. A sequéncia de Pa-AFP1 foi submetida ao BLAST e
contrastada contra um banco de dados de sequéncias de proteinas nao
redundantes, usando o algoritmo BlastP (ALTSCHUL et al., 1997). O alinhamento
das sequéncias foi realizado, utilizando o ClustalW (THOMPSON et al., 1994) e o

software BioEdit, um editor de alinhamento de sequéncias biolégicas (HALL, 1999).
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4 RESULTADOS

4.1 Purificac&o e caracterizagdo molecular de uma proteina antifungica isolada

de sementes de Passiflora alata Curtis

Objetivando a obtencdo de proteinas antimicrobianas a partir de diferentes
tecidos vegetais de Passiflora alata Curtis, os seguintes tecidos foram avaliados:
tecido verde de mesocarpo e exocarpo (em um unico extrato) e sementes.
Inicialmente, o extrato enriquecido com sulfato de aménio do mesocarpo e exocarpo,
apos dialise contra agua destilada, foram avaliados contra Salmonella tiphymurium.
Amostra dessa etapa de purificacdo apresentou uma inibicdo de aproximadamente
de 5% contra S. tiphymurium. Apds ser submetida a cromatografia de troca aniénica
em DEAE-Sepharose, a fragdo adsorvida dessa coluna cromatografica, apresentou
uma atividade de aproximadamente 20%. Entretanto, observacdes revelaram que
nao houve uma separagao clara na purificacdo com DEAE-Sepharose, sendo esta
estratégia abandonada. Desta forma, objetivando uma melhor separacdo, as
amostras da frag&o rica foram submetidas a cromatografia de exclusdo molecular em
Superdex G-75. Todavia, as fragdes provenientes dessa coluna cromatografica ndo
apresentaram inibicdo contra S. tiphymurium (dados ndo mostrados). Diante desses
resultados, nado foi dada sequéncia a prospeccao de proteinas antimicrobianas em
mesocarpo e exocarpo. Seguiu-se entdo com estudos exploratorios, para
investigacao de proteinas antimicrobianas em sementes da mesma espécie.

As proteinas do extrato bruto das sementes de Passiflora alata Curtis foram
obtidas a partir da precipitacdo com sulfato de aménio a saturagéo de 0-70% e em
seguida de 70-100%. Amostras provenientes do fracionamento com sulfato de
amoénio foram entdo dialisadas, liofilizadas e ressuspendidas em agua destilada
estéril. A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi testada com proteinas a
concentracdo de 100 pg. mlI" e todos os ensaios foram realizados em ftriplicata.
Paralelamente aos ensaios das fragdes protéicas foram apresentados dois controles
de crescimento. Um controle positivo, que correspondeu o cultivo do microrganismo
na presencga de um agente antimicrobiano e um controle negativo, na auséncia de

qualquer agente antimicrobiano. Para cada ensaio, também foi realizado um controle
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do meio para assegurar a confiabilidade do mesmo, esses dados nao séao
representados graficamente.

A amostra proveniente da saturagdo de 70-100 % com sulfato de amdnio
apresentou uma inibigdo do crescimento de S. tiphymurium de 22,5% no tempo final
do ensaio (Figura 8). Entretanto, a amostra com saturagdo com sulfato aménio de 0-
70 % foi incapaz de inibir o crescimento dessa bactéria (Figura 8 A). As amostras
das duas saturagbes com sulfato de amdnio, ndo foram capazes de inibir o
crescimento de S. aureus (esses resultados ndo foram representados graficamente).
A fracédo de 70-100 % também foi avaliada contra o fungo fitopatogénico C.
gloeosporiodes. Os resultados desse ensaio revelaram uma inibicdo de 53,2% do
crescimento fungico no tempo final do ensaio (Figura 9). As amostras das duas
saturacdes com sulfato de amdnio ndo apresentaram atividade inibitéria contra os
fungos filamentosos Fusarium sp. e B. cinerea e contra os fungos filamentosos, C.
albicans, C. glabrata, C. neoformans e C. parapsilosis (esses resultados nao foram
representados graficamente).

A saturacédo de 70-100% foi submetida a cromatografia de troca aniénica em
Q-Sepharose. Essa etapa de purificagdo apresentou duas fragdes, que foram
nomeadas de Q1 (fracdo nao adsorvida da Q-Sepharose), que correspondeu o
grupo catidnico e fragdo Q2 (fracdo adsorvida da Q-Sepharose), que correspondeu
ao grupo anidnico (Figura 10). Essas fragdes foram avaliadas contra S. tiphymurium
e contra C. gloeosporiodes. As fragdes da Q-Sepharose ndo apresentaram atividade
antibacteriana (Figura 11). Em relagdo a avaliagdao antifungica, a fracdo Q2
apresentou uma atividade de 36,7% contra C. gloeosporiodes no tempo final do
ensaio (Figura 12). Nem uma atividade da fracdo Q1 foi detectada contra esse

mesmo fungo.
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Figura 8 Avaliacdo da atividade antimicrobiana de proteinas de sementes de P. alata Curtis
proveniente da fragéo da precipitagdo com sulfato de amoénio de (A) 0-70%e de (B) 70-100% contra a
bactéria patogénica ao homem, Salmonella tiphymurium. O C+ correspondeu a o cultivo da bactéria
na presenca de cloranfenicol a 60 pg.mL'1. O C- correspondeu ao cultivo da bactéria na auséncia de
qualquer composto antibacteriano. Os ensaios foram realizados em triplicata. A barra representa

desvio-padrao.



56

2
——C+
—-C-
15
T —=—70-100%
2
£
c
L
A 1
S
(m]
05
0 W -

0 12 24 36 48
Tempo (horas)

Figura 2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana de proteinas de sementes de Passiflora alata Curtis
das fragdes da precipitacdo com sulfato de aménio contra o fungo fitopatogénico Colletotrichum
gloeosporiodes. O C+ correspondeu a o cultivo do fungo na presenga de Anfotericina B a 30 ug.mL"
. O C- correspondeu ao cultivo do fungo na auséncia de qualquer composto antifungico. Os ensaios
foram realizados em ftriplicata. A barra representa desvio-padrao.
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Figura 3 Etapas cromatograficas de purificagdo. (A) Cromatografia de troca aniénica na coluna Q-
Sepharose. Q1 representa a fragdo ndo absorvida e Q2, representa a fragdo adsorvida e a linha
diagonal representa o gradiente de NaCl (0-1M).
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Figura 4 Avaliagdo antimicrobiana das fragbes da coluna cromatografica Q-Sepharose. (A) e (B)
representam respectivamente a atividade antimicrobiana de Q1 (fragdo nao adsorvida) e Q2 (fragéao
adsorvida) contra a bactéria patogénica ao homem, S. tiphymurium. O C+ correspondeu a o cultivo da
bactéria na presencga de cloranfenicol a 60 ug.mL'1. O C- correspondeu ao cultivo da bactéria na
auséncia de qualquer composto antibacteriano. Os ensaios foram realizados em ftriplicata. A barra
representa desvio-padrao.
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Figura 52 Avaliacdo antimicrobiana das fragdes da coluna cromatografica Q-Sepharose. (A) e (B)
representam respectivamente a atividade antimicrobiana de Q1 (fragdo n&do adsorvida) e Q2 (fragdo
adsorvida) contra o fungo fitopatogénico Colletotrichum gloeosporiodes. O C+ correspondeu a o
cultivo do fungo na presenga de Anfotericina B a 30 pg.mL'1. O C- correspondeu ao cultivo do fungo
na auséncia de qualquer composto antifungico. Os ensaios foram realizados em ftriplicata. A barra

representa desvio-padrao.
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O grupo de proteinas com atividade antifungica, que correspondeu fragao Q2,
foi submetido a cromatografia liquida de fase reversa em coluna Vydac Cy4 (Figura 13
A). Essa etapa cromatografica gerou duas fragdes, estas nomeadas de C4-1 e C4-2
somente a fracdo majoritaria (C4-1) apresentou atividade antifungica. Essa fragéo
eluida a 27% de acetonitrila apresentou atividade de 27,7% contra C.
gloeosporiodes (Figura 14). Esta fracdo foi posteriormente recromatografada na
mesma coluna e condigdes (Figura 13 B). A fracédo purificada foi nomeada de Pa-
AFP1. Em relacéo a fracdo C4-2 a sequéncia da mesma foi obtida, entretanto essa

fracdo nao apresentou qualquer atividade antifungica.

4.2 Caracterizacédo bioquimica de Pa-AFP1

Para avaliar o grau de pureza do arranjo estrutural da cadeia, Pa-AFP1, foi
preparada em presenca ou auséncia de B-mercaptoetanol e posteriormente foi
submetida a analise do perfil protéico em Tricina-SDS-PAGE (Figura 15). Na
presenca de B-mercaptoetanol observou-se a presenga de duas distintas massas
moleculares, uma pequena com cerca de 4, 5 kDa e uma maior com 7,0 kDa.
Entretanto na auséncia de B-mercaptoetanol, notou-se um massa molecular difusa
no gel com aproximadamente 11,5 kDa. Esses dados indicaram que a proteina
apresenta uma conformacado heterodimérica. Para confirmar a massa molecular
obtida pelo gel, Pa-AFP1 foi submetido a analise por espectrometria de massa, o
qual revelou uma massa molecular de 11.569, 763 Da (Figura 15). A dupla carga
consistiu de 5.584, 33 Da. Esses resultados mostraram que nao existe alguma
separagao dos dimeros durante a cromatografia de fase reversa.

O sequenciamento parcial de Pa-AFP1 por degradagdo e Edman revelou um
fragmento N-terminal de 31 residuos de aminoacidos, que correspondem a:
PGAGSQEERMQGQMEGQDFSHEERFLSMVRE. Essa sequéncia, quando avaliada
no banco de dados, mostrou alta identidade com sequéncias de peptideos e
proteinas da familia das proteinas albumina 2S (Figura 16). Por exemplo, foi
encontrada uma identidade de 72% e 57% de identidade de Pa-AFP1 com o
peptideo isolado de Pe-AFP1 de Passiflora edulis (PELEGRINI et al., 2009) e Ficus

pumila var. awkeotsang (CHUA et al., 2008), respectivamente. Comparacado da
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estrutura primaria de Pa-AFP1 com outras representantes da familia albumina 2S
mostrou que GIn13 e residuos nao polares na posicao 14, 19 e 26 sao altamente
conservados. A fracdo Q.2.5 também foi submetida ao sequenciamento, gerando um
fragmento de 21 residuos (PEQGEQQHLFQRXAQFRDLDE) que apresentou

também similaridades com proteinas da familia albumina 2S.
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Figura 6 Cromatografia liquida de fase reversa em coluna Vydac C-4TP. A) Amostra proveniente da
da Q2 (Q-Sepharose). C4-1 e C4-2, correspondem as fragdes eluidas da cromatografia de fase
reversa. B) Recromatografia da amostra C4-1, proveniente da cromatografia de fase reversa em
coluna C4. A linha diagonal representa o gradiente de acetonitrila.
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Figura 7 Avaliagdo da atividade antifungica de proteinas de sementes de Passiflora alata Curtis da
fracdo Q.2.4, proveniente da cromatografia de fase reversa em coluna C,. As proteinas estavam a
uma concentragdo de 100pq. mL". O C+ correspondeu a o cultivo do fungo na presenga de
Anfotericina B a 30 pg.mL™". O C- correspondeu ao cultivo do fungo na auséncia de qualquer
composto antifungico. Os ensaios foram realizados em triplicata. A barra representa desvio-padrao.
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Figure 15 Analise da massa molecular por Tricina-SDS-PAGE de diferentes passos de purificagao.
(1), marcador molecular; (2) fragao de 70-100% proveniente da saturagcdo com sulfato de amonio; (3),
fracdo Q2 (obtida da Q-Sepharose); (4) e (5) fracao purificada (obtida da coluna C4) em auséncia e
presenca de B-mercapthoetanol respectivamente. Espectro de massa obtida do MALDI-Tof de Pa-
AFP1. A massa 5.784,3 representa a forma duplamente carregada.
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5 DISCUSSAO

Em estudos anteriores, peptideos e proteinas antifungicas com similaridades
a albuminas 2S foram identificados em sementes de P. edulis (AGIZZIO et al., 2003;
PELEGRINI et al., 2009). Tais estudos mostraram que as proteinas com similaridade
em albuminas 2S foram capazes de inibir os fungos fitopatogénicos, como F.
oxysporum, C. lindemuthianum, S. cerevisiae e C. musae (AGIZZIO et al., 2003), T.
harzianum, F. oxysporum, e A. fumigatus (PELEGRINI et al., 2009). No presente
trabalho uma proteina antifungica com similaridade a albuminas 2S foi purificada a
partir de sementes de Passiflora alata.

No presente trabalho, proteinas de todas as etapas de purificacdo foram
avaliadas contra diferentes patégenos de plantas e humanos. Proteinas derivadas
de saturacdo com sulfato de aménio foram capazes de inibir o crescimento de C.
gloeosporiodes. No entanto nenhuma atividade para bactérias e leveduras foi
observada. Resultados anteriores do nosso grupo mostraram que Pe-AFP1, um
peptideo similar a albumina 2S isolada de P. edulis foi incapaz de inibir o
crescimento de Klebsiella sp. e Proteus sp e também foi ineficaz em inibir o
crescimento das leveduras P. brasiliensis e C. albicans, em detrimento da atividade
antifungica contra T. harzianum, F. oxysporum e A. fumigatus (PELEGRINI et al.,
2009). Outra proteina albumina 2S isolada de P. edulis também foi capaz de inibir o
desenvolvimento de varios fungos (AGIZZIO et al., 2003) o que nos leva acreditar
que esse grupo de proteinas apresenta também, além da funcdo de reserva,
propriedades antimicrobianas.

Alguns estudos tém revelado que proteinas com similaridade as albuminas 2S
também apresentam atividade contra fungos filamentosos, como aquelas
encontradas em M. paviflora (WANG e BUNKERS, 2000), espécies de brassicaceas
(CAMMUE et al., 1992) e T. officinale Wigg. (ODINTSOVA et al., 2010). Ainda,
recentes investigagdes mostraram que albumina 2S isolada de C. annuum L.
apresenta clara atividade inibitéria contra leveduras, mostrando assim que as
proteinas pertencentes a esta classe também podem controlar fungos nao
filamentosos (RIBEIRO et al., 2007). Em resumo, os dados aqui relatados sugerem

que a albumina 2S atividade apresenta predominantemente atividade inibitdria
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contra fungos fitopatogénicos. No entanto, ndo € possivel excluir, até o momento, a
possibilidade de encontrar novas albuminas 2S com a atividade bacteriana.

Analises de massa molecular de Pa-AFP1 por Tricina-SDS-PAGE revelaram
uma massa molecular de 11.500 Da, quando essa proteina foi tratada na auséncia
B-mercaptoetanol. No entanto, quando esta amostra protéica foi tratada com [3-
mercaptoetanol, observou-se duas subunidades diferentes (4.500 e 7.000 Da),
sugerindo assim a existéncia de subunidades ligadas por pontes dissulfeto.O [3-
mercaptoetanol é um agente redutor e tem a capacidade de desfazer pontes
dissulfeto (WU e MUIR, 2008), sendo frequentemente utilizado para analisar a
estrutura quaternaria da proteina. O comportamento associado a subunidades
separagao por agentes redutores tem sido notavelmente descritas para as proteinas
pertencentes a familia de albumina 2S (CAMMUE et al., 1992; ARAGAO et al., 1999;
PARK, CHONG JING et al., 2000). Como observado para Pf2-RP, uma albumina 2S
de P.edulis, na presencga do agente redutor, essa proteina apresentou duas massas
moleculares aparentes, um menor com 3.500 Da e um maior de 8000 Da. Da mesma
forma, albuminas 2S de Lupinus albus e Lupinus cosentini foram separadas em duas
proteinas distintas em presenca de agente redutor (SALMANOWICZ e WEDER,
1997; WEDER et al., 1997). Entretanto, exce¢des podem ser consideradas no caso
da albumina 2S de Fagopyrum esculentum Moench. (RADOVIC et al., 1999) e
Helianthus annus L., (KORTT e CALDWELL, 1990) onde o padrdo de polipeptideos
revelou-se 0 mesmo, independentemente da presenga ou auséncia de agente
redutor. Ainda, analises por espectrometria de massa de Pa-AFP1, mostraram uma
massa apenas uma molecular semelhante aquela obtida por Tricina-SDS-PAGE
quando Pa-AFP1 néo foi tratada com B-mercaptoetanol, corfimando assim a massa

molecular da proteina purificada.
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6 CONCLUSAO

Os dados aqui apresentados indicam que proteinas e peptideos da familia
albumina 2S em adicdo ao seu comum papel como estoque podem apresentar
multiplas fung¢des. Aparentemente, a atividade antifungica parece ser mais comum
que previamente demonstrado, sendo esta encontrada em varias espécies de
plantas (TERRAS et al., 1995; PARK, CHONG JING et al., 2000). Além disso, a
funcional multiplicidade de albumina 2S e outros peptideos de defesa, tais como
proteinas ricas em glicinas (PELEGRINI et al., 2009) e defensinas (TAVARES, P. M.
et al., 2008) tém se tornado uma caracteristica notéria das proteinas de defesa de
plantas, mostrando dessa forma, o enorme potencial desses compostos como
ferramentas biotecnologicas. Em adicdo as multiplas fungbes previamente
apresentadas, as albuminas 2S podem ser sintetizadas como diferentes isoformas,
como aqui observado, ampliando a possibilidade de fungdes e alvos. Esses dados,
de acordo como previamente apresentado, sugerem que a familia das albuminas 2S
poderia ser um grupo multigénico como observado para outros grupos de defesa de
plantas (VAN DER KLEI et al., 1993). Esses resultados conduzem a pesquisa por
novos peptideos e proteinas antifungicas no género Passiflora, que sugere no
minimo quatro diferentes formas de proteinas 2S antifungicas, ampliando cada vez
mais as perspectivas de encontrar novos peptideos bioativos em mais de 500
espécies desse género (FEUILLET, 2004). Em conclusédo, foi apresentado aqui a
primeira proteina antifungica (Pa-AFP1) com similaridades as albuminas 2S isoladas
de sementes de Passiflora alata Curtis, contribuindo assim para aumentar a
pequena lista de albuminas 2S com propriedades antifungicas. Além disso, a
proteina dimérica, poderia ser usada no desenvolvimento de produtos
biotecnolégicos contra C. gloeosporiodes, um fungo que causa vultosos prejuizos
econdmicos na producgdo agricola de plantas frutiferas (FREEMAN et al., 1996;
TEIXEIRA et al., 2006; CHOWDHURY e RAHIM, 2009).
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ANEXO A - ldentification of a Passiflora alata Curtis dimeric peptide

showing identity with 2S albumins
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	Com a finalidade de eliminar possíveis microrganismos e outros contaminantes, os frutos de P. alata foram previamente higienizados com hipoclorito de sódio comercial a 0,0025% de acordo com as recomendações da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (BRASIL, 2008). Os frutos permaneceram nessa solução por 30 minutos.  Posteriormente os mesmos foram lavados abundantemente em água corrente e em água destilada. As sementes foram removidas do fruto, foram extensivamente lavadas em água corrente e em seguida, mantidas sobre papel jornal para remoção da umidade. Após a secagem, as sementes foram peneiradas e também separadas manualmente de restos de tecidos vegetais que ainda as envolviam. As mesmas foram lavadas abundantemente com água corrente.
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