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RESUMO

Um dos principais problemas mundiais na agricultura esta diretamente
relacionado as enormes perdas na produgdo causada por fungos fitopatogenicos,
onde sua infecgdo nas culturas se da desde o plantio até a pds- colheita. O fungo
Botrytis cinerea, causador do mofo cinzento em mais de 200 espécies de plantas é
um grande problema no agronegécio em todo o mundo. O uso de fungicidas € o
principal método de controle em plantas, enquanto os resultados obtidos de imediato
e a facilidade de aplicagao justificam o seu uso. No entanto, o uso continuo de
fungicidas pode promover a selecdo de fungos resistentes além de causar a
contaminagdo de ecossistemas. Com o objetivo de encontrar uma solugéo para
esse problema, diversos estudos tem se concentrado na busca de novas alternativas
de controle, como por exemplo, as proteinas de plantas com atividades antifungicas
(AFPs). Nesse sentido, uma selegao de peptideos antimicrobianos de flores, folhas e
sementes de espécies do género Lippia bem como o isolamento de peptideos
antifungicos de flores de Lippia sidoides foi o objetivo desse trabalho. Neste
trabalho, a purificacédo e identificacdo de dois novos peptideos de aproximadamente
10 kDa e 15 kDa de flores de Alecrim-pimenta (Lippia sidoides) foi descrito. As flores
de L. sidoides, depois de secadas em estufa a 25° por cinco dias, foram submetidas
a extracdo de proteinas com solugdo de HCI 0,1% e NaCl 0,6M, seguido por
precipitagdo com sulfato de amébnia (100%). Apds a precipitagdo, o extrato foi
dialisado contra agua destilada (cut off 1,0 kDa) e liofilizado. A fragdo rica foi
aplicada em cromatografia hidrofébica Octyl-sepharose, seguida por cromatografia
de fase-reversa de HPLC (Vydac C18-TP). Bioensaios com EB, e fragdo PR in vitro
indicaram a inibigdo do crescimento do fungo Botrytis cinerea. As sequéncias N-
terminal, obtidas por degradagdao de Edman, seguidas por alinhamento indicam que
esses dois peptideos podem ser classificados com proteinas R NBS-LRR. Esta
descoberta pode contribuir, futuramente, para o desenvolvimento de produtos
biotecnolégicos como drogas antifungicas e plantas transgénicas com resisténcia

elevada a fungos patogénicos.

Palavras-chave: Lippia sidoides, Octyl-Sepharose, peptideos antimicrobianos,

Botrytis cinerea, proteinas R NBS-LRR.



ABSTRACT

One of the major global issues in agriculture could be directly related to
the severe production crop losses caused by phytopathogenic fungi, especially when
infection affects post-harvest cultures. In this view, the fungus Botrytis cinerea is able
to cause gray mold in more than 200 species of plants, being considered a major
problem for the agribusiness. The use of fungicides is a primary fungi control method
in plants, due to velocity and facility of application. However, the continuous use of
fungicides may promote the selection of resistant fungi and also the ecosystems
contamination. Aiming to find different solutions to this problem, several studies have
focused on the search for new alternatives to fungi control, such as plant proteins
with antifungal activities (AFPs). In this view, a selection of antimicrobial peptides
from flowers, leaves and seeds from Lippia genus and further isolation of antifungal
peptides from Lippia sidoides flowers was focused in this work. In this work, the
purification and identification of two novel peptides of approximately 10 kDa and 15
kDa from flowers of rosemary-pepper (L. sidoides) was described. L. sidoides flowers
were oven dried at 25 °C for 5 days, following protein extraction with a solution
containing 0.1% HCI 0.6 M NaCl, and further ammonium sulfate precipitation (100%).
After precipitation the extract was dialyzed against distilled water (cut off 1.0 kDa)
and lyophilized. The rich fraction was applied onto an Octyl-Sepharose hydrophobic
chromatography, followed by HPLC reversed-phase chromatography (Vydac C18-
TP). Bioassays using crude extract and in vitro PR fraction indicated the inhibition of
Botrytis cinerea growth. N-termini sequences, obtained by the Edman degradation,
followed by alignment indicate that these two peptides can be classified as NBS-LRR
R proteins. This discovery may help in a near future to the development of
biotechnology products such as antifungal drugs and transgenic plants with

enhanced resistance to fungal pathogens.

Keywords: Lippia sidoides, Octyl-Sepharose, antimicrobial peptides, Botrytis
cinerea, NBS-LRR protein R
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Figura 18: Alinhamento da sequencia N-terminal dos residuos de 60
aminoacidos do peptideo LsAMP2 com duas proteinas R NBS-LRR pelo
ClustalW e demais proteinas hipotéticas. As marcacbes em preto dos
residuos de aminoacidos de todas as sequéncias mostram a similaridade

entre as sequéncias. (*) Indica os residuos completamente conservados.

Em cada alinhamento € mostrado o numero de acesso no NCBI, o nome,

0 organismo, a sequencia e a referéncia.
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1 INTRODUCAO

1.1. OS FUNGOS COMO AGENTES INFECCIOSOS EM PLANTAS

Os fungos sao organismos eucariontes heterotroficos que possuem
parede celular constituida basicamente por quitina e glucanos. A absor¢do de
nutrientes sollUveis ocorre gragcas a secre¢cao de varias enzimas que degradam e
medeiam substancias assimilaveis. Existem milhares de espécies que se
desenvolvem em substratos como matéria organica em decomposigcdo, plantas e
animais e formam o processo de biodegradagédo dos restos de vegetais e animais.
Fungos responsaveis pela degradagdo de organismos em decomposi¢do sao
conhecidos como saprdfitas. Os que formam associacao simbidntica com plantas ou
qualquer outro organismo, cujo relagao fornega beneficio a ambos s&o chamados de
mutualistas (SILVA et al., 2006) e os que produzem infec¢gdes em plantas e animais
sdo chamados de parasitas (ALEXOPOULOS, MIMS e BLACKWELL, 1996).

Os fungos parasitas constituem um dos grupos mais importantes entre os
agentes causadores de doencgas do tipo infecciosas que provocam enfermidades
nas plantas. Nao se sabe bem o numero exato de fungos fitopatogénicos, porém
estima-se que pode haver mais de dez mil espécies pertencentes a diversas
categorias taxonémicas. As infecgbes causadas por fungos, desde o plantio a pés-
colheita, resultam anualmente em perdas enormes, sendo causas de severos
problemas sociais € econbémicos em paises por todo o mundo (PUNJA, 2004). Em
paises tropicais, as perdas na producdo de alimentos causadas por doengas
fungicas podem ser de aproximadamente 25% desde a colheita até a venda.
Entretanto, esse valor pode chegar a 50% devido a elevadas temperaturas poés-
colheita que acelera a senescéncia (PRUSKY e KOLATTUKUDY, 2007).



1.2 O FUNGO Botrytis cinerea

O fungo Botrytis cinerea pertencente ao género Botrytis reconhecido em
1729 durante muito tempo foi confundido com Sclerotinea spp. A separagao
definitiva desses dois géneros foi feita por Smith (1900). Botrytis cinerea € um
ascomiceto responsavel pelo mofo cinzento em cerca de 240 espécies de plantas
incluindo uva, alface, tomate, tabaco e morango, fato este, que o classifica como um
dos mais importantes fitopatégenos e também um dos mais estudados, devido ao
seu impacto no agronegocio em todo o mundo (Figura 1). Somente na cultura de
uva, uma fruta extremamente importante economicamente, estima-se que a perda
na colheita devida a infec¢gdo por Botrytis cinerea seja de 2 bilhdes de ddlares por
ano em todo o mundo (VIVIER e PRETORIUS, 2002).

Este fungo possui o ciclo de vida necrotréfico, que se estabelece e
multiplica inicialmente em tecidos mortos e posteriormente coloniza tecidos vivos. A
temperatura propicia para a sua esporulagdo é entre 15 e 25°C, ocorrendo a
liberacdo dos esporos nas horas mais quentes do dia. Apds a infeccdo e morte do
tecido do hospedeiro, o fungo pode sobreviver e esporular como saprofita no tecido
necrosado ou pode produzir estruturas de sobrevivéncia por um longo periodo,
chamadas esclerécio, que permite o fungo a sobreviver em ambientes com
condicbes adversas e também produzir apotécio, uma estrutura reprodutiva em
forma de calice produtora de esporos apds o processo sexual, que, possui uma
capacidade consideravel para produzir sucessivas culturas de conidios classificados
como propagulos de vida curta e sobrevivéncia dependente de condi¢cdes exdgenas
como temperatura, umidade e luminescéncia (Figura 2) (SMITH, 1980) (HOLZ et al.,
2007). Quando submetidos em condi¢bes adversas, uma alternativa para a
sobrevivéncia deste fungo € uma propagulo microscopico, o microconideo, que em
geral é encontrado em culturas envelhecidas de fungos ou quando o ambiente esta
contaminado por outros microorganismos (LORENZ e EICHHORN, 1983). Os
propagulos podem ser dispersos pelo vento, chuva ou insetos e cada parte do fungo
pode servir como unidade de dispersdo sendo que o vento é geralmente

considerado a mais importante forma de dispersdo (AYLOR, 1990).



Figura 1: Morangos infectados por Botrytis cinerea. Seta preta indica os morangos infectados (Fonte:
http://www.uoguelph.ca/~gbarron/MISCELLANEOUS/botryt1.jpg).

De maneira geral, o fungo Botrytis € bem conhecido por ter habilidade de
formar grandes lesdes no tecido do hospedeiro ou infecgdes latentes em sementes e

frutos jovens. Dessa forma, a rota usada pelo patégeno para entrar no hospedeiro
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representa um importante papel no estabelecimento da infeccado (CHOQUER et al.,
2007). Nas culturas de morango e péra, a infecgdo dos estames é um dos principais
locais de penetragdo (KOCK e HOLZ, 1992). Outra forma de infeccdo é a
penetracdo na cuticula ilesa e em aberturas naturais. Em frutos como nectarina,
péra e uva, a penetragdo pode ocorrer no centro das células da epiderme, na
superficie adjacente das células guarda e em estdmatos abertos (FOURIE e HOLZ,
1995). O patdégeno também pode penetrar nos tecidos através de ferimentos (HOLZ,
1999) ou diretamente pela acdo dos apressorios, mediadas pela secregcdo de
enzimas que degradam a parede celular (RHA et al., 2006). Para vencer as defesas
dos hospedeiros, B. cinerea é capaz de perceber sinais fisicos e quimicos da planta
e responder com uma atividade metabdlica apropriada requerida para o
desenvolvimento da patogénese. Todas essas respostas requerem uma rede de vias
de transducido de sinais, como a ativacdo das proteinas G, cAMP e proteinas
quinase ativadoras de mitose (MAPK). De acordo com a comunicagéo e percepgao
de sinais externos, o fungo pode ativar ou inativar determinados genes ou grupos de
genes, desenvolvendo a resposta requerida pelo patégeno (MITCHELL et al., 1995;
BOLKER, 1998; XU, 2000). Quando o hospedeiro ja esta infectado, o fungo & capaz
de produzir compostos que matam as células do hospedeiro antes dessas serem
invadidas por hifas. Estes compostos podem ser toxinas de inumeras classes, acido
oxalico (AO) e espécies reativas a oxigénio (VERHOEFF et al, 1987;
REBORDINOS, et al. 1996; PATYKOWSKI e URBANEK, 2003).



Figura 2: llustragdo de conidios do fungo B. cinerea. Na direita: conidios arredondados em forma de
cacho de uva. Na esquerda: Conidios incolores e colbnias de fungos maduros na coloragdo marrom
(fotografia original x 125) (Fonte: http://www-biol.paisley.ac.uk/bioref/[Fungi/Botrytis cinerea.html).

13 O USO DE AGENTES ANTIFUNGICOS NO CONTROLE DE DOENCAS

EM PLANTAS
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Os agentes antifungicos sao substancias que podem produzir uma
modificagdo na estrutura de uma célula fungica e inibir seu desenvolvimento,
alterando a sua viabilidade e a capacidade de sobrevivéncia sem alterar as células
do hospedeiro (KERIDGE. e VANDEN, 1990). Estes sao classificados de acordo
com a sua estrutura quimica, seu espectro (amplo ou restrito) e seu mecanismo de
acao (CHEN e SORREL, 2007).

Os agentes antifungicos sdo usados na agricultura ha cerca de 200 anos
para proteger as plantas de ataques de fungos. Inicialmente, esses agentes eram
usados principalmente para a protecdo de sementes de cereais e videiras, sendo
que a partir de 1920, alguns passaram a ser produzidos em escala industrial.
Durante a segunda guerra mundial, os agentes antifungicos foram utilizados como
arma quimica e a partir de entdo, sua producao e consumo expandiram muito. No
Brasil, passaram a ser usados com mais intensidade a partir da década de 60,
sendo que em 1975 o Plano Nacional de Desenvolvimento (PND), responsavel pela
abertura do Brasil ao comércio de agrotoxicos, condicionou o agricultor a comprar
fungicidas com recursos do crédito rural. Somada a propaganda dos fabricantes,
essa obrigatoriedade causou um grande aumento na utilizacdo de fungicidas no
Brasil, o que resultou também num aumento de problemas como intoxicagao e

contaminacgao de solos causados por esses compostos (OPAS/OMS, 1996).

Alguns dos primeiros agentes antifungicos produzidos, cujo suas
formulagdes sdo a base de cobre e enxofre ainda s&o muito empregados, e, outros
como ftalamidas, ditiocarbamatos, dinitrofendlicos e clorofendlicos sdo usados
constantemente a mais de 30 anos (GHANNOUM e RICE, 1999). Agentes
antifangicos mais eficientes e potentes, com novas formulagdes e com atividade
sistémica que nao eram encontrados anteriormente, foram introduzidos no Brasil
entre as décadas de 60 e 70. Alguns desses compostos sdo as 2-amino-pirimidinas,
benzimidazois, carboxanilidas, fosforotiolatos, morfolinicos, dicarboximidas,
fenilamidas, e inibidores de desmetilacdo do esterol (DMI's). Na década de 80,
houve a introdugcdo de inumeros analogos quimicos que ja existiam com alguns

poucos incrementos em suas propriedades. Contudo, nesses ultimos anos, varios



compostos novos foram langados comercialmente ou estdo em estagio avangado de
desenvolvimento. Os agentes antifungicos novos sdo geralmente utilizados em
pequenas quantidades, devido ao seu aumento na eficiéncia, porém, sua margem
de seguranga para mamiferos e outros organismos que nao sao alvos, nao diminuiu.
Com frequéncia a atividade inespecifica € maior quando os novos fungicidas sao
comparados diretamente com os antigos compostos (DELP, 1980). Cerca de 140
compostos com agao fungicida sédo utilizados na agricultura mundial. Somente em
1993, o valor total de vendas para o consumidor final foi de aproximadamente 4,7
bilhdes de dolares (BRENT, 1999). No Brasil, as vendas de fungicidas no ano de
1996 foram de 276 milhdes de ddélares, que representa 22% das vendas totais de
defensivos agricolas (FERREIRA, TSUNECHIRO e BARBOSA, 1998).

1.4 PRINCIPAIS CLASSES DE AGENTES ANTIFUNGICOS

O termo fungicida é usado quando se quer referir a tratamento ou controle
de doengas em plantas e o termo droga antifungica € usado para tratamento de
doengas em animais e mais precisamente em humanos (CARLILE et al., 2001). Os
agentes antifungicos diferem muito em sua natureza quimica, e em outras
propriedades como o0 modo de agdo. De acordo com Carlile et al. (2001), esses
agentes podem ser classificados em dois grandes grupos: agentes de baixa e alta

especificidade bioquimica.

141 Agentes de baixa especificidade bioquimica



Os agentes de baixa especificidade bioquimica atuam em muitos
constituintes e processos da célula. Esses fungicidas incluem sais (APPEL, 2000),
derivados organicos de varios metais (GERBER, LEONARD e HANTSON, 2002),
formas inorganicas de enxofre (COOPER e WILLIAMS, 2004) e alguns compostos
organicos usados como fungicidas de contato por perisitirem na superficie da planta
por um longo periodo protegendo-a (REIGART e ROBERTS, 1999). Os fungicidas a
base de enxofre foram os primeiros a serem introduzidos no mercado e sdo usados
até hoje para prevenir infecgdes como as que surgem nas videiras. Por outro lado,
os fungicidas a base de dioxido de enxofre também sao muito usados para prevenir
danos ao vinho e suco de frutas causado por leveduras. O mais antigo fungicida
conhecido € a calda bordaleza criado para proteger as plantas de varias doencgas.
Essa calda é feita da mistura de sulfato de cobre e hidréxido de calcio. Outro
fungicida bastante usado é feito a base de acidos fracos como acido sérbico, acido
benzdico e acido acético para preservar comida e produtos domésticos (CARLILE et
al., 2001).

1.4.2 Agentes de alta especificidade bioquimica

Diferentemente, os agentes de alta especificidade bioquimica interagem
com um simples componente ou processo bioquimico da célula. Essas substancias
sdo usadas como fungicidas de contato por ndo serem transportados pelo sistema
vascular das plantas e por formar uma barreira de protecdo quando aplicado nas
folhas, e, como fungicidas sistémicos, pois sdo absorvidos pelas plantas,
principalmente, pela raiz e translocados principalmente pelo xilema (CARLILE et al.,
2001). No uso clinico, drogas antifungicas administradas oralmente ou por inje¢céo
intravenosa em pacientes fazem parte desse grupo. Os inibidores de mitose de
fungos representados pelas griseofulvinas que sao produtos metabdlicos de varias
espécies de Penicillium sp. (KOBAYASHI e MEDOFF, 1977), atuam impedindo a
polimerizagdo da tubulina e no alongamento dos microtubulos, enquanto os

benzimidazois que atuam também nos microtubulos por ligagdo nas B-tubulinas



(HOLLOMON et al.,, 1998), usado na prevencado ou tratamento de doengas de
plantas causadas por varios fungos. Outro agente de alta especificidade sdo os
inibidores da sintese de acido nucléico representado pela 5-fluorocitosina (5-FC),
eficiente no tratamento de algumas infeccbes como candidiases, criptococoses e
cromomicoses (POLAK, 1990; GRAYBILL, 2000). Kasungamicina € inibidor da
sintese de proteinas usado no tratamento do arroz contra Pyricularia oryzae que
impede a ligagdo do aminoacil t-RNA ao ribossomo (MANKIN, 2006). A
carboxamida, inibidor da respiracdo celular sdo eficientes contra patdgenos
basideomicetos de plantas que interagem com o complexo oxiredutase ubiquinina-
succinato, inibindo a transferéncia de elétrons entre succinato e coenzima Q na
mitocdndria (STEFFENS, PELL e TIEN, 1996). Um grande numero de agentes
antifangicos atua na prevencao da sintese de ergosterol (BOSSCHE, ENGELEN e
ROCHETTE, 2003).

Os azodis, maiores representantes dessa classe, atuam inibindo uma
enzima do citocromo P-450, a 14a-demetilase, que age na fase inicial da sintese do
ergosterol e provoca o acumulo de diversos esterois intermediarios. Este mecanismo
de acgdo provoca a redugao da integridade da membrana celular e a alteragdo da
atividade de diversas enzimas oxidativas (COMO e DISMUKES, 1994). S&do dois
grupos de azois usados: os imidazodis (cetoconazois, miconazois, clotrimazéis e
econazois) e os triazois (fluconazdis, itraconazois, voriconazodis e posaconazois). Os
imidazois foram os primeiros azodis desenvolvidos e foram produzidos no final da
década de 60, sendo administrados sistematicamente e de uso topico, porém, foi
comprovado que o clotrimazol provocava auto-indugado de enzimas de degradagao
do feto, provocando sua morte e 0 miconazol usado inicialmente em tratamento de
micose apresentava graves problemas de toxicidade no paciente quando
administrado contra o fungo S. prolificans, causador de micoses resistentes
(HENNEQUIN et al.,, 1997). O primeiro imidazol administrado oralmente
(cetoconazol) foi produzido na década de 80 e devido a varios efeitos colaterais
produzidos, este foi convertido em triazol (EDWARDS, 1997). Os triazdis tém sido
amplamente usados em tratamentos contra infeccdo de fungos superficiais. Dentre
os triazdis, o fluconazol tem boa atividade contra espécies de Candida sp. e

Cryptococcus sp. que provocam micoses endémicas (GOA e BARADELL, 1995),
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entretanto, ha resisténcia a essa droga em algumas espécies de Candida sp.
(CANUTO e RODERO, 2002). O itraconazol tem atividade contra leveduras, porém
possui uma desvantagem por ter bioutilidade variavel e desagradavel sabor
(BOSSCHE, ENGELEN e ROCHETTE, 2003). O voriconazol e o posaconazol sao a
segunda geragéao de triazdis com um grande espectro de atividade contra leveduras,
C. neoformans, espécies de Fusarium sp. e Aspergillus sp. O voriconazol, licenciado
em maio de 2007, é ativo contra espécies de Candida sp. resistentes a fluconazol e
0 posoconazol, € pouco soluvel e produz efeitos colaterais como lesdo neuroldgica e
desmielinizagdo de neurbnios em modelos animais quando administrado em
tratamento prolongado (TOBON et al., 2003; CHEN, e SORREL, 2007).

Os polienos sao fungicidas primeiramente sintetizados por actinomicetos
do género Streptomices que rompem a membrana plasmatica. Foram os primeiros
antifungicos produzidos durante a década de 50, sendo atualmente subdivididos em
trienos (rapamicina), tetraenos (natamicina), pentaenos (pentamicina), heptaenos
(amfotericina B e candicidina) e os pseudo-heptaenos/tetraenos, nistatina
(BOSSCHE et al., 2003). Os polienos se ligam ao ergosterol provocando a formagao
de poros na membrana, causando mudangas do estado fisico e resultando em
elevado deslocamento de protons entre os meios interno e externo (REVANKAR e
GRAYBILL, 2003). O efeito dos polienos no gradiente de prétons é resultado de uma
interacdo com o translocador de protons adeninosina trifosfatase (H*-ATPase) que é
encontrado na membrana plasmatica de varias espécies de fungos (BOSSCHE et
al., 2003). Existem hoje centenas de compostos diferentes dentro dessas
subclasses, porém, o mais importante € a anfotericina B (AmB). Segundo Deray et
al. (2002), uma grande desvantagem no uso da anfotericina B é a alta toxicidade

dessa substancia, o que pode provocar alteracdo na funcéo renal.

1.4.3 Compostos usados no controle do B. cinerea; os botryticidas
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O principal mecanismo de controle desse fungo tem sido a aplicagéo de
fungicidas. A maioria dos botryticidas s&do fungicidas de alta especificidade
bioquimica que podem ser classificados de acordo com o modelo bioquimico de
acao. Sao cinco categorias distintas: fungicidas que afetam a respiracao celular,
compostos que inibem a sintese de microtubulos, compostos que afetam a
osmoregulacdo, fungicidas que inibem a biosintese de metionina e inibidores da
biossintese de esterol (LEROUX, 2007). Por outro lado, o desenvolvimento de
resisténcia a muitos desses compostos ja tem sido relatado e, como consequéncia,
em muitos paises as agéncias reguladoras tem restringido o uso de pesticidas novos
e estabelecidos (GULLINO e KUIJIPERS, 1994). Inicialmente, foi citada a resisténcia
ao grupo benzimidazol como carbendazim e benomil, e posteriormente, as
dicarboximidas, como iprodiona, procimidona e vinclozolina (LATORRE et al., 1994).
Mais recentemente, foi observada resisténcia a anilopirimidinas em vinhedos no
Chile e em culturas de abdbora, feijao e tomate (MOYANO et al., 2004) e também a
inibidores de sintese de esterol (ELAD, 1992). Futuramente, ha a necessidade de
desenvolver novos botryticidas. Alternativas poderdo ser usadas como controle do
Botrytis como, por exemplo, o sal mineral, o controle biolégico como um dos
exemplos o fungo Clonostachys rosea que € capaz de suprimir a esporulagéo
(COTA et al.,, 2008), além do recente aumento da produgdo de variedades
transgénicas com genes exdgenos de fitoalexinas (DELAUNOIS et al., 2009) e
peptideos de defesa (ANURADHA et al., 2008).

15 O PROBLEMA DA RESISTENCIA A FUNGICIDAS
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Um fungicida antes de ser langado no mercado tem que ser testado em
laboratério e em casas de vegetagdo contra diferentes patdgenos fungicos e
também em campo contra determinadas doencas de plantas cultivadas em
diferentes regides e paises. O fungicida s6 sera desenvolvido em nivel comercial se
apresentar agdo contra doengas importantes em um numero grande de ensaios e
safras. Classificam-se os patdégenos que foram controlados pelo fungicida como
susceptiveis e os que nao sao controlados ou pouco controlados como naturalmente
resistentes ou resistentes por heranga (BRENT, 1999). Porém, existe também a
resisténcia adquirida. Este caso € observado em populagdes do patdégeno alvo
expostos durante anos ao fungicida comercial, adquirindo posterior resisténcia em
resposta ao uso repetido do fungicida ou ao uso de outro fungicida que apresenta
relacdo quimica e/ou relagdo com o mecanismo de acao antifungica. Até a década
de 70, existiam poucos casos de resisténcia a fungicidas, porém, com a introducao
de fungicidas sistémicos a resisténcia teve um aumento significante. Neste caso, o
tempo para emergir a resisténcia diminuiu. No entanto, os primeiros fungicidas a
base de cobre e enxofre ndo mostraram o aparecimento de resisténcia em fungos
durante o seu uso (GHINI, 2001) (Tabela 1).

O inicio da resisténcia tem sido associado com frequéncia com a total ou
quase total falha em controlar a doenca e é caracterizada por uma repentina perda
de efetividade e pela presenca de populagdes de patdgenos antes susceptiveis.
Uma vez adquirida, a resisténcia é herdada, devido a alteragdes na constituicao
genética da populagdo de patogenos (CARLILE et al., 2001). O mecanismo de
resisténcia mais comumente conhecido é a alteragao bioquimica do sitio alvo do
fungicida. Podendo explicar o porqué da resisténcia de patégenos ser na maioria
das vezes maior em fungicidas modernos, uma vez que sua agao € primariamente
em um unico sitio alvo. Neste caso, uma simples mutagdo em um unico gene pode
causar a alteracdo, que os torna menos vulneraveis ao composto quimico (BRENT,
1999). Por outro lado, os fungicidas mais antigos penetram nas células dos fungos e
agem como um inibidor genérico de varias enzimas afetando muitos sitios alvo. Por
isso, até hoje muitos desses fungicidas ainda sdo usados com alta taxa de eficiéncia

porque para caracterizar a resisténcia, os sitios dos genes dos patdégenos teriam que
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sofrer mudanga simultaneamente para impedir a agcao do fungicida. Neste aspecto, a
possibilidade disso ocorrer € minima (GHINI, 2001). Porém, como os principais
fungicidas mais antigos sdo compostos de enxofre ou de cobre, um problema
comumente observado no seu uso € a fitotoxicidade, fortemente apresentada em
culturas em estagio de floragdo, cucubitaceas, macieiras, plantas ornamentais,
tomate e plantulas de fumo sob condi¢cbes de temperatura elevada, que se traduz
por queima das folhas, desfolha como resultado na diminuicdo da producido e
comprometimento dos equipamentos causado por corrosao (REIGART e ROBERTS,
1999).

Apods o langamento de fungicidas sistémicos no mercado, varios casos de
resisténcia ocorreram. Fungicidas do grupo dos benzimidazéis foram usados na
década de 70 no norte da Franga para o controle do Botrytis em videiras que
configurou rapidamente resisténcia, enquanto na Italia e sul da Franga esses
fungicidas ainda eram efetivos (BRENT, 1999). Outro caso de resisténcia foi relatado
nos Estados Unidos nessa mesma década com a doenca do oideo do pepino
cultivado em estufa apés um ano de aplicacdo de benzimidazol (BRENT, 1999).
Apesar da incidéncia de resisténcia, o grupo dos benzimidazodis ainda é usado com
frequéncia porque nenhum levantamento completo decorrente do seu uso foi feito
até agora (GHINI, 2001). O grupo dos fenilamidas foi posto no mercado em 1977.
Esse grupo tem uma peculiaridade, porque agem apenas em patdgenos oomicetos,
e ndo possui nenhum efeito sobre outros fungos. O primeiro caso de resisténcia
dessa classe de fungicidas ocorreu na década de 1980, contra o fungo
Pseudoperonospora cubensis causador do oideo na cultura de pepino em Israel e no
controle da requeima da batata (Phytophtora infestans) na Europa. Infelizmente, o
unico método de controle contra patdgenos oomicetos é o uso de compostos
quimicos (BRENT, 1999). Grupos de fungicidas novos estdo sendo criados e o que
se pode notar é que tentativas isoladas por parte dos laboratérios no controle de

certas doencas foram apenas parcialmente bem sucedidas.



Tabela 1: Ocorréncia mundial de resisténcia fungica listando as principais doencgas e fungicidas (adaptado de BREN, 1999).

Data da Fungicida ou classe Classificacéao Anos de uso Principais doencas Espécie causadora
primeira de fungicida guanto a comercial antes da da doenca
Observacgao especificidade observacéao da
(Aprox.) Bioquimica resisténcia (Aprox.)
1960 Hidrocarbonetos Baixa 20 Bolor verde e azul em Penicillium spp.
aromaticos citrus
1964 Organo-mercuriais Baixa 40 Mancha amarela ou Pyrenophora spp.
crestada das folhas de
cereais
1969 Dodine Baixa 10 Sarna da macieira Venturia inaequalis
1970 Benzimidazois Alta 2 Muitas doencas-alvo e
patdégenos
1971 2-Amino-pirimidinas Alta 2 Oideo do pepino e da Sphaerotheca fuliginea
cevada e Erysiphe graminis
1971 Kasugamicida Alta 6 Brusone de arroz Magnaporthe grisea
1976 Fosforotiolatos Alta 9 Brusone de arroz Magnaporthe grisea
1977 Trifeniltinas Alta 13 Mancha da folha da Cercospora betae
beterraba acgucareira
1980 Fenilamidas Alta 2 Requeima da batata e Phytophthota infestans
mildio da videira e Plasmopara viticola
1982 Dicarboximidas Alta 5 Mofo cinzento da videira Botrytis cinerea
1982 Inibidires da Alta 7 Oideo do pepino e da Sphaerotheca fulginea
desmetilagdo do cevada e Erysiphe graminis
esterol (DMls
1985 Carboxinilidas Alta 7 Carvao da cevada Ustilago nuda




1.6 O PROBLEMA DA CONTAMINACAO DE ECOSSISTEMAS POR

FUNGICIDAS

O método de controle mais usado contra doengas causadas por fungos
sdao os fungicidas e é a unica forma de controle para diversos problemas
fitossanitarios. Algumas vantagens no uso de fungicidas sdo o aumento da
produtividade, a facilidade de aplicacéo, os resultados rapidamente obtidos e a sua
especificidade no controle de doengas. No entanto, o uso continuo de fungicidas
além de promover a selegdo de fungos resistentes, pode provocar sérios danos a
saude humana e a contaminagédo de ecossistemas aquaticos e terrestres (SILVA et
al., 2007). Segundo Chaim et al. (1999), mesmo quando aplicado sobre as plantas,
cerca de 50% da dose podera ter como destino final o solo, independentemente da
forma como for realizada a aplicacao e, apds ter chegado ao solo, o fungicida pode
ter seu destino influenciado por dois principais tipos de transporte: lixiviacdo e
escoamento superficial. O uso de fungicidas e outros pesticidas causam a
contaminagdo em pogos, lagos, agua subterrdnea e minas em decorréncia da
lixiviagdo (DOMAGALSKI e DUBROVISKY, 1992; FLURY, 1996; JUNIOR e SILVA,
2007). Segundo Laabs et al. (2002), da regiao mato-grossense ao nordeste do
pantanal, foi encontrado tebuconazol em alguns pontos no periodo de colheita. De
acordo com Garbellini e Uliana (2007), o uso do fungicida carbaril na agricultura
pode indiretamente produzir residuos em aguas superficiais e nos sedimentos do

solo, como resultado de ventos ou interagdes, com particulas de solo.

1.7 PROTEINAS ANTIFUNGICAS: UMA ALTERNATIVA PROMISSORA AO

CONTROLE DE FUNGOS FITOPATOGENICOS

Todos o0s organismos vivos desde animais, plantas e microorganismos

sdo constantemente confrontados por varios patégenos diferentes. Deste modo, de
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uma maneira geral, os organismos devem ter, em resposta a este processo,
desenvolvido mecanismos eficientes de defesa contra esses ataques. Um dos mais
sofisticados mecanismos conhecidos € composto por anticorpos e células killer que
reconhecem e eliminam invasores especificos e também possuem memodria
imunoldgica, discriminando produtos do seu proprio metabolismo de produtos que
ndao sdo do seu metabolismo (AERTS et al., 2008). Essas respostas imunes
adaptativas sao somente elaboradas em um pequeno subgrupo de organismos vivos
e grande vertebrados. As plantas e outros grupos organismos para se defenderem
desenvolveram um grande arranjo de moléculas incluindo proteinas e peptideos
antimicrobianos (THEVISSEN et al., 2007). Uma grande variedade de organismos é
capaz de produzir proteinas e peptideos com atividade antimicrobiana como parte
de sua primeira linha de defesa (MONTESINOS, 2007; JENSSEN et al., 2006). Por
serem simples produtos da transcricdo de um unico gene, essas proteinas s&o
liberadas rapidamente apds uma infeccdo com um gasto limitado de energia e
biomassa, e podem eficientemente repelir invasores patogénicos (BOMAN, 2003;
PELEGRINI e FRANCO, 2005; TAVARES et al., 2008; AERTS et al., 2008).

A diversidade de proteinas antimicrobianas é enorme, sendo que até
agora, centenas de diferentes tipos foram identificados desde a década de 80, onde
foi introduzido o termo proteina relacionada com patogénese (PR) designando
proteinas produzidas pela planta hospedeira apenas em situagdes patoldgicas ou
relacionadas, que incluem infecgao viral, fungica e bacteriana, ataques parasitas por
nematoides, insetos e animais herbivoros (ANTONIW et al.,1980). As proteinas PR
foram inicialmente caracterizadas como tipicamente acidicas, de baixa massa
molecular, alta resisténcia a degradacao proteolitica e foram localizadas em sua
maioria, em espacgos extracelulares e intracelulares de folhas. Atualmente, tem-se
encontrado proteinas PR em diferentes 6rgaos e tecidos de plantas, enquanto que a
sua biossintese € considerada o maior mecanismo de defesa de plantas contra
fungos fitopatogénicos (ODJAKOVA e HADJIIVANOVA, 2001). As PR incluem
diversos diferentes grupos baseados em sua caracteristica estrutural e funcional
sendo agrupadas em familias de proteinas, de acordo com a similaridade de
sequéncias, relagao soroldgica, e/ou atividade bioldgica ou enzimatica. Atualmente,

dezessete classes de PR séo classificadas e numeradas na ordem em que foram
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descobertas (tabela 2) (FERREIRA et al., 2007). Dentre essas, treze classes
possuem atividade contra fungos, sendo estas isoladas e caracterizadas de
centenas de organismos como mamiferos, moluscos, insetos, bactérias fungos e
plantas (Tabela 3) (SELITRENNIKOFF, 2001). Proteinas antifungicas (AFP) estao
envolvidas em resisténcia induzida ou constitutiva ao ataque de fungos e sé&o
produzidos por uma enorme variedade de organismos como insetos, mamiferos,
fungos, bactérias, anfibios e plantas sendo também classificados de acordo com o
modo de acado (JENSSEN et al., 2006). Muitas das proteinas antifungicas descritas
na literatura ndo sao proteinas PR, e a mais importante diferenca entre proteinas
antifungicas e proteinas PR é que, as PR sdo induzidas em resposta a uma infecgéo
e ndo sao necessariamente antimicrobianas, enquanto que as proteinas antifungicas
podem estar presentes em qualquer organismo sem necessariamente serem
induzidas (FERREIRA et al., 2007). Embora ainda ndo seja consenso geral onde
termina o peptideo (AMP) e onde comega uma proteina amtimicrobiana, assume-se
que, as proteinas possuem massa molecular maior que 5 kDa ou aproximadamente
50 residuos de aminoacidos. Entado, alguns grupos de compostos antifungicos como
as defensinas de plantas, sdo ambos proteinas e peptideos antimicrobianos (AMP)
(FERREIRA et al., 2007). Peptideos antimicrobianos (AMPs) sao catidnicos e
frequentemente adotam estruturas anfipaticas que permite maior facilidade de
interagir com paredes ou membranas celulares de microorganismos (BROWN e
HANCOCK, 2006). O espectro de agdo dos AMPs nao se restringe a somente um
tipo de microorganismo, podendo ser efetivo contra fungos, bactérias e protozoarios.

Como a sensibilidade a presenga de proteinas antifungicas € grande,
ocorrendo a inibicdo do crescimento fungico na adicdo de até mesmo poucos
micromolares de proteinas, estas macromoléculas se tornaram ferramentas

importantes no combate de pragas e demais doengas na agricultura.



Tabela 2: Familias de proteinas PR (Adaptado de FERREIRA et al., 2007)

Familia Membro Propriedade Massa
bioquimica molecular (kDa)
PR-1 Tabaco PR-1 Desconhecida 15-17
PR-2 Tabaco PR-2 B- 1,3 glucanase 30-41
PR-3 Tabaco P,Q Quitinase classe |, 35-46
I, 1Iv, VI, VI
PR-4 Tabaco R Proteinas ligantes 13-14
de quitina
PR-5 Tabaco S Thaumatin-like 16-26
PR-6 Inibidor do tomate | Inibidor de 8-22
proteinase
PR-7 Tomate P69 Endoproteinase 69
PR-8 Quitinase de pepino Quitinase classe Il 30-35
PR-9 Lignina formadora  Peroxidase (POC) 50-70
de peroxidase e
tabaco
PR-10 PR-1 de salsa Ribinuclease-like 18-19
PR-11 Classe de quitinase Quitinase classe V 40
V de tabaco
PR-12 Rs-AFP3 de Defensinas 5
rabanete
PR-13 THI-1,2 DE Tioninas 5-7
Arabdopsis
PR-14 LTP 4 de cevada Proteinas 9
transferidoras de
lipideos
PR-15 OxOa de cevada Oxalato oxidase 22-25
PR-16 OxOLP de cevada Proteinas 100 (hexamero)
similares a oxalato
oxidase
PR-17 PRp27 de tabaco Desconhecida ?
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Tabela 3: Algumas classes de proteinas antifungicas (Adaptado de FERREIRA et al., 2007).

Mecanismo de acao

Classe

Ocorréncia

Maior caracteristica

Desconhecido

Proteinas PR-1

B-glucanases

Quitinases

Proteinas que se ligam a
quitina

Proteinas semelhantes a
thaumatina
Defensinas/ tioninas
Proteinas semelhantes a
ciclofilinas

Proteinas ricas em
glicina/ histidina

Proteinas inativadoras
de ribossomos (RIPs)

Plantas

Microorganismos, plantas,
invertebrados e vertebrados

Virus, bactérias, fungos,
moluscos, peixes, plantas,
insetos, mamiferos e anfibios

Bactérias, plantas, insetos e
crustaceos

Plantas

Mamiferos, fungos, insetos e
plantas

Bactérias, plantas animais e
fungos

Insetos

Fungos e plantas

Massa molecular de 15 — 17 kDa.
Homologas a superfamilia de
proteinas ricas em cisteina

Atividade 1,3 B-endoglucanase Hidrélise da estrutura 1,3-B-glucano presente
na parede dos fungos

Massa molecular de 26-43 kDa Cliva polimeros de quitina da parede celular

Massa molecular de 3.1-20 kDa Ligante de quitina  (?)

N&o completamente entendido. Alguns
causam mudancgas na permeabilidade
celular, ligam-se a 1,3-B-glucano.

Massa molecular ~22 kDa. Parte
dos aminoacidos sdo homélogos
a thaumatina

Inibicdo de fungos provavelmente ocorre

Baixa massa molecular, proteinas
através do mecanismo de efluxo de ions.

ricas em cisteinas

Exemplo: mungina Desconhecido

Extremamente ricas em glicina e Desconhecido

histidina
Inativam os ribossomos dos fungos in vitro e

RNA N-glicosidase que
in sito

depurinam rRNA
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Proteinas transferidoras
de lipideos (LTPs)

Proteinas killer

Inibidor de proteases

Albuminas 2S

Outras proteinas

Mamiferos, plantas, fungos e
bactérias

Levedura

Plantas animais e outros
microorganismos

Plantas

Plantas

Massa molecular de ~8.7 kDa

Leveduras secretam toxina killer
resistentes suas toxinas mas
sensiveis a outras toxinas

Proteinas inibidoras de serina e
protease cisteina

Baixa massa molecular e muitas
pontes dissulfeto

Exemplos: viridina e snhakin-1

Desconhecido

Varios mecanismos de acéo

Desconhecido

Desconhecido

Desconhecido




Os mecanismos de acado das AFPs sdo variados. A estrutura alvo das
AFPs extende desda a parte externa da célula fungica, a parede celular, a
membrana plasmatica e varios alvos intracelulares (THEIS e STAHL, 2004). Quitina
€ um homopolimero natural e o maior componente da parede celular em fungos
filamentosos. Em plantas, ocorre a sintese de um grande numero de proteinas de
defesa capaz de se ligar a quitina. Essa ligagdo acontece através de uma sequencia
conservada de aminoacidos conhecida como dominio que se liga a quitina,
causando a formacdo de poros na parede celular dos fungos, através da
deacetilacdo da quitina, gerando quitosano (FERREIRA et al., 2007). Um outro alvo
das AFPs é a membrana plasmatica. A interagcdo com a membrana do fungo leva a
formacado de poros, efluxo dos componentes celulares e trocas no potencial de
membrana (TOSSI, SANDRI e GIANGASPERO, 2000). Uma primeira forma de
atuagao das AFPs na membrana dos fungos € através de uma interagdo entre as
cargas positivas das proteinas e as cargas negativas da superficie da membrana.
Outra interacdo que permite a formacao de poros é diretamente com o ergosterol,
constituinte que pode apresenar até 2% do peso seco da membrana do fungo
(FERREIRA et al., 2007). Assim sendo, essas proteinas antimicrobianas, por terem
um largo espectro de atividade, vem sendo testados com maior frequéncia nos
ultimos anos como agentes farmacéuticos para o desenvolvimento de substancias
para o tratamento de doencas (SELITRENNIKOFF, 2001). Na agroindustria, genes
que codificam diversos AMPs tem sido usados no melhoramento de plantas,
servindo inclusive como molde para a construgdo de AMPs sintéticos que, segundo

Montesinos (2007), tem sido expressados em um grande numero de plantas.
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1.8 PROTEINAS ANTIMICROBIANAS DE FLORES

Os AMPs tem sido muito estudados em tecidos de plantas como raizes,
folhas e sementes, embora estes possam ser também sintetizados em tecido floral.
Estes 6rgaos vegetais tem sido pouco estudados em comparagao a outros tecidos, e
€ possivel que contenham um grande arsenal de AMPs com atividade inibitoria
contra fitopatdgenos. Apenas algumas classes de AMPs como defensinas,
proteinas transferidoras de lipideos (LTPs), proteinas que se ligam a mirosinases
(MBPs), peptideos tipo-heveina e snakinas foram encontrados e relatados até agora
em tecido floral (TAVARES et al., 2008). Estes podem ser divididos de acordo com a
sua carga exposta, em grupos catidnicos e nao catidnicos. Os mais comuns AMPs
encontrados em flores pertencem ao grupo catidbnico e o seu mecanismo de agao

envolve a permeabilizacdo da camada lipidica (RADEK e GALLO, 2007).

As defensinas de flores, também conhecidas como gama-tioninas, sao
uma das mais importantes e mais bem estudadas classes de AMPs. Seu tamanho é
de aproximadamente 5 kDa e seus relatos mostram atividade inibitéria contra
fungos, bactérias e insetos (FRANCO et al., 2006; ZELICOURT et al., 2007). As
defensinas de flores partilham uma estrutura em dobramento tridimensional,
estabilizada por quatro pontes dissulfeto que incorporam os motivos a3 estabilizados
por cisteinas (TAVARES et al., 2008). Além das cisteinas, outros residuos sao
extremamente conservados em todas as defensinas de plantas como a Ser 7, um
anel aromatico na posicdo 10, Gly ' 3% e Glu ? (PELEGRINI e FRANCO, 2005). A
estrutura tridimensional das defensinas é controlada por uma tripla folha-B
antiparalela e uma simples a-hélice colocada em paralelo com uma folha-g (BRUIX
et al., 1993). A primeira defensina floral que foi caracterizada estruturalmente por
resonancia magnética nuclear (NMR) foi NaD1 isolada de N. alata (LAY e
ANDERSON, 2005). Janssen et al. (2003), isolaram da planta Petunia hybrida a
defensina PhD1, o primeiro membro de uma subclasse de defensinas de plantas que

contém cinco pontes dissulfeto.
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Uma segunda classe, as proteinas transferidoras de lipideos (LTPs) de
flores sdo pequenas proteinas basicas e soluveis que podem estar envolvido no
transporte de lipideos e esfingolipidios através da membrana celular (GARCIA et al.,
1995; GUERBETTE et al., 1999; DIZZ et al., 2006; TAVARES et al., 2008). Como as
defensinas, os LTPs normalmente apresentam oito cisteinas em uma posigao
conservada, formando quatro pontes dissulfeto (MATSUHIRA et al., 2007). Em
Arabdopsis thaliana, muitos dos genes que codificam LTPs sdo expressos em
folhas, nas células da epiderme de flores e em raiz, enquanto, a associacdo dessas
com defensinas podem inibir o crescimento de fungos e bactérias em plantas
(MOLINA e GARCIA, 1993).

Outra classe que apresenta atividade contra fungos, insetos e outros
patdbgenos sao as proteinas que se ligam a mirosinases (MBPs). Estas proteinas
sao extremamente catidnicas e estdo envolvidas no desenvolvimento das plantas,
apresentando duas pontes dissulfeto (TAVARES et al., 2008). De acordo com
Capella et al. (2001), o modo de acédo das MBPs contra fungos € a associagao com
a hidrélise de glucosinolatos por enzimas mirosinases, produzindo um grande
numero de moléculas com varios modos de acdo, ocorrendo a reducdo de sua

expressao apos a abertura floral.

Peptideos tipo heveina de flores sdo pequenos ligantes de quitina que
consistem de 43 residuos de aminoacidos contendo oito pontes dissulfeto ligadas
por residuos de cisteina. Foi inicialmente isolada de Rubber latex, mostrando que a
sua sintese é gerada com uma sequéncia sinal de 17 residuos de aminoacidos
seguidos pelo dominio heveina de 43 residuos e uma regiao carboxi-terminal de 144
residuos (BROEKAERT et al., 1990; NIELSEN et al., 1997; KOO et al., 2002). O
monitoramento da hibridizagao identificou os genes de expresséo dos peptideos que
se ligam a quitina somente em botdes florais jovens (TAVARES et al., 2008). Koo et
al. (2002), isolaram o peptideo tipo heveina de tabaco Pn-AMP que apresenta

atividade contra Phytophtora parasitica.

Ja as snakinas de flores sdo AMPs compostos por 63 residuos de
aminoacidos com doze cisteinas extremamente conservadas dobrando esses

peptideos em uma estrutura estavel com cargas basicas expostas (SEGURA et al.,
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1999). De acordo com Lobo et al. (2002), responsaveis por isololar o AMP snakina-
2, este apresentou atividade contra as bactérias Ralstonia solanacearum, Erwinia
chrysanthemi e contra o fungo Botrytis cinerea. Outra snakina isolada por Segura et
al. (1999), snakina-1 apresentou atividade contra a bactéria Clavibacter

michiganensis e contra o fungo Botrytis cinerea.

1.9 FLORES DE Lippia sidoides: UMA NOVA FONTE DE PEPTIDEOS

BOTRYTICIDAS

O género Lippia estd amplamente distribuido nos neotropicos, sendo
encontrados como plantas herbaceas, arbustos ou pequenas arvores. Segundo
Troncoso (1974), o numero de espécies estimado é de 160, sendo que a maioria
delas concentra-se no Brasil, Paraguai e Argentina, embora poucas espécies sejam
consideradas endémicas do continente africano. O Brasil € uma das regides de
maior biodiversidade do mundo e uma das principais zonas de crescimento e
diversificacdo de plantas do género Lippia, contendo aproximadamente 75% das
espécies desse género. Especificamente no Estado de Minas Gerais, encontra-se
um grande numero dessas espeécies (SALIMENA, 1991; VICCINI et al., 2004;
VICCINI et al.,, 2005). Plantas do género Lippia sdo muito utilizadas na cultura
popular devido as suas propriedades medicinais como atividade antiespasmaddica e
sedativa; agindo no tratamento de dores estomacais, sintomas da gripe, bronquite,
infecgcdes cutdneas, diarréia e desordens menstruais, além de propriedades
antitérmicas e antiinflamatorias (PASCUAL et al., 2001). Nesse género foram
relatados ainda efeitos sedativos dependente da dose no sistema nervoso central,
incluindo hipnose, hipotermia e propriedades anticonvulsivas (ELIZABETSK et al.,
1999; GHELARDINI et al., 1999; VALE et al., 1999; RE et al., 2000).

Lippia sidoides € arbusto silvestre que mede até 2 m de altura. O caule
apresenta casca sulcada e fragil, podendo atingir 8 cm no seu maior didmetro

(MARTINS et al., 2000). Os ramos sao providos de folhas simples, aromaticas,
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peciolos curtos e bastante delgados. O limbo é oval-lanceolado com apice
acuminado, base atenuada e margens crenadas que medem de 2 a 7 cm de
comprimento por 1 a 3,5 cm de largura, tendo ambas as faces revestidas por pélos
pouco visiveis, porém sensiveis ao tato mostrando pontos granulosos visiveis na
face superior (MATOS e OLIVEIRA, 1998). As flores, cujo pedunculo € longo, s&o
pequenas (cerca de 1 a 2 mm), branco amareladas e dispostas em inflorescéncia
subglobosas a subpiramidais (Figura 3) (MATOS, 1998). Os frutos estdo reunidos
em um conjunto de contorno quadrangular em torno de um eixo mais ou menos
longo e as sementes sdo extremamente pequenas (MATOS e OLIVEIRA, 1998).
Existem varios trabalhos que relatam atividade antimicrobiana com Lippia sidoides,
porém, todos esses trabalhos sio realizados com 6leo essencial demonstrando
inibicdo contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, incluindo entre elas varias
espéecies de Streptococcus sp. que estdo associados a furdnculos e outras doencas,
Bacillus subtilis, Streptococcus mutans associado a caries dentarias, Corynebacteria
sp. (mau cheiro nos pés), Micrococcus spp.,Acinetobacter, Alcaligenes (flora normal
da pele), Pseudomonas aeruginosa (oportunista em infec¢gdes do trato urinario e
respiratério), Escherichia coli, Mycobacterium smegmatis, Nocardia asterodides
(infecgdes pulmonar com formas metastaticas em outros locais) e fungos, tais como
Candida albicans (infecgdes bucal e da garganta e outros 6rgaos), Tricophyton spp
(dermatomicoses)., Aspergillus niger, A. versicolor e A. flavus (AGUIAR e MATOS,
1984; LEMOS et al.,, 1990; SOUZA et al.,, 1991; BOTELHO e SOARES, 1994,
LACOSTE et al., 1994, 1996; MORAIS et al., 1996; XIMENES et al., 1996; MATOS e
OLIVEIRA, 1998; MATOS, 1998; NUNES et al.,, 1998;). Trabalhos mostram que
compostos secundarios como o timol e o carvacrol sdo os principais responsaveis
pela atividade antimicrobiana (CRAVEIRO, 1981). Assim, a busca por novas
moléculas como peptideos antimicrobianos em plantas do género Lippia torna-se
necessaria, visto que, a cada dia novos casos de resisténcia de microorganismos
surgem e, a descoberta desses peptideos produzidos com mecanismos

biotecnologicos € uma nova promessa para o combate.



Figura 3: Foto do arbusto de Lippia sidoides mostrando folhas e flores (Autor: Jodo S. Moreira).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Busca e isolamento de peptideos antimicrobianos de espécies do género

Lippia com atividade contra diferentes patdgenos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Selecionar e Isolar peptideos de flores de alecrim-pimenta (Lippia sidoides)
utilizando cromatografia aberta Octyl-Sepharose seguida por cromatografia de fase

reversa em HPLC.

- Avaliar a atividade utilizando os peptideos purificados contra o fungo fitopatogénico

Botrytis cinerea e bactérias patogénicas humanas.
- Sequenciar os peptideos isolados que mostraram atividade.

- Realizar bioensaios com os peptidios isolados contra o fungo Botrytis cinerea.



28

2 MATERIAL E METODOS

Para um melhor acompanhamento de todas as etapas desenvolvidas no trabalho, foi
elaborado um fluxograma com toda a metodologia de identificacdo, analise e testes
antifungicos “in vitro” de proteinas de flores secas de alecrim-pimenta (L. sidoides)
(Figura 4).

Flores de alecrim-pimenta

Secagem em astufa g 26°C

¥
| Extrs{_:ﬁn Macl 0,6M+ HCI0, 1% 1:10 { M)
¥
Centrifugagdo a 3300 g /40
Min. 2 4°C

‘_'_._.___._._-—-—-—'—'_'_""““1

Sobrenadante precipitado com (MH 2504 & 100%

—

| Centrfugagso a 3300 g/40 Min. a 4°C |

————— %

Precipitedo dislisado e liofilizado

Precipitado descartado

Sobrenadante descartsdo |
.rﬂ"'f

Bioenssio com extrato bruto
[EB) contra B. cineres

¥ “a
Cromatografis em coluna de trocs catidnica SP- Andlise em oal SOS-PAGE
Sepharose & em coluna Hidrofobica Octyl-Sepharse | =Emes |

r__,_,.ﬁ—""' ‘\\_“

Bioenssio com PR & PR | Andlisz em gal SDS-PAGE |
contrs B. cinerea

HPLC da fra-:_:ﬁ:u com atividade am l
coluns de fase reversa C-18

|

Teste de atividede com os picos

Sequenciamento por
degradecéo de Edman

Figura 4: Fluxograma com a metodologia de identificacdo das proteinas antifungicas de flores secas

de L. sidoides.

3.1 EXTRACAO PROTEICA
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Inicialmente, algumas espécies do género Lippia foram submetidas ao
proceso de extracdo protéca. Flores, folhas e sementes de Lippia rotundifolia, Lippia
salvifolia, Lippia rubela e Lippia sidoides foram coletadas no lipario da Universidade
Federal de Juiz de Fora. Para isto, foram separados os érgéos (folha e flor) em
extrato seco quando colocados em estufa a 35°C por dois dias e, extrato fresco
quando submetidas a extracdo apos a coleta (Tabela 4). As flores e folhas foram

coletadas no periodo de floragao entre janeiro e fevereiro /ano.

Para a extracdo das proteinas das flores e folhas secas, um liquidificador foi
usado para tritura-las com adicao de solucao de extragao contendo HCI 0,1% e NaCl
0,6 M na proporgao 1: 10 (massa / volume). A mesma solugéo foi usada para flores,
folhas frescas e sementes para a extragdao na proporcéo de 1: 5 (massa / volume)
logo apds a coleta, permanecendo todos os extratos durante 4 horas sob agitagao
constante em agitador magnético a 4°C. O extrato bruto gerado foi centrifugado por
40 min. a 3.300 g a 4°C, sendo o precipitado descartado. O sobrenadante foi
submetido a precipitagdo com sulfato de amdnio [(NH4)2SO4] a 100% de saturagéo
com constante agitagdo em agitador magnético durante 12 horas. Apos a
precipitacdo, o material novamente foi centrifugado por 40 minutos a 3.300 g. em
4°C e o sobrenadante descartado. O precipitado foi colocado em membrana de
dialise (cut off 1,0 kDa) contra agua destilada por 24 horas. O material dialisado foi
centrifugado a 3.300 g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e

liofilizado.
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Tabela 4: Espécies de Lippia utilizadas e suas partes constituintes em cada condigéo para extragéo protéica.

Espécie Parte constituinte Condicéo
Lippia rotundifolia Flor Seca e fresca
Flor Fresca
Lippia salvifolia Folha Fresca
Semente seca
Lippia rubela Flor Fresca
Semente Seca
Lippia sidoides Flor Seca e Fresca

Semente Seca
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3.2 BIOENSAIO CONTRA O FUNGO Botrytis cinerea

Para avaliagdo da atividade antimicrobiana contra fungo, foi utilizado EB
contra Botritis cinerea. Duzentos e cinquenta pL de EB foi inoculada na
concentracdo de 200 ug.mL™"' de proteinas. O ensaio foi feito de acordo
com Wang e Ng (2004; 2007) com pequenas modificagbes em meio de
cultura solido Agar batata dextrose (BDA) (Anexo |), depositado em placa de Petri
100 x 15 mm. Meio cm? do fungo Botrytis cinerea previamente crescido foi inoculado
no centro da placa e 3 pequenos furos foram feitos no meio BDA margeando o
in6culo para a colocacdo das amostras. Os meios foram colocados em temperatura
ambiente (25° C) por sete dias e posteriormente, os resultados obtidos foram

avaliados com o auxilio do programa ImagelJ.( http:/rsb.info.nih.gov/ij/) com a

medi¢ao dos halos em volta dos discos. Como controle positivo foi usado o fungicida
Captan a 1% e como controle negativo foi usado agua destilada. O ensaio foi feito

em triplicata.

Nos ensaios seguintes, as fracbes de proteinas PNR e PR resultantes da
cromatografia bem como as fragbes cromatograficas de HPLC foram analisadas
quanto a atividade antimicrobiana pelo mesmo método de bioensaio descrito acima.
Quando feito com as fragdes da cromatografia, foi usado para o ensaio 200 pg de
proteinas e com as fragdes cromatograficas de HPLC, foi usado 95 uL na
concentragdo de 50 uyg de proteinas. Todos os ensaios foram feitos em

triplicata.

3.3 BIOENSAIO CONTRA BACTERIAS

Foi realizado ensaio de atividade antimicrobiana com os extratos bruto
(EB) das espécies de Lippia contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas de

acordo com Pelegrini et al. (2006). Previamente, as bactérias foram replicadas em


http://rsb.info.nih.gov/ij/

32

meio de cultura Luria Bertani (LB) (Anexo |) durante 18 horas a 37°C sob agitagdo
em shacker a 240 RPM. As bactérias usadas nos ensaios foram: Klebsiella
pneumoniae, Proteus sp, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli. No ensaio, foi
usado como controle negativo (CN) agua destilada e como controle positivo (CP)
cloranfenicol 40 pyg.mL™". A concentragdo das amostras avaliadas foi de
200 pg.mL". As solugdes com as bactérias contendo as amostras de
EB foram incubadas a 37°C sob agitagdo a 240 RPM. em periodos de 1,
2, 3 e 4 horas. O crescimento bacteriano foi monitorado através de
leitura em espectrofotdmetro num comprimento de onda de 595 nm a
cada hora. A densidade o6tica inicial (OD) foi de 0,05 que corresponde a
aproximadamente 5 x10° células por mL e usado 1 mL de volume final para

cada amostra. Para cada amostra, os ensaios foram feitos em ftriplicata

3.4 ISOLAMENTO DAS PROTEINAS COM ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A fracao precipitada com sulfato de aménio, dialisada e liofilizada foi aplicada
em coluna SP-Sepharose (GE Healthcare/Suécia) de troca catibnica com um fluxo
de 0,6 mL.min . Foram aplicados 10 ml de amostra na concentragdo de 800
pg.mL'1. A coluna SP- Sepharose foi previamente equilibrada com tampéo de
equilibrio (Anexo 1). O tampao de equilibrio, também utilizado para a remogao das
proteinas nao retidas (PNR), enquanto que as proteinas retidas (PR) foram eluidas
com tampéao de eluicado (Anexo |). Foi feito o monitoramento da eluicdo das proteinas
em espectrofotbmetro, empregando comprimento de onda fixo de 280 nm. Uma
segunda coluna foi usada, uma vez que néao foi possivel separar nenhuma proteina
na fracao retida da coluna catibnica SP-Sepharose. O extrato bruto (EB) foi aplicado
em coluna hidrofébica Octyl-Sepharose (GE Healthcare/Suécia). A resina foi
previamente equilibrada em tampéao de equilibrio (Anexo 1). As PNR foram eluidas
com o mesmo tampao de equilibrio, enquanto as PR foram separadas com tampao

1

de eluigao (Anexo I). A eluicao foi feita com fluxo de 0,5 mL. min =", com volume de 2

mL por fragdo para ambas as colunas. As fragdes retidas e nado retidas de proteinas
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extraidas da cromatografia com a coluna Octyl-Sepharose foram separadas e
submetidas a nova didlise com membrana de poro de 1,0 kDa, seguido de
liofilizagdo. Essas fracbes foram avaliadas quanto a sua atividade antifungica. Em
seguida, 320 uyL de amostra das PR que apresentou atividade, foram dissolvidos
com o pareador i6nico acido trifluoracético (TFA) a 0,1% e aplicados em
cromatografia de fase reversa com coluna analitica de HPLC (Vydac C-18TP 522).
As proteinas retidas foram eluidas usando gradiente linear de acetonitrila (0 -100%)

em 65 minutos com fluxo de 1,0 mL. min " monitorado a 216 nm.

3.5 ANALISES DE MASSA MOLECULAR POR SDS-PAGE

Analises de massa molecular foram feitas por SDS-PAGE, em gel de
poliacrilamida 15% de acordo com Laemmli (1970). Aliquotas de cinquenta
microgramas de proteinas foram precipitadas com acido tricloroacético (TCA) 75%
sendo que para cada 1,0 mL de amostra, 133 pL de TCA a 75% foram adicionados
e em seguida, colocado em geladeira por 45 min. Posteriormente, as amostras
foram centrifugadas por 15 min a 10.200 g em temperatura ambiente e descartado o
sobrenadante. Duas lavagens dos precipitados foram conduzidas com 1,0 mL de
acetona gelada e o material foi novamente centrifugado por 15 minutos a 9.300 g em
temperatura ambiente. As amostras foram ressuspendidas em 4 ul de tampéao de
amostra (Anexo |) e 16 ul de agua destilada, fervidas por 10 minutos em seguida. A
corrida foi feita a 200 V e 20 mA por cerca de 90 minutos. Os géis foram corados

com nitrato de prata, de acordo com o método descrito por Blum et al. (1987).
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3.6 TRANSFERENCIA DAS PROTEINAS PARA RESINA PVDF

Apods a analise da massa molecular em SDS-PAGE e a separagao das
proteinas por peso molecular, as proteinas foram transferidas do gel para uma
membrana de PVDF com o equipamento Trans blot sd semi-dry transfer cell (BIO
RAD). Para a transferéncia, folhas de papel filtro foram umidecidas com tampao de
transferéncia (Anexo 1), colocadas entre o gel e a membrana e aplicado 35 V, 10mA

e 1W por 1 hora.

3.6 SEQUENCIAMENTO POR DEGRADACAO DE EDMAN

As amostras obtidas da cromatografia em coluna Octyl-sepharose que
apresentaram atividade contra fungos, apdés serem analisadas em SDS-PAGE e
transferidas para a resina de PVDF, foram submetidas ao sequenciamento por
degradagdo de Edman. As sequéncias de aminoacidos, a partir do N-terminal das
proteinas isoladas de flores de alecrim-pimenta, foram determinadas usando
degradacado automatica padrao de Edman, de 2 a 5 pMol de amostra alquilada em
sequenciador PPSQ-23 Shimadzu (GRAY, 1967; GRAY e SMITH, 1970).

3.7 ANALISES IN SILICO

As sequéncias de aminoacidos foram comparadas com outras seqiéncias de
proteinas de plantas depositadas no NCBI Protein Data Bank (www.ncbi.nih.gov)
utilizando o programa Blastp (CHEN, STRAUSS e WONG, 1998). Foi utilizado o
programa ClustalW (THOMPSON, HIGGINS e GIBSON, 1994) para o



http://www.ncbi.nih.gov/

35

desenvolvimento de alinhamento multiplo das sequéncias de proteinas similares as

sequéncias obtidas.



36

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 BIOENSAIOS COM EXTRATO BRUTO (EB) DE FLORES SECAS DE Lippia
sidoides CONTRA O FUNGO FITOPATOGENICO Botrytis cinerea

Para avaliagao da atividade antimicrobiana de flores secas e frescas de L.
sidoides contra o fungo Botrytis cinerea, bioensaios foram realizados. O ensaio foi
feito em meio solido BDA onde foram colocados 200 ug das proteinas do EB. Com
flores secas, a inibicdo de crescimento do fungo foi de 1,8 vezes mais que o controle
positivo (Tabela 5) (Figura 5a) (Anexo ). Por outro lado, o ensaio com proteinas do

EB de flores frescas nao apresentou inibicao (Tabela 5) (Figura 5b) (Anexo ).

Devido ao resultado encontrado no bioensaio com EB de flor seca de
Lippia sidoides, resolvemos dar sequencia ao processo de purificagdo dessa
amostra uma vez que o0 nosso projeto ja estava definido, cujo objetivo era trabalhar
com proteinas antifungicas, e também devido a quantidade de amostras que
tinhamos a disposi¢ao. Bioensaios contra bactérias foram feitos com outras espécies
de Lippia sp., com o intuito de avaliarmos quais espécies teriam atividade
antimicrobiana, mas nao foram trabalhadas a partir do extrato bruto. Outro
incoveniente foi a grande limitacdo devido a pequena quantidade de amostras
disponiveis dessas outras espécies de Lippia sp. Por este motivo, a partir desses
primeiros ensaios, todo o processo de purificacdo foi conduzido apenas utilizando
amostras de flores secas de L. sidoides, que apresentou boa inibicdo do fungo

Botrytis cinerea.



Tabela 5: Porcentagem de inibicao de cada espécie de Lippia sp contra o fungo patogénico Botrytis cinerea e contra bactérias patogenicas humanas. Amostra
EB corresponde a amostra de extrato bruto da espécie citada; CP corresponde ao Controle Positivo; CN corresponde ao Controle Negativo. * Representa o
bioensaio em que a quantificacdo foi feita em mm? comparado com os controles e ndo em porcentagem. - corresponde a bioensaio nao realizado.
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Botrytis cinerea* Klebsiella Escherichia coli Streptococcus Proteus sp.
pneumonae pyogenes
Amostra CP CN Amostra CP Amostr CP CN Amostra CP CN Amostra CP CN
EB EB aEB EB EB
Liopi Flor seca 530,8 + 188,8 + 0 84,99 0 87,76+ 0 0 9216 0 0 91,61 + 0
Lippla 27,73 15,88 + 2,86 £1,75 1,69
sidoides 0,16
Flor fresca 0 176,5 + 0 87,32 0 9264+ O 0 90,32 0 0 88,47 + 0
13,91 + 1,18 +2,80 1,27
2,13
Flor fresca - - 0 99,38 0 91,60+ 0 0 99,24+ 0 0 91,50 + 0
. + 0,54 2,30 0,16
Lippia 1,17
salvifolia
Folha fresca - - 0 99,38 5306+ 9160+ 0 47,80+ 9924+ O 0 91,50 + 0
+ 1,72 0,54 2,92 2,30 0,16
1,17
Semente - - 99,30 + 98,60 - - - - - - - - -
0,29 +0
Lippia Flor seca - - 4960+ 96,46 1260+ 9322+ 0 4428+ 100 0 36,66 + 100+0,70 O
. . +
rotundifolia 1,15 ok 0,31 1,46 2,14 0,073 0,56
Flor fresca - - - - - - - 35,07+ 92,60+ 0 - - -
1,38 0,22
Lippia Flor fresca - - 0 80,50 - - - - - - - - -
+
rubela 0
Semente - - 0 91,28 0 100 + 0 0 9749+ 0 0 77,35 + 0
+ 5,79 1,28 6,76

1,72
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Figura 5: Atividade antifungica do extrato bruto de Lippia sidoides em meio BDA com 200 pg.mL'1
de proteinas contra Botrytis cinerea. ﬁl) Flores secas; (b) flores frescas.
Corresponde ao controle positivo; controle negativo (agua destilada);

Amostra protéica de extrato bruto. O desvio padrdo é representado por barras
verticais.



39

4.2 BIOENSAIOS COM EXTRATO BRUTO (EB) DE ESPECIES DE Lippia sp.
CONTRA BACTERIAS

Com o objetivo de avaliar as atividades antimicrobianas dos extratos
brutos de todas as espécies de Lippia submetidas ao processo de extragdo de
proteinas, bioensaios foram conduzidos contra algumas bactérias patogénicas
humanas (Tabela 5). Foram colocados 200 uyg de amostra em cada ensaio e o
monitoramento do crescimento bacteriano foi feito em
espectrofotdbmetro a 595 nm. Amostras extraidas de flores frescas de Lippia
rotundifolia apresentaram inibicado de crescimento da bactéria Klebsiella pneumonae
de 46,6 % (Tabela 5) (Figura 6a). A mesma amostra também inibiu o crescimento de
Proteus sp. em 36,7% (Tabela 5) (Figura 6b) e de E. coli em 12,6% (Tabela 5)
(Figura 6¢). Essas mesmas bactérias Gram-negativas, principais responsaveis por
infeccdes hospitalares gastrointestinais e urinarias tiveram o seu crescimento inibido
por um peptideo rico em glicina extraido da goiaba (PELEGRINI et al., 2008).
Amostras de flores frescas de L. rotundifolia também apresentaram inibicdo de
crescimento da bactéria Gram-positiva Streptococcus pyogenes de 42,3% (Tabela 5)
(Figura 6d), inibicdo observada também com peptideo derivado da semente de
moringa (Moringa oleifera), cujo sua estrutura foi otimizada por Suarez et al. (2005).
Inibicdo de 35,1% foi observada, mas com amostra de flores secas de L. rotundifolia
contra S. pyogenes (Tabela 5) (Figura 6e). Portanto, de acordo com os resultados
obtidos, fica evidente que algumas flores de Lippia rotundifolia possuem proteinas
que inibem tanto bactérias Gram-positivas quanto bactérias Gram-negativas
mostrando uma alta seletividade. Nao obstante, tanto as flores secas quanto as
frescas também mostraram atividade inibitoria contra as bactérias. Flores frescas de
Lippia rubela e sementes também foram submetidas ao processo de extragao
protéica seguido de ensaio, sendo o extrato de flor fresca contra a bactéria Klebsiella
pneumonae (Tabela 5) (Figura 7a) e o de semente contra as bactérias K.
pneumonae (Tabela 5) (Figura 7b), Proteus sp. (Figura 7c) S. pyogenes.(Figura 7d)
e E. coli (Figura 7e). Entretanto, ndo foi observada a inibicdo de crescimento dos

microorganismos testados em nenhum dos bioensaios.
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Figura 6: Atividade antibacteriana do extrato bruto de
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Da espécie Lippia salvifolia, foi feito bioensaio utilizando EB de flores e
folhas frescas e sementes. A inibicado de crescimento das bactérias K. pneumoniae
(Figura 8a), Proteus sp.(Figura 8b), E. coli (Figura 8c) e S. pyogenes (Figura 8d) foi
avaliada utilizando flores (Tabela 5), entretanto, nenhuma atividade antimicrobiana
foi observada. Extratos de folhas frescas foram desafiados contra as mesmas
bactérias ndo se observando atividade contra K. pneumoniae (Tabela 5) (Figura 9a)
e Proteus sp. (Figura 9b). Por outro lado, observou-se uma reducéo de 53,1% no
crescimento de E. coli (Tabela 5) (Figura 9c) e de 47,8% em S. pyogenes (Tabela
5) (Figura 9d), mostrando que proteinas presentes nas folhas de L. salvifolia
possuem especificidade de acédo contra algumas bactérias, além de combater tanto
bactérias gram-negativas quanto gram-positivas. O EB extraido da semente de L.
salvifolia foi desafiado contra a bactéria K. pnemoniae e mostrou ser capaz de inibir
o seu crescimento em 99,3% (Tabela 5), sendo este o melhor resultado de atividade
antibacteriana dentre todas as extracdes feitas e uma promissora fonte de pesquisa

(Figura 9e).

Flores secas e frescas de Lippia sidoides também tiveram os seus
extratos brutos desafiados contra essas mesmas bactérias (Tabela 5) (Figura 10;
Figura 11). Além de ensaio com flores, EB de sementes de L. sidoides também foi
avaliado (Tabela 5) (Figura 12). Porém, nenhum dos extratos tanto de flores

quanto de sementes foi capaz de inibir o crescimento bacteriano.
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Figura 12: Atividade antibacteriana do extrato bruto de sementes de Lippia sidoides em meio LB liquido com 200 ug.mL™' de proteinas contra (a)
Klebsiella pneumoniae; (b) Proteus sp.; (c) Streptococcus pyogenes. Amostra de extrato bruto é representado pord\: controle

positivo (captan 1%) ; controle negativo (dgua destilada) B . 0 desvio padrdo é representado por barras verticais.
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4.3 PURIFICACAO DAS PROTEINAS ANTIFUNGICAS DE FLORES SECAS DE

L. sidoides

A amostra de EB de L. sidoides que apresentou atividade antifungica
contra o fungo Botrytis cinerea foi submetida ao processo de separagdo das
proteinas através de cromatografia em coluna aberta. Apds ser dialisado, liofilizado e
ressuspendido, o EB foi quantificado de acordo com o método descrito por Bradford
(1976). A separagao das proteinas foi feito primeiramente em coluna SP-Sepharose
que tem como caracteristica a separagao por forte troca catiénica (WU et al., 2005;
LEUNG e NG, 2007; LIN e NG, 2008). As proteinas nao retidas (PNR) foram
retiradas com tampéo de equilibrio (Anexo 1) e as proteinas retidas (PR) foram
retiradas com tampdo de eluicdo (Anexo |) (Figura 13a). Porém, a partir dos
resultados do cromatograma, foi preciso fazer a troca da coluna uma vez que
nenhuma proteina ficou retida, mostrando que as proteinas presentes no extrato nao
interagiam por troca catidnica. A coluna adotada foi a Octyl-Sepharose, cujo, sua
principal caracteristica € a separacdo de proteinas hidrofébicas. Caracteristica que
também é apresentada em peptideos de defesa, visto que peptideos anfifilicos
apresentam forcas eletrostaticas e hidrofobicas (KHANDELIA, IPSEN e
MOURITSEN, 2008). As PNR foram retiradas com tampao de equilibrio (Anexo I) e,
as PR foram retiradas com adicdo de tampé&o de eluicdo (Anexo 1) (Figura 13b) A
partir da analise dos cromatogramas apresentados, a coluna Octyl-Sepharose foi
escolhida para as proximas analises cromatograficas com a finalidade de separar as
proteinas para os proximos experimentos, visto que essa coluna tem sido bastante
usada na purificagdo de peptideos antimicrobianos (REMIGER, et al., 1999; AHERN,
VERSCHUEREN e SINDEREN, 2003; LIENQUEO et al.,, 2007; LEE, CHUREY e
WORABO, 2008;).
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Figura 13: Perfis cromatograficos. (a) Cromatografia de troca catiénica em coluna SP-Sepharose. (b)
Cromatografia em coluna hidrofébica Octyl-Sepharose. . PNR e PR correspondem a pico néo retido e
pico retido respectivamente. A seta indica a eluicdo das proteinas retidas com tampéo fosfato de

sédio 50m M pH 7,2 + NaCl 2M (a) e (NH4),SO, 1,7 M (b).
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4.4 BIOENSAIO COM AS FRACOES PR E PNR DE FLORES SECAS DE Lippia
sidoides EM CROMATOGRAFIA COM COLUNA OCTYL-SEPHAROSE

As fragbes protéicas separadas em cromatografia aberta com a coluna de
Octyl-sepharose foram testadas contra B. cinerea. Foram usados 200 upg das
proteinas de PNR e PR. No ensaio com PNR, nenhuma inibicdo de crescimento do
fungo foi mostrada (Tabela 6) (Figura 14) (Anexo Il), enquanto que PR apresentou
uma reducado 2,6 vezes maior no crescimento do Botrytis comparado com o controle
positivo. A fracdo PR foi aplicada em RP-HPLC e feito Bioensaio dos picos do
cromatograma gerado. Foi aplicado 50 pg de proteinas, porém, ndo mostrou
nenhuma inibicdo de crescimento do fungo (Anexo Ill). Uma provavel explicagao
para a nao inibicdo nesse ensaio seria a superestimacao da quantidade de proteinas
quando feita a quantificacdo, ou também, a escolha errada dos picos que foram

testados.

Tabela 6: Porcentagem de inibicdo de crescimento do fungo Botrytis cinerea Obtido das fragbes PR
e PNR da cromatografia em coluna Octyl-Sepharose comparada CN: controle negativo e CP: controle
positivo.
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Botrytis cinerea

Amostra CP CN
PR 225,76 53,63
+ 21,69 10,14 0
Lippia
sidoides
PNR 0 175,26 + 0
10,14
300

200

100 +

Inibigdo do crescimento (mm?)

Controle
negativo
Controle
positivo
PMR

PR

Tratamentos

Figura 14: Atividade antifuingica em meio BDA com 200 uyg de proteinas das fragdes
protéicas de Lippia sidoides resultantes de cromatografia em coluna Octyl-
Sepharose contra Botrytis cinerea. Corresponde ao controle positivo; Controle
negativo (agua destilada); PR; PNR. O desvio padrao é representado por barras
verticais.

45 ISOLAMENTO DAS PROTEINAS DA FRACAO PR EM HPLC DE FASE
REVERSA
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Para o isolamento das proteinas contidas na fragdo PR da cromatografia
Octyl-Sepharose, PR foi aplicado em uma coluna de fase reversa HPLC (Vydac C18-
TP), que separa as proteinas de acordo com a sua hidrofobicidade e as proteinas
foram eluidas usando um gradiente linear de acetonitrila (0-100%) durante 65 min de
eluicdo. As proteinas eluidas de acordo com o cromatograma gerado mostraram
alguns picos entre 20 e 80% de acetonitrila (Figura 15). Os picos 1, 2, 3, 4 e 5 foram
escolhidos para teste de atividade antifUngica porque as concentragcbes de
acetonitrila desses picos em colunas de fase reversa podem indicar a eluicdo de
peptideos antimicrobianos como defensinas isolada de feijao de corda (FRANCO et
al., 2006), fabantina de vagem de fava (ZHANG e LEWS, 1997), peptideo rico em
glicina de sementes de goiaba (PELEGRINI et al., 2008), defensina de semente de
lentilha (FINKINA et al., 2008) e um novo peptideo antimicrobiano do carrapato
Ixodes sinenses (LIU et al., 2008).



Absorbincia (216nm)

53

204 100%

1.5

104 0%

0.5

0%

0.04—

o Lo 5o 40 50 's0

Tempeo (min)

Figura 15: Cromatograma de HPLC fase reversa (Vydac C-18TP 522) das proteinas retidas (PR) de
flores secas de Lippia sidoides usando coluna analitica com fluxo de 1,0 ml / min”'. TFA 0,1% foi
usado como pareador ibnico e a linha diagonal indica o gradiente linear de acetonitrila (0-100%).

4.6 ANALISE DA MASSA MOLECULAR DE PROTEINAS DE Lippia sidoides

Acetonitrila %
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As analises de massa molecular por eletroforese em gel de poliacrilamida
- SDS (SDS-PAGE) foram feitas em todas as etapas de purificagdo para
acompanhar o isolamento das proteinas de flores secas de Lippia sidoides. Foi feito
SDS-PAGE 15% para as amostras de EB que mostrou a separagdo de algumas
proteinas com diferentes massas moleculares que variaram de 15 kDa a 6.5 kDa
(Figura 16). Apos a aplicagdo do EB em coluna Octyl-Sepharose, uma outra analise
de massa molecular feita apenas com as fragcdes PR e PNR obtidas apresentaram
perfis diferentes de massa molecular de proteinas. Apenas duas proteinas com
massa molecular com menos de 15 kDa e outro com aproximadamente 10kDa
respectivamente, aparecem na fragdo PR (Figura 16), diferentemente da fragéo
PNR, que apresentou um numero maior de bandas variando de 70 kDa a 6,5 kDa,
porém, nao mostrando proteinas com massa molecular entre 15 e 10 kDa. As
fragdes coletadas dos picos de RP-HPLC também foram submetidas a analise SDS-
PAGE. Os picos I, II, lll, IV e V (Figura 15) do cromatograma nao apresentaram
nenhum bandeamento de proteinas (dados ndo mostrados), devida a baixa
concentracdo dos picos eluidos. Uma importante observagdao deve ser feita em
relacdo as duas bandas de proteinas que aparecem entre 10 e 15 kDa no gel de EB
e também no PR: Em todas as etapas de purificagdo seguida por bioensaio e analise
de massa molecular, essas proteinas apareceram, sendo que o ensaio com PR
mostrou uma inibicdo de crescimento do fungo, indicando que essas podem

apresentar atividade antifungica.
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Figura 16: SDS-PAGE de trés etapas de purificagdo das proteinas de flores secas de Lippia sidoides.
1 representa o marcador molecular em todos os géis; 2 amostras protéicas do EB; 3 fracdo PNR da
cromatografia em coluna Octyl-Sepharose; 4 fragao PR da cromatografia em coluna Octyl-Sepharose.

4.5 SEQUENCIAMENTO DAS PROTEINAS DA FRACAO PR E ANALISE IN

SILICO

Na analise da massa molecular da fragdo PR, foram mostradas duas

proteinas que variavam entre 15 e 10 kDa, as mesmas que no ensaio mostraram
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atividade contra B.cinerea. Essas proteinas foram submetidas ao sequenciamento
N-terminal por degradacdo de Edman e revelaram fragmentos distintos. As
sequéncias foram comparadas com outras, depositadas no NCBI protein data bank

(www.ncbi.nih.gov). A primeira sequéncia gerada do peptideo de aproximadamente

10 kDa mostrada em SDS-PAGE, apresentou 18 residuos de aminoacidos com
similaridade de 88,9% com duas proteinas R de resisténcia a doencas, sendo uma
do tipo NBS-LRR e outra com dominio NBS-LRR de arroz (CHOW et al., 2004) e oito
proteinas tipo - Rp1 com similaridade entre 88,3% e 77,7% com proteinas do milho
e sorgo (Figura 17). A primeira proteina R NBS-LRR possui 876 residuos de
aminoacidos, a segunda 1211, enquanto as outras proteinas Rp1 possuem entre
1278 e 1297 residuos de aminoacidos. Proteinas R NBS-LRR, s&o proteinas de
resisténcia a doengas que contém uma série de repetigdes ricas em leucina, um sitio
de ligagdo no nucleotideo e um dominio variavel carboxi- e amino-terminal
(MCHALE, et al., 2006). As proteinas Rp1 sao codificadas por genes R de milho que
conferem diferentes tipos de resisténcia a fungos, porém, a mais comum ¢é a
resisténcia ao fungo que causa ferrugem foliar (Puccinia sorghi) (COLLINS et al.,
1999). Esses, sdo genes de resisténcia a doengas altamente complexos e por
desigualdade de recombinagdo, pode resultar na variagdo de tamanho e
organizagcao (RAMAKRISHNA et al., 2002) e que sdo responsaveis pelo maior modo
de defesa das plantas contra uma grande quantidade de patdgenos. Os mesmos
genes R responsaveis por codificar as proteinas Rp1, codificam também as
proteinas R NBS-LRR. As NBS-LRRs sdo uma grande variedade de proteinas R de
muitos organismos que servem como plataforma de interacdo, sendo que
geneticamente, sdo determinantes de respostas especificas. Segundo Plocik,
Layden e Kesseli (2004), proteinas R do hospedeiro possuem receptores especificos
que reconhecem a aviruléncia do patdgeno (Avr) enquanto que sua interagdo produz
uma resposta de defesa da planta chamada resposta hipersensitiva que impede a
progressao do patégeno, através de uma variedade de mecanismos. Cada proteina
NBS-LRR possui uma regiao NBS conservada para a hidrdlise e ligacdo de ATP que
resulta em alteragdes conformacionais na sinalizacéo ativando a resposta de defesa
e morte celular e uma regido LRR que esta envolvida, predominantemente, na
interagao intramolecular regulatéria resultando em uma série de respostas de defesa

nas plantas como, por exemplo, o fluxo de calcio e ions, a ativacdo de uma explosao


http://www.ncbi.nih.gov/
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oxidativa, uma cascata de proteinas kinases associadas a mitose, a indugao de
genes relacionados a patogénese e uma resposta hipersensitiva (MCHALE et al.,
2006). Belkhadir, Subramaniam e Dangl (2004) apresentaram uma série de
fragmentos purificadas com grande variagdo de massa molecular de um complexo
NBS-LRR de cevada, que corrobora com os resultados encontrados na purificacéo
de proteinas de flores secas Lippia sidoides mostrando um fragmento (Ls-AMP1) de
aproximadamente 10 kDa. Dessa forma, com o alinhamento da sequéncia N-
terminal do peptideo Ls-AMP1 com sequéncias de proteinas R NBS-LRR e proteinas
Rp1 (Figura 16) com o} programa ClustalW

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html), foi mostrado uma grande

homologia do peptideo com proteinas R, onde podemos sugerir a classificagao

dessa proteina na superfamilia de proteinas NBS-LRR.


http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
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Figura 17: Alinhamento da sequéncia do N-terminal Dos residuos de aminoacidos do peptideo LsAMP1 com proteinas R NBS-LRR pelo ClustalW. As
marcagdes em preto dos residuos de aminoacidos de todas as seqiiéncias mostram a similaridade entre as sequéncias. (*) Indica os residuos
completamente conservados. Em cada alinhamento € mostrado o nimero de acesso no NCBI, o nome, o organismo, a sequéncia e a referéncia.

N°acesso Nome Organismo Sequéncia Referencia
NCBI
Ls-AMP1 Lippia sidoides 1 EALY E DLREgEETS D S D DpuE] -
AAV32240 Proteina NBS-LRR Oryza sativa 72 SN E DLEN D ET S DA D DRES Direct submission
AAS79735 Proteina NBS-LRR Oryza sativa 72 H=E N E DLEM D ET S D A D DRES Direct submission
AAO16686 Proteina tipo Rp1 Zea mays [’ E A F Y E DLEM D ET S D K D DRES RAMAKRISHNA et al., 2002
AAQ74890 Proteina tipo Rp1 Sorghum bicolor 72 H=E-NEZEAY E DLgM D ET S D K D DERS Direct submission
ABI94578 Pi37 Zea mays [ZAe A F Y | E DLEN D ET Sl M D Dz LIN, et al., 2007
BAB92535 Rp1-kp1 Zea mays 72 QN E DLEN D ET Sl M D DEZ SASAK], et al., 2002
BAB92541 Rp1-kp1 Zea mays [/3e A F Y E DLER D ET Sl M D DEZ SASAK], et al., 2002
AAMO03019 Rp1-4 Zea mays [’ E A F Y E DLEN D ET SN S D DA RAMAKRISHNA et al., 2002
AAK06860 Rp1-dp7 Oryza sativa 72 =N YRt E DLEM D ET S D R D DEA SUN et al., 2001
AAD47197 Complexo RP1-D Sorghum bicolor 72 HSENA Y 4 E DLEM D ET S D R D DA COLLINS et al., 1999
* * * % * k% * *
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A segunda seqUéncia gerada do peptideo de cerca de 15 kDa mostrada
em SDS-PAGE apresentou 19 residuos de aminoacidos com similaridade de 94,7%
com uma proteina NBS-LRR de 682 kDa de uva (VELASCO et al., 2007). J4 com as
outras seqUéncias, houve uma variagao entre 52,6% e 63,1 % de similaridade. No
alinhamento da sequéncia N-terminal do peptideo Ls-AMP2 com uma sequéncia da
proteina R NBS-LRR e proteinas hipotéticas (Figura 18) com o programa ClustalW

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) , também foi mostrado uma grande

homologia dessa proteina com proteinas R, onde podemos sugerir que esse

peptideo também pertence superfamilia de proteinas NBS-LRR.

Segundo Pellegrini et al. (2004), a fragmentagdo da ovoalbumina, uma
proteina de 450 kDa e uma das mais abundantes no ovo de aves, gerou cinco
peptideos com atividade antimicrobiana contra Bacillus subtilis e Candida albicans.
Parish et al. (2001) mostraram que diferentes fragmentos da hemoglobina humana
sao responsaveis por uma substancial atividade antimicrobiana contra bactérias e
fungos. Em outro trabalho, Pellegrini et al. (1999) isolaram e identificaram trés
dominios bactericidas na molécula de a-lactoalbumina bovina, com atividade contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Portanto, como com a analise in silico
dos fragmentos gerados por degradacdo de Edman, podemos ver que essas
sequéncias possuem uma alta homologia com proteinas R NBS-LRR que, em geral,
possuem entre 86 a 190 kDa. Aqui, propomos que a presenga desses dois
peptideos no extrato de flores secas de L. sidoides seria derivado da clivagem
dessas proteinas maiores, também utilizadas como fontes de reserva, em peptideos
menores com fungdes alternativas como mostrado acima, que por sua vez, possuem

atividade antimicrobiana.


http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html

N° acesso
NCBI

CAN81810

ACF85898
ACF88117

NP001046754

BAD28974
BAF08668
EAY85693
EAZ22891
CAN70304

Figura 18: Alinhamento da sequéncia do N-terminal Dos residuos de aminoacidos do peptideo LsAMP2 com duas proteinas R NBS-LRR pelo ClustalW e
demais proteinas hipotéticas. As marcagdes em preto dos residuos de aminoacidos de todas as sequéncias mostram a similaridade entre as sequéncias. (*)
Indica os residuos completamente conservados. Em cada alinhamento € mostrado o nimero de acesso no NCBI, o nome, o organismo, a sequéncia e a
referéncia.

Nome Organismo Seqiiéncia Referencia
Ls-AMP2 Lippia sidoides 1 P P - GPGNTNS - B9 19
Proteina NBS-LRR Vitis vinifera 393 P P - AGDTTES - NED LEESH 435 VELASCO et al., 2007
1..309 Zea mays 194 P P - G [eBG Q YAV (€ - - - - - 215 Direct submission
1..309 Zea mays 194 P P - G [eBG Q YAV (€ - - - - - 215 Direct submission
0s02g0448000  Oryza sativa 196 P P - G [eBG Q YAV (€ - - - - =217 OHYANAGI et al., 2006
DUF296 Oryza sativa 196 P P - G [eBG Q \YAaV [€ - - - - =297 Direct submission
0s02g0448000 Oryza sativa 196 P P - G [OEG Q YAV [€ 217 International Rice Genome Sequencing Project
Osl_07061 Oryza sativa 196 P P - G [eBG Q AV [€ 217 YU et al., 2005
1..316 Oryza sativa 196 P P - G [eBG Q YAV (€ - 217 YU et al., 2005
1..694 Vitis vinifera 395 A IS - GPHRHIs P T [& BN G S S YU et al., 2005
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5 CONCLUSOES

Embora exista uma enorme quantidade de trabalhos relatando o
isolamento e purificagdo de proteinas/peptideos antimicrobianos (AMPs), os
resultados aqui demonstrados trazem novas e importantes informacdes a respeito
da purificacdo de proteinas com atividade antimicrobiana. Este foi o primeiro
trabalho desenvolvido com flores de uma espécie do género Lippia, € um dos
poucos trabalhos que relatam a purificacdo de AMPs a partir de amostras de flores,
talvez devido a baixissima quantidade de proteinas encontrada nos extratos. A
comegcar pelo método de extragcdo, que mostrou ser um método eficiente para tal
proposito, seguido pelo processo de cromatografia aberta em coluna hidrofébica e
RP-HPLC que também apresentaram 6timos resultados de separacao de proteinas.
Os ensaios contra bactérias demonstraram atividade antimicrobiana com algumas
espécies do género Lippia como, por exemplo, flores frescas de Lippia rotundifolia,
folhas frescas de Lippia salvifolia e semente de Lippia salvifolia que inibiram as
bactérias K. pneumoniae, Proteus sp. e S. pyogenes e E. coli. Estes extratos se
tornaram promissoras fontes de investigacdo. O ensaio antifungico com peptideos
de flores secas de Lippia sidoides (Ls-AMP1) e (Ls-AMP2) mostraram uma eficiente
inibicdo no crescimento do fitopatégeno Botrytis cinerea. Com a comparagao das
sequéncias e com o alinhamento, podemos sugerir que os peptideos Ls-AMP1 e Ls-
AMP2 pertencem ao grande grupo das proteinas R NBS-LRR, que s&o resultado de
proteinas maiores, onde, apds terem sido clivadas pd proteinases, geraram
peptideos com atividade antimicrobiana. Esses peptideos poderdo ser usados para
fins biotecnolégicos na engenharia genética para o desenvolvimento de produtos

antimicrobianos mais eficientes e alternativos.
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6 PERSPECTIVAS

O isolamento e a caracterizacdo de peptideos com atividade
antimicrobiana tém sido cada vez mais relatados, mostrando a busca e a
necessidade de aplicagdo de novas moléculas no controle tanto de patogenicidades
humanas como de fitopatogenicidades. O uso de ferramentas biotecnologicas nos
permite o aprimoramento em termos estruturais, funcionais e producdo dessas

moléculas. Nesse sentido, os AMPs isolados de flores de Lippia sidoides poderao:

- Ser clonados e expressados em sistemas heterélogos, para a ampliacdo de

atividade antimicrobiana contra de microorganismos ainda n&o testados.
- Ser completamente sequenciados elucidando assim as suas sequencias.
- Producéao de plantas transgénicas resistentes a Botrytis cinerea.

- Sintese e producao desses AMPs em larga escala como alternativa ao controle de

pelo menos um fungo fitopatogénico: Botrytis cinerea.

- Elucidagao doS mecanismoS de acado de LsAMP1 e LsAMP2.
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8 ANEXOS

8.1 ANEXO | — SOLUCOES E MEIOS DE CULTURA



Solucéo de extracéo protéica
HCI 0,1%
NaCl 0,6M

Meio de cultura BDA (Agar Batata Dextose)
1,0 g.L™" de glicose

10 g.L" de batata

2,5g.L" de Agar

Agua destilada.

LB (Lauri Bertani)

45,0 g.L" bacteriotriptona

5,0 g.L" de extrato de levedura
10,0 g.L™' de NaCl

Agua destilada

Tampao de equilibrio da coluna Sp- Sepharose

Fosfato de sédio 50 mM pH 7,2

Tampéao de eluicdo da coluna Sp-Sepharose

Fosfato de sédio 50 mM pH 7,2 contendo 2,0 M de NaCl

Tampéao de equilibrio da coluna Octyl-Sepharose

Fosfato de sddio 50 mM pH 7,2 contendo sulfato de aménio 1,7 M

Tampéo de eluicdo da coluna Octyl-Sepharose
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Fosfato de sédio 50 mM pH 7,2
Tampéao de amostra

Tris-HCI 20 mM pH 6,8

SDS 0,2%

azul de bromofenol 0,04%
glicerol 10%

B-mercaptoetanol 0,04%

Tampéao de transferéncia
Tris 25mM pH 8,3
Glicina 192 mM

Etanol 20%

8.2 ANEXO Il - Bioensaio com EB de flores de Lippia sidoides em meio BDA com
200 ug.mL™" de proteinas contra Botrytis cinerea. (a) Amostra de flores
secas; (B) Amostra de flor fresca. CP representa por Controle positivo

(captan1%); CN controle negativo (agua destilada).
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(a)

(b)

8.3 ANEXO Il - Atividade antifingica em meio BDA com 200 pg.mL™' de
proteinas das fragdes protéicas resultantes de cromatografia em coluna
Octyl-Sepharose contra Botrytis cinerea.PR representa fragdo proteinas
retidas; PNR fragdo proteinas nao retidas; CP Controle positivo (captan
1%); CN controle negativo (agua destilada).
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8.4 ANEXO IV - Atividade antifingica em meio BDA com 50 pg.mL" de
proteinas dos picos 1, 2, 3, 4 e 5 do cromatograma gerados pela RP-
HPLC. CP representa o controle positivo (captan 1%); CN controle
negativo (agua destilada).






