1 — INTRODUCAO



1 — Introducéo

1.1 — As plantas e suas defesas

As plantas, durante todas as etapas do seu ciclo de vida, estédo
constantemente sujeitas a uma infinidade de estresses abidticos, como
variacbes de temperatura, umidade, e pH e a estresses bidticos como a
patogénese por virus, bactérias e fungos, bem como também a herbivoria
(Mithofer e Boland , 2012).

Na impossibilidade de fuga de um ambiente, especialmente diante dos
diferentes estresses bidticos e/ou abibticos que apresentem riscos a
sobrevivéncia, as plantas necessitaram desenvolver mecanismos bioquimicos
ou morfologicos de defesa (Pichersky e Lewinsohn, 2011). Estes mecanismos
sao basicamente divididos em constitutivos, quando fazem parte do plano de
desenvolvimento normal da planta e induzidos quando estdo diretamente
envolvidos na resposta a algum fator de estresse, que incluem diversas
alteracOes fisicas, moleculares, bioquimicas e morfologicas. Como exemplo
dessas alteraches pode-se citar principalmente a liberagdo de compostos
oxidativos, expressao de genes relacionados a defesa, producédo de compostos
antimicrobianos e/ ou morte celular programada (Leitner et al., 2005; Mithofer e
Boland, 2012).

As plantas podem ainda, em resposta ao ataque de patégenos, sintetizar
uma gama de substancias antimicrobianas em diferentes 6rgdos. Essas
substancias inibem o crescimento e desenvolvimento dos organismos
agressores, segundo a natureza quimica sao divididas em: metabdlitos
secundarios (Fitoalexinas e  Fitoanticipinas) e em  polipeptideos
antimicrobianos, os quais sao divididos em dois grupos: polipeptideos com
massa molecular superior a 10 kDa e polipeptideos com massa molecular
inferior a 10 kDa chamados de peptideos antimicrobianos (Egorov e Odintsova,
2012).



1.2— Peptideos antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos (AMPs) sdo moléculas evolucionariamente
antigas, isoladas de uma infinidade de fontes como: microrganismos,
invertebrados, peixes, anfibios, aves, plantas e mamiferos, incluindo humanos.
Esses peptideos possuem uma importante fungdo no sistema imune inato de
diferentes organismos, agindo como a primeira linha de defesa para a protecao
de superficies internas e externas (Silva et al., 2011; Porto et al., 2012).

Esses peptideos agem contra um grande numero de microrganismos,
incluindo virus, bactérias, fungos filamentosos, leveduras, insetos e outros
(Silva e Machado, 2012). Como consequéncia do extensivo uso de antibioticos
durante as ultimas décadas uma grande quantidade de microorganismos
resistentes vem surgindo. Especialmente na medicina a resisténcia contra
antibiéticos classicos como penicilina, estreptomicina, vancomicina e
fluoroquinolonas vem sendo cada vez mais normal. Diante deste cendrio 0s
AMPs tém surgido como alternativas para o tratamento de infec¢cdes por
bactérias resistentes (Peters et al., 2010; Porto et al., 2012) e alguns deles ja
estdo sendo utilizados para fins clinicos comerciais, incluindo a polymixina B, a
gramicidina S e a ambicina (Bradshaw, 2003).

Outros tipos de atividades também ja foram descritas para os AMPSs,
incluindo: atividade antiprotozoaria (Gwadz et al., 1989), antitumoral e
imunomodulatoria através da indugcdo ou modulacdo de citocinas e quimiocinas
pro-inflamatorias, apoptose, inibicdo de resposta inflamatéria, recrutamento
estimulacao e proliferacdo de macrofagos, neutrofilos, eosindfilos e linfécitos T
(Nijnik e Hancock, 2009; Porto et al., 2012).

A grande maioria dos peptideos antimicrobianos possui carga positiva,
possuem de 12 a 100 residuos de aminoéacidos (Silva et al., 2011), mas existe
ainda uma classe, relativamente pequena, de peptideos anidnicos (Schittek et
al.,, 2001). Esses peptideos apresentam estrutura tridimensional variavel,
incluindo folhas [ (herpcidina e o-defensina 1 de humanos), a-hélices
(magainina, cecropina e cathelicidina), uma combinacéo de a-hélices e folhas 3
(B-defensina 1 de humanos e defensinas de plantas), podem ainda apresentar
uma configuracdo ciclica (ciclotideos) ou extendida e com loops flexiveis
(Indolicidinas) (Silva et al., 2011).



Diversos mecanismos de acéo tém sido recentemente propostos para 0s
AMPs e incluem principalmente a permeabilizacao da membrana através da
formacdo de poros estaveis (modelo barril ou poro toroidal), alteragbes na
membrana (eletroporacédo molecular ou modelo barsa) ou micelizacado (modelo
tapete). Logo apos a entrada dos peptideos ocorre uma extrusdo de ions e
metabdlitos, baixa dos componentes intracelulares, dissipacdo do potencial
eletroquimico e finalmente a morte da célula do patégeno, demonstrando o
potencial litico dos AMPs (Teixeira et al., 2012).

No modelo barril, o peptideo abrange a membrana e forma uma poro
com a porcao hidrofilica voltada para o interior do poro. Este tipo de poro
transmembranar é induzido por peptideos muito hidrofébicos, neste mecanismo
os dominios hidrofébicos interagem com o interior da membrana, ao passo que
a face hidrofilica forma o revestimento poroso (Figura 1A).

No modelo tapete os peptideos se ligam a membrana de forma paralela.
Este modelo explica a atividade de peptideos antimicrobianos como a
ovispirina (Yamaguchi et al., 2001), dermaseptina, cecropina (Shai, 1999) e
algumas magaininas (Papo e Shai, 2002). Os peptideos se ligam
paralelamente a membrana formando uma espécie de tapete e impedem o
rearranjo desta. Apos a ligagdo os peptideos formam buracos transientes na
membrana a qual se desintegra em forma de micelas e os peptideos desta
forma se inserem na membrana (Figura 1B) (Yeaman e Yount, 2003; Teixeira
et al., 2012).

No modelo do poro toroidal o peptideo se liga a membrana e se insere, e
no momento em que ha a insercdo o peptideo forca um encurvamento da
membrana e as faces polares dos peptideos se associam com as cabecas
polares dos lipideos havendo assim a formacdo de um poro toroidal. Este tipo
de poro transmembranar é induzido por alguns magaininas, protegrinas e
melitina (Figura 1C) (Yeaman et al., 2003; Teixeira et al., 2012).

Outro mecanismo proposto para a acdo de alguns AMPs € a
eletroporacdo molecular (Figura 1D). Neste mecanismo a formacdo de poros
na membrana ocorre sob a influencia de um campo elétrico externo (Miteva et
al.,, 1999). A eletroporacdo molecular s6 ocorre quando o0s peptideos
apresentam uma densidade de carga suficiente para gerar um campo elétrico.

Este modelo tem sido proposto para explicar a formacdo de poros de



membrana por anexina V (Karshikov et al., 1992).Tamanhos de poros de 2-4
nm de diametro foram relatados por eletroporacdo convencional e por, pelo
menos, dois outros peptideos catidnicos, polimixina B e melitina. Este
mecanismo € particularmente importante para descrever a acado dos peptideos
que apresentam atividade antimicrobiana sem formacdo aparente de poros
transmembrana, fornecendo uma visdo nova para 0s meios pelos quais o0s
peptideos aumentam a permeabilidade da membrana, sem necessariamente
causar a sua ruptura (Teixeira et al., 2012).

Mais recentemente um novo mecanismo de acéo tem sido proposto para
0os AMPs, o modelo balsa. Este modelo propde que o peptideo ao se ligar a um
dominio de lipideos ocorre a producdo de uma massa desproporcional,
localmente, que direciona a translocacao do peptideo através do aumento da
curvatura da membrana local (Figura 1E). Neste modelo ocorre a formacéao de
poros transientes ap0s a dissipa¢do do desequilibrio de massa induzido na
membrana pelos peptideos (Pokorny, et al., 2002; 2004; Teixeira et al., 2012).

Embora a permeabilizacdo da membrana celular seja essencial para a
atividade antimicrobiana dos AMPs, varios estudos indicam que a
permeabilizacdo sozinha n&o pode ser suficiente para explicar a atividade
antimicrobiana (Jenssen et al.,, 2006). Na verdade os AMPs podem causar
defeitos transitorios sobre a estrutura da membrana alterando a sua topologia
ou podem ainda modular vias metabdlicas especificas essenciais depois de
atravessar a membrana e atingir alvos especificos como DNA, RNA, enzimas e

organelas como mitocéndrias (Teixeira et al., 2012).



Figura 1 — Mecanismos de acao propostos para os peptideos antimicrobianos (Teixeira
et al., 2012, adaptado de Chan et al., 2006). A — Barril; B — Tapete; C — Poro Toidal; D

— Eletroporacao Molecular; E — Balsa.

1.3 — Peptideos antimicrobianos de plantas

Uma grande quantidade de peptideos antimicrobianos vem sendo
descritos de uma infinidade de espécies de plantas. Esses peptideos possuem
caracteristicas em comum, incluindo a presenca de residuos de cisteinas que
formam pontes dissulfeto entre si (2, 3 ou 4) conferindo estabilidade a essas
moléculas; massa molecular menor que 10 kDa; caga liquida positiva em pH
fisiolégico e propriedades anfipaticas. Ja foram isolados AMPs de diversas

partes da planta como flores, folhas, raizes, frutos e principalmente de



sementes, que € a principal fonte de peptideos vegetais isolados (Benko-
Iseppon et al., 2010).

As caracteristicas expostas acima permitem aos AMPSs interagirem com
as membranas dos microrganismos diretamente ou através de receptores
promovendo a sua permeabilizacdo (Egorov e Odintsova, 2012). Algumas
defensinas de plantas mostraram uma grande especificidade a diferentes
géneros de levedura (Thevissen et al., 2000; 2003a; 2003b). Foi visto que uma
defensina isolada de Dahllia merckii, denominada DmAMP1, requer a presenca
do esfingolipideo manosildiinositolceramida na membrana plasmatica da
levedura Sacharomyces cerevisiae para inibir o seu crescimento (Thevissen et
al., 2000; 2003b). Em contrapartida, as defensinas Rs-AFP1 e Rs-AFP2,
isoladas de Raphanus sativa, ndo possuem atividade contra a levedura S.
cerevisiae, mas sdo capazes de inibir o crescimento das leveduras Candida
albicans e Pichia pastoris, as quais possuem, em suas membranas, 0
esfingolipideo glicosilceramida (Thevissen et al., 2004).

Os peptideos antimicrobianos de plantas podem ser divididos levando-
se em consideracao, principalmente, suas caracteristicas estruturais (Quadro
1). Dentre estes se encontram as proteinas transportadoras de lipideos (LTPs),
as quais inicialmente se acreditavam participar do transporte de lipideos entre
organelas; as snakinas, que foram inicialmente isoladas de batata (Solanum
tuberosum); as defensinas de planta, inicialmente isoladas de sementes de
cevada (Hordeum vulgare); as tioninas, sendo a purotionina, isolada de trigo
(Triticum aestivum), a primeira proteina cuja atividade contra patégenos de
plantas foi detectada in vitro; os peptideos tipo-heveina, descritos inicialmente
como os peptideos mais abundantes do latex de seringueiras; os peptideos
tipo-knotinas, isolados inicialmente de sementes de maravilha (Mirabilis
jalapa); peptideos MBP-1, isolados de milho (Zea mays); pequenos peptideos
denominados Ib-AMPs isolados de sementes de balsamina (Impatiens
balsamina); os peptideos circulares, conhecidos como ciclotideos encontrados
nas familias das Rubiaceae e Violaceae (Benko-Iseppon et al., 2010) e, os
inibidores de proteinase isolados de sementes de pimenta (Capsicum annuum
L.) (Ribeiro, rt al., 2011).



QUADRO 1 - Familias de peptideos antimicrobianos de plantas incluindo: familia,

caracteristicas estruturais, banco de dados e numero de pontes dissulfeto.

FAMILIA NOME ESTRUTURA PDB!? DB?2 REFERENCIA
PROTEICA
- Terras et al., 1992
Defensina de Rs-AFP2 1AYJ 4 - Aerts et al., 2007
planta - Tavares et al.,
2008
a- e B-tioninas Alpha-1 1BHP 4 - Ohtani et al.,
1977
purotionina
- Schrader-Fischer
Tioninas Crambina 1AB1 3 e Apel, 1994
-Cammue et al.,
Proteina 1995
transportadora | Ace-AMP1 1T12 4 - Carvalho et al.,
de lipideos 2001
- Diz et al., 2006
- Zottich et al.,
2011
Proteina do Ace-AMP2 1HEV 4 -Broekaert et al.,
tipo heveina 1992
- Lipkin et al., 2005
\ -Cammue et al.,
Knotina Mj-AMP1 1DKC 3 1992
- Garcia-Olmedo et
al., 2001




Continuag&o ...

Macadamia

MiIAMP1

1C01

- Marcus et al.,
1997

-McManus et al.,
1999

- Stephens et al.,
2005

Impatiens

ib-AMP1

- Tailor et al., 1997
- Patel et al., 1998

-Thevissen et al
2005

- Wang et al., 2009

Milho-AMP

MBP-1

- Duvick et al.,
1992

Puroindolinas

Puroindolina

A

- Blochet et al.,
1993
-Gautier et al.,
1994

- Dhatwalia et al.,
2009

Snakinas

SN1

- Segura et al.,
1999

-Berrocal-Lobo et
al., 2002

Ciclotideos

Kalata B1

133Z2

- Jennings et al.,
2001
-Kamimori et al.,
2005

Inibidores de
proteinase

CaTl

- Ribeiro et al.,
2007b

'PDB refere-se ao Protein Database e, DB ao niimero de pontes dissulfeto.

. (-) Nao determinado. (Ribeiro, 2011)




Recentemente uma nova classe de peptideos de plantas contendo 4
residuos de cisteina foi caracterizada e denominada 4-Cys-peptideos.
Anteriormente um Unico peptideo, denominado MBP1, isolado de milho era
conhecido com essas caracteristicas, mas posteriormente outros 4-Cys-
peptideos foram isolados de outras plantas como trigo, grama de celeiro e flor
de cetin (Nolde et al., 2011).

Na literatura tem sido descrito peptideos que possuem homologia com
as vicilinas, portanto denominados vicilina-like. Ribeiro et al (2007) isolaram um
peptideo vicilina-like de 8 kDa de sementes de pimenta de uma fracdo com
atividade antimicrobiana. Outras vicilina-like foram isoladas de sementes de
Nicotiana sylvestris, por Gerlach et al (2009) e de sementes de melancia por
Yadav et al (2011).

A analise de genomas de plantas completamente sequenciados mostra
que existem centenas de sequéncias de AMP-like em plantas, os quais
correspondem de 2 a 3 % do numero total de genes em plantas modelo de
Arabdopsis e arroz. Foi demostrado que 59 % desses genes S0 expressos,
mas as caracteristicas da expressdo desses genes foram pouco estudadas
(Silverstein et al., 2007; Egorov e Odintsova, 2012).

Os AMPs de plantas possuem uma vasta atividade antimicrobiana sobre
virus, fungos filamentosos, insetos, leveduras, protozoarios, bactérias e alguns
também apresentam a capacidade de inibir a a-amilase de insetos e
mamiferos.

Vérios trabalhos vem demonstrando o papel desses peptideos contra
diferentes espécies de fungos filamentosos e leveduras. Carvalho et al., (2001)
mostraram que uma LTP em sinergismo com uma defensina, ambas isoladas
de sementes de feijdo-de-corda, apresentavam atividade inibitéria sobre o
crescimento dos fungos Fusarium oxysporum e Fusarium solani. Pelegrini et
al., (2009) isolaram um peptideo com massa molecular de aproximadamente 5
kDa de sementes de Crotalaria pallida, denominado CP-AMP, e que
apresentava atividade antimicrobiana sobre o fungo Fusarium oxysporum. Foi
descrito por Ma et al., (2009) uma proteina homologa a defensina, isolada de
sementes de Phaseolus. angularis, e que apresentava atividade inibitoria sobre

o crescimento do fungo Fusarium oxysporum.
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Games et al., (2008) isolaram uma defensina, denominada PvD1, de
Phaseolus vulgaris que possuia atividade inibitoria contra diversas leveduras
como Candida albicans, Candida guilliermondii e Candida troplicalis, n&o
possuindo 0 mesmo efeito sobre o crescimento dos fungos filamentosos
Fusarium oxyporum e Fusarium solani.

Berrocal-Lobo et al (2009) demonstraram pela primeira vez peptideos
isolados de plantas que possuiam atividade leishmanicida. Tioninas de trigo
(Triticum aestivum), LTPs de cevada (Hordeum vulgaris), defensinas e
snakinas de tomate foram capazes de inibir o crescimento, in vitro, da
Leishamania donovani.

Nos ultimos anos, uma nova propriedade para peptideos antimicrobianos
classicos como as defensinas tem sido descrita: a capacidade de inibir a
atividade da a-amilase de insetos praga como Acanthoscelides obtectus e
Zabrotes subfasciatus e Callosobruchus maculatus (Pelegrini et al., 2008;
Santos et al.,, 2010). Recentemente nosso grupo mostrou, pela primeira vez,
gue além das defensinas, as LTPs isoladas de sementes de Coffea canephora
e Capsicum annuum, apresentam atividade inibitéria contra a a-amilase de

insetos e de mamiferos (Diz et al., 2011; Zottich et al., 2011).

1.4 — As a-amilases e seus inibidores

As a-amilases (a -1,4 glucano-4-glucanohidrolases) constituem o maior
produto de secrecdo do pancreas e das glandulas salivares. Essas enzimas
catalisam a hidrolise das ligacfes glicosidicas a -1,4 do amido, glicogénio e
outros carboidratos e ndo estdo restritas apenas aos humanos sendo
amplamente distribuidas em plantas, animais e microrganismos, tendo uma
importancia crucial no metabolismo de carboidratos desses organismos (Sales
etal., 2012).

A digestdo do amido por a-amilases intestinais de insetos foi
demonstrada em diversos estudos e claramente descrita em diferentes
espécies tais como: Shophilus granarius L (Silano et al.,1975); Drosophila
melanogaster (Doane, 1969); Prostephanus truncatus (Mendiola-Olaya et al.,
2000); Tribolium castaneum (Krishna e Saxena, 1962); Epiphyas postvittana,
Planotortrix octo, Ctenopseustis obliquana (Markwick et al., 1996); Sitophillus
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orizae (Yetter et al., 1969); Callosobruchus maculatus (Campos et al., 1989);
Tenebrio molitor (Applebaum, 1964); e Zabrotes subfasciatus (Lemos et al.,
1990). Desta forma a inibicdo de a-amilases foi uma das estratégias
desenvolvidas pelas plantas para se defender de seus agressores amidoliticos,
principalmente os insetos. O bloqueio da atividade destas enzimas causa uma
reducdo na assimilacdo de carboidratos, provocando uma diminuicdo do
crescimento larval e, consequentemente, prejudicando todo o seu ciclo de vida
(Kluh et al., 2005). Assim, uma vez que esses insetos dependem diretamente
do bom funcionamento de suas a-amilases para a sua sobrevivéncia, essas
enzimas se tornam bons alvos para o desenvolvimento de bioinseticidas
através da utilizacédo de inibidores de a-amilase (Jiménez, 2009; Kalve et al.,
2012).

Diante deste potencial inseticida os inibidores de a-amilases apresentam
tem se tornado cada vez mais alvos de estudos para o desenvolvimento de
bioinseticidas, que podem ser mais baratos e eficientes além de ndo causarem
danos ao meio ambiente como os pesticidas e agrotoxicos comuns (Mehrabadi
et al., 2012; Capocchi et al., 2013).

Os inibidores de a-amilase vem sendo isolados de microrganismos e
plantas (Franco et al., 2000), sendo que um maior niumero desses inibidores
tem sido isolado de diferentes espécies de plantas como Phaseolus vulgaris
(Gupta et al., 2012), Albizia lebbeck (Kalve et al., 2012), Ricinus communis
(Nascimento et al., 2011), trigo (Heidari et al., 2005), Vigna radiata (Wisessing
et al., 2010), Sorghum bicolor (Bloch e Richardson, 1991), Hordeum vulgareum
(Abe et al. ,1993), Oryza sativa (Yamagata et al., 1998), Vigna unguiculata
(Melo et al.,1999).

Os diferentes inibidores de a-amilase possuem estruturas moleculares
diferentes, distintos modos de inibicdo e diferentes especificidades por
determinadas a-amilases (Franco et al., 2002; Mehrabadi et al., 2012). Alguns
inibidores tem especificidade por apenas um tipo de a-amilase ou pelas a-
amilases de uma determinada espécie (Sevensson et al.,, 2004), outros
possuem uma grande afinidade por a-amilases de insetos e de mamiferos que
compartilham cerca de 35 % de similaridade em suas sequéncias primarias
(Franco et al., 2002; Kalve et al., 2012).
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A classificacao dos inibidores protéicos existentes na natureza é feita de
acordo com a sua similaridade de sequéncia primaria e estrutura
tridimensional. Existem sete classes de inibidores de a-amilase, sendo uma
classe corresponde a inibidores isolados de espécies de Streptomyces (Murao
et al., 1980) e outras seis classes de origem vegetal: os peptideos do tipo
knotinas, as CM-proteinas, os inibidores do tipo Kunitz, as taumatinas, as
lectinas e os Inibidores similares as y-purotioninas (defensinas) (Mehrabadi et
al., 2012). Esses inibidores protéicos foram capazes de reduzir efetivamente o
desenvolvimento de vérios insetos da ordem Coleoptera, como, Tribolium
castaneum (Oppert et al., 2003), Ceratitis capitata e Callosobruchus maculatus
(Gomes et al., 2005).

Peptideos do tipo knotinas — O representante desta classe € o inibidor
especifico para a-amilase de insetos isolado de sementes de Amaranthus
hypocondriacus denominado (AAIl) que por sua vez € o menor inibidor de a-
amilase ja descrito, possuindo apenas 32 residuos de aminoacidos, trés pontes
dissulfeto e trés fitas B-antiparalelas em sua estrutura (Chagolla-Lopez et al.,
1994). Em seu trabalho Nascimento (2002) identificou, em sementes de R.
communis, um peptideo designado Rc-Kinottin, que apresenta semelhanca
com os inibidores da familia “Kinottin”, este peptideo tem massa molecular de
3,4 kDa e possui atividade inibitéria sobre a a-amilase salivar humana, e dos
insetos Zabrotes subfasciatus e Callosobruchus maculatus sendo porém inativo
contra a-amilase de Tenebrio molitor.

CM-proteinas — Essa classe possui este nome devido ao aparecimento
desses inibidores em extratos de farinha na presenca de cloroférmio/metanol,
mas também é conhecida por alguns autores como inibidores do tipo cereal Os
representantes desta classe apresentam de 120-160 residuos de aminoacidos
estabilizados por 5 pontes dissulfeto (Franco et al., 2002), e normalmente
apresentan-se como inibidores bifuncionais a-amilase/tripsina. Os membros
desta classe sdo conhecidos como agentes sensibilizantes a humanos
causando alergias, dermatites e asma, associadas a farinha do cereal
(Sevensson et al., 2004).

Inibidores de Streptomyces — Os inibidores dessa familia possuem
cerca de 75 residuos de aminoacidos e sao isolados de diferentes espécies de

Streptomyces (Sevensson et al., 2004), como o Tendamistat de Streptomyces
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tendae, Z-2685 (Parvulatat) de Streptomyces parvulus, Haim Il de
Streptomyces griseosporeus, Paim | de Streptomyces olivaceoviridis, Al-409 de
Streptomyces Chartreuses, Al-3688 de Streptomyces aureofaciens, T-76 de
Streptomyces nitrosporeus e MA-4680 de Streptomyces avermitilis (Sokocevic¢
et al., 2011).

Inibidores similares a lectina — Os inibidores desta familia podem ser
obtidos de diferentes variedades de feijdo. Duas isoformas ja foram bem
caracterizadas bioquimicamente, o 0All e o 0Al2 que apresentam 78 % de
similaridade de sequéncia entre si, mas possuem especificidades diferentes
para determinadas a-amilases (Sevensson et al., 2004). Por exemplo, o inibidor
a-All isolado de sementes de feijdo comum possui atividade inibitéria sobre a
a-amilase salivar humana, a-amilase pancreatica de porco e as a-amilases dos
insetos Callosobruchus chinenis e Callosobruchus maculatus, mas néo é capaz
de inibir a a-amilase do inseto Zabrotes subfasciatus (Berre-anton et al., 2000).
Ja o inibidor a-Al2 isolados de cultivares de feijdo selvagem inibe a a-amilase
de Zabrotes subfasciatus, mas n&o apresenta inibicdo sobre a a-amilase
pancreatica de porco (Grossi de S4 et al., 1997).0utros inibidores de a-amilase
também estdo sendo isolados de outros tipos de feijdes, Wisessing et al.,
(2010) isolaram o inibidor KPS1, de massa molecular 27 kDa, de sementes de
feijdo mungo (Vigna radiata L) com atividade contra a a-amilase de C.
maculatus .

Inibidores similares as Y-purotioninas — Os inibidores desta classe
apresentam 47 ou 48 residuos de aminodacidos estabilizados por quatro pontes
dissulfeto e fazem parte da superfamilia das y-tioninas. Trés isoformas
denominadas SLa-1, SLa-2 e SLa -3, isoladas de Sorghum bicolor, apresentam
forte atividade inibitéria sobre a a-amilase de insetos como baratas e
gafanhotos, sendo menos efetiva contra a a-amilase de mamiferos (Bloch e
Richardson, 1991). As y-purotioninas apresentam similaridade estrutural com
as defensinas apresentando, porém, diferencas em relacdo as pontes
dissulfeto (Carvalho e Gomes, 2009). Algumas defensinas vem sendo
identificadas também como inibidores de a-amilase. Santos et al., (2010)
isolaram uma defensina de sementes de feijao-de-corda que apresenta
atividade inibitéria contra a a-amilase dos insetos C. maculatus e Z.

subfasciatus. Em seu trabalho Pelegrini et al., (2008) isolaram uma defensina
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de sementes de Vigna unguiculata, capaz de inibir a a-amilase dos insetos
Acanthoscelides obtectus e Zabrotes subfasciatus. A defensina Alpha-TvD1
gerada por mutagénese a partir da defensina TvD1, isolada da leguminosa
Tephrosia villosa, apresentou atividade inibitoria sobre a a-amilase do inseto
Zabrotes subfasciatus (Vijayan et al., 2012).

Inibidores similares a Taumatina — Os representantes dessa familia
apresentam massa molecular em torno de 22 kDa e similaridade de sequéncia
com as proteinas relacionadas a patogénese do grupo 5 (PR-5) (Cornelissen et
al., 1986; Vigers et al., 1991). Em sua grande maioria as taumatinas ndo sao
capazes de inibir a atividade da a-amilase, no entanto um homologo da familia
das taumatinas, denominada Zeamatina e isolada de Zea Mays, possui um
importante potencial inibitério sobre a-amilases de insetos (Schimoler-O’Rourke
etal., 2001) .

Inibidores do tipo Kunitz — Os inibidores deste tipo possuem por volta
de 180 residuos de aminoacidos e 4 residuos de cisteinas. Estes inibidores
vém sendo isolados de cereais como trigo (Gvozdeva et al.,, 1993), cevada
(Rodemburg et al., 1995) e arroz (Ohtsubo e Richardson, 1992). O inibidor mais
bem estudado e caracterizado desta familia € o inibidor bifuncional de a-
amilase e subtilisina (BASI) isolado de cevada. Este inibidor esté relacionado
com a regulacédo da degradacéo de carboidratos da semente, evitando que a a-
amilase 2 hidrolise o amido durante o estagio de brotamento prematuro
(Kadziola et al., 1998). Aléem desta atividade enddgena o inibidor BASI também
protege as sementes contra a atividade de proteinases e a-amilases,
produzidas por diversos patdgenos e pragas. Mais recentemente trés inibidores
de a-amilase, com massas de 6, 20 e 24 kDa, com elevado grau de
semelhanca com os inibidores do tipo Kunitz, foram isolados de sementes de
Flamboyant (Delonix regia) (Alves et al., 2009).

1.5 — Género Capsicum

O género Capsicum compreende um grupo diverso de pimentas e
pimentdes originarios da regido tropical do continente americano, contudo,
atualmente sdo utilizados por um quarto da populacdo mundial (Bosland e

Votava, 1999; Moreira et al., 2006). Este género, que pertence a familia das
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Solanaceae possui 31 espécies confirmadas (Moscone et al., 2007), sendo que
estas sdo agrupadas de acordo com o seu nivel de domesticagcdo em:
domesticadas, semidomesticadas e silvestres. O Brasil € um grande produtor
mundial de pimenta (Ristori et al., 2002) e detém uma grande diversidade de
espécies deste género, abrigando representantes dos trés niveis de
domesticacdo (Carvalho et al., 2003). Entre as espécies -cultivadas
encontramos quatro espécies domesticadas (C. annuum var. annuum, C.
baccatum var. pendulum, C. chinense, C. frutescens) e pelo menos trés
espécies semidomesticadas (C. annuun var. glabriusculum, C. praetermissum e
C. baccatum var. baccatum) (Goncalves, 2010). O cultivo de pimentas esta
difundido em todas as regifes do Brasil, sendo que as principais areas sao as
regides Sudeste e Centro-Oeste (Wagner, 2003).

Os nomes vulgares das espécies do género Capsicum variam em
diversos sinbnimos, como, pimenta, colorau, malagueta, pimentdo, pimenta
espanhola, paprica, entre outros, dependendo do continente e tradi¢cdes locais
(Derera et al., 2005). Uma caracteristica importante neste género é a grande
variabilidade de tipos de frutos, cores, formas, tamanhos e pungéncia, sendo
que esta Ultima caracteristica é atribuida a presenca de alcaldides, mais
precisamente de dois capsaicinbides: a diidrocapsaicina e em especial a
capsaicina que sao substancias encontradas quase que exclusivamente na
placenta e nas sementes e, em menor quantidade no pericarpo, sendo que as
variedades de pimentas possuem diferentes teores de capsaicindides
(Reifschneider, 2000 ; Carvalho et al., 2003), que apresentam propriedades
antimicrobianas (Carvalho et al., 2003), antioxidantes (Howard et al., 2000) e
analgésicas (Dasgupta e Fowler, 1997).

Atualmente sdo varios os genes identificados nas pimentas relacionados
a expressao de proteinas de defesa com atividade contra diferentes espécies
de microorganismos, tornando-as fortes candidatas para o desenvolvimento de
novos agentes terapéuticos (Reiffchneider et al., 2000). Shin et al., (2001),
mostraram que folhas de pimenta infectadas com o virus do mosaico do tabaco
(TMV), apresentaram uma maior expressdo de genes de proteinas
relacionadas a patogénese (PRs), sendo um destes genes para proteinase

cisteinica, dois para inibidores de proteinases e um para nsLTP.
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Em 2007, Ribeiro e colaboradores mostraram que AMPs isolados de

sementes de pimenta (C. annuum) foram capazes de inibir o crescimento de
leveduras dos géneros Saccharomyces, Candida, Pichia e Kluyveromyces além
de provocar alterac6es morfologicas em suas estruturas.
Outro grupo de proteinas, denominada fracdo F1, também isolado de pimenta
(C. annuum), apresentaram a capacidade de inibir o desenvolvimento das
leveduras Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae e Candida
albicans levando a alteragbes morfoldégicas como por exemplo, a formacgéo de
pseudohifas nas células da levedura C.albicans. Foi observado que nesta
fracdo F1 existiam trés diferentes peptideos e um deles apresentou homologia
de sequéncia com proteinas pertencentes a familia das LTPs de outras
espécies de plantas (Diz et al., 2006).

Em um trabalho recente de 2011, Diz e colaboradores caracterizaram a
LTP de sementes de C. annuum, presente na fracdo F1, a qual foi denominada
Ca-LTP1, estando esta localizada em vesiculas densas. Ca-LTP1 apresentou
atividade inibitoria sobre o crescimento do fungo Colletotrichum
lindemunthianum e principalmente sobre a levedura Candida tropicalis, levando
a alteragBes morfologicas como a formacédo de pseudohifas. Além da atividade
antifingica ainda foi constatado que esta LTP foi capaz de inibir a atividade in

vitro da a-amilase salivar humana.
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2 — Objetivos

2.1 — Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral a purificacdo de peptideos de
sementes de pimenta da espécie Capsicum baccatum e a caracterizacdo das

atividades antimicrobianas e inibitérias de a-amilase

2.2 — Objetivos especificos

— Obter fracbes e caracterizar bioquimicamente (massa molecular e

estrutura primaria) peptideos de sementes de Capsicum baccatum;

— Estudar o efeito das fracGes sobre o desenvolvimento das leveduras
Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis e
Kluyveromyces marxiannus através da determinagcdo das curvas de

crescimento;

— Estudar o efeito das fracbes sobre a permeabilizacdo de membranas de

leveduras através de microscopia Optica de fluorescéncia;

— Estudar o efeito morfoldgico dos peptideos purificados sobre células de

leveduras através de microscopia Optica e eletrbnica de varredura;
— Estudar o efeito dos das fracbes sobre a atividade da a-amilase da

saliva humana e a-amilase larval do intestino dos insetos Callosobruchus

maculatus e Tribolium castaneum
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3 — Materiais

3.1 — Materiais biol6gicos

3.1.1 — Microrganismos

As espécies de leveduras Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae,
Candida tropicalis e Kluyveromyces marxiannus foram cultivadas em meio agar
Sabouraud e mantidas conservadas na geladeira a 4 °C, no Laboratério de
Fisiologia e Bioquimica de Microrganismos (LFBM) do Centro de Biociéncias e
Biotecnologia (CBB) da Universidade Estadual do Norte Fluminense, Campos

dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.

3.1.2 — Insetos

Os insetos da espécie Callosobruchus maculatus foram cedidos pela
Prof2, Dr® Ant6nia Elenir Amancio de Oliveira e os insetos da espécie Tribolium
castaneum foram cedidos pelo professor Prof. Dr. Gustavo Lazaro Rezende,
ambos do Laboratério de Quimica e Funcdo de Proteinas e Peptideos
(LQFPP), do Centro de Biociéncias e Biotecnologia (CBB) da Universidade
Estadual do Norte Fluminense, Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro,

Brasil.

3.1.3 — Sementes

Sementes de Capsicum baccatum foram fornecidas pela Prof2. Dr®
Rosana Rodrigues, do Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal (LMGV),
do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA) da Universidade
Estadual do Norte Fluminense, Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro,

Brasil.
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3.2 — Reagentes e outros materiais

- Agar Sabouraud e Caldo Sabouraud 2 % de glicose (Merck S/A
Industrias Quimicas).

- Acrilamida e N’N’metilenobisacrilamida (Sigma Co, St. Louis,
EUA).

- Azul de bromofenol (Sigma Co, St. Louis, EUA).

- Membrana de celulose para didlise (poro de retencdo 1.000 Da)
(Sigma Co, St. Louis, EUA).

- Dodecil sulfato de sédio (SDS) (Sigma Co, St. Louis, EUA).

- Tris (hidroximetilaminometano). (Sigma Co, St. Louis, EUA).

- Resina DEAE — Sepharose ( Pharmacia Fine Chemicals, Suécia).

- N'N’'N'N’- tetrametiletilenodiamino (Temed) (Sigma Co, St. Louis,
EUA).

- Persulfato de aménio (Sigma Co, St. Louis, EUA).

- Sacarose (Sigma Co, St. Louis, EUA).

- Tricina (Sigma Co, St. Louis, EUA).

- Glicerol (Sigma Co, St. Louis, EUA).

- Marcadores de peso molecular (Sigma Co, St. Louis, EUA.

- NaH,;PO4, Na,HPO,4, EDTA. (Produtos Merck).

- Amido soluvel (Sigma Co, St. Louis, EUA).

- Placa de polietileno para cultura de células, estéreis, com 96
pocos, diametro de 6.4 mm, fundo redondo, com tampa (Corning
Glass Works, New York, USA).

Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico e

adquiridos comercialmente.
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4 — METODOS

4.1 — Extracao protéica

4.1.1 — Preparo da farinha

As sementes de C. baccatum foram maceradas com o auxilio de gral,
pistilo e nitrogénio liquido, até a formacédo de uma farinha de granulacdo bem

fina. E em seguida submetidas a extracao protéica.

4.1.2 — Extracao de proteinas da farinha e precipitacdo com sulfato

de amonio

As proteinas da farinha foram extraidas segundo metodologia descrita
por Terras et al., 1993 (Esquema 1), com algumas modificagdes. Inicialmente
as proteinas foram extraidas em tampéao fosfato pH 5,4 (Na,HPO, 0,01 M,
NaH,PO, 0,015 M, KCI 0,2 M, EDTA 1,5 %) na proporcédo de 1:10
(farinha:tampao), por 3 h, sob agitacdo constante a 4 °C. O homogeneizado foi
submetido a centrifugacdo (10.000 x g por 30 min a 4 °C), o sedimento foi
descartado e ao sobrenadante foi adicionado sulfato de amonio a 90 % de
saturacdo. Esta solugdo foi mantida por 16 h a 4 ° C. Apds este processo, 0
sobrenadante resultante do fracionamento a 90 % de saturacéo foi submetido a
nova centrifugacdo (10.000 x g por 30 min a 4 °C) e o precipitado resultante
ressuspenso em 6 mL de agua destilada e aquecido a 80 °C por 15 min e em
seguida submetido a uma ultima centrifugacéo (8.000 x g por 10 min a 4 °C).
As proteinas precipitadas resultantes desta Ultima centrifugacdo foram
descartadas e o sobrenadante dialisado contra agua destilada (membranas
com poros de 1.000 Da) a 4 °C, durante 3 dias (3 trocas por dia), e em seguida

liofilizado para entéo ser utilizado em passos posteriores de purificacao.
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Sementes de pimenta

Maceracao

Agitacao por 3 h, em tampao Fosfato pH 5,4 (propor¢aol:10),

Homogeneizado

Centrifugacéo
10.000 x g / 30min

! !

Sedinento Sobrenadante

- adicdo de sulfato de aménio a 90 % de
saturacao, “overnight” a 4 °C
- Centrifugagé&o (10.000 x g / 30 min)

v
Precipitado Sobr ante
- Dissolugéo em 4gua destilatda
- aquecimento por 15 min a 80 °C

- centrifugacéo (8.000 x g / 10 min)

Precikitado Sobrenadante

- dialise

- liofilizac&o

Extrato Bruto rico em proteinas

Esquema 1 — Obtencdo do extrato bruto a partir de sementes de C. baccatum,
(Adaptado de Terras et al., 1993)
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4.2 — Purificacéo protéica

4.2.1 — Cromatografia de troca iGnica

Uma coluna de troca idnica foi preparada utilizando-se a resina DEAE —
Sepharose e empacotada sob a acdo da gravidade. Posteriormente, para
ativagcdo da resina, a coluna foi lavada sucessivamente com agua destilada,
NaOH 0,1 M, agua destilada, HCI 0,1 M, novamente com agua destilada e por

fim equilibrada com tampé&o Tris-HCI 20 mM, pH 8,0.

Para preparo da amostra, 30 mg de extrato bruto protéico de C.
baccatum foram dissolvidas em 5 mL de tampao Tris-HCI 20 mM pH 8,0. A
solucgéo foi centrifugada a 16.000 x g por 5 min e o sobrenadante aplicado na
coluna. Foram coletadas fracdes de 3 mL a um fluxo constante de 50 mL.h™.
Os primeiros 30 tubos foram eluidos com tampéo Tris-HCI 20 mM pH 8.0 e, aos
30 tubos restantes, foram adicionados tampéo Tris-HCI 20 mM pH 8,0
contendo NaCl 1 M para eluicdo das proteinas retidas. O perfil protéico da
cromatografia foi monitorado com leituras de absorbancias em

espectrofotometro a 280 nm.

4.2.2 — Cromatografia de Fase Reversa em sistema HPLC

Uma coluna de fase reversa C2C18, foi equiliborada com TFA 0,1 %
contendo 2 % de acetonitrila (solvente A). A eluicdo das amostras foi efetuada
por gradiente de acetonitrila 80 % contendo TFA 0,1 % (solvente B), sob fluxo
de 0,7 mL/min. Inicialmente (10 primeiros minutos) a coluna foi lavada com TFA
0,1 % em agua ultrapura (solvente A) e, em seguida um gradiente foi sendo
formado pela mistura da solucdo A e 80 % de ACN em TFA 0,1 % (solvente B),
até 50 min. Apés este periodo a coluna foi lavada com 100 % do solvente B até
60 min. A eluicdo da coluna foi monitorada por um detector do tipo DAD, sendo

as absorbancias 220 e 280 nm.
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4.3 — Quantificacdo de proteinas

A determinacbes quantitativas de proteinas foram feitas através do
método do acido bicinconinico, descrito por Smith et al (1985), com

modificacdes. A ovalbumina foi utilizada como proteina padrao.

4.4 — Eletroforese em Gel de Tricina

Todos os passos de purificacdo foram monitorados através de
eletroforese descontinua, sob condi¢cdes desnaturantes, em gel de tricina
(Schagger e Von Jagow, 1987). Foram usadas placas de vidro de 8x10 cm e
7x10 cm e espacadores de 0,75 mm. O gel de separacao foi preparado numa
concentracéo de 16,4 % de acrilamida/bis-acrilamida e o gel de concentragéo
foi preparado numa concentracéo de 3,9 % de acrilamida/bis-acrilamida.

4.4.1 — Preparo da amostra e condi¢es da “corrida”

As fracbes obtidas da cromatografia de troca anibnica e da
cromatografia de fase reversa em sistema HPLC foram concentradas por
liofilizacdo, em seguida ressuspensas em agua destilada. Posteriormente, ao
tampéao de amostra contendo 5 % de B-mercaptoetanol foi adicionado 20 ug de
cada amostra, e estas foram aquecidas por 5 min a 100 °C e centrifugadas a
16.000 x g por 2 min. Apés estes procedimentos as amostras foram aplicadas
no gel de concentracdo. A corrida foi realizada em voltagem constante de 24 V

por um periodo de aproximadamente 16 h.

Foram usados os seguintes marcadores de massa molecular: mioglobina
(16.950 Da), mioglobina | + Il (14.400 Da), mioglobina | + Il (10.600 Da),
mioglobina | (8.160 Da), mioglobina 1l (6.200 Da), glucagon (3.400 Da) e
mioglobina Il (2.500 Da).
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4.4.2 — Coloracéo e descoloracao do gel

Apods o término da corrida, o gel foi cuidadosamente retirado das placas
e colocado na solucédo corante, de Coomassie Blue R (0,05 %) dissolvido em
metanol 40 % e acido acético 70 %, por meia hora. Depois desse periodo a
solugéo corante foi retirada e o gel colocado na solugéo descorante de metanol
40 % e &cido aceético 7 %, até a visualizacdo das bandas.

4.5 — Sequenciamento de proteinas

4.5.1 — Preparo de amostras para sequenciamento

As amostras contendo os peptideos a serem sequenciados foram
tratadas com tampao de amostra contendo 5 % de B-mercaptoetanol, para
reducdo das pontes dissulfeto e vinil piridina (5 ul para 60 ul da amostra), para
alquilar os residuos de cisteina, e posteriormente, foram incubadas por 30 min.
a 37 °C, depois por 15 min a 60 °C. ApOs este periodo de incubacdo as
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de tricina na presenca de
SDS, sendo que uma pré corrida de 45 min foi realizada na presenca de 5 uM
de glutationa reduzida e 0,1 mM de tioglicolato de sddio antes das amostras

serem aplicadas no gel.

4.5.2 — Eletrotransferéncia de proteinas para sequenciamento

ApoOs o término da eletroforese, o gel foi retirado das placas e as
proteinas foram eletrotransferidas para uma membrana de PVDF utilizando
uma célula comercial “Trans-blot” semi-seco. Foi empregado o seguinte
procedimento:

1- O gel foi imerso em tampé&o de transferéncia (glicina 182 mM, Tris 25

mM e metanol 20 %) por 20 min.;
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2- A membrana de PVDF foi cortada nas mesmas dimensdes do gel e
imersa, rapidamente, em metanol 100 %, imersa em agua para retirar o
excesso de metanol e, entdo, imersa no tampéao de transferéncia por 20 min.;

3- Foi montado sobre a célula de transferéncia um “sanduiche” com oito
folhas de papel de filtro Whatman 3 mm previamente embebidas em tampéao de
transferéncia. Sobre essa camada de papel foi colocada a membrana e acima
da membrana o gel sendo entdo finalizado com mais uma camada de oito
folnas do mesmo papel ja embebidas no tampéo de transferéncia. Durante a
montagem desse “sanduiche” teve-se o cuidado de retirar as bolhas de ar entre
as camadas, para que estas nao interferissem com a transferéncia das
proteinas. Apds esse procedimento, a célula de transferéncia foi fechada e
aplicada uma corrente constante de 1 mA/cm? por duas horas no sentido gel-
membrana;

4- ApOs a transferéncia, o “sanduiche” foi cuidadosamente desfeito,
sendo a membrana submetida a coloragdo com Ponceau S (0,1 %) para
determinacdo do sucesso da transferéncia (Método descrito por Towbin et al.,
(1979), com modificacdes);

5- As bandas de interesse foram, entdo, recortadas do gel e submetidas

ao sequenciamento.
4.5.3 - Determinacao da sequéncia de aminoacidos

Foi empregada a metodologia introduzida e desenvolvida por Edman
(1950), na qual é empregado um sequenciador automatico de proteinas. Este é
um processo ciclico de trés etapas onde residuos de aminoacidos sao clivados
um a um, a cada ciclo, a partir do N-terminal da proteina e séo identificados
como derivados feniltioidantoina. A primeira etapa do ciclo é o acoplamento do
fenilisotiocianato (PITC) com residuo N-terminal; a segunda, a clivagem do
residuo N-terminal via ciclizacdo em meio acido; a terceira, a conversdo do
derivativo tiozolinona (ATZ) formado para um derivativo mais estavel, a

tioidantoina (PTH), o qual pode ser identificado por cromatografia (Allen, 1989).
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4.6 — Analise da atividade antimicrobiana dos peptideos
4.6.1 — Obtencédo das células de levedura

Aliquotas das leveduras S. cerevisiae, C. albicans C. tropicalis e K.
marxiannus foram retiradas de uma placa de Petri que possuia col6nias
crescidas e colocadas em uma nova placa contendo agar Sabouraud fazendo
estriacbes sobre 0 meio para obtencdo de um crescimento homogéneo. Essa
nova placa foi deixada na estufa a 30 °C por 48 h e em seguida usada para a
obtencdo das células para o ensaio. Com o auxilio de uma al¢ca, uma aliquota
(colbnia) de células da placa nova foi retirada e adicionada em 10 mL de caldo
Sabouraud (2 % de glicose) para quantificacdo dessas células em camara de

Neubauer.
4.6.2 — Ensaio de inibicéo

Inicialmente as células das leveduras (1 x 10* cel.mL™) foram incubados
em 200 uL de caldo Sabouraud contendo 100 pg.mL™* e 200 pg.mL* das
fracbes (H1, H2, H3 e H4) obtidas apés cromatografia de fase reversa em
sistema HPLC. O ensaio foi realizado em placas de cultura de células (96
pocos), a 30 °C por um periodo de 24 h para as leveduras. O reflexo do
crescimento celular foi determinado pela densidade Gtica, monitorada a cada 6
h, em um “leitor de ELISA,” num comprimento de onda de 670 nm. Todo ensaio
foi realizado em triplicata e sob condicbes de assepsia, em capela de fluxo

laminar, segundo metodologia adaptada de Broekaert et al. (1990).

4.7 — Andlise morfologica das células de leveduras tratadas com as

fracOes H3 e H4
4.7.1 — Microscopia optica

Apdés 24 h de crescimento as células das leveduras crescidas, na
presenca e na auséncia, das fracdes H3 e H4, obtidas apds cromatografia de
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fase reversa em sistema HPLC, foram transferidas para laminas, cobertas por

laminulas e analisadas por microscopio optico (Zeiss, Axioplan).

4.7.2 — Microscopia eletrénica de varredura

Para andlise por microscopia eletrdnica de varredura, células das
leveduras C. albicans e C. tropicalis, crescidas por 24 h em meio Sabourand,
na auséncia e na presenca da fracdo H4, obtida por cromatografia de fase
reversa, foram fixadas por 30 min a temperatura ambiente em uma solucao
contendo 2,5 % de glutaraldeido (v/v) e 4 % de paraformaldeido (v/v) em
tampdo cacodilato 0,05 M, pH 7,0. Subsequentemente, as células foram
lavadas por trés vezes em tampao cacodilato 0,05 M, pH 7,0, pés-fixadas por
30 min, a temperatura ambiente, com tetroxido de 6smio 2,0 %, diluido no
mesmo tampdo e lavado novamente no mesmo tampdo. ApOs este
procedimento, as células das leveduras foram desidratadas em alcool, foi feito
0 ponto critico seco em CO,, coberto com 20 nm de ouro e observado no

microscopio eletrénico de varredura (DSEM 962 Zeiss).

4.8 — Efeito das fragbes H3 e H4 sobre a permeabilizacdo de membranas

de células de levedura

A permeabilizacdo da membrana das células das leveduras S. cerevisiae,
C. albicans C. tropicalis e K. marxiannus tratadas com as fracdes H3 e H4,
obtidas apdés cromatografia de fase reversa em sisitema HPLC, foi avaliada
atraves da utilizacdo do corante fluorescente SYTOX Green, segundo
metodologia adaptada de Thevissen et al. (1999). Imediatamente apds as 24 h
do ensaio de inibicAo do cresciemento, aliquotas das leveduras foram
incubadas com o corante fluorescente SYTOX Green a uma concentracao final
de 0,2 uM, de acordo com instru¢des fornecidas pelo fabricante e, deixadas sob
leve agitacdo por 2h. Apos este periodo, estas células foram transferidas para
laminas, cobertas com laminulas e analisadas por fluorescéncia em

microscoépio Optico (Zeiss; Axioplan).
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4.9 — Avaliacao da inibicdo da atividade a-amilasica

4.9.1 — Obtencao das a-amilases

Larvas de aproximadamente 16 dias do inseto C. maculatus e 19 dias do
inseto T. castaneum foram dissecadas, e seus intestinos, juntamente com o
conteddo luminal extraidos. Os intestinos das larvas dos insetos foram
macerados em salina e submetidos a centrifugacdo por 10 min a 12000 x g. O
sobrenadante foi dosado pelo método de Bradford 1976, e utilizado em ensaios
de atividade a-amilésica.

Amostras de saliva humana (500 pL) foram coletadas e centrifugadas a
12.000 x g por 10 min a 4 °C. O sedimento contendo restos celulares e muco
foi descartado e o sobrenadante coletado, dosado pelo método de Bradford

1976, e utilizado em ensaios de atividade a-amilasica.

4.9.2 — Ensaios de inibicdo da atividade da a-amilase salivar e dos

insetos C. maculatus e T. castaneum

As fracdes (H1, H2, H3, H4, H5, H6 e H7), obtidas apds cromatografia de
fase reversa em sistema HPLC, foram suspensas em &agua ultrapura e,
posteriormente, incubadas com 10 U de cada a-amilase (a-amilase salivar
humana e a-amilase larval dos insetos C. maculatus e T. castaneum),
posteriormente essa mistura foi incubada em banho-maria a 37 °C por 15 min.
Apds este periodo foram adicionados 25 pL de solugdo de amido 1 % e
novamente as amostras foram incubadas em banho-maria a 37 °C por 15 min.
(a-amilase salivar humana) , por 30 min. (a-amilase de C. maculatus) e 45 min.(
a-amilase de T. castaneum). Em seguida as amostras retiradas do banho foram
adicionados 400 pL de 3,5 acido dinitrossalicilico (DNS). O material foi entédo
fervido por 5 min e apés o resfriamento 400 yL de agua foram adicionados a
cada amostra. A hidrdlise do substrato pela enzima foi determinada apos leitura
da absorbancia a 540 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata e foi

calculado o desvio padréo para cada experimento. Uma unidade de a-amilase

32



foi definida como uma variacdo de 0,1 de ABS a 540 nm por 30 minutos de

reacao, como descrito por Franco et al., (2000).

4.9.3 — Gel de atividade para determinacédo da inibicdo da atividade da

a-amilase salivar e dos insetos C. maculatus e T. castaneum

Para determinacdo da atividade a-amilasica em gel, foi preparado gel
nativo 8 % contendo 1,5 mg de amido por mL de gel. As amostras de a-amilase
foram incubadas com as fracbes H3 e H4, obtidas apds cromatografia de fase
reversa em sistema HPLC. A mistura foi incubada em banho maria por 15 min.
A 37 °C. A proporcao enzima inibidor foi de 1:1 (Nascimento, 2009).

As amostra de amilase, na presenca e auséncia, das fracdes H3 e H4
foram adicionadas separadamente ao tampao de amostra, aplicadas no gel e
submetidas a uma corrente de 20 mA por aproximadamente 1 h e 30 min.

O gel foi embebido no tampao de atividade (acetato de sédio 100 mM
contendo NaCl 0,2 mM e CaCl, 20 mM) por 3 h em banho-maria a 37 °C. Apos
este periodo, o tampao foi retirado, uma solucdo de iodo foi adicionada ao gel,
e agitado, por aproximadamente 2 min. Até que o gel fosse revelado, ficando
em coloracdo escura com bandas claras, que representam a atividade o-

amilasica.
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5. RESULTADOS



5 — Resultados

5.1 — Purificagcao protéica

O extrato bruto protéico obtido das sementes de C. baccatum apés
extragcdo com tampéo fosfato e precipitacdo com sulfato de aménio a 90 % de
saturacdo, foi submetido a cromatografia em coluna de troca anidénica (DEAE-
Sepharose) onde se obteve duas fracbes denominadas D1 e D2 (Figura 2A).
Sendo D1 a fragdo basica, nao retida, eluida com tampéo Tris-HCI 20 mM, pH
8,0. A fracdo D2 corresponde a fragcéo protéica &cida, retida na coluna, e eluida
com 1,0 M de NaCl em tampé&o Tris-HCI 20 mM, pH 8,0. As fragbes D1 e D2
foram dialisadas contra agua destilada por 3 dias com 3 trocas diarias, e apos
este processo foram secas e utilizadas para passos posteriores de purificacao.

Como continuagcdo do processo de purificagdo a fracdo D2, que
apresentou maior atividade biolégica determinada em um estudo prévio (Vieira,
2011), foi submetida a cromatografia de fase reversa em sistema HPLC,
utilizando uma coluna C2C18, onde foram obtidos sete picos majoritarios, 0s
guais foram denominados H1, H2, H3, H4, H5, H6 e H7 (Figura 2B).
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Figura 2: Perfis cromatograficos do processo de purificacdo protéica de sementes de

C. baccatum: (A) Cromatografia de troca i6nica utilizando resina DEAE-Sepharose. A

coluna foi equilibrada com tampéao Tris-HCI 20 mM, pH 8,0. A eluicao foi realizada com

o tampa&o de equilibrio da coluna contendo NaCl 1,0 M. O fluxo foi de 50 mL.h™* e foram

coletadas fracbes de 3 mL. (B) Cromatografia de fase reversa em sistema HPLC, em

coluna C2C18, da fracdo D2, obtida apds cromatografia de troca ibnica. Eluentes A:
TFA 0,1 %, contendo 2 % de acetonitrila e B: ACN 80 %, contendo TFA 0,1 %, Fluxo

0,7 mL.min™.

36



5.2 — Eletroforese em gel de tricina na presenca de SDS

O perfil protéico do extrato bruto e das fracdes D1 e D2 de sementes de
C. baccatum, obtidas apds cromatografia de troca aniénica em resina DEAE-
Sepharose, foi avaliado por eletroforese em gel de tricina na presenca de SDS,
como apresentado na figura 3A.

Como podemos observar o extrato bruto apresenta bandas de
diferentes massas moleculares, e a fragcdo D1 apresenta trés bandas de massa
molecular acima de 16 kDa, sendo que duas destas estdo em menor
concentracdo e trés bandas majoritarias de baixa massa molecular, uma em
torno de 11 kDa, outra proxima de 8 kDa e uma terceira com massa molecular
em torno de 7 kDa. A fracdo D2 apresenta quatro bandas de massa molecular
acima de 16 kDa, em baixas concentracbes, e trés bandas majoritarias de
baixa massa molecular, uma em torno de 11 kDa, outra em torno de 8 kDa e
uma terceira com massa molecular abaixo de 6 kDa.

Como a fragcdo D2, em um trabalho prévio (Vieira, 2011), apresentou
maior atividade biolégica, em relacdo a fracdo D1, esta foi submetida a
cromatografia de fase reversa, e o perfil eletroforético das fracdes obtidas esta
apresentado na figura 3B. As fracbes H1 e H2 apresentam um pool protéico
entre 6 e 10 kDa. A fracdo H3 apresenta quatro bandas majoritarias de baixas
massas moleculares, sendo uma em torno de 14 kDa, outra em torno de 8 kDa
e outras duas com massas moleculares abaixo de 6 kDa. A fracdo H4
apresenta duas bandas majoritarias de baixa massa molecular, uma em torno
de 8 kDa e a outra com massa molecular inferior a 6 kDa. Ja as fracbes H5, H6

e H7 apresentam predominantemente bandas de altas massas moleculares.

5.3 — Determinacdo da sequéncia de aminoacidos

Como a fracdo H4 apresentou uma alta atividade bioldgica, os dois
peptideos contidos nessa fracdo, denominados BcH4a e BcH4b (Figura 3B),
foram eletrotransferidos para membrana de PVDF e as bandas de interesse
separadas para o sequenciamento. Os peptideos BcH4a e BcH4b foram
submetidos a segenciamento N-terminal pelo método de degradacdo de

Edman. Obtivemos a mesma sequéncia de aminoacidos para o0s dois
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peptideos, BcH4a e BcH4b, e a sequéncia de 21 aminoacidos € apresentada
na figura 3C. Este resultado sugere que estes peptideos facam parte de uma
proteina dimérica, maior presente nesta fracdo. A analise da sequéncia N-
terminal encontrada para os dois peptideos (GMCEMSQRCEQQFCRAQNLRT)
apresentou similaridade com proteinas de plantas do tipo vicilinas isoladas de
Solanum lycopersicum, Gossypium hirsutum, Gossypium arboreum, Carya
illinoinensis e Juglans nigra sugerindo que esta proteina seja uma vicilina like
(Figura 3C).

Os peptideos presentes nas fracbes H1l, H2 e H3 foram também
submetidos ao sequenciamento, porém nenhuma sequéncia foi obtida. Estes

estdo novamente sendo submetidos a novo sequenciamento.
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Figura 3 — (A) Gel de tricina 16,4 % do extrato bruto e fragcbes das sementes de C.
baccatum, obtidas ap6s cromatografia de troca aniénica em resina DEAE-Sepharose;
(B) Gel de tricina 16,4 % das fracdes de sementes de C. baccatum, obtidas apos
cromatografia de fase reversa em coluna C2C18, em sistema HPLC da fracdo D2; (M)
refere-se ao marcador de massa molecular (Da). (C) Alinhamento do peptideo BcH4a

e BcH4b com proteinas do tipo vicilinas.
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5.4 — Efeito das fragdes H1, H2, H3 e H4 sobre a inibicdo do crescimento

de células de leveduras em meio liquido

As fragbes H1, H2, H3 e H4 de sementes de C. baccatum, obtidas apos
cromatografia de fase reversa em sistema HPLC em coluna C2C18, por
apresentarem baixa massa molecular, foram avaliadas quanto a sua
capacidade em inibir o crescimento das leveduras S. cerevisiae, C. albicans, C.
tropicalis e K. marxiannus, em meio liquido (Figuras 4 — 7).

Na figura 4 observa-se o efeito das fragcbes H1, H2, H3 e H4, nas
concentracdes de 100 pg.mL™ (Figura 4A) e 200 pug.mL™ (Figura 4B) sobre o
crescimento da levedura S. cerevisiae, onde foi possivel notar que na
concentracdo de 100 pg.mL™ nenhuma das fracdes testadas foi capaz de inibir
0 crescimento da levedura S. cerevisiae (Figura 4A). Ja na concentracdo de
200 ng.mL™ apenas a fracdo H2 exibiu atividade inibitria de cerca de 20 %
sobre o crescimento da levedura (Figura 4B). Quando visualizamos
diretamente nas placas o crescimento das células de S. cerevisiae, na
presenca das fraces H1, H2, H3 e H4, na concentracdo de 200 pug.mL™?, ndo
foi possivel verificarmos diferencas no padrao de crescimento entre as células
controle e as tratadas (Figura 4C).

Na figura 5 observa-se o efeito das fragbes H1, H2, H3 e H4, nas
concentracdes de 100 pg.mL™ (Figura 5A) e 200 pug.mL™ (Figura 5B) sobre o
crescimento da levedura C. albicans. Observa-se que nenhuma das fracdes
testadas, na concentracdo de 100 pg.mL™* (Figura 5A) foi capaz de inibir o
crescimento da levedura C. albicans. Quando esta concentracao foi aumentada
para 200 pg.mL™* (Figura 5B) foi possivel notar que as fracdes H3 e H4
inibiram, respectivamente, cerca de 50 % e 60 % do crescimento da levedura
C. albicans. Ao analisar o crescimento desta levedura na presenca das fragoes
testadas, na concentracdo de 200 pg.mL™, diretamente na placa, é possivel
observar uma consideravel reducéo no crescimento da levedura em questao na

presenca das fracbes H3 e H4 (Figura 5C).
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Figura 4 — Ensaio de inibicdo do crescimento da levedura S. cerevisiae, na presenga
de (A) 100 pg.mL™ e (B) 200 pg.mL™* das fragdes H1, H2, H3 e H4, obtidas apds a
cromatografia de fase reversa em sistema HPLC. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata e os erros padrao (coeficientes de variacdo foram inferiores a

20 %) foram omitidos para maior clareza dos graficos. (C) Visualizagcdo do crescimento

da levedura S. cerevisiae em placas de cultura de 96 pogos.
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Figura 5 — Ensaio de inibigdo do crescimento da levedura C. albicans, na presenca de
(A) 100 pg.mL™* e (B) 200 pg.mL™ das fragcdes H1, H2, H3 e H4, obtidas apés a
cromatografia de fase reversa em sistema HPLC. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata e os erros padrao (coeficientes de variacdo foram inferiores a
20 %) foram omitidos para maior clareza dos graficos. (C) Visualizacdo do crescimento

da levedura C. albicans em placas de cultura de 96 pocos.
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Na figura 6 observa-se o efeito das fragbes H1, H2, H3 e H4, nas
concentracdes de 100 pg.mL™ (Figura 6A) e 200 pug.mL™ (Figura 6B) sobre o
crescimento da levedura C. tropicalis. Observa-se que nenhuma das fracoes
testadas, na concentracdo de 100 pg.mL™ (Figura 6A) foi capaz de inibir o
crescimento da levedura C. tropicalis (Figura 6A). JA na presenca de 200
ng.mL™ as fracdes H3 e H4 inibiram cerca de 30 % e 40 %, respectivamente,
do crescimento da levedura em questdo. Ao visualizarmos o crescimento da
levedura C. tropicalis, diretamente na placa, na presenca de 200 pug.mL™ das
fracbes H3 e H4 é possivel observar uma acentuada reducdo da massa celular.

Na figura 7 observa-se o efeito das fragcbes H1, H2, H3 e H4, nas
concentracdes de 100 pg.mL™ (Figura 7A) e 200 pug.mL™ (Figura 7B) sobre o
crescimento da levedura K. marxiannus. Nenhuma das fracdes testadas, na
concentracdo de 100 pg.mL™ (Figura 7A) foi capaz de inibir o crescimento da
levedura K. marxiannus, mas quando esta concentracdo foi aumentada para
200 pug.mL?, as fracdes H3 e H4 inibiram 65 % e 72 %, respectivamente, do
crescimento desta levedura (Figura 7B), o que pode ser claramente constatado
ao visualizar o crescimento da levedura K. marxiannus, diretamente na placa
(Figura 7C).
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Figura 6 — Ensaio de inibicdo do crescimento da levedura C. tropicalis, na presenca de
(A) 100 pg.mL* e (B) 200 pg.mL" das fragbes H1, H2, H3 e H4, obtidas apds a
cromatografia de fase reversa em sistema HPLC. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata e os erros padrao (coeficientes de variagdo foram inferiores a
20 %) foram omitidos para maior clareza dos graficos. (C) Visualizacdo do crescimento

da levedura C. tropicalis em placas de cultura de 96 pocos.
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Figura 7 — Ensaio de inibigdo do crescimento da levedura K. marxiannus, na presenga
de (A) 100 pg.mL™ e (B) 200 pg.mL™* das fragdes H1, H2, H3 e H4, obtidas apds a
cromatografia de fase reversa em sistema HPLC. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata e os erros padrao (coeficientes de variacdo foram inferiores a
20 %) foram omitidos para maior clareza dos graficos. (C) Visualizacdo do crescimento

da levedura K. marxiannus em placas de cultura de 96 pocos.
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5.5 — Efeito das fracOes H3 e H4 sobre a morfologia das células

5.5.1 — Microscopia 6ptica

Na figura 8 podemos visualizar as imagens feitas através de microscopia
Optica das leveduras C. albicans, C. tropicalis e K. marxiannus crescidas em
meio sem adi¢céo das fracdes H3 e H4 (controle) e, na presenca destas fracoes
em uma concentragéo de 200 pg.mL™, apés 24 h de incubacao, a 30 °C.

Observamos na figura 8 (A, B e C) as células da levedura C. albicans.
Notamos que na presenca da fracdo H3 houve uma aglomeracdo das células
(Figura 8B) e na presenca da fragdo H4 ocorreu a formagédo de pseudohifas
(Figura 8C), fatos que nao foram observados nas células crescidas na auséncia
dessas fracdes (Figura 8A).

Na figura 8 (D, E e F) observamos as células da levedura C. tropicalis.
Na presenca da fragdo H3 foi observado uma aglomeracao celular (Figura 8E)
e na presenca da fracdo H4 a formacdo de peseudohifas (Figura 8F),
alteracbes que ndo foram observadas nas células crescidas na auséncia
dessas fragOes (Figura 8 D).

Na figura 8 (G, H e I) observamos as células da levedura K. marxiannus.
Notamos que as células crescidas na presenca das fracdes H3 (Figura 8H) e
H4 (Figura 8l) apresentaram-se de forma aglomerada, o que néo foi observado

nas células crescidas na auséncia destas fracfes (Figura 8G).

46



Figura 8 — Células das leveduras C. albicans, C. tropicalis e K. marxiannus

visualizadas por microscopia Optica apds ensaio de inibi¢cdo do crescimento. (A, D e G)
células controle (ndo tratadas); (B, E e H) células tratadas com a fragcdo H3; (C, F e I)
célula tratadas com a fracdo H4; (A, B e C) C. albicans; (D, E, F) C. tropicalis; (G, He l)
K. marxiannus. Seta branca - aglomeracao celular; Seta preta — pseudohifa.




5.5.2 — Microscopia eletronica de varredura

Nas figuras 9 e 10 visualizamos as imagens feitas através de
microscopia eletronica de varredura das leveduras C. albicans (Figura 9) e C.
tropicalis (Figura 10), provenientes do ensaio de inibicdo do crescimento, apds
24 h de incubacdo na auséncia (controle) e na presenca da fracdo H4, na
concentracéo de 200 pg.mL™.

Na figura 9 observamos as células da levedura C. albicans. Notamos
que na presenca da fracdo H4 ocorreram alteracdes morfologicas como a
formacdo de pseudohifas (Figura 9D e 9E), podemos observar também uma
intensa aglomeracao celular (Figura 9E) e a ocorréncia de um material ao redor
das células que pode ser decorrente da liberacdo de conteudo citoplasmatico
(Figura 9F). Ao compararmos as células tratadas (Figuras 9D, 9E e 9F) com as
células controles (Figuras 9A, 9B e 9C), verificamos que nenhuma destas
alteracdes celulares foram observadas nas células controle.

Quando observamos as imagens das células de C. tropicalis (Figura 10),
notamos que as células crescidas na presenca da fracao H4 (Figuras 10D, 10E
e 10F) apresentaram alteragdes morfolégicas como a formacédo de pseudohifas
e aglomeracao celular. Também foi possivel observar a presenca de material
aglutinado sobre a superficie das células (Figura 10F), que pode estar
ocorrendo devido a liberacdo de material citoplasmatico. Estas alteracdes néo

foram observadas nas células do controle (Figuras 10A, 10B e 10C).
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Figura 9 — Células de C. albicans visualizadas por microscopia eletronica de varredura ap6s ensaio de inibicdo do crescimento. (A, B e C)

células controle (crescidas na auséncia da fragdo H4); (D, E e F) células crescidas na presenca de 200 pg.mL™" da fracdo H4. (Barra 10 pm).
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Figura 10 — Células de C. tropicalis visualizadas por microscopia eletrénica de varredura apés ensaio de inibicdo do crescimento. (A, B e C)

células controle (crescidas na auséncia da fragdo H4); (D, E e F) células crescidas na presenca de 200 pg.mL™" da fracdo H4. (Barra 10 pm).
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5.6 — Efeito das fragcdes H3 e H4 sobre a permeabilizacdo das células de

leveduras

Nas figuras 11, 12, 13 e 14 observamos o resultado obtido sobre a
permeabilizacdo de membranas de células das leveduras S. cerevisiae (Figura
11), C. albicans (Figura 12), C. tropicalis (Figura 13) e K. marxiannus (Figura
14) quando incubadas na presenca e na auséncia de 200 pg.mL™ das fracdes
H3 e H4.

Podemos observar que nas células controle (ndo tratadas) de S.
cerevisiae (Figura 11A e 11B), C. albicans (Figura 12A e 12B), C. tropicalis
(Figura 13A e 13B) e K. marxiannus (Figura 14A e 14B) nenhuma fluorescéncia
foi observada, indicando que a membrana das células encontram-se integras,
ou seja, ndo houve permeabilizacao.

Conforme podemos observar nas figuras 11D, 12D, 13D e 14D as
células de todas as leveduras previamente tratadas com a fracdo H3
apresentaram-se marcadas pelo corante sytox Green, sugerindo que a fracdo
H3 foi capaz de causar danos as membranas das células e permitir a
penetracdo do corante quando comparadas aos respectivos controles 0s quais
nao tiveram marcagao.

As células de S. cerevisiae (Figura 11F), C. albicans (Figura 12F) e K.
marxiannus (Figura 14F) previamente tratadas com a fracdo H4 também
apresentaram-se marcadas com o corante Sytox Green, sugerindo que a
fracdo H4 também foi capaz de causar danos as membranas das células e
permitir a entrada do marcador, sendo que o mesmo nédo foi observado nas
células da levedura C. tropicalis previamente tratadas com a fracdo H4 (Figura

13F), uma vez que as células ndo exibiram marcacdao.
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Figura 11 — Microscopia de fluorescéncia de células da levedura S. cerevisiae
incubadas com o corante SYTOX Green. (A e B) controles (células néo tratadas); (C e
D) células de S. cerevisiae tratadas com 200 pg.mL™ da fracdo H3; (E e F) células de
S. cerevsiae tratadas com 200 ug.mL™ da fracdo H4. (A, C e E) células visualizadas
por microscopia 6ptica de campo claro; (B, D e F) células visualizadas por microscopia

de fluorescéncia. Aumento de 400X.
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Figura 12 — Microscopia de fluorescéncia de células da levedura C. albicans
incubadas com o corante SYTOX Green. (A e B) controles (células néo tratadas); (C e
D) células de C. albicans tratadas com 200 ug.mL™" da fracéo H3; (E e F) células de C.
albicans tratadas com 200 pg.mL™ da fracdo H4. (A, C e E) células visualizadas por
microscopia éptica de campo claro; (B, D e F) células visualizadas por microscopia de

fluorescéncia. Aumento de 400X.
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Figura 13 — Microscopia de fluorescéncia de células da levedura C. tropicalis
incubadas com o corante SYTOX Green. (A e B) controles (células nao tratadas); (C e
D) células de C. tropicalis tratadas com 200 pg.mL™ da fracdo H3; (E e F) células de
C. tropicalis tratadas com 200 pg.mL™ da fracdo H4. (A, C e E) células visualizadas
por microscopia 6ptica de campo claro; (B, D e F) células visualizadas por microscopia

de fluorescéncia. Aumento de 400X.



Figura 14 — Microscopia de fluorescéncia de células da levedura K. marxiannus
incubadas com o corante SYTOX Green. (A e B) controles (células ndo tratadas); (C e
D) células de K. marxiannus tratadas com 200 pg.mL™ da fracdo H3; (E e F) células de
K. marxiannus tratadas com 200 pg.mL™ da fracdo H4. (A, C e E) células visualizadas
por microscopia 6ptica de campo claro; (B, D e F) células visualizadas por microscopia

de fluorescéncia. Aumento de 400X.
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5.7 — Analise da inibicdo da atividade da a-amilase salivar humana e larval

dos insetos C. maculatus e T. castaneum

5.7.1 — Ensaio enzimatico

As fracBes obtidas apds cromatografia de fase reversa em coluna
C2C18, em sistema HPLC da fragdo D2 foram submetidas ao protocolo de
inibicdo da atividade da enzima a-amilase salivar humana e larval dos insetos
C. maculatus e T. castaneum.

Como podemos observar na figura 15A todas as fracdes testadas, em
uma concentracdo de 200 pg.mL™?, foram capazes de inibir a atividade a-
amililasica da saliva humana, alcancando a 100 % de inibicdo com as fracOes
H3 e H4.

Na figura 15B podemos observar que apenas a fragcdo H4, em uma
concentracéo de 200 ug/mL™, foi capaz de inibir a atividade da a-amilase larval
do inseto C. maculatus em apenas 20 %.

Na figura 15C podemos observar que as fracdes H3, H4, H5 e H7, em
uma concentracdo de 200 pg/mL™, foram capazes de inibir a atividade da o-
amilase larval do inseto T. castaneum, sendo que esta inibicédo foi superior a 99

% na presenca das fracdes H3, H4 e H5.
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Figura 15 — Efeito das fracbes de sementes de C. baccatum obtidas apés

cromatografia de fase reversa em sistema HPLC utilizando coluna C2C18, da fracdo

D2 sobre a atividade da a-amilase salivar humana (A) e a-amilase larval dos insetos C.

maculatus (B) e T. castaneum (C).
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5.7.2 — Ensaio em gel de atividade da inibicdo da atividade da a-

amilase salivar e da a-amilase dos insetos C. maculatus e T. castaneum

Para avaliar se todas as isoformas de a-amilase presentes na saliva
humana e no intestino dos insetos C. maculatus e T. castaneum estavam
sendo inibidas pelas fracbes H3 e H4, realizamos ensaios de atividade em gel
contendo amido.

Na figura 16 é apresentado um gel de atividade a—amilasica, onde as 0—
amilases salivar humana e larval do inseto C. maculatus sdo testadas na
presenca e na auséncia da fracdo H3. Na raia 1 observamos a atividade da a—
amilase salivar humana na auséncia da fracdo H3, e pela marcacdo no gel
notamos a presenca de 3 isoformas. Na raia 2 observamos a atividade da a—
amilase salivar humana na presenca da fragdo H3 e pela auséncia de
marcacao é possivel notar que a atividade dessa enzima foi inibida. Na raia 3
observamos a atividade da a—amilase de C. maculatus na auséncia da fracéo
H3 e notamos a presenca de 6 isoformas, na raia 4, na presenca da fracdo H3
observamos que a atividade enzimatica foi inibida.

Quando testamos as atividades em gel das a—amilases salivar humana e
larval do inseto C. maculatus na presenca da fracdo H4 (Figura 17) o resultado
€ semelhante ao observado com a fragcdo H3. Na raia 1 observamos a atividade
normal da a —amilase salivar humana na auséncia da fragdo H4, ja na raia 2,
na presenca dessa fracao, essa atividade foi inibida. Em relagdo a enzima de
C. maculatus na raia 3 observamos a atividade normal dessa enzima, na
auséncia da fracdo H4, ja na raia 4, na presenca dessa fracdo, essa atividade
nao foi observada.

Na figura 18 € apresentado o gel de atividade a-amilasica, onde a o—
amilase larval do inseto T. castaneum € testada na presenca e na auséncia das
fracbes H3 e H4. Na raia 1 observamos a atividade da a—amilase larval desse
inseto na auséncia da fracdo H3 e podemos a presenca de 3 isoformas, ja na
raia 2 na presenca da fracdo H3 esta atividade é consideravelmente reduzida,
0 mesmo acontece na presenca da fracdo H4. Na raia 3, na auséncia da fracao
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H4, a enzima apresenta atividade normal, ja na raia 4, na presenca da fragédo

H4, a atividade da enzima também foi consideravelmente reduzida.
1 2 3 4
—
h

Figura 16 — Gel de atividade o-amilasica. 1 — a -amilase salivar humana; 2 - a -
amilase salivar humana + fragdo H3; 3 - a -amilase larval do inseto C. maculatus; 4 - a

-amilase larval do inseto C. maculatus + fragdo H3. (- ) representam as isoformas.

1 2 3 4

Figura 17 — Gel de atividade o-amilasica. 1 — a -amilase salivar humana; 2 - a -
amilase salivar humana + fracdo H4; 3 - a -amilase larval do inseto C. maculatus; 4 - a

-amilase larval do inseto C. maculatus + fracdo H4. (- ) representam as isoformas.
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Figura 18 — Gel de atividade a-amildsica. 1 — a -amilase larval do inseto T.
castaneum;2 - a -amilase larval do inseto T. castaneum + fracdo H3; 3 - a -amilase
larval do inseto T. castaneum; 4 - a -amilase larval do inseto T. castaneum + fracao

H4. (-) representam as isoformas.
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6. DISCUSSAO
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6 — Discussao

Os peptideos antimicrobianos sdo moléculas de baixa massa molecular que
possuem uma vasta atividade antimicrobiana contra virus, bactérias, protozoarios
fungos e insetos e estdo presentes em uma infinidade de organismos desde insetos até
seres humanos (Marcos et al., 2008). A atividade antimicrobiana desses peptideos tem
despertado o interesse de muitos pesquisadores que vem isolando estes componentes
de diferentes espécies vegetais no intuito de estudar o modo como esses peptideos
agem sobre os diversos microorganismos. Com base nestes estudos tem tornado-se
claro que estes peptideos tem um importante papel na defesa de plantas contra
infeccbes podendo servir como ferramentas (teis para a engenharia genética de
plantas para aumentar a resisténcia a doencas (Carvalho et al., 2001; Jha e Chattoo,
2010) e alguns AMPs estdo sendo desenvolvidos como novos antibiéticos potenciais
com aplicacdes médicas (Peters et al., 2010). Diante da grande importancia dos AMPs
este trabalho teve como foco principal caracterizar e estudar as atividades
antimicrobianas e inibitérias de 0-amilase de peptideos isolados de sementes de
pimenta.

Iniciamos o0 nosso trabalho a partir da extracdo protéica das sementes de
Capsicum baccatum, segundo metodologia descrita por Terras et al., (1993). A potente
atividade antimicrobiana desse extrato bruto ja havia sido determinada em um estudo
prévio (Vieira, 2011). Na literatura, diversos extratos brutos de pimentas com atividade
antimicrobiana tém sido relatados. Carvalho et al., (2010) relataram a inibicdo do
crescimento da bactéria Staphylococcus aureus pelos extratos de pimenta de jardim (C.
annuum L.), pimenta malagueta (C. frutescens L.), pimenta cambuci (C. baccatum L.) e
pimentdo amarelo (C. annuum L.), sendo que dentre todos os extratos testados a
pimenta malagueta (C. frutescens L.) foi a que apresentou a maior atividade
antibacteriana. Posteriormente o extrato bruto protéico de C. baccatum foi submetido a
cromatografia de troca anidbnica em coluna DEAE-Sepharose, resultando em duas
fracOes distintas, a fragdo ndo retida, denominada D1, eluida com o tamp&o de

equilibrio da coluna e representante das proteinas basicas, e, uma fracdo retida,

62



denominada D2, eluida com o tampao de equilibrio da coluna com adigdo de NaCl 1M,
correspondente as proteinas acidas (Figura 1A). O perfil eletroforético destas fracdes foi
analisado em gel de tricina em condicbes desnaturantes onde pode-se observar maior
concentracdo de proteinas de baixo peso, menores que 14 kDa (Figura 3A).

Em um trabalho prévio nés identificamos que o potencial antimicrobiano da
fragcdo D2 era muito superior ao da fragdo D1 (Vieira, 2011) e, portanto, essa fracao foi
submetida a passos posteriores de purificacdo, sendo submetida a cromatografia de
fase reversa em sistema HPLC onde obtivemos sete fracbes (H1, H2, H3, H4, H5, H6 e
H7) (Figura 2B) as quais foram submetidas a eletroforese, onde constatamos que as
quatro primeiras fracdes eram constituidas predominantemente por proteinas de baixa
massa molecular, portanto concentramos 0s nossos estudos nestas fracoes.

Com o objetivo de analisarmos o papel antimicrobiano dessas fracfes, ensaios
antifingicos foram realizados para que pudéssemos analisar a capacidade que estas
teriam sobre a inibicdo do crescimento de diferentes espécies de leveduras (S.
cerevisiae, C. albicans, C. tropicalis e K. marxianus). Para estes ensaios foram
utilizadas concentracdes de 100 pg.mL™ e 200 pg.mL™, sendo que apenas esta Ultima
foi capaz de inibir o crescimento das leveduras testadas (Figuras 4, 5, 6 e 7). Em
relacdo a S. cerevisiae apenas a fracdo H2 foi capaz de inibir o seu crescimento (Figura
4B) ja em relacéo as outras leveduras as fracbes H3 e H4 promoveram inibicao (Figuras
5B, 6B e 7B) e podemos facilmente visualizar a reducdo da massa celular ao
observarmos o crescimento destas leveduras diretamente na placa (Figuras 5C, 6C e
70).

Inimeros sdo os trabalhos que demonstram a atividade antimicrobiana
relacionada as pimentas, seja dos extratos brutos ou de proteinas e peptideos. Como
no estudo de Carvalho et al., (2010), ja discutido acima, em que diversos extratos de
diferentes pimentas apresentam atividade antibacteriana. Em outro estudo Kappel
(2007) mostrou que o extrato de C. baccatum foi capaz de inibir o crescimento de
diversas cepas de C. albicans spp, e do fungo Cryptococcus neoforms. Muitas proteinas
com atividade antimicrobiana ja forma isoladas de plantas de pimenta seja de frutos,
folhas ou sementes. Dentre essas proteinas podemos citar as quitinases, as LTPs, as
tioninas, as albuminas 2S e os inibidores de proteases (Hong et al., 2000; Lee et al.,
2000; Cruz et al ., 2010; Diz et al., 2011; Ribeiro et al., 2011). Diz et al., (2006) isolaram
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uma fragdo com proteinas variando de 6 kDa a 10 kDa, que foi denominada de F1, e
apresentava atividade inibitéria sobre o crescimento das leveduras C. albicans, S.
cerevisiae e S. pombe além de promover alteracdes morfolégicas em sua células como
a formacéo de pseudohifas. Mais recentemente, Diz et al., (2011) caracterizaram uma
LTP de sementes de C. annumm, denominada Ca-LTP1, capaz de inibir o crescimento
do fungo Colletotrichum lindemunthianum e da levedura C. tropicalis promovendo
alteragbes morfologicas em sua membrana. Ainda utilizando C. annumm como modelo,
Ribeiro et al., (2011) isolaram uma albumina 2S, denominada Ca-Alb que apresentou
atividade inibitéria sobre as leveduras K. marxiannus, C. tropicalis, C. albicans e S.
cerevisiae.

Na literatura existem diversos trabalhos que relatam a capacidade de AMPs de
promover alteracdes morfoldgicas nas células de fungo, assim como ja foi exposto
acima em alguns trabalhos com pimentas (Diz et al., 2006;2011; Ribeiro et al., 2011;
Cruz et al., 2010) e em tantos outros trabalhos com peptideos isolados de café (Coffea
canephora) (Zottich et al., 2011), feijdo-de-corda (Vigna unguiculata) (Santos et al.,
2010), feijao comum Phaseolus vulgaris (Mello et al., 2011). Osborn et al., (1995)
relatou que defensinas isoladas de sementes de diferentes espécies de plantas eram
capazes de promover diversas alteracdes morfolégicas em algumas espécies de
fungos. Ainda neste trabalho as defensinas foram classificadas em morfogénicas que
causavam reducdo na elongacédo hifal e aumento na deformacdo das hifas e nao
morfogénicas que ndo induziam nenhuma alteracdo morfologica.

A fim de avaliar os possiveis efeitos das fragcbes H3 e H4 na morfologia das
leveduras, visualizamos essas células por microscopia oOptica (Figura 8) e eletronica de
varredura (Figuras 9 e 10). Em relac&o a fracdo H3 podemos observar que ela foi capaz
de promover aglomeracdo celular nas células de C. albicans, C. tropicalis e K.
marxiannus (Figura 8). Na presenca da fracdo H4 podemos observar, através da
microscopia Optica, para as células de K. marxiannus (Figura 8) e através de
microscopia eletrbnica de varredura, para as células de C. albicans (Figura 9), e C.
tropicalis (Figuras 10) que estas apresentaram intensa aglomeragéo celular. Esta fracao
ainda foi capaz de induzir a formacédo de pseudohifas nas células das leveduras C.
albicans e C. tropicalis. Foi observado, também, a existéncia de material nao

identificado ao redor de células de C. albicans tratadas com a fracdo H4, que
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acreditamos ser proveniente da extrusdo de componentes citosélicos, que pode ser
observado em detalhes por microscopia eletrénica de varredura na figura 9F.

Como as fracbes H3 e H4 apresentaram uma maior atividade antimicrobiana
promovendo diversas alteracbes morfoldgicas nas células das leveduras, naés,
submetemos estas na presenca destas fracdes a ensaios de permeabilizacdo de
membranas a fim de avaliar possiveis mecanismos de acdo destes peptideos. A fracdo
H3 foi capaz de promover a permeabilizacdo das membranas de todas as leveduras
testadas como podemos observar nas figuras 11D (S. cerevisiae), figura 12D (C.
albicans), figura 13D (C. tropicalis) e figura 14D (K. marxiannus). Em relacéo a fracao
H4 ela foi capaz de induzir a permeabilizacdo das membranas de S. cerevisiae (Figura
11F), C. albicans (Figura 12F) e K. marxiannus (Figura 14F), mas ndo a de C. tropicalis
(Figura 13F). Resultados semelhantes em que peptideos modulam o influxo de ions
através das membranas pela sua permeabilizacao, ja foram observados para diversas
proteinas e peptideos isolados de diferentes espécies vegetais inclusive pimentas.
Desta forma esses peptideos se tornam modelos populares para o estudo do
funcionamento das proteinas de canal i6nico (Osborn et al., 1995).

Recentemente, um peptideo de 6 kDa isolado de sementes de C. annumm,
denominado CaTl, apresentava atividade de inibidor de tripsina e quimiotripsina e foi
capaz de promover a permeablizacdo das membranas das células das leveduras C.
albicans e S. cerevisiae (Ribeiro et al., 2012). Um LTP isolada de sementes de C.
annumm, denominada Ca-LTP1 foi capaz de permeabilizar a membrana da levedura C.
tropicalis (Diz et al., 2011). Uma defensina, desta vez isolada de sementes de feijao
comum, chamada PvD1 exibiu a capacidade de permeabilizar as membranas de
diferentes leveduras (Mello et al., 2011).

E importante ressaltar que a permeabilizacdo de membranas e a inibicdo do
crescimento ndo sédo fatos que estdo necessariamente relacionados, embora isso
aconteca em muitos casos, pode ocorrer inibicAdo do crescimento sem haver
permeabilizacdo de membrana e vice e versa (Teixeira et al., 2012).

A fracdo H4 foi a que apresentou maior atividade antimicrobiana e, portanto, foi
submetida ao segenciamento amino-terminal (Edmam, 1950). Esta fracdo apresentava
dois peptideos, que nés chamamos de BcH4a e BcH4b (Figura 3B), que foram

submetidos ao sequenciamento onde obtivemos a mesma sequencia
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(GMCEMSSQRCEQQFCRAQNLRT) para ambos, a qual apresentou homologia com
vicilinas de Solanum lycopersicum, Gossypium hirsutum, Gossypium arboreum, Carya
illinoinensis e Juglans nigra (Figura 3C). Diante disso nés sugerimos que esses dois
peptideos sejam fragmentos de uma proteina maior, dimérica, uma vicilina-like.

As vicilinas sdo proteinas grandes que possuem a funcdo priméaria de
armazenamento, normalmente sdo encontradas em sementes de leguminosas e fazem
parte da classe das globulinas 7S. Além de armazenar energia as vicilinas podem
desempenhar papeis importantes na defesa de plantas, especialmente contra insetos
(Macedo et al.,, 1995), mas também contra fungos interferindo na germinacdo dos
esporos ou conidios de fungos fitopatogénicos e inibindo o crescimento de leveduras
(Gomes et al., 1997, 1998). Alguns estudos relataram que as vicilinas exercem efeitos
toxicos para o crescimento de fungos, devido a sua capacidade para se ligar a parede
celular e a componentes da membrana plasmatica dos fungos (Gomes et al., 1998;
Rose et al., 2003).

Na literatura ja tem sido descrito outros peptideos que possuem homologia com
as vicilinas, portanto denominados vicilina-like. O peptideo RP1, isolado de sementes
de C. annumm é proveniente de uma fracdo com forte atividade antimicrobiana contra
diversas leveduras como S. cerevisiae, C. albicans, C. tropicalis, K. marxiannus, C.
parapsilosis, Candida guilliermondii e Pichia membranifaciens. Este peptideo
apresentou homologia com um AMP vicilina-like precursor isolado de Gossypium
hirsutum e Macadamia integrifélia (Ribeiro et al., 2007). Recentemente Gerlach et al.,
(2009) isolaram uma vicilina-like de sementes de Nicotiana sylvestris. Outro peptideo
vicilina-like com massa em torno de 11 kDa, foi isolado de sementes de Citrillus lanatus
(Yadav et al., 2011).

Assim como os fungos 0s insetos Sao responsaveis por prejuizos anuais muito
grandes na agricultura, assim nos ultimos anos muitos trabalhos tem sido desenvolvidos
com o intuito de isolar proteinas, entre estas, inibidores de a-amilase de plantas, para
atuarem na defesa contra estes insetos pragas. Segundo Titarenko e Chrispeels, (2000)
todos os vegetais possuem um grau de resisténcia aos insetos e segundo Payan
(2004), essa resisténcia pode ser devido a producdo de substancias que impedem a
acao das enzimas intestinais dessas pragas.
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Muitos insetos, principalmente os amidoliticos, dependem diretamente da
atividade das a-amilases existentes em seu intestino para a sua sobrevivéncia. Isto
ocorre pelo fato dos insetos amidoliticos utilizarem o amido como principal fonte de
carboidrato, o qual tem que ser quebrado para que a energia possa ser assimilada e
isto é feito pelas suas a-amilases intestinais (Kalve et al., 2012).

Diante disso n0s avaliamos as atividades inibitérias de todas as fra¢cdes (H1-H7),
a uma concentracdo de 200 pg.mL™, sobre a atividade das a-amilases salivar humana e
larval dos insetos C. maculatus e T. castaneum (Figura 15). Em relacdo a a-amilase
salivar humana a inibicdo foi mais acentuada na presenca das fragbes H1, H2, H3 e H4,
que correspondem as fragBes ricas em proteinas de baixa massa molecular (Figura
15A). Em relagdo as a-amilases de C. maculatus e T. castaneum, apesar de ambas
serem de insetos da mesma ordem (Coleoptera) o perfil de inibicdo foi bem diferente.
Segundo Mehrabadi et al., (2012) os inibidores de a-amilase possuem diferentes
especificidades devido a estruturas moleculares distintas e eles podem ser especificos
para determinadas espécies e ordens ou ndo. Para a enzima de C. maculatus apenas a
fracdo H4 foi capaz de inibir a sua atividade em cerca de 20 % (Figura 15B), ja em
relacdo a enzima de T. castaneum as fracbes H3, H4 e H5 inibiram mais de 95 % da
atividade dessa enzima, como observado na figura 15C.

Kalve et al., (2012) isolaram um inibidor de a-amilase de sementes de Albizia
lebbeck, de massa molecular 14.4 kDa e que possuia atividade inibitoria sobre as a-
amilase de duas ordens de insetos uma lepdoptera, Helicoverpa armigera, e um
coleoptero , Tribolium confusum, essa inibicdo foi demonstrada em um gel de atividade o
qual possuia amido em sua constituicdo e as a-amilases foram aplicadas no gel na
presenca e auséncia do inibidor e o gel foi corado com iodo. Na ausénia do inibidor o
amido era consumido, mas na presenca iSSO ndo acontecia, pois a atividade das a-
amilases estava inibida. Um resultado semelhante foi observado no nosso estudo ao
utilizarmos géis de atividade para determinar o potencial inibitério das fracdes H3 e H4
sobre a atividade das a-amilases. Tanto na presenca da fracdo H3 como na presenca
da fracdo H4 houve uma consideravel reducdo da atividade observada no gel, das trés
a-amilases como observado nas figuras 16, 17 e 18.

Interessantemente, nos ultimos anos AMPs como LTPs e defensinas tem sido
descritos como potentes inibidores de a-amilase de insetos e mamiferos. Vijayan et al.,
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(2012) demonstraram a atividade inibitoria sobre a d-amilase larval do inseto Zabrotes
subfasciatus de uma defensina Alpha-TvD1 que foi gerada através de mutagénese da
defensina ja conhecida por sua atividade antimicrobiana tvD1, isolada de Tephrosia
villosa. Uma outra defensina isolada de sementes de feijao-de-corda apresentou
atividade inibitoria sobre a a-amilase de C. maculatus e Z. subfasciatus (Santos et al.,
2010). Recentemente duas LTPs, isoladas de sementes de café (C. canephora) e
pimenta (C. annumm) também foram descritas como capazes de inibir a atividade das
a-amilases de insetos e de mamiferos, respectivamente (Diz et al., 2011; Zottich et al.,
2011). Neste trabalho relatamos pela primeira vez o potencial de AMPs relacionados a
vicilinas com propriedades inibitorias de o-amilases. Fato este que corrobora com a
multifuncionalidade dos AMPs isolados de plantas. A significacdo biolégica dessa
multifuncionalidade e os mecanismos que a levam a se estabelecer ainda ndo sédo
claros. O esclarecimento desses mecanismos pode tornar-se uma etapa importante no
estudo de proteinas envolvidas com defesa de plantas, favorecendo o possivel
desenvolvimento de métodos adequados para o controle de pragas e patdgenos e o

uso no controle de diversas doencas.
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7 — Conclusbes

e ApOs cromatografia de fase reversa em sistema HPLC da fracdo D2 foram
obtidas sete fragcOes, sendo as quatro primeiras compostas majoritariamente por

proteinas de baixa massa molecular;

e Os peptideos BcH4a e BcH4b, presentes na fracdo H4, ao serem submetidos ao
sequenciamento amino terminal apresentaram homologia com vicilinas de

diferentes espécies de plantas;

e Em uma concentracdo de 100 pg.mL™* nenhuma das fracdes testadas foram
capazes de inibir o crescimento das leveduras S. cerevisiae, C. albicans, C.
tropicalis e K. marxiannus, sendo que a fracdo H1 n&o inibiu nem em uma

concentracéo de 200 ug.mL™;

e A fracdo H2, na concentracdo de 200 pg.mL™, inibiu apenas o crescimento da
levedura S. cerevisiae, em cerca de 20 %;

e A fracdo H3, na concentracdo de 200 pg.mL™, inibiu cerca de 50 % do
crescimento da levedura C. albicans, 30 % do crescimento de C. tropicalis e 65

% do crescimento de K. marxiannus;

e A fracdo H4, na concentracdo de 200 pg.mL™, inibiu cerca de 60 % do
crescimento da levedura C. albicans, 40 % do crescimento de C. tropicalis e 72

% do crescimento de K. marxiannus;

e As fracbes H3 e H4 induziram alteracdes morfolégicas, como aglomeragao
celular e formacéo de peseudohifas, nas células das leveduras C. albicans, C.

tropicalis e K. marxiannus;

e As fracbes H3 e H4, na concentracdo de 200 pg.mL™, foram capazes de

promover a permeabilizacdo da membrana das células das leveduras S.
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cerevisiae, C. albicans e K. marxiannus, mas apenas a fracdo H3 foi capaz de

promover a permeabilizacdo da membrana das células da levedura C. tropicalis;

e Todas as fracdes testadas, na concentracédo de 200 pg.mL™, foram capazes de

inibir a atividade da a-amilase salivar humana;

e Apenas a fracdo H4 foi capaz de inibir, cerca de 20 %, da atividade da a-amilase

larval do intestino do inseto C. maculatus;

e As fracBes H3, H4 e H5, na concentracdo de 200 pg.mL™, foram capazes de
inibir mais de 98 % da atividade da a-amilase larval do intestino do inseto T.
castaneum, e a fragao H7 inibiu cerca de 50 % dessa atividade;
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