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RESUMO

As plantas sintetizam proteinas que possuem propriedades antimicrobianas, podendo ser
utilizadas em substituicdo aos defensivos quimicos no campo e como fonte de novas drogas
para o controle de infecgdes bacterianas em humanos. Dentre as diversas estruturas vegetais,
drgéos reprodutivos como as flores parecem ser uma fonte promissora de tais moléculas ativas
contra patdgenos, particularmente se considerado o seu relevante papel fisiologico, o qual deve
ser preservado. Nesse contexto, a presente pesquisa experimental teve como objetivos a
prospeccao de proteinas com acdo antimicrobiana em flores silvestres e posterior purificacao,
caracterizacdo bioquimica e avaliacdo da atividade antimicrobiana de um inibidor de tripsina
presente em flores de Cassia fistula Linn. (Chuva-de-ouro). O extrato total das flores de C.
fistula foi preparado em tampéo fosfato de sddio 50 mM, pH 7,5. Esse extrato apresentou
atividade inibitoria de tripsina (42,41 + 0,35 Ul/mgP) e de papaina (27,10 £ 0,23 UI/mgP), além
de mostrar a presenca de peroxidase (20,0 £ 0,18 UAP/mgP) e quitinase (1,70 + 0,21
nkatal/mgP), estando ausentes as atividades hemaglutinante, B-1,3-glucandsica, ureasica e
proteasica. O inibidor de tripsina de C. fistula, denominado CfTl, foi purificado do extrato total
por fracionamento com acido tricloroacético (2,5%), seguido de cromatografias de afinidade
(anidrotripsina-Sepharose-4B) e fase reversa (Vydac C-18TP 522). CfTI é uma glicoproteina
com massa molecular aparente de 22,2 kDa, pl 5,0 e sequéncia NH-terminal exibindo alta
similaridade com o inibidor de tripsina da soja do tipo Kunitz (SBTI). O inibidor mostrou-se
pouco estavel ao calor, reduzindo sua atividade inibitdria para 23,4% quando incubado a 60 °C,
durante 15 minutos. No entanto, ele se mostrou bastante estavel a varia¢cées no pH. CfTI (100
pg/mL) retardou o crescimento dos fungos fitopatogénicos de importancia agricola,
Colletotrichum lindemuthianum e Fusarium solani, além de apresentar atividade antibacteriana
frente as bactérias patogénicas ao homem, Staphylococcus aureus e Enterobacter aerogenes.
Os resultados obtidos demonstram o potencial das flores como fonte diversificada de proteinas
bioativas, evidenciando o inibidor de tripsina presente em flores de C. fistula, fomentando sua

aplicacdo biotecnoldgica frente a fungos e bactérias de relevancia para a Agricultura e Saude.

Palavras-chaves: Inibidor de tripsina, flores, atividade antimicrobiana



ABSTRACT

Plants synthesize proteins that have antimicrobial properties, which can be used to substitute
chemical pesticides in agriculture and as new drugs for the control of bacterial infections in
humans. Among the various plant structures, the flowers seem to be a promising source of
active molecules against pathogens, particularly if considered its important physiological role,
which should be preserved. Therefore, this experimental research aimed at the prospection of
novel proteins with antimicrobial activity in wild flowers and to subsequent purification,
biochemical characterization and evaluation of antimicrobial activity of a trypsin inhibitor
present in flowers of Cassia fistula Linn (the golden shower tree). The total extract of C. fistula
flowers was prepared in 50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.5. This extract presented trypsin
inhibitory activity (42.41 + 0.35 1U/mgP) and papain (27.10 + 0.23 1U/mgP), besides to the
presence of peroxidase (20.0 + 0.18 UAP/mgP) and chitinase (1.70 + 0.21 nkatal/mgP). On the
other hand, the hemagglutinating, B-1,3-glucanase, protease and urease activities were not
detected. The trypsin inhibitor of C. fistula, named CfTI, was purified by fractionating the crude
extract with trichloroacetic acid (2.5%) followed by affinity (anidrotripsina-Sepharose-4B) and
reverse phase (Vydac C-18TP 522) chromatographies. CfTl is a glycoprotein with an apparent
molecular mass of 22.2 kDa, pl 5.0 and NH-terminal sequence showing high similarity with
Kunitz soybean trypsin inhibitor (SBTI). The inhibitor was not stable to heat, and loss 23.4%
when incubated at 60 °C for 15 minutes. However, it proved to be stable to changes of pH. CfTI
(100 pg/mL) slowed the growth of pathogenic fungi of agricultural importance, Colletotrichum
lindemuthianum and Fusarium solani, and also presented antibacterial activity against the
human pathogenic bacteria, Staphylococcus aureus and Enterobacter aerogenes. The results
demonstrate the potential of the flowers as a source of diverse bioactive proteins, as the trypsin
inhibitor present in C. fistula flowers, promoting its biotechnological potential application

against fungi and bacteria of relevance to Agriculture and human health.

Key words: trypsin inhibitor, flowers, antimicrobial activity
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1. INTRODUCAO

Doencas em plantas tém levado a uma diminui¢do na producéo de alimentos, reduzindo
seu fornecimento a populacdo. Os fungos séo responsaveis por 70% das doengas que causam
danos em vaérias culturas, diminuindo a sua produtividade (SALUSTIANO et al., 2006). No
combate as doencas causadas por fungos fitopatogénicos, os agricultores tém utilizado diversos
compostos quimicos toxicos, os defensivos agricolas, a exemplo dos fungicidas.
Anualmente, sdo usados no mundo, aproximadamente, 2,5 milhdes de toneladas de defensivos
agricolas. Apenas no Brasil, 0 consumo anual desses compostos tem sido superior a 300 mil
toneladas de produtos comerciais, representando um aumento no consumo de agrotéxicos de
700% nos ultimos quarenta anos, contrapondo-se a um aumento de apenas 78% na area agricola
nesse periodo (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 2012).

Como consequéncias do aumento do consumo e do uso indiscriminado de agrotdxicos,
ha a contaminacdo do solo, da agua e dos alimentos, o surgimento de populacdes de
fitopatdgenos resistentes aos compostos quimicos, a intoxicacao de agricultores e a reducéo de
organismos benéficos e da biodiversidade, além de desequilibrios ambientais, alterando a
ciclagem de nutrientes e da matéria organica (BETTIOL; MORANDI, 2009). Em decorréncia
dos maleficios que os pesticidas causam ao homem e a natureza, torna-se imprescindivel buscar
medidas alternativas de controle de pragas e doencgas, com o uso de produtos naturais, eficientes
e de baixo impacto ambiental. A exploracdo da atividade bioldégica de compostos do
metabolismo primario e secundéario de plantas constitui, ao lado da inducdo da resisténcia, uma
forma efetiva de controle de doencas em plantas cultivadas (COLIN, 2006).

Similarmente a perspectiva de uso na Agricultura, muitas plantas podem ser utilizadas
como fonte de moléculas bioativas de relevancia na Saude, subsidiando a producao de novos
medicamentos para o tratamento de infec¢bes bacterianas. Os mecanismos de acdo dessas
biomoléculas obtidas a partir das plantas sdo diversificados, em contraste com os antibioticos
convencionais, representando, dessa forma, uma fonte promissora de novas drogas
(ALMEIDA, 2010).

Em consonéncia ao exposto, a acdo de varios extratos brutos, 6leos essenciais e
compostos isolados de extratos de plantas sobre o desenvolvimento de diversos
microrganismos, como fungos filamentosos, leveduras e bactérias ja foi avaliada (TEGEGNE;
PRETORIUS; SWART, 2008). Dentre os diversos compostos quimicos produzidos pelas
plantas, as proteinas constituem um grupo especial de moléculas bioativas, apresentando grande

potencial para aplicacGes biotecnolégicas no combate a pragas no campo, bem como no


http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/agricultura_e_meio_ambiente/arvore/CONTAG01_40_210200792814.html

controle de bactérias patogénicas a humanos. Vérias sdo as proteinas vegetais com propriedades
bioativas, incluindo lectinas, inibidores de proteases e de alfa-amilases, proteinas inativadoras
de ribossomos e toxinas (MORAIS et al., 2010; FREIRE et al., 2012). De modo geral, essas
proteinas tém sido detectadas em todos os tecidos vegetais, tendo sido isoladas de raizes, caules,
bulbos, folhas, frutos, sementes e flores.

Embora as sementes tenham sido alvo maior de investigacdo, devido a prevaléncia em
quantidade proteica comparativamente as outras partes vegetais (LIN et al., 2005), as outras
estruturas da planta sdo também bastante atrativas quando pensado em termos de repositérios
de moléculas bioativas, particularmente se considerados os seus papéis fisiologicos. Exemplo
sdo as flores, estruturas de extrema importancia para a perpetuacdo dos vegetais, estando
envolvidas no processo de reproducdo. Nesse contexto, € suposto que tais estruturas precisam
de um sistema de defesa que garanta a sua fecundacéo e evolugéo até a geracdo das sementes,
permitindo, assim, a reproducdo e a dispersdo dos vegetais. Apesar da suposicdo de que 0s
orgéos reprodutivos sejam uma fonte promissora de moléculas bioativas, ainda é muito restrito
0 numero de estudos investigando proteinas de flor, em funcéo, principalmente, do baixo
rendimento protéico e da disponibilidade sazonal de material para estudo (ALMEIDA, 2010).

Diante do exposto, 0 nosso grupo de pesquisa se propds a avaliar a acdo antimicrobiana,
contra fungos fitopatogénicos e cepas de bactérias patogénicas ao homem, de extratos proteicos
de flores silvestres, visando o posterior isolamento e a caracterizacdo de proteina relacionada
com essa atividade. Tais objetivos tiveram como cerne a seguinte hipdtese: “Tendo como base
a relevante funcéo da flor na reproducdo vegetal e, particularmente, a baixa incidéncia de
doencas e de ataque por insetos em flores silvestres € suposto que tal érgédo representa uma
fonte de proteinas com potencial para aplicagdo na Agricultura e Saude”. Alguns

questionamentos levantados no sentido de validar ou ndo essa hipotese incluem:

e Extratos de flores silvestres teriam atividade contra fungos fitopatogénicos e/ou
bactérias causadoras de infec¢des hospitalares?

e Compostos de natureza proteica estariam relacionados com a atividade antimicrobiana?

e As atividades protéicas detectadas sofreriam influéncia sazonal?

e As atividades antifingicas e/ou antibacterianas detectadas resistiriam aos
procedimentos de purificacdo de proteina?

e A proteina purificada apresentaria propriedades compativeis a de outros compostos

antimicrobianos?



Na perspectiva de responder aos questionamentos apresentados, foram selecionadas as
seguintes espécies: Ipomoea asarifolia R. et Schult (Salsa), Cassia fistula L. (Chuva-de-ouro),
Turnera ulmifolia L. (Chanana), Pachira aquatica Aubl. (Munguba) e Plumeria rubra L.
(Jasmim). Para o monitoramento da atividade antimicrobiana foram usados como modelos
experimentais os fungos fitopatogénicos Fusarium solani e Colletotrichum lindemunthianum e
as bactérias patogénicas Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Enterobacter aerogenes
(ATCC 13048). Em adicédo, foram empregadas varias técnicas de purificacdo e caracterizacdo
de proteinas no intuito de obter um composto puro e biologicamente ativo contra fungos e/ou

bactérias.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Fungos e a atividade agricola

Os fungos sdo conhecidos popularmente como mofos e bolores. Durante muito tempo,
os fungos foram confundidos com vegetais. No entanto, eles sdo organismos aclorofilados e,
portanto, ndo realizam fotossintese. Atualmente, estdo agrupados em um reino préprio, Fungi,
dividido em seis filos. Mais de 70 mil espécies de fungos ja foram descritas e, a cada ano, sao
descobertas entre 1,5 e 2 mil novas espécies. Segundo estimativas, existem mais de 1,5 milhdes
de espécies de fungos (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 1992).

Todos os fungos sdo eucariotos e podem ser unicelulares, a exemplo das leveduras e
quitridias, ou multicelulares, como o bolor negro do p&o (Rhizopus stolonifer). Normalmente,
suas células séo binucleadas e agrupam-se em filamentos, podendo ou ndo apresentar septos
entre elas (FIGURA 1). A presenca de septos, entretanto, ndo altera as funcdes metabdlicas
entre as células. Esses filamentos celulares sdo denominados hifas e o agrupamento intenso de
hifas constitui o0 micélio (ALEXOPOULOS et al., 1996).

Os fungos sdo organismos fundamentais para o equilibrio da natureza. As especies
saprofagicas, juntamente com as bactérias heterotroficas, constituem os principais
decompositores da biosfera. Além da importancia ambiental, os fungos também possuem valor
econémico e aplicagdes na producdo de alimentos e medicamentos (AZEVEDO, 2004). No
entanto, na maior parte das vezes, os fungos sdo lembrados somente pelos danos que algumas
espécies causam, seja ocasionando problemas de sadde, como alergias e micoses em animais,
ou parasitando plantas (FIGURA 2).

O ataque de plantas pelas varias espécies de fungos pertencentes as trés principais
classes de Oomycetes, Ascomycetes, e Basidiomycetes causa sérias perdas na agricultura e,
consequentemente, na economia de paises que sao produtores de alimentos, como o Brasil,
tendo sérias implicacOes sociais. Espécies de fungos tais como Fusarium oxysporum, F. solani,
Colletotrichum gloeosporioides, C. lindemuthianum, Botrytis cinerea, Aspergillus niger, A.
parasiticus, Penicillium janthinellum, P. expansum, Trichoderma harzianum, Pythium
aphanidermatum, Didymella bryoniae, Pyricularia grisea, Rhizopus stolonifer, Taphrina
deformans, Thanatephorus cucumeris, séo alguns, entre centenas deles, que promovem doengas

e podriddes durante a producéo e armazenamento de varios graos e alimentos como, feijdes,



milho, amendoim tomate, mel&o, pepino, trigo, cevada, soja, nozes, entre outros (UTKHEDE;
BOGDANOFF, 2003).

Figura 1 - Dois diferentes tipos hifas observadas em fungos filamentosos. Hifa asseptada ou
cenocitica (A) e hifa septada (B)

Fonte: http://idfph.blogspot.com.br/2008 06 22 archive.html



http://idfph.blogspot.com.br/2008_06_22_archive.html

Figura 2 - Plantas de interesse comercial atacadas por fungos fitopatogénicos. A — Bananeira
infectada por Fusarium oxysporum (Mal-do-Panama ou Fusariose); B — Maracuja com sintomas
de antracnose (Colletotrichum gloeosporioides); C — Podriddo vermelha da raiz da soja
ocasionada por Fusarium solani; D — Antracnose em vagens de feijdo (Colletotrichum

lindemunthianum)

Fonte: http://www.ufrgs.br/agrofitossan/galeria/tipos doencas.asp?id _doenca=275



http://www.ufrgs.br/agrofitossan/galeria/tipos_doencas.asp?id_doenca=275

Além disso, alguns desses fungos produzem micotoxinas que se acumulam nos
alimentos, causando severas intoxicages neuroldgicas, gastrointestinais e cancer em pessoas
que deles se alimentam.

Estima-se que cerca de 70% das doencas que acometem culturas de interesse econdomico
séo provocadas por fungos. Na tentativa de salvar suas lavouras, os agricultores tém feito uso
constante de fungicidas, compostos quimicos toxicos pertencentes ao grupo dos agrotoxicos
(SALUSTIANO et al., 2006). Anualmente, o total de investimento mundial em defensivos
agricolas ultrapassa a marca dos 28 bilhGes de dolares. No Brasil, esse valor corresponde a 7
bilhdes, sendo 38,9% dos agrotdxicos utilizados na Regido Sul. Em 2008, o Brasil tornou-se o
maior consumidor mundial de venenos agricolas (733,9 milhdes de toneladas), ultrapassando
os Estados Unidos (646 milhdes de toneladas). A cultura que mais consome agrotoxico € a soja.
No total, os herbicidas representam em torno de 45% das vendas, o0s inseticidas 29% e 0s
fungicidas 21% (BRASIL, 2009).

A aplicagdo indiscriminada de agrotoxicos tem trazido uma série de transtornos e
modificacdes para 0 ambiente, tanto pela contaminagdo das comunidades de seres vivos que 0
compde, quanto pela contaminagdo do solo, agua e alimentos, além de contribuir para o
aumento do nimero de pragas resistentes (BONALDO et al., 2007). Uma alternativa para evitar
tais danos e, dessa forma, buscar 0 manejo ecologico de pragas, seria a substituicdo dos
agrotoxicos por compostos naturais obtidos de plantas (ZOTTICH et al., 2011). Diversos
estudos demonstram a acdo de extratos brutos, 0leos essenciais e compostos purificados de
plantas contra fungos filamentosos, leveduras, bactérias, virus, insetos e vermes (YE; NG,
2009; WONG et al., 2012).

2.2. Bactérias patogénicas ao homem e sua resisténcia aos antibidticos

Na area médica, as infeccBes bacterianas se tornaram um importante problema de satde
publica nos ultimos anos, dado o aumento significativo no nimero de pacientes comprometidos
que, muitas vezes, evoluem para Obito. Em geral, a terapia antibacteriana é onerosa e, como
agravante, pode ser ressaltado o crescimento expressivo de cepas bacterianas resistentes as
drogas mais utilizadas comercialmente (PELEGRINI et al., 2009). As enterobactérias
resistentes a antibioticos, como a Escherichia coli, Klebsiella sp e Proteus sp, estdo entre as

maiores causadoras de infec¢des hospitalares (MENDES et al., 1997).



O impacto da resisténcia bacteriana aos antibidticos é, sobretudo, preocupante.
Estimativas do custo associado a perda de efetividade dos medicamentos em pacientes nos
Estados Unidos alcangam US$ 378 milhdes. De maneira idéntica, um dos principais problemas
enfrentados pelo Sistema Unico de Sadde Brasileiro (SUS) vem sendo o uso indiscriminado de
antibioticos pela populacdo, o qual gera um aumento crescente de bactérias resistentes aos
medicamentos frequentemente receitados (PELEGRINI, 2007).

Uma das consequéncias mais graves desse aumento da resisténcia bacteriana aos
antibidticos € a elevada incidéncia de infeccGes hospitalares causadas por esses organismos.
Essas infeccOes afetam normalmente pacientes imunodeprimidos e com baixa resisténcia por
causa da idade, pacientes com doencas subjacentes (como obesidade, diabetes, cancer ou outras
doencas graves) e aqueles que passaram por tratamentos médicos e cirdrgicos. Entre os
microrganismos mais comumente associados a tais infeccdes estdo 0s pertencentes ao género
Staphylococcus e a familia Enterobacteriaceae, que inclui bactérias dos géneros Proteus,
Klebsiella e Enterobacter (FIGURA 3) (ALMEIDA, 2010).

Em decorréncia do aumento da resisténcia a muitas drogas existentes no mercado, ha a
necessidade de se revelar novas substancias antibacterianas, que sejam eficazes e apresentem
amplo espectro de acdo. Nesse sentido, a busca por substancias antibacterianas derivadas de
plantas teve um grande impulso nos ultimos anos. De fato, estima-se que existam 250.000 a
500.000 espécies de plantas na Terra e apenas poucas espécies foram estudadas na busca por
novos antimicrobianos. Assim sendo, é bastante provavel que, nesse universo vegetal, sejam
encontradas proteinas bioativas que possam substituir, ou pelo menos minimizar

significativamente, o uso massivo de fungicidas e/ou bactericidas sintéticos.

2.3. Proteinas vegetais: prospeccao e avaliacdo do seu potencial biotecnolégico no controle

de patdgenos de planta e do homem

As plantas frequentemente estdo expostas a uma série de fatores adversos que
prejudicam seu crescimento, desenvolvimento e sua produtividade. Dentre os agentes
causadores de estresse aos vegetais, ha aqueles de natureza abidtica (temperaturas extremas),
falta/excesso de agua, ventos e metais pesados) e os de natureza bidtica (herbivoros, fungos,
bactérias, virus e nematdides) (SOARES; MACHADO, 2007).



Figura 3 - Bactérias mais associadas as infecgdes hospitalares. A — Enterobacter aerogenes; B
— Klebsiella sp.; C — Proteus vulgaris e D — Staphylococcus aureus
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Fonte: http://www.napavalley.edu/people/srose/Pages/Biol220.aspx
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Para assegurar a sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie, 0s vegetais recorrem a diversas
estratégias que, em conjunto, representam as defesas pré-formadas ou constitutivas e as defesas
po6s-formadas ou induzidas (NURNBERGER et al., 2004). De um modo geral, todas atuam no
sentido de tornar as plantas mais tolerantes as condigdes ambientais adversas e de dificultar, ou
mesmo impedir, a alimentacdo ou penetracdo do organismo invasor nos tecidos vegetais
(ANDRADE, 2008). As defesas constitutivas englobam as barreiras fisicas (ceras, espinhos,
tricomas, parede celular etc.) e compostos quimicos pré-formados (terpendides, glicosidios
cianogénicos, compostos fendlicos, acidos hidroxamicos etc.). J4 as defesas induzidas
compreendem mecanismos de protecdo que sdo ativados apds contato com o agressor,
envolvendo, muitas vezes, a sintese de moléculas pertencentes ao metabolismo primario e/ou
secundario do vegetal (XAVIER-FILHO, 1993).

Dentre as moléculas que fazem parte do metabolismo priméario, merecem destaque as
proteinas, estando envolvidas em varios processos biologicos como, por exemplo, biossintese
da membrana e parede celular, metabolismo de compostos primarios e secundarios, absorgéo e
transporte de agua e nutrientes a partir do solo, defesa vegetal, além de muitos outros
(GOKULAKANNAN; NIEHAUS, 2010; VALLEDOR; JORRIN, 2011; OLIVEIRA et al.,
2012). Incluidas na vasta classe das proteinas, ha aquelas consideradas toxicas, pois sdo capazes
de interferirem negativamente em algum parametro biolégico de organismos que tenham
entrado em contato com quantidades determinadas dessas moléculas, atraves de vias
especificas (SOARES et al., 2012), estando representadas por lectinas, polifenoloxidases,
peroxidases, fenilalanina-aménia liase, proteinas ligantes a quitina, toxinas e inibidores de
proteases serinicas e cisteinicas (CONSTABEL; RYAN, 1998; SIQUEIRA-JUNIOR et al.,
2002; PELEGRINI; FRANCO, 2005; VAZ et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010; GIFONI et
al., 2012). Tais classes de proteinas bioativas tém recebido atencdo especial, em virtude da
potencialidade de aplicacBes na agricultura e na salde.

No setor agronémico, muitas proteinas tém sido evidenciadas ndo somente por mostrar
acdo direta sobre diversos patdgenos vegetais, mas, também, por apresentar capacidade de
serem expressas em plantas suscetiveis, por meio de técnicas de transgenia (SHAH;
ROMMENS; BEACHY, 1995; VINCENT; WONG; NG, 2007; DEO PRASAD; JHA;
CHATTOO, 2008; MORAIS et al., 2010; GIFONI et al., 2012).

Na éarea clinica, diversos estudos tém sido focalizados na prospeccdo de proteinas
antibacterianas de origem vegetal, visando a producdo de novos medicamentos para o
tratamento de infecgdes em humanos, dado ao fato de seus mecanismos de acao diversificados,

em contraste com os antibidticos convencionais (ALMEIDA, 2010). Outra vantagem associada
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aos produtos de origem natural para fins terapéuticos, como proteinas, por exemplo, é a alta
especificidade a um conjunto de fungdes complexas que moléculas de pequeno tamanho s&o
incapazes de mimetizar, interferindo pouco nos processos bioldgicos normais, acarretando
menor quantidade de efeitos adversos (STROHL; KNIGHT, 2009). Reichert (2003),
comparando a aceitacdo de novas drogas pela FDA no periodo de 1980 a 2002, demonstrou
que proteinas sdo mais facilmente aceitas e liberadas para o mercado como farmacos, quando
comparadas a drogas de baixa massa molecular de natureza ndo proteica, evidenciando o
sucesso desta bioterapia, a proteina-terapia.

Em consonancia ao exposto, a prospec¢ado e descoberta de novas proteinas vegetais com
potencial contra fungos e bactérias, aliadas as facilidades que a engenharia biotecnolégica
dispbe, propiciardo um novo cenario caracterizado por terapéuticas de curas mais efetivas e
ecologicamente amigaveis de doengas fungicas e bacterianas que acometem as plantas e

afligem a humanidade.

2.4. Proteases e inibidores de tripsina

As proteinas com capacidade de quebrar outras proteinas sdo conhecidas como proteases. As
proteases que hidrolisam ligacGes peptidicas internas sdo denominadas de endopeptidases ou proteinases
e as que clivam ligacbes N-terminais e C-terminais recebem o nome de exopeptidases (DUBEY et al.,
2007). Em geral, as proteinases estdo divididas em familias, classificadas de acordo com o grupo reativo
no sitio ativo, mecanismo de ac¢do e estrutura tridimensional (VAN DER HOORN; JONES, 2004). As
mais conhecidas compreendem as proteinases serinicas, cisteinicas, asparticas e metaloproteinases
(TABELA 1).

As proteinases desempenham importantes fungdes para as plantas, atuando na liberacao
de aminoacidos livres nos 6rgdos de reserva e na regulacdo de processos apoptdticos. Sdo
importantes, ainda, para o controle da expressdo génica, assim como para a regulacdo da
fotossintese (ADAM, 2000; GATEHOUSE, 2011). Em adicdo, algumas proteinases estdo
envolvidas nos mecanismos de defesa das plantas contra o ataque de patdgenos e herbivoros
(PALMA et al., 2002).
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Tabela 1 - Classificacdo das endopeptidases ou proteinases

Familias Faixa de Residuos do Enzimas
pH 6timo sitio ativo
Proteinases serinicas Asparagina Tripsina
(E.C.3.4.21) 7,0-9,0 Serina Quimotripsina
Histidina Elastase

Proteinases cistefnicas Cisteina Papaina
(E.C.3.4.22) 40-7,0 Aspartato Catepsinas (B, H,
Histidina L)
Ficina
Bromelaina
Proteinases asparticas Pepsina
(E.C.3.4.23) <50 Aspartato Catepsina D
Renina
Metaloproteinases
(E.C.3.4.24) 7,0-9,0 lons metalicos | Carboxipeptidase
Termolisina

E.C. - Cddigo dado as enzimas pelo Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia
Molecular. 3, representa a classe das hidrolases; 4, subclasse das enzimas que hidrolisam liga¢@es peptidicas; 21,
subclasse das proteinases serinicas; 22, proteinases cisteinicas; 23, proteinases aspérticas; 24, metaloproteinases.
Fonte: STOREY; WAGNER, 1986; NC-IUMBM, 1992.



13

Em plantas, animais e microrganismos podem ser encontradas proteinas ou peptideos
com a propriedade de inibir a acdo catalitica das proteinases, ao interagir em diversos graus de
afinidade com os sitios reativos dessas enzimas, formando complexos estequiométricos inativos
(RICHARDSON, 1991). Tais proteinas sdo conhecidas como inibidores de proteinases.

No reino vegetal, as angiospermas dicotiledéneas englobam o maior nimero de espécies
contendo essas proteinas, merecendo destaque as familias Leguminosae e Solanaceae. Ja nas
monocotileddneas, a familia Gramineae (Poaceae) contém o maior nimero de inibidores ja
relatados (OLIVEIRA et al., 2007). Tais inibidores podem ser expressos de forma constitutiva
e induzida e sua quantidade é extremamente variavel, dependendo de varios fatores, 0s quais
englobam o estagio de maturacdo da planta, localizacdo tecidual, tempo de colheita e
armazenamento (JONES, 2004).

Quatro classes de inibidores de proteinases foram estabelecidas de acordo com a
especificidade e mecanismo de acdo, abrangendo os inibidores de proteinases serinicas,
cisteinicas, asparticas e de metaloproteinases (RYAN, 1990) (TABELA 2). Os inibidores de
proteinases serinicas sdo 0s mais abundantes, sendo encontrados em varias espécies vegetais e
estando distribuidos em diferentes tecidos, em particular nas sementes de leguminosas. Tais
inibidores foram agrupados em sete familias (TABELA 2), com base em suas semelhancas na
estrutura primaria, massa molecular e no nimero de residuos de cisteina e pontes dissulfeto
(RICHARDSON, 1991). As familias dos inibidores serinicos do tipo Kunitz e Bowman-Birk
sdo as mais estudadas (PANDO et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2007).

Os inibidores do tipo Kunitz apresentam massa molecular variando entre 18 e 26 kDa,
sendo composto, em média, por 180 residuos, dentre estes quatro residuos de cisteina, podendo
formar até duas pontes dissulfeto, contendo, em geral, apenas um sitio ativo (RICHARDSON,
1991). Entretanto, estudos recentes tém relatado para alguns desses inibidores a presenca de,
pelo menos, dois sitios ativos e a capacidade de inibir proteases de classes iguais ou mesmo
diferentes. Um exemplo € o inibidor de tripsina isolado de Adenanthera pavonina, capaz de
inibir a tripsina e a papaina, proteases serinica e cisteinica, respectivamente (MIGLIOLO et al.,
2010). Ja os inibidores de tripsina do tipo Bowman-Birk sdo, geralmente, menores, com massa
molecular variando entre 8 e 10 kDa, de cadeia Unica, com dois sitios reativos (tripsina e
quimotripsina) e 14 residuos de cisteina, todos envolvidos em pontes dissulfeto
(RICHARDSON, 1991). A participacdo dos inibidores tipo Kunitz e Bowman-Birk tem sido

verificada em varios processos, podendo atuar como proteinas de



Tabela 2 - Familias de inibidores de proteinases de plantas

Proteinases

Classe de inibidores

Familia de inibidores

Serinicas

Cisteinicas

Asparticas

Metaloproteinases

Inibidores de
proteinases serinicas

Inibidores de
proteinases cisteinicas

Inibidores de
proteinases asparticas

Inibidores de
metaloproteinases

Bowman-Birk
Kunitz
Batata |
Batata Il
Cereais
Taumatina
Ragi I-2/milho

Cistatinas de plantas
(Fitocistatinas)

Inibidores de proteinases

asparticas

Inibidores de

carboxipeptidases A e B

Fonte: ANDRADE, 2008.
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reserva, reguladores de enzimas enddgenas, reguladores do processo de morte celular
programada, além de fazerem parte do sistema de defesa das plantas (STOREY et al., 2000;
HUBER; BODE 2000; GAUT; TIFFIN, 2001). Diversos trabalhos relatam a atividade deletéria
dos inibidores de tripsina no desenvolvimento de fungos (CHILOSE et al., 2000; WANG; NG,
2006) e bactérias (KIM et al., 2006; LIMA et al., 2011).

2.5. Flor — uma potencial fonte de proteinas ativas contra patdégenos

A producao de moléculas de defesa, a exemplo das proteinas, € um processo altamente
dispendioso para a planta, devendo ser, preferencialmente, destinada as estruturas vegetais que
possuem papeis fisiologicos relevantes, associados, sobretudo, a reproducdo e perpetuacdo da
espécie. Nessa conjuntura, as flores e frutos se inserem, estando protegidos especialmente por
moléculas de natureza constitutiva (ZANGERL; BAZZAZ, 1993; HEATH, 2000; KOZUKUE
et al., 2004), contrastando, de certa forma, com partes vegetativas, tais como folhas, cuja defesa
envolve a participacdo efetiva de compostos induzidos, sintetizados em resposta a danos
vegetais (STRAUSS; IRWIN; LAMBRIX, 2004). Diante do exposto, as flores representam
uma potencial fonte de proteinas bioativas, relativamente inexploradas, uma vez que séo
escassos 0s estudos acerca de purificacao e atividade bioldgica dessas macromoléculas.

Quitinases e glucanases sdo exemplos de proteinas presentes em flores, detectadas em
plantas de fumo em desenvolvimento (LOTAN; ORI; FLUHR, 1989; NEALE et al., 1990). Um
gene codificante para uma proteina do tipo osmotina, presente especificamente em flores de
tomate (Lycopersicon esculentum), foi, também, reportado (CHEN; WANG; SMITH, 1996).
Adicionalmente, inibidores de proteases foram detectados, havendo relatos de sua presenca em
flores de Nicotiana alata (ATKINSON et al., 1993) e de Helianthus annuus. Nesse Gltimo caso,
0 inibidor apresentou massa molecular de 16 kDa e causou completa inibicdo da germinacao
dos ascasporos de Sclerotinia sclerotiorum na concentragdo 5 pg/mL (GIUDICI; REGENTE;
CANAL, 2000). Um inibidor de tripsina foi também purificado de flores de Moringa oleifera.
Esse inibidor apresentou atividade antibacteriana e termiticida, aumentando a mortalidade de
operarios de cupins da espécie Nasutitermes corniger sem, contudo, alterar a sobrevivéncia dos
soldados (PONTUAL et al., 2009). Embora o papel fisioldgico dessas proteinas em flores ndo
tenha sido totalmente esclarecido, uma funcdo de protecdo contra o ataque de agressores
(patogenos e herbivoros) tem sido sugerida, haja vista o historico de fungdes creditadas as
classes proteicas até entdo detectadas (GIUDICI; REGENTE; CANAL, 2000).
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2.6. Cassia fistula Linnaeus

O género Cassia (Fabaceae) é constituido por mais de 600 espécies, incluindo arbustos,
arvores e ervas, distribuidos em regibes tropicais e subtropicais de todo o Mundo. Nos
ecossistemas brasileiros, particularmente na Mata Atlantica, o género Cassia € muito frequente.
Na regido sudeste, algumas espécies desse género sdo bastante apreciadas devido a beleza de
suas flores e, por consequéncia, muito utilizadas como plantas ornamentais (LORENZI, 1998).

A C. fistula é uma arvore semi-selvagem, conhecida pelos seus belos cachos de flores.
De porte médio e crescimento rapido, ela alcanca cerca de 5 a 10 m de altura. Seu tronco é
elegante, um pouco tortuoso, e pode ser simples ou multiplo, com a casca cinza-esverdeada. A
copa é arredondada, com cerca de 4 m de diametro. As folhas caducas sdo pinadas, alternas,
com 4 a 8 pares de foliolos elipticos, acuminados e de cor verde-viva (DANISH et al., 2011).
No verdo, despontam suas inflorescéncias, do tipo racemo, pendentes e longas, com cerca de
30 cm de comprimento e numerosas flores amarelas, pentdmeras e grandes (FIGURA 4). Os
frutos que se seguem sdo do tipo legume, cilindricos, de cor marrom e contém de 25 a 100
sementes lenticulares, castanhas, lustrosas, envoltas em uma polpa doce e com propriedades
medicinais. Apesar de a polpa ser comestivel, as sementes sdo tdxicas e ndo devem ser ingeridas
(LORENZI, 1998).

Esta espécie é largamente usada na medicina tradicional com indicacdes no tratamento
de varias doencas, incluindo micoses e outras infeccdes de pele ocasionadas por fungos
(RAJAN et al., 2001). A populacdo da india utiliza suas folhas no tratamento de processos
inflamatérios, as flores como purgativos e os frutos como antipiréticos, abortivos, purgativos e
no tratamento de processos inflamatérios e do reumatismo (KIRTIKAR; BASU, 1975;
SATYAVATI; SHARMA, 1989).

Ha dados mostrando que a espécie C. fistula apresenta atividade antimicrobiana bastante
elevada, com amplo espectro de acdo, justificando o seu uso popular no tratamento de diversas
infeccdes (KUMAR et al., 2006). Phongpaichit e colaboradores (2006) avaliaram a acdo do

extrato metanolico das folhas de C. fistula sobre os fungos Trichophyton rubrum,
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Figura 4 - Aspectos morfologicos da Cassia fistula Linn. Inflorescéncia, folha e

fruto.

Fonte: http://www.stuartxchange.org/KanyaPistula.html
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Microsporum gypseum e Penicillium marneffei, sendo os dois primeiros relacionados com
dermatofitoses e o Ultimo estando envolvido com infecgdes de pele e no trato respiratério. O
extrato metandlico a 10 mg/mL causou inibicdo total do crescimento dos fungos em estudo.
Duraipandiyan e Ignacimuthu (2007) observaram também efeitos antimicrobianos em extratos
de flores de C. fistula, obtidos com diferentes solventes, ativos contra bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, apresentando concentragdes inibitorias minimas variando entre 0,078 e 2,5
mg/mL.

No presente trabalho, apds alguns testes preliminares, as flores de C. fistula foram
selecionadas como objeto de trabalho, com a proposta de avaliar a agdo antimicrobiana d
extratos proteicos contra fungos fitopatogénicos e cepas de bactérias patogénicas ao ho

visando o posterior isolamento e a caracterizacéo de proteina relacionada com essa ativiGauc.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

Este trabalho teve os seguintes objetivos gerais:

e A prospec¢do de proteinas com acdo antimicrobiana em extratos proteicos de
flores silvestres;

e A purificacdo, caracterizagdo bioquimica e avaliagdo da atividade
antimicrobiana de um inibidor de tripsina presente em flores de Cassia fistula L.

(Chuva-de-ouro).

3.2. Objetivos especificos

e Prospeccdo de proteinas com acdo contra fungos fitopatogénicos em extratos
proteicos de flores silvestres;

e Estabelecimento de um protocolo de extracdo das proteinas de flores de C.
fistula;

e Deteccdo de proteinas bioativas nos extratos proteicos de C. fistula;

e Estabelecimento de um protocolo de purificagdo de um inibidor de tripsina de
flores de C. fistula;

e Caracterizacdo do inibidor purificado quanto a massa molecular, ponto
isoelétrico, sequéncia NH»-terminal, presenca de carboidrato e estabilidade ao
calor e pH;

e Avaliacdo dos efeitos do inibidor purificado a microrganismos patogénicos a

plantas (fungos) e ao homem (bactérias).
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4. MATERIAIS

4.1. Flores silvestres

No presente trabalho, foram analisadas as flores das seguintes espécies vegetais:
Plumeria rubra L. (Jasmim), Ipomoea asarifolia R. et Schult (Salsa), Pachira aquatica Aubl.
(Munguba), Cassia fistula L. (Chuva-de-ouro) e Turnera ulmifolia L. (Chanana). As flores
foram coletadas de plantas situadas no Campus do Pici, da Universidade Federal do Ceara
(UFC), tendo sido a identificacdo das espécies vegetais feita pelo Herbario Prisco Bezerra.

4.2. Eritrocitos

Os eritrdcitos utilizados nos ensaios de hemaglutinacdo foram obtidos a partir de
amostras de sangue de coelho albino adulto (linhagem Nova Zelandia), mantido no biotério do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular (DBBM) da UFC. A coleta do sangue foi
efetuada através de uma pequena incisdo da veia marginal da orelha, tendo sido utilizada

heparina como anticoagulante.

4.3. Fungos

Os fungos fitopatogénicos Colletotrichum lindemuthianum e Fusarium solani foram
provenientes da micoteca do Laboratdrio de Toxinas Vegetais (DBBM/UFC). Os fungos foram
mantidos em meio Agar-Batata-Dextrose (BDA) estéril, em camara de crescimento com

umidade entre 40-50%, temperatura 25-27 °C e fotoperiodo 12 h claro/12 h escuro.

4.4. Bactérias

As bactérias patogénicas Gram positiva (Staphylococcus aureus - ATCC 25923) e Gram
negativa (Enterobacter aerogenes - ATCC 13048) foram fornecidas pelo Laboratdrio de
Ecologia Microbiana e Biotecnologia do Departamento de Biologia da UFC. As bactérias foram

conservadas em meio &gar nutriente estéril e a 4 °C.
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4.5. Reagentes quimicos

Acrilamida, N,N’-metileno bisacrilamida, &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA),
acido tricloroacético (TCA), B-mercaptoetanol, albumina sérica bovina (BSA), Coomassie
Brilliant Blue G-250, N-a-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BApNA), N-a-benzoil-DL-
arginina-p-naftilamida (BANA), 7-dimetilaminocumarina-4-4cido acético (DMACA),
azocaseina, urease, inibidor de tripsina de soja tipo Kunitz (tipo 1-S), papaina, trizma-base,
ditiotreitol (DTT) foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EEUU).

Os marcadores de massa molecular e matrizes cromatograficas foram obtidos da GE
Healthcare Life Science (NY, USA).

Os meios de cultura &gar batata, agar nutriente, caldo Mueller-Hinton, caldo YPD
(Yeast, Potato and Dextrose) foram obtidos da Himedia e Merk (Darmstadt, Germany).

Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico e obtidos comercialmente.
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5. METODOS

5.1. Coleta e processamento das flores silvestres

As flores foram coletadas sempre no periodo da manha (antes das 9 h), com aw
uma tesoura de poda, tendo sido imediatamente guardadas em caixas térmicas resfriadas e
conduzidas ao Laboratério de Toxinas Vegetais, onde foram imersas em agua destilada
resfriada a 4 °C, por 5 minutos (FIGURA 5). Em seguida, foi procedida a retirada das sépalas,
tendo sido o restante da estrutura floral secado em papel de filtro, pesado e acondicionado em

recipientes plasticos a -80 °C, para posterior preparacao dos extratos.

5.2. Prospeccao de atividade antifungica em extratos proteicos de flores silvestres

5.2.1. Preparacao dos extratos

Flores sem sépalas foram maceradas durante 30 minutos em gral e, em seguida,
misturadas com tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, na proporcdo de 1:4 (m/v). A mistura foi
mantida sob agitacdo a 4 °C, por 30 minutos, seguida de filtracdo em pano de trama fina e
centrifugacdo a 10.000 x g, por 30 minutos, a 4 °C. O precipitado foi descartado e o
sobrenadante dialisado (cut-off 12 kDa) contra dgua destilada (FIGURA 5). Os extratos totais
das flores das cinco espécies vegetais foram, entdo, utilizados para dosagem de proteinas

soluveis e avaliacdo da atividade antifungica.

5.2.2. Dosagem de proteinas soluveis

A dosagem de proteinas solUveis foi realizada seguindo a metodologia proposta por
Bradford (1976). A 100 pL dos extratos, foram adicionados 2,5 mL do reagente de Bradford.
A mistura foi agitada e apds 10 minutos em repouso, foram feitas leituras das absorbancias a
595 nm em espectrofotdmetro. A concentracdo protéica foi estimada em relacdo a uma curva
padrdo obtida utilizando diferentes concentracbes de BSA. Alternativamente, medidas da
densidade Optica a 280 nm foram utilizadas para acompanhamento da purifica¢do protéica nos

procedimentos cromatograficos.



Figura 5 - Esquema de obtenc&o dos extratos protéicos totais de flores silvestres
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5.2.3. Avaliagdo da atividade antifungica frente a germinacéo dos esporos

Os fungos F. solani e C. lindemuthianum foram inicialmente repicados antes da
realizacdo dos experimentos, por meio da transferéncia de um pellet, obtido a partir de uma
cultura pura retirada da micoteca, para uma placa de Petri contendo 20 mL do meio sélido BDA.
O preparo da suspenséo de conidios foi realizado quando o crescimento dos fungos atingiu todo
o didmetro da placa, o que ocorreu, em média, 15 dias apds a repicagem. Para tanto, em cada
placa foram adicionados 10 mL de &gua destilada estéril e, em seguida, procedida a raspagem
da cultura com auxilio de uma alca de Drigalski estéril. O material obtido foi, entdo, filtrado
em malha de nylon para eliminagdo de fragmentos de hifas, tendo sido denominado de
suspensdo padrdo. Posteriormente, foi feita a contagem dos conidios em camara de Neubauer,
seguida de diluicdo a fim de que fosse obtido um indculo com concentragdo de 2,0 x 10°
conidios/mL (GIFONI, 2005).

Para avaliar o potencial antifingico das flores silvestres, foi analisada a acédo de seus
respectivos extratos protéicos sobre a germinacdo dos conidios de F. solani e C.
lindemuthianum, conforme método proposto por Ji e Kac (1996). Aliquotas de 10 pL da
suspensdo de conidios (2,0 x 10° conidios/mL) foram incubadas com 10 pL dos extratos
(contendo 10 pg de proteinas) ou com os controles (dgua destilada estéril e perdxido de
hidrogénio 100 mM) em placas de germinacéo (placas de polietileno reticuladas). As placas
foram acondicionadas em recipientes fechados contendo papel de filtro embebido de agua
destilada e mantidas na auséncia de luz, a 30 °C durante 24 h. Ap6s o periodo de germinacéo,
0s conidios foram observados em microscopio optico (Olympus System Microscope BX 60) e
fotografados com camera digital. Aqueles que apresentaram tubo germinativo correspondente
duas vezes o seu tamanho foram considerados como germinados. O extrato total que exibiu
atividade contra a germinacao dos esporos dos fungos em estudo, mostrando-se, portanto, mais
promissor como fonte de proteinas ativas para controle desses patdgenos, foi selecionado para

dar continuidade aos experimentos pretendidos no presente trabalho.

5.3. Obtencao e caracterizacdo do extrato proteico de flores de Cassia fistula

5.3.1. Estabelecimento das melhores condi¢des para extracdo de proteinas

Dentre as espécies estudadas, apenas o extrato total das flores de C. fistula se mostrou

capaz de inibir a germinacdo dos conidios de F. solani e C. lindemuthianum. Dessa forma, se
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buscou determinar as melhores condicgdes de extracdo das proteinas. Para tanto, as flores foram
maceradas durante 30 minutos e colocadas em contato com agua destilada e os seguintes
tampdes: Acetato de sddio 50 mM, pH 5,2; Fosfato de s6dio 50 mM, pH 7,5; Tris-HCI 50 mM,
pH 7,5 e Glicina-NaOH 100 mM, pH 9,0, na proporcao de 1:4 (m/v), durante 1 h sob agitacéo
constante, a 4 °C. Depois, a mistura foi filtrada em pano de trama fina e o material filtrado
centrifugado a 10.000 x g, por 30 minutos, a 4 °C. Os precipitados foram descartados e aliquotas
do sobrenadante utilizadas para dosagem de proteinas de acordo com o descrito anteriormente.
A escolha do melhor tampédo de extracdo foi feita com base na capacidade do mesmo de
solubilizar proteinas, ou seja, foi escolhido o tampdo cujo extrato apresentou maior
concentracdo de proteinas solUveis. Visando, ainda, a otimizagcdo do processo de extracéo, foi
investigada a influéncia do tempo de agitacdo sobre a extracdo de proteinas, tendo sido
considerados os tempos de extracdo de 1, 2, 3 e 4 h. A partir das analises efetuadas, o extrato
proteico de flores de C. fistula passou a ser obtido conforme esquematizado na Figura 6.

5.3.2. Deteccao e dosagem de proteinas bioativas

5.3.2.1. Determinacdo da atividade hemaglutinante

A presenca de lectinas no extrato proteico de flores de C. fistula foi avaliada através de
ensaio de atividade hemaglutinante conduzido segundo a metodologia descrita por Moreira e
Perrone (1977), adaptada para tubos de ensaio. O extrato proteico foi submetido a diluicdes
seriadas em tubos de ensaio na presenca de NaCl 150 mM (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, etc). A 100 pL
de cada diluicdo, foi adicionado igual volume de uma suspensao de eritrocitos (2%) de coelho,
tratados ou ndo com tripsina (1 mg de tripsina/10 mL da suspensdo, por 1 h, com agitacGes
periddicas, seguida de centrifugacdes e lavagens com NaCl 150 mM). Os tubos foram
incubados a 37 °C, durante 1 h. Apos esse tempo, foram centrifugados a 3000 x g, durante 30
segundos. A visualizacdo da aglutinacdo dos eritrdcitos foi feita a olho nu e os resultados foram
expressos em unidades de hemaglutinacdo (UH), sendo uma UH definida como o inverso da

maior diluicdo da amostra ainda capaz de aglutinar eritrocitos.



Figura 6 - Protocolo de extracdo das proteinas sollveis de flores de C. fistula
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5.3.2.2. Determinacdo da atividade inibitoria de tripsina

A metodologia utilizada para avaliar a presenca de inibidor de tripsina no extrato
proteico de C. fistula foi a descrita por Erlanger e colaboradores (1961), com modificagdes.
Inicialmente foi construida uma curva padréo, através das seguintes etapas: aliquotas de 10 a
30 pL de tripsina (0,3 mg/mL) foram utilizadas. Em seguida, foi adicionado o tampao Tris-HCI
50 mM, pH 7,5, contendo CaCl, 20 mM, até o volume de 800 pL. Os tubos foram, entéo,
incubados a 37 °C, em banho-maria, durante 10 minutos. Posteriormente, foram adicionados
500 pL da solucdo de BApNA 1,25 mM (substrato). Os tubos foram novamente incubados em
banho-maria a 37 °C por 15 minutos e, em seguida, foi adicionada a soluc¢do de parada, 120 puL
de acido acético 30%. As leituras das absorbancias foram realizadas em espectrofotémetro a
410 nm.

No ensaio de determinagdo da atividade inibitoria de tripsina foi utilizado o volume de
tripsina determinado pela curva, 100 pL da amostra a ser testada e o volume do tampéo Tris-
HCI 50 mM, pH 7,5, contendo CaCl, 20 mM, de modo a alcangar o volume final de 800 pL.
Os tubos foram incubados a 37 °C, em banho-maria, por 10 minutos. Apds a incubacéo, foi
adicionado o substrato e, novamente, os tubos foram colocados a 37 °C, por 15 minutos, em
banho-maria. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 120 pL de acido acético 30%. As
absorbancias foram lidas no comprimento de onda de 410 nm em espectrofotdmetro. A
atividade inibitéria de tripsina foi expressa em unidades de inibicdo, que representa a
diminuicdo de 0,01 da absorbancia da atividade da enzima. Todos os ensaios foram realizados

em triplicata e com provas em branco, onde a reacdo foi parada antes da adi¢cdo do substrato.

5.3.2.3. Determinacdo da atividade inibitdria de papaina

A presenca de inibidores de proteases cisteinicas (papaina) no extrato foi determinada
seguindo a metodologia descrita por Abe e colaboradores (1992). Inicialmente, foi preparada a
solucdo padrdo de papaina, através da dissolucdo de 1 mg de papaina em agua grau Milli-Q e
depois de diluicdo dessa solucdo 50 vezes com tampdo fosfato de sédio 250 mM, pH 6,0.
Aliquotas de 60 pL da solucdo padrdo de papaina foram misturadas em tubos de ensaio com 40
pL de uma solucdo ativadora constituida de tampao fosfato de sddio 250 mM, pH 6,0, contendo
EDTA2mM e DTT 3 mM. Foram adicionados, ainda, 200 pL de tampéo fosfato de sédio 250
mM, pH 6,0 e 200 pL das amostras a serem analisadas quanto a presenca do inibidor. Este meio

reacional foi imediatamente incubado em banho-maria a 37 °C, por 10 minutos. Apos



28

incubagéo, foram adicionados 200 pL do substrato BANA 1 mM (dissolvido em 1 mL de
DMSO e depois acrescentado tampéo fosfato de sédio 250 mM, pH 6,0, g.s.p. 700 uL). Apds
20 minutos da adigéo do substrato, a reacao foi interrompida com 500 pL de HCI 2% em etanol.
Decorridos 5 minutos em temperatura ambiente, foram adicionados 500 yL do cromégeno
DMACA 0,06%, dissolvido em etanol e, apds 30 minutos, a absorbancia foi medida a 540 nm
em espectrofotdmetro. Uma unidade de atividade antipapainasica (Ul) foi definida como sendo
a quantidade de inibidor capaz de diminuir a atividade da papaina (controle) em 0,01 da
absorbancia a 540 nm. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e com provas em branco,

onde a reacdo foi parada antes da adi¢do do substrato.

5.3.2.4. Determinagdo da atividade f-1,3-glucanésica

A atividade B-1,3-glucanasica foi determinada de acordo com a metodologia proposta
por Boller (1992). Inicialmente, foi preparada uma solugéo de laminarina (2 mg/mL) em agua
grau Milli-Q. A solucdo foi exaustivamente dialisada contra agua grau Milli-Q para retirada de
glucose livre presente antes da reacdo enzimatica. Nesse experimento, foram utilizadas trés
solugdes principais, convencionalmente chamadas de A (25 g de carbonato de sodio, 25 g de
tartarato de sodio e potassio, 20 g de bicarbonato de sodio, 200 g de sulfato de sddio anidro e
agua grau Milli-Q g.s.p 100 mL), B (15 g de sulfato de cobre pentahidratado, 2 gotas de acido
sulfurico concentrado e agua grau Milli-Q g.s.p 100 mL) e C (25 g de molibdato de aménio
dissolvidos em 21 mL de &cido sulfdrico e 450 mL de agua grau Milli-Q e 3 g de arseniato de
sodio heptahidratado dissolvidos em 25 mL de 4gua grau Milli-Q). Uma aliquota de 100 pL do
extrato foi incubada com 900 pL da solucdo de laminarina em tubos de ensaio, em banho-maria
a 50 °C, durante 30 minutos. Foi, entdo, adicionado 1 mL da solu¢do D (mistura da solu¢do B
com a solucdo A na proporcao de 1:25, preparada no momento do ensaio) e a mistura reacional
aquecida a 100 °C em banho-maria, durante 20 minutos. Ap6s o periodo de incubacao, as
amostras foram resfriadas a 25 °C, por 5 minutos, sendo, em seguida, adicionado 1 mL da
solucdo C. Os tubos foram agitados em vortex para remoc¢do dos gases formados durante a
reacdo e deixados em repouso por 5 minutos. As leituras das absorbancias foram realizadas em
espectrofotbmetro a 520 nm. Para o calculo da quantidade de agucar liberado, foi utilizada uma
curva construida a partir de concentragdes variadas de glucose (7 a 240 pg/mL), preparadas em
tampdo acetato de sodio 50 mM, pH 5,2. A atividade B-1,3-glucanasica foi expressa em
nKat/mgP, onde 1 nKat equivale a 1 nmol/mL de glucose liberado por segundo.

5.3.2.5. Determinacgdo da atividade quitinésica
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A determinacdo da atividade quitinasica foi conduzida segundo a metodologia descrita
por Boller (1992), que teve como parametro a liberacdo de N-acetil-D-glucosamina (NAG), a
partir da acdo hidrolitica das enzimas sobre a quitina coloidal. A quitina coloidal foi preparada
a partir de quitosana, segundo o protocolo descrito por Boller (1992), modificado para uso de
anidrido acético ndo-radioativo (BARRETO, 2005). Aliquotas de 250 puL da amostra foram
incubadas com 250 pL de quitina coloidal, a 37 °C, durante 1 h. A atividade enzimatica foi
interrompida pela fervura (98 °C) dos tubos, em banho-maria, por 10 minutos. Em seguida, os
tubos foram resfriados em banho de gelo e, entdo, centrifugados a 10.000 x g, por 10 minutos.
Apbs a centrifugacdo, aliquotas de 300 puL foram retiradas e incubadas com 10 pL de uma
solugdo da enzima glucuronidase (EC 3.2.1.31), a 37 °C, durante 1 h. Essa solucdo de
glucuronidase foi obtida atraves da dialise de um preparado bruto obtido de Helix pomatia
(Sigma Chemical Co. - “Type HP-2”, 132.000 unidades/mL) com tampao acetato de sodio 50
mM, pH 5,2, e diluigdo de 10 vezes com 0 mesmo tampéo de reagéo.

Para determinacdo da quantidade de NAG liberada no ensaio, 310 puL do hidrolisado
foram acrescidos de 190 uL de tampao acetato de s6dio 50 mM, pH 5,2, e 100 uL de uma
solucéo de tetraborato de sodio e potéassio 0,6 M. Os tubos foram fervidos em banho-maria por
5 minutos e resfriados em banho de gelo. Foram adicionados, 1000 pL de p-
dimetilaminobenzaldeido (DMAB) na concentracdo de 0,1 g/mL, preparado em solucdo de
acido acético glacial contendo 12,5 % (v/v) de acido cloridrico 11,5 M. A mistura foi mantida
a 37 °C em banho-maria, por 20 minutos e, imediatamente, lida a absorbéancia a 585 nm. Para
calculo do teor de acucar liberado no ensaio, uma curva padrdo foi construida a partir de
solucgdes de glucose, com concentracdes variando de 0,1 a 0,5 mM em tampé&o acetato de sddio
50 mM, pH 5,2 (REISSIG et al., 1955). A atividade quitinolitica foi expressa em nKat/mgP,
onde 1 nKat equivale a 1 nmol/mL de NAG liberado por segundo.

5.3.2.6. Determinacédo da atividade peroxidasica

A atividade peroxidasica foi determinada com base na metodologia descrita por
Urbanek e colaboradores (1991). O guaiacol foi utilizado como substrato doador de prétons e
o0 peroxido de hidrogénio como aceptor. Em 100 pL do extrato, foram adicionados 500 pL de
guaiacol 20 mM, 500 pL de peréxido de hidrogénio 60 mM e 900 uL de tampdo acetato de

sodio 50 mM, pH 5,2. Os tubos foram incubados a 30 °C, durante 10 minutos, e a absorbancia
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lida em espectrofotdmetro a 480 nm. A variagdo de 1 unidade de absorbancia por minuto foi

assumida com sendo 1 unidade de atividade peroxidasica (UAP).

5.3.2.7. Determinacdo da atividade ureésica

A determinacdo da atividade ureasica foi realizada segundo a metodologia proposta por
Kaplan (1969). Aliquota de 100 pL de uma solucdo de uréia 500 mM foi misturada com 700
pL de EDTA 2%, tamponado com fosfato de potassio 200 mM, pH 6,5. Apos adi¢do de 200
pL do material diluido em tampédo fosfato de sédio 10 mM, pH 7,0, contendo NaCl 150 mM,
para uma concentracdo de 0,2 mg de proteina por mL, a mistura foi incubada a 37 °C, por 15
minutos. Em seguida, foram adicionados ao meio reacional 1 mL da solucéo A (62 g de fenol
+ 0,25 g de nitropussiato de sodio/L) e 1 mL da solugédo B (43 mL de hipoclorito de sodio 5,25%
+ 20 g de hidroxido de sodio/L), sendo entdo, deixada a 37 °C, por mais 5 minutos. Apos esse
tempo, 7 mL de agua deionizada foram adicionados aos tubos, sendo esses cobertos com
parafilme e agitados vigorosamente. As leituras das absorbancias foram feitas a 625 nm e a
atividade enzimatica foi avaliada em relacdo a curva padrdo obtida com a urease comercial
(Sigma 41H7008 — 870.000 U/qg).

5.3.2.8. Determinacéo da atividade proteésica

A atividade proteésica foi avaliada segundo a metodologia descrita por Xavier-Filho et
al. (1989). Azocaseina foi utilizada como substrato ndo especifico para avaliacdo da atividade
proteolitica total que, ao sofrer degradacdo por proteases, em geral, libera um corante azoico,
funcionando como um croméforo. Em tubos eppendorf, foram adicionados 200 pL da solucéo
de azocaseina 1%, dissolvida em tampao fosfato de sddio 25 mM, pH 6,0, 300 pL desse mesmo
tampao, 21 pL da solucdo de DTT e 200 pL de amostra. Nos brancos, ao invés da amostra,
foram adicionados 500 pL do tampdo mencionado e 0s demais reagentes citados. Em seguida,
a mistura foi incubada em banho-maria a 37 °C, por 1 h. Ap6s o periodo de incubacao, foi
adicionada a solucdo de é&cido tricloroacético (TCA) 20% para interromper a reacdo e,
posteriormente, os tubos foram centrifugados a 10.000 x g, por 10 minutos. Foi retirada uma
aliquota de 400 pL do sobrenadante e a ela foram adicionados mais 400 uL da solu¢do de NaOH
2 M, a fim de intensificar a cor do produto da clivagem da azocaseina pela enzima. A

absorbéncia foi lida a 420 nm. A atividade proteolitica foi expressa em unidades de atividade
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por miligrama de proteina (UA/mgP). Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade

de proteina capaz de aumentar a absorbancia em 0,01 em uma hora.

5.4. Purificacdo de um inibidor de tripsina presente no extrato total de flores de C. fistula
(CfTI)

5.4.1. Fracionamento do extrato total com &cido tricloroacético

O extrato total das flores de C. fistula (2 mL) foi submetido a precipitacdo com solucao
aquosa de TCA 20%. Aliquotas de 2 mL do extrato total foram precipitadas com solugdo
aquosa de TCA 20%, em banho de gelo, de modo que fossem obtidas fracdes proteicas com
concentragdes finais de TCA variando entre 0,5% e 5% . O procedimento foi realizado sob
agitacdo constante e a 4 °C, tendo sido a adi¢éo dos respectivos volumes de TCA 20% feita de
forma lenta e gradual. Apos a adicdo do &cido, o material foi deixado em repouso por 30
minutos, a 4 °C e, em seguida, centrifugado a 10.000 x g, 30 minutos, 4 °C. Os precipitados
foram descartados e os sobrenadantes submetidos a didlise contra agua destilada, para retirada
do 4&cido. As fracOes proteicas foram submetidas a dosagem de proteinas sollveis
(BRADFORD, 1976) e a quantificacdo da atividade inibitoria de tripsina.

5.4.2. Cromatografia de afinidade em matriz de anidrotripsina-Sepharose 4B

Para preparacdo da matriz de anidrotripsina-Sepharose 4B, foi primeiramente realizada
a conversao de tripsina em anidrotripsina. Para isso, 1,0 g de tripsina foi dissolvido em 1,0 L
de tampéo Tris-HCI 75 mM, pH 7,2, contendo CaCl, 3 mM. Essa solugdo foi misturada com
1,0 L de uma solucdo de PMSF (250 mg em 100 mL de 2-propanol e 900 mL de 4gua destilada).
Apos dialise exaustiva contra dgua destilada (4 °C), o material foi liofilizado e ressuspendido
em KOH 50 mM. Ap6s 12 minutos de repouso, a reacdo foi interrompida por meio da adicédo
de HCI 1,0 M a solucdo até que o pH 7,0 fosse atingido. O material foi novamente dialisado
exaustivamente contra dgua destilada (4 °C) e liofilizado. O material resultante, denominado
de anidrotripsina, foi acoplado a matriz de Sepharose 4B ativada com brometo de cianogénio.
Entretanto, para isso, a matriz foi previamente ressuspendida em 50 mL de HCI 1 mM e deixada
em repouso durante 15 minutos, tendo sido esse procedimento repetido 10 vezes, e a
anidrotripsina ressuspendida em tampéo bicarbonato de sédio 100 mM, pH 8,3, contendo NaCl

500 mM. A mistura, anidrotripsina + Sepharose 4B, foi submetida a agitacdo durante 4 h, a 4
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°C, seguida de repouso por 12 h. A anidrotripsina ndo acoplada foi removida pela lavagem da
matriz com tampé&o bicarbonato de sédio 100 mM, pH 8,3, contendo NaCl 500 mM. O bloqueio
dos grupos néo reativos foi feito com tampéo Tris-HCI 100 mM, pH 8,0. Para concluir o
processo de acoplamento, a matriz foi lavada com acetato de sédio 100 mM, pH 5,2, seguida
de NaCl 500 mM e Tris-HCI 100 mM, pH 8,0, contendo NaCl 500 mM.

A fragdo proteica (20 mg) oriunda do fracionamento do extrato total com TCA
apresentando a maior atividade inibitéria de tripsina, obtida com uma concentracéo final do
acido de 2,5% (FTCA 2,5), foi dialisada contra agua destilada a 4 °C, liofilizada, ressuspendida
em tampéo fosfato de sédio 50 mM, pH 7,5 contendo NaCl 200 mM, e aplicada na matriz de
anidrotripsina-Sepharose 4B, previamente equilibrada com esse mesmo tampdo. As proteinas
ndo retidas foram eluidas com o préprio tampao de equilibrio e as adsorvidas na matriz apos
adicdo de HCI 100 mM. A fracéo retida na cromatografia de afinidade (FRS — Fracdo Retida
na Sepharose 4B) foi dialisada contra agua destilada e liofilizada. Fracdes de 2,0 mL foram
coletadas a um fluxo constante de 60 mL/h e o perfil proteico foi acompanhado por

espectrofotometria a 280 nm.

5.4.3. Cromatografia de fase reversa em sistema de HPLC (Hight Performance Liquid

Chromatography)

A FRS (1,0 mg) foi submetida a cromatografia de fase reversa em coluna analitica de
HPLC (Vydac C-18TP 522). As proteinas foram eluidas com um gradiente linear de acetonitrila
(5-80%). O pico proteico encerrando atividade inibitoria de tripsina foi denominado de CfTI
(Inibidor de Tripsina de C. fistula ou C. fistula Trypsin Inhibitor). O esquema contendo as

etapas de purificacdo do CfTI esta representado na Figura 7.
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Figura 7 - Esquema de purificagdo do inibidor de tripsina presente nas flores de C. fistula
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Fonte: Préprio autor
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5.5. Caracterizacdo bioguimica do CfTlI

5.5.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida

O perfil eletroforético do CfTI foi observado em gel de poliacrilamida, em presenca de
SDS, segundo metodologia descrita por Laemmli (1970) adaptada ao uso de placas. Para
montagem das placas, foram usados gel de aplicacdo, encerrando 3,5% de acrilamida e 1% de
SDS preparados em tampéo Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8, e gel de separacdo contendo 15% de
acrilamida e 1% de SDS em tampao Tris-HCI 3,0 M, pH 8,8. As amostras foram primeiramente
dissolvidas em tampé&o de amostra (Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,8, contendo 1% de SDS e 20%
de glicerol). Em seguida, as mesmas foram aquecidas a 100 °C durante 10 minutos e
centrifugadas a 10.000 x g, por 5 minutos, a temperatura ambiente. Aos sobrenadantes, foi
adicionado azul de bromofenol para 0 acompanhamento da corrida eletroforética. Em seguida,
aliquotas de cada amostra foram aplicadas em pocos e a corrida foi conduzida a uma corrente
de 20 mA, por aproximadamente 4 h. Apos corrida eletroforética, as proteinas do gel foram
fixadas com solucdo aquosa de etanol 30% e &cido fosforico 2% e, entdo, coradas com
Coomassie G-250 (“Blue silver) (CANDIANO et al., 2004). Ja o descoramento do gel foi feito
com solucdo de metanol, &cido acético e agua (1,0:3,5:8,0 v/v/v). Como padrdes de massa
molecular foram usados fosforilase B (97 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa), ovoalbumina
(45 kDa), anidrase carbonica (30 kDa), inibidor de tripsina de soja tipo Kunitz (20,1 kDa) e 2-
lactoalbumina (14,4 kDa). A massa molecular aparente das amostras foi estimada a partir de

uma curva padrao construida com os Rfs dos marcadores de massa molecular utilizados.

5.5.2. Eletroforese bidimensional

CfTI foi solubilizado em solucdo de uréia 7 M e tiouréia 2 M (1 mg/mL). Foram
utilizadas tiras de gel imobilizado (DryStrip IPG, Amersham Bioscience), com gradiente de pH
de 4 a 11, medindo 11 cm de comprimento. As tiras foram postas em contato com 240 pL de
tampao de reidratacao (uréia 8 M, CHAPS 2%, DTT 0,3% e pequenas quantidades de azul de
bromofenol) e 10 yuL da amostra por, aproximadamente, 16 h, em bandeja de reidratacédo
(Immobiline DryStrip Reswelling Tray), a temperatura ambiente. Em seguida, as tiras foram
submetidas a focalizacdo isoelétrica (primeira dimensdo) a uma temperatura constante de 20
°C, em um sistema Multiphor Il (Pharmacia Biotech). A voltagem foi aumentada

progressivamente: 500 V por 30 minutos; 3000 V por 6 horas e 9500 V por 2 h. Apds a
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focalizacdo isoelétrica, as tiras foram equilibradas por 20 minutos com DTT 1% em tampao de
equilibrio (Tris-HCI 50 mM, pH 8,8, uréia 6 M, glicerol 30%, SDS 2% e pequenas quantidades
de azul de bromofenol) e, posteriormente, com iodoacetamida 2,5% no mesmo meio, por mais
20 minutos, a temperatura ambiente, sob leve agitacdo. Apds equilibrio, as tiras foram lavadas
com tampé&o de corrida para retirar o excesso de tampéo e seladas com agarose 5% no topo do
gel de poliacrilamida (15%). A eletroforese (segunda dimensdo) foi realizada em sistema de
eletroforese vertical SE 600 Ruby (Amersham Bioscience) (LAEMMLI, 1970), tendo sido
conduzida a 15 mA, por 15 minutos e, em seguida, a uma corrente de 25 mA até o azul de
bromofenol atingir o final do gel (aproximadamente, 6 h). Foi utilizado gel de dimens&o de 160
x 180 x 1,5 mm. Apos corrida eletroforética, as proteinas do gel foram fixadas com solucédo
aquosa de etanol 30% e acido fosforico 2% e reveladas com prata (BLUM ; BEIER; GROSSA,
1987). Juntamente com a amostra, foi aplicada uma mistura de proteinas com massas
moleculares conhecidas: fosforilase B (97 kDa), aloumina sérica bovina (66 kDa), ovoalbumina
(45 kDa), anidrase carbdnica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e 2-lactoalbumina (14,4
kDa).

5.5.3. Determinacéo da sequéncia NH-terminal

A sequéncia de aminoacidos da regido NHz-terminal do CfTI foi obtida utilizando um
sequenciador automatico de proteinas (Shimadzu PPSQ-23A), baseado no principio de
degradacdo de Edman. Os derivados feniltioidantoina dos aminoacidos (PTH-aminoacidos)
foram detectados a 269 nm, apds separacdo em coluna de fase reversa Cig (4,6 X 2,5 mm),
conduzida sob condic@es isocraticas de acordo com as instrucdes do fabricante. A sequéncia de
aminoacidos obtida foi submetida ao alinhamento automético através do sistema NCBI-
BLAST.

5.5.4. Avaliacdo da presenca de carboidratos (natureza glicoproteica)

A natureza glicoproteica ou ndo do CfTI foi avaliada através de coloracdo pelo acido
periddico de Schiff (PAS), seguindo metodologia descrita por Zacharius e colaboradores
(1969). Primeiramente, o CfTI foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida, em
presenca de SDS, segundo metodologia descrita por Laemmli (1970), como mostrada
anteriormente. Depois da corrida, o gel foi fixado em solucdo de &cido acético 7,5%, por 2 h.

Apos esse periodo, o gel foi imerso em solucéo de &cido periodico 0,2%, 4 °C, por 45 minutos.
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Em seguida, o gel foi posto em contato com o reagente de Schiff, a 4 °C, por mais 45 minutos.
Visando a revelagdo especifica de glicoproteinas, o gel foi transferido para uma solucéo de
metabissulfito de potéassio 0,5% em HCI 50 mM. Para conservacdo do gel, este foi deixado em

solucdo de acido acético 5%.

5.5.5. Avaliagéo da estabilidade do CfTI frente a diferentes fatores

5.5.5.1. Calor

A estabilidade térmica do CfTI foi avaliada seguindo os procedimentos descritos por
Klomklao e colaboradores (2011). Aliquotas de 500 pL de uma solugcdo de inibidor (0,035
mgP/mL), preparada em agua destilada e com capacidade de inibicdo de 60-70%, foram
incubadas em banho-maria a diferentes temperaturas (20, 40, 60, 80 e 100 °C) durante 15
minutos. Posteriormente, os tubos foram resfriados até a temperatura ambiente. Em seguida, a
atividade inibitoria foi determinada conforme metodologia descrita anteriormente, tendo sido
as atividades relativas correspondentes aos diferentes tratamentos comparadas a atividade

original, ou seja, determinada nas condi¢des descritas no item 5.2.2.2.

5.5.5.2. pH

A estabilidade do CfTI frente a diferentes valores de pH foi avaliada segundo
metodologia descrita por Klomklao e colaboradores (2011). Amostras de 0,5 mg do inibidor
foram solubilizadas em 500 pL das solugdes tampao: glicina-HCI 50 mM, pH 2,2; acetato de
sodio 50 mM, pH 5,2; fosfato de sédio 100 mM, pH 7,8; Tris-HCI 100 mM, pH 8,0 e borato de
sodio 100 mM, pH 10,0. Apds incubacdo da proteina em diferentes pHs, por 30 minutos a
temperatura ambiente, foi avaliada a atividade inibitoria de tripsina conforme metodologia
descrita anteriormente, tendo sido as atividades relativas correspondentes aos diferentes
tratamentos comparadas a atividade original, ou seja, determinada nas condicGes descritas no
item 5.2.2.2.

5.6. Avaliagdo da atividade antimicrobiana de proteinas presentes em flores de C. fistula
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5.6.1. Atividade antifingica

A atividade do extrato total, da fracdo proteica precipitada com TCA 2,5% e do CfTI
sobre a germinacdo de esporos e/ou crescimento micelial dos fungos F. solani e C.
lindemuthianum foi investigada. A avaliacdo da inibicdo da germinagdo dos esporos foi
conduzida conforme metodologia descrita por Ji e Kuc (1996), apresentada no item 5.2.3.
Quanto a metodologia para avaliar a agdo das amostras sobre o crescimento dos fungos em meio
liquido, foi seguida a metodologia descrita por Freire e colaboradores (2002), com algumas
modificacOes. Para tanto, aliquotas de 10 pL da suspenséo de conidios (2,0 x 10° conidios/mL)
dos fungos mencionados foram incubadas com 100 pL de meio YPD (Yeast Peptone Dextrose)
em placas de microtitulacdo de poliestireno de fundo chato (estéreis), contendo 96 pogos. Apos
um periodo de incubagéo de 16 h a 27°C, na auséncia de luz, foram adicionados 100 puL das
amostras a diferentes concentracdes e dos controles (dgua destilada estéril e peroxido de
hidrogénio 100 mM), todos previamente filtrados em filtro Millex® GV (0,22 um). O
crescimento dos fungos foi acompanhado por meio de leituras da absorbancia a 620 nm, em
intervalos de 4 ou 12 h, até um total de 96 h, em leitor de microplacas (Biotrak Il Plate Reader,
Amersham Biosciences). A atividade antifungica das amostras foi determinada através da

andlise das curvas de crescimento dos fungos, quando comparadas aquelas dos controles.

5.6.2. Atividade antibacteriana

Para avaliar a atividade antibacteriana das amostras, foram utilizadas as bactérias
patogénicas Staphylococcus aureus e Enterobacter aerogenes. As bactérias, previamente
repicadas em meio de cultura agar nutriente, foram transferidas para caldo Mueller-Hinton (5
mL) e incubadas em estufa a 37 °C, por 18-24 h. Suspensao de células (D.O.s00nm = 0,08 a 0,1)
encerrando 10°-10° UFC/mL foi utilizada no ensaio, realizado de acordo com a metodologia
proposta por Hancock (2000). O ensaio foi conduzido em placas de microtitulacdo (96 pocos),
onde foram adicionados 100 pL da suspensédo de células e 100 puL das amostras em diferentes
concentragdes. O crescimento bacteriano foi acompanhado por meio de leituras da absorbancia
a 630 nm, a cada 1 h durante 5 h, em leitor de microplacas (Biotrak Il Plate Reader, Amersham
Biosciences). Como controle negativo e positivo foram utilizados tampéo fosfato de sédio 50

mM, pH 7,5, e formaldeido 0,4% (v/v), respectivamente.
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5.7. Andlise estatistica
Os resultados foram submetidos & analise de variancia e as médias comparadas pelo

Teste de Tukey a 5% (p < 0,05). O programa utilizado para os referidos calculos foi o software
Graphpad Prism.

6. RESULTADOS

6.1. Prospeccao de atividade antifangica nos extratos totais de flores silvestres
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Foram preparados extratos totais das flores das seguintes espécies vegetais: Plumeria
rubra (Jasmim), Ipomoea asarifolia (Salsa), Pachira aquatica (Munguba), Cassia fistula Linn.
(Chuva-de-ouro) e Turnera ulmifolia (Chanana). Apds a preparacdo dos extratos, foi feita a
dosagem das proteinas sollveis (TABELA 3). Os extratos de flores de C. fistula (0,28 mgP/mL)
e |. asarifolia (0,39 mg/mL) foram os que tiveram concentragdes proteicas mais baixas. Em
contrapartida, o extrato de P. rubra apresentou uma maior concentragéo proteica (0,98 mg/mL).
Em relacdo aos extratos de flores de P. aquatica e T. ulmifolia, ndo houve diferenca significativa
(P > 0,05) entre eles, com concentragdo proteica em torno de 0,60 mgP/mL.

Quando submetidos a avaliacdo da atividade antifingica frente a germinacgéo de esporos
de fungos fitopatogénicos, extratos dialisados e liofilizados de algumas das flores estudadas
mostraram efeitos inibitorios. As Figuras 8 e 9 mostram os resultados obtidos com F. solani e
C. lindemuthianum, respectivamente, na presenca dos extratos das flores em estudo (100 pg).
Dentre as espécies testadas, apenas 0s extratos de P. rubra e C. fistula se mostraram capazes de
interferir na germinacdo dos esporos dos fungos, quando comparados ao controle. No caso do
extrato de P. rubra, resultados inibitorios da germinagdo foram observados apenas com F.
solani, diferentemente do extrato de C. fistula que apresentou capacidade de retardar a
germinacdo dos conidios de F. solani, bem como de inibir completamente a germinagdo dos
esporos de C. lindemuthianum.

Como no presente trabalho foi priorizada a busca de proteinas bioativas em flores
silvestres, foi dada continuidade aos experimentos apenas com as flores de C. fistula devido a
sua habilidade de inibir a germinacédo de conidios dos dois fungos fitopatogénicos selecionados
como modelos experimentais.

No intuito de verificar se o extrato total das flores de C. fistula seria capaz de interferir
em outro estagio do desenvolvimento dos fungos, foram analisados seus efeitos sobre o
crescimento micelial dos fitopatégenos. Com base nas curvas de crescimento de F. solani e C.
lindemuthianum, na presenca do extrato total das flores de C. fistula, foi observado que os dois
fungos tiveram seu crescimento retardado durante as 60 h iniciais do experimento, quando
incubados com 50 pg do extrato total (FIGURA 10).

Tabela 3 - Extracdo de proteinas de flores silvestres
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Espécies das flores Concentracdo proteica
(mgP/mL)
Plumeria rubra 0,98 +£0,19?
Ipomoea asarifolia 0,39 +£0,10°¢
Pachira aquatica 0,58 +0,04°
Cassia fistula 0,28 + 0,091
Turnera ulmifolia 0,61 +0,10°

Os valores representam médias de triplicatas + desvio padréo.

Letras iguais representam valores que nédo diferiram significativamente (P > 0,05) pelo teste de Tukey.

Figura 8 - Atividade dos extratos totais dialisados (100 ugP) de flores silvestres sobre a

germinacgéo dos esporos de Fusarium solani
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Espécies de flores Controle: Agua destilada Tratamento: Extrato

Plumeria rubra

Ipomoea asarifolia

Pachira aquatica

Cassia fistula

Turnera ulmifolia

Fonte: Préprio autor

Figura 9 - Atividade dos extratos totais dialisados (100 pgP) de flores silvestres sobre a
germinacado dos esporos de Colletotrichum lindemuthianum
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Fonte: Prdprio autor
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Figura 10 - Curvas de crescimento dos fungos Fusarium solani (A) e Colletotrichum

lindemuthianum (B) na presenca do extrato total dialisado de flores de C. fistula e da fracdo

obtida a partir de sua precipitacdo com TCA 2,5% (FTCA 2,5)

1.61 ; 1.5 ’
A <+ Agn B - Agi
- Extrato Total - Extrato Total
g 104 -+ FICA2S ’-57 10- -+ FICA2S
£ 05 5 05
0- 1 1 1 1 1 o- ] 1 I I 1
0 20 40 60 8 100 0 20 40 60 8 100
Tempo (h)

Tempo (h)

Legenda: e - controle negativo (agua destilada); m - extrato total (50 pug); AFTCA 2,5 (50 ug).

Fonte: Proprio autor

Adicionalmente, visando ampliar o conhecimento do espectro de a¢do do extrato total
de C. fistula, foi investigado os seus efeitos sobre bactérias patogénicas ao homem, tendo sido
verificada inibi¢do do crescimento de S. aureus e E. aerogenes na dose de 50 pg (FIGURA 11).
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Diante das atividades antimicrobianas detectadas no extrato total das flores de C. fistula,
foi dado prosseguimento com a busca das melhores condi¢es para extracao de proteinas das
flores dessa espécie, visando identificar quais as classes de proteinas que poderiam estar
envolvidas com as atividades antifungica e antibacteriana detectadas e, em uma etapa mais

avancada, purificar e caracterizar essa (S) proteina (s).

6.2. Estabelecimento das melhores condicdes para extragdo de proteinas das flores de C.

fistula

A Tabela 4 mostra a concentragdo de proteinas de extratos de flores de C. fistula
utilizando-se diferentes solventes. Os extratos obtidos com agua destilada e tampdo glicina-
NaOH 100 mM, pH 9,0, foram os que apresentaram a menor concentracao de proteinas (0,19
mgP/mL). Ja o extrato preparado com tampdo fosfato de sodio 50 mM, pH 7,5, foi o que
mostrou a maior concentracao proteica (0,61 mgP/mL), tendo sido, por essa razéo, escolhido
para preparacao do extrato proteico das flores de C. fistula.

Apos ter selecionado o fosfato de sdédio 50 mM, pH 7,5, como tampao de extragéo, o
estudo ficou centrado na avaliacdo da influéncia do tempo sobre a concentracéo de proteinas
soluveis presentes no extrato total. De acordo com os resultados obtidos (TABELA 5), a
concentracdo de proteinas com 1 h de extracéo nédo diferiu daquela verificada com 2 h. Contudo,
com uma duracdo de extracdo maior, de 3 h, por exemplo, diferenca significativa (P < 0,05) foi
detectada. O aumento do tempo de extracdo para 4 h ndo promoveu incremento na quantidade
de proteina extraida em relacdo ao tempo de 3 h. Portanto, o tempo de extracdo por 3 h foi
selecionado e acrescentado ao protocolo de preparacdo do extrato proteico de flores de C.

fistula.

Figura 11 - Curvas de crescimento das bactérias Staphylococcus aureus (A) e Enterobacter
aerogenes (B) na presenca do extrato total dialisado das flores de C. fistula e da fragdo obtida
a partir de sua precipitacdo com TCA 2,5% (FTCA 2,5)
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Legenda: e: controle negativo (dgua destilada); m extrato total (50 png); AFTCA 2,5 (50 pg).

Fonte: Préprio autor
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Tabela 4 - Proteinas soluveis presentes nos extratos de flores de C. fistula obtidos com

diferentes solventes

Solventes de extracao Concentracdo proteica
(mgP/mL)
Agua destilada 0,19 + 0,072
Tampdo acetato de sédio 50 mM, pH 5,2 0,23+0,11°
Tampdo Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 0,31 +0,05°
Tamp?o fosfato de s6dio 50 mM, pH 7,5 0,61 +0,16¢
Tampéo glicina-NaOH 100 mM, pH 9,0 0,19 £0,10?

Os valores representam médias de triplicatas + desvio padrédo.

Letras iguais representam valores que néo diferiram significativamente (P > 0,05) pelo teste de Tukey.
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Tabela 5 - Influéncia do tempo de extracdo na concentragdo de proteinas sollveis no extrato

de flores de C. fistula

Tempo de extracéo (horas) Concentragéo proteica
(mgP/mL)

1 0,60 £+ 0,122

2 0,61 £ 0,05

3 0,68 + 0,05°

4 0,68 +0,14°

Os valores representam médias de triplicatas + desvio padréo.

Letras iguais representam valores que néo diferiram significativamente (P > 0,05) pelo teste de Tukey.
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6.3. Detecgdo e dosagem de proteinas bioativas no extrato total de flores de C. fistula

Os procedimentos usados para preparacdo do extrato total de flores de C. fistula
renderam 135,2 mgP/50 g de flores. Nesse extrato, foram detectadas vérias atividades,
conforme mostradas na Tabela 6. Dentre as atividades detectadas, sobressairam-se as atividades
inibitérias de tripsina (42,41 Ul/mgP), de papaina (27,10 Ul/mgP) e peroxidasica (20,0
UAP/mgP). Atividade quitinasica foi, também, encontrada (1,7 £ 0,21 nkatal/mgP). Por outro
lado, o extrato proteico ndo apresentou atividade hemaglutinante, mesmo apés o tratamento dos
eritrécitos com tripsina, nem atividades B-1,3-glucanésica, proteésica e ureésica.

Com base nas atividades detectadas, a atividade inibitdria de tripsina foi a que mais se
destacou. Associada a esse fato, a sua deteccdo foi uma constante nas extracdes realizadas a
partir das diversas coletas de flores no decorrer do ano. Tais resultados direcionaram o presente
estudo para o isolamento e caracterizagdo desse inibidor, ndo deixando de lado, entretanto, de

monitorar a atividade antimicrobiana anteriormente detectada.

6.4. Purificacdo do inibidor de tripsina presente no extrato total de flores de C. fistula
(CfTI)

A estratégia de purificacdo seguida para obtencéo do inibidor de tripsina foi mostrada
na figura 7, em Métodos. Como critérios para estabelecimento do protocolo de purificacdo,
foram adotados a realizacdo do ensaio de atividade inibitoria de tripsina, teste antifungico e/ou
andlise do perfil eletroforético apds cada passo de purificacdo. Em adicao, foi testada a presenca

de atividade contra bactérias patogénicas ao homem.

6.4.1. Fracionamento do extrato total com acido tricloroacético

Para definir a primeira etapa de purificacdo, o extrato total de flores de C. fistula foi
precipitado com concentracdes crescentes de TCA (0,5 a 5%). As denominacdes das fracbes
obtidas apds essa precipitacdo foram decorrentes dos teores de TCA adicionados. Dessa
maneira, as fracdes resultantes apos adicdo de TCA ao extrato total foram nomeadas de FTCA
0,5, FTCA 1,0, FTCA 2,5 e FTCA 5,0, correspondendo as concentraces de TCA de 0,5%,
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Tabela 6 - Detecgdo e quantificacdo de proteinas bioativas presentes no extrato total de flores
de C. fistula

Atividade Extrato total
Hemaglutinante (UH/mgP)? ND"
Inibitoria de tripsina (Ul/mgP)® 42,41 + 0,35
Inibitdria de papaina (Ul/mgP)® 27,10 £ 0,23
B-1,3-glucanasica (nkatal/mgP)¢ ND
Quitinasica (nkatal/mgP)’ 1,70 £0,21
Peroxidasica (UAP/mgP)® 20,0+£0,18
Proteasica (UA/mgP)¢ ND
Ureésica ND

Os dados representam valores médios encontrados em diferentes coletas + desvio padréo.

2 Uma unidade de hemaglutinacdo (UH) corresponde ao valor reciproco da maior diluicdo capaz de provocar
aglutinacdo visivel dos eritrocitos.

® Uma unidade de inibicéo da atividade da tripsina (UI) corresponde & quantidade de inibidor que reduz a atividade
da tripsina em 0,01 da absorbancia a 410 nm.

¢ Uma unidade de atividade antipapainasica (Ul) corresponde a quantidade de inibidor que reduz a atividade da
papaina em 0,01 da absorbancia a 540 nm.

91 nkatal corresponde a Inmol/mL de glicose liberado por segundo.

¢ Uma unidade de atividade peroxidasica (UAP) foi definida como a variagdo de uma unidade de absorbancia a
470 nm.

1 nkatal corresponde a Inmol/mL de N-acetil-D-glucosamina liberado por segundo.
9 Quantidade de radicais “azo” liberados e medidos a 420 nm.

hND — Atividade ndo detectada.
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1,0%, 2,5% e 5,0%, respectivamente. A adi¢cdo de até 1% de TCA manteve a mesma
concentracdo de proteinas detectada no extrato total. No entanto, quando quantidades mais
elevadas do acido foram acrescentadas, uma queda na concentracdo de proteinas ocorreu.

Em relacdo a atividade inibitéria de tripsina, a mais alta atividade especifica foi encontrada
quando o fracionamento incluiu TCA 2,5%, com um valor de 873,9 Ul/mgP. Notoriamente, a
medida que se aumentou a concentracao final de TCA, as fragdes mostraram maiores atividades
especificas, tendo isso sido verificado até o acréscimo de 2,5% de TCA. No entanto, com a
adicdo de 5,0% de TCA, ocorreu foi uma diminuicdo dessa atividade em relagdo aquela
observada na concentragdo anterior de TCA (TABELA 7).

Com base nesses achados, FTCA 2,5 foi escolhida para dar continuidade ao processo de
isolamento da (s) proteina (S) com atividade inibitoria de tripsina. Porém, antes de ter dado
prosseguimento a purificacdo com a FTCA 2,5, foi averiguado se ela era biologicamente ativa,
a exemplo do verificado com o extrato total. Efeitos inibitdrios sobre o crescimento microbiano
foram encontrados tanto nos testes realizados com os fungos fitopatogénicos (F. solani e C.
lindemuthianum), como naqueles conduzidos com bactérias patogénicas ao homem (S. aureus
e E. aerogenes), conforme mostrados nas Figuras 10 e 11, respectivamente, mostradas

anteriormente.

6.4.2. Cromatografia de afinidade em matriz de anidrotripsina-Sepharose 4B

AFTCA 2,5 (20 mg), apos dialise contra 4gua destilada e liofilizag&o, foi ressuspendida
em 6 mL de tampao fosfato de sddio 50 mM, pH 7,5 e aplicada na matriz de anidrotripsina-
Sepharose 4B, previamente equilibrada com esse mesmo tampao, acrescido de NaCl 200 mM,
estando o perfil cromatografico obtido representado na Figura 12. O material ndo retido, eluido
com o proprio tampéo de equilibrio, foi composto por um Unico pico destituido de atividade
inibitoria de tripsina. O material retido, eluido apds a adicdo de HCI 100 mM, apresentou
atividade inibitoria de tripsina de 2.398,7 Ul/mgP.

O perfil eletroforético obtido em gel de poliacrilamida do pico retido na coluna de
anidrotripsina-sepharose 4B exibiu uma proeminente banda proteica com massa molecular
aparente de 22,2 kDa (FIGURA 13).
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Tabela 7 - Concentracdo de proteinas e atividade inibitoria de tripsina do extrato total e das

fracOes proteicas obtidas a partir de sua precipitacio com diferentes teores de 4acido

tricloroacético (TCA)

Proteina Atividade inibitoria de tripsina
Amostras
(mgP/mL) (Ul/mgP)

Extrato total 0,68 + 0,06° 2477
FTCAOQ,5 0,65 £+ 0,072 307,1
FTCA 1,0 0,68 £ 0,09? 506,9
FTCA25 0,40 + 0,03 873,9
FTCA5,0 0,16 £ 0,12° 617,3

Os valores representam médias de triplicatas + desvio padrédo.

Letras iguais representam valores que ndo diferiram significativamente (P > 0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 12 - (A) Cromatografia de afinidade em coluna de anidrotripsina-Sepharose 4B.
Amostra de FTCA 2,5 (20 mg), obtida apds fracionamento do extrato total com acido
tricloroacético (2,5%), foi aplicada em coluna (2,2 x 11,5 cm) de anidrotripsina-Sepharose 4B,
equilibrada com tampéao fosfato de sédio 50 mM, pH 7,5, contendo NaCl 200 mM. As proteinas
retidas foram eluidas com HCI 100 mM. Fluxo: 60 mL/h; Fracdo: 2,0 mL. (B) Zoom do pico
representando o material retido
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Figura 13 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) na presenca de SDS do material retido
na matriz de anidrotripsina-Sepharose 4B. M: marcadores de massa molecular; FRS: Fragdo

retida na matriz de anidrotripsina-Sepharose 4B. Foram aplicados 15 ug de proteina por poco
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6.4.3. Cromatografia de fase reversa em sistema de HPLC (High Performance Liquid

Chromatography)

A fracdo retida na matriz de anidrotripsina-Sepharose 4B (1 mg), denominada FRS,
quando dialisada contra dgua destilada, liofilizada e submetida a cromatografia de fase reversa
em sistema de HPLC, revelou ser constituida de um componente proteico majoritario, estando
ainda presente alguns contaminantes (FIGURA 14). Por eletroforese em gel de poliacrilamida,
esse material se mostrou puro (FIGURA 15), representando o inibidor de tripsina de C. fistula,
abreviadamente CfTI (C. fistula Trypsin Inhibitor). A estratégia de purificacdo adotada para
obtencdo do CfTI resultou num indice de purificacdo de 64,3 vezes, com rendimento proteico
de 0,5% (TABELA 8).

6.5. Caracterizacéo bioquimica do CfTI

6.5.1. Massa molecular e ponto isoelétrico

O CfTI apresentou uma massa molecular aparente de 22,2 kDa, determinada por PAGE-
SDS (FIGURA 15), e ponto isoelétrico em torno de 5,0, conforme resultados obtidos na
eletroforese bidimensional (FIGURA 16).

6.5.2. Sequéncia NHz-terminal

O sequenciamento automatico por degradacdo de Edman do CfTI revelou uma
sequéncia de 50 aminoécidos, representada por
DFVIDNEGNPLENGGTYYILSDITAFGGIRAAPTGNERCPLTVVQSRNEL. Ao  ser
submetida ao alinhamento automatico com outras sequéncias ja depositadas em banco de dados
(NCBI/BLAST), a sequéncia NH.-terminal do CfTI apresentou 98% de identidade com a do
inibidor de tripsina de soja do tipo Kunitz (SBTI) e com a da cadeia B do complexo formado
entre a tripsina pancreéatica de porco e o inibidor de tripsina da soja (PSBTI) e de 92% com o
inibidor de tripsina de Glycine tomentella do tipo Kunitz (GTTI) (FIGURA 17).
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Figura 14 - Cromatografia de fase reversa em coluna pRPC C2/C18-ST-4.6/100 acoplada em
sistema de HPLC. Amostra da fragdo retida na matriz de anidrotripsina-Sepharose 4B (1 mg)
foi aplicada na coluna de fase reversa (1,6 mL). No procedimento cromatogréfico, um gradiente
linear de acetonitrila (5-80%) foi aplicado para eluicdo do material retido. O inibidor de tripsina
de C. fistula (CfTI) foi eluido em torno de 35% de acetonitrila. Fluxo: 30 mL/h.
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Figura 15 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) na presenca de SDS do inibidor
purificado de flores de C. fistula (CfTI). M: marcadores proteicos de massas moleculares.
Foram aplicados 15 pg de proteina por pogo
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Tabela 8 - Purificagdo e rendimento do inibidor de tripsina presente em flores de C. fistula (CfTI)?
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Etapa Proteina total | Atividade total Atividade Indice de Rendimento

(mg) (Ui especifica purificagio® proteico (%)°
(Ul/mgP)

Extrato total 135,20 5.732,48 42,40 1,0 100

FTCA 2,5 15,39 10.367,43 673,65 15,9 11,4

(Precipitagdo com TCA 2,5%)

Fragdo retida N 1,35 3.466,80 2.568,00 60,6 1,0

(Cromatografia em anidrotripsina-Sepharose 4B) ’ Y T ' ’

CfTI 0,64 1.744,07 2.72511 64,3 0,5

(Cromatografia em Vydac C-18TP 522)

Os valores representam meédia de seis partidas de purificagéo.

2 Os célculos foram realizados considerando-se como material 50 g de flores.

b O indice de purificagdo obtido em cada etapa foi calculado como sendo a razdo entre a sua atividade especifica e aquela do extrato bruto.

¢ O rendimento proteico foi calculado como sendo a razdo entre a quantidade de proteina total em cada etapa e aquela do extrato bruto, multiplicado por 100.
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Figura 16 - Eletroforese bidimensional do material retido na coluna de anidrotripsina-
Sepharose-4B, revelada pela prata. Immobiline dry strip (11 cm, pH 4-11). Focalizacdo
isoelétrica (1% dimensédo): 0,5 ha 500V, 6 ha 3000 V e 2 ha9500 V, a 20 °C). PAGE-SDS (22
dimensdo): 25 mA, 6 h. A seta mostra o spot da amostra correspondente ao potencial isoelétrico

de 5,0. MM: marcador de massa molecular

Fonte: Proprio autor
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Figura 17 - Alinhamento da sequéncia NH-terminal do inibidor de tripsina presente em flores
de C. fistula (CfTI) com outras sequéncias similares de proteinas depositadas no NCBI. As
sequéncias de aminoécidos alinhadas com CfTI foram as do inibidor de tripsina de soja do tipo
Kunitz (SBTI), inibidor de tripsina de Glycine tomentella do tipo Kunitz (GTTI) e a da cadeia
B do complexo formado entre a tripsina pancreética do porco e o inibidor de tripsina da soja
(PSBTI). O alinhamento foi gerado usando o programa CLC Sequence viewer 6.5.4.
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6.5.3. Presenca de carboidratos

A revelacdo do gel de poliacrilamida de acordo como método do &cido periodico de
Schiff (PAS) indicou que CfTI é uma glicoproteina (FIGURA 18).

6.5.4. Estabilidade frente ao calor e pH

O CfTI se mostrou sensivel aos efeitos do calor, tendo sido sua atividade inibitoria
reduzida para 23,4%, quando incubado a 60 °C, por 15 minutos. Essa reducéo foi, ainda, mais
acentuada, a 100 °C com tempo de incubacdo de 15 minutos, tendo sido a taxa de inibi¢do
restringida para 15,2% (FIGURA 19). Diferentemente do observado com a temperatura, a
incubacgdo do CfTI em pHs que variaram 2 a 12 ndo resultou na perda de sua atividade inibitdria
de tripsina (FIGURA 20).

6.6. Atividade antimicrobiana do CfTI

6.6.1. Atividade antifungica

A Figura 21 mostra o efeito do CfTI sobre o crescimento micelial dos fungos F. solani
e C. lindemuthianum quando testado a 100 pg/mL. Para ambos os fitopatdgenos, houve reducéo
no crescimento das hifas, tendo sido os efeitos inibitorios mais proeminentes nas primeiras 60

h de experimento.

6.6.2. Atividade antibacteriana

As bactérias S. aureus e E. aerogenes mostraram-se suscetiveis ao CfT1 a 100 pg/mL
(FIGURA 22). Para ambas as bactérias, os efeitos inibitérios foram inequivocos, tendo sido
detectada inibicdo do crescimento bacteriano por todo tempo de duragédo do ensaio, que foi de
5h.
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Figura 18 - Deteccdo de glicoproteina em PAGE-SDS corada com reagente de Schiff. SBTI:
inibidor de tripsina de soja (proteina ndo glicosilada); CfTI: inibidor de tripsina de flores de C.

fistula (proteina glicosilada). Foram aplicadas 10 pg de proteinas por pogo

SBTI CfT|

Fonte: Proprio autor
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Figura 19 - Avaliacdo da estabilidade da atividade do inibidor de tripsina de flores de C. fistula
(CfT1) quando submetido a diferentes temperaturas (20, 40, 60, 80 e 100 °C), por 15 minutos.
Os valores plotados representam a média das atividades inibitorias de tripsina, estando os

desvios omitidos por terem sido irrelevantes
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Figura 20 - Avaliacdo da estabilidade da atividade do inibidor de tripsina de flores de C. fistula
(CfT1) quando submetido a diferentes pHs (2, 4, 6, 8, 10 e 12). Os valores plotados representam
a média das atividades inibitorias de tripsina, estando os desvios omitidos por terem sido

irrelevantes
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Figura 21 - Curvas de crescimento dos fungos Fusarium solani (A) e Colletotrichum
lindemuthianum (B) na presenca do inibidor de tripsina purificado de flores de C. fistula (CfTI).

- o - Controle negativo: agua destilada; - A - Tratamento: CfT1 (10 pg)
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Figura 22 - Curvas de crescimento das bactérias Staphylococcus aureus (A) e Enterobacter
aerogenes (B) na presenca do inibidor de tripsina purificado de flores de C. fistula (CfTI). - o -

Controle negativo: agua destilada; - A - Tratamento: CfTI (10 pg)
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7. DISCUSSAO

No presente estudo, foi purificado e caracterizado um inibidor de tripsina presente em
flores de Cassia fistula Linn., tendo sido avaliada, também, a acéo do inibidor purificado sobre
o desenvolvimento de fungos fitopatogénicos e bactérias causadoras de infec¢Bes hospitalares.

As flores foram selecionadas como objeto de estudo, por serem estruturas de extrema
importancia para a sobrevivéncia dos vegetais, devendo possuir um sistema de defesa que
garanta sua fecundacdo e desenvolvimento até o surgimento das sementes, justificando grande
potencial na producdo de proteinas com propriedades antimicrobianas. Nesse sentido, ha dados
que reforcam o potencial de flores como fonte de proteinas bioativas. Damle e colaboradores
(2005), por exemplo, avaliaram a distribuicdo de inibidores de tripsina em diferentes tecidos de
plantas de tomate e observaram que as flores acumulavam teores de inibidores de tripsina cerca
de 300 e 1000 vezes mais elevados do que aqueles detectados nas folhas e frutos,
respectivamente. Essa discrepancia na distribuicdo dos inibidores, com acumulo expressivo nas
flores, foi defendido pelos respectivos autores que poderia estar relacionada ao papel de defesa
dos inibidores. Esse argumento era tdo provavel de estar correto que larvas de Helicoverpa
armigera se alimentavam de folhas e frutos e, no entanto, ndo atacavam os tecidos florais.

A investigacdo aqui conduzida teve inicio com a prospecc¢éo de atividade antifungica
nos extratos totais de cinco especies de flores silvestres: Plumeria rubra L. (Jasmim), Ipomoea
asarifolia R. et Schult (Salsa), Pachira aquatica Aubl. (Munguba), Cassia fistula L. (Chuva-de-
ouro) e Turnera ulmifolia L. (Chanana). Para avaliacdo dessa atividade, foram selecionados 0s
fungos Fusarium solani e Colletotrichum lindemunthianum, dois fitopatdgenos de suma
relevancia agricola, por atacarem culturas importantes nos aspectos nutricional e econémico,
causando as doencas conhecidas como podriddo vermelha da raiz e antracnose,
respectivamente. Das cinco espécies avaliadas, apenas o extrato total das flores de C. fistula se
mostrou capaz de inibir a germinacdo dos conidios de ambos os fitopatdgenos. No entanto, o
efeito inibitério do extrato se manifestou de modo mais intenso sobre os conidios de C.
lindemunthianum, tendo sido mantido mesmo apés 48 h de incubacdo do fungo com a amostra
teste, diferentemente do observado para os conidios de F. solani que, passadas as primeiras 24
h de incubacdo, recuperaram a capacidade de germinar (FIGURAS 8 e 9). Esses resultados
foram observados mesmo apds a dialise dos extratos, sugerindo a natureza proteica do principio
bioativo contra fungos. Dessa forma, o foco do estudo foi direcionado para as flores de C.

fistula, com énfase nas proteinas.



67

Para dar continuidade ao estudo, se buscou o estabelecimento das melhores condi¢des
de extracdo das proteinas das flores de C. fistula, avaliando diferentes solventes e,
posteriormente, o tempo de extracdo. Para tanto, foram utilizados solventes com pH entre 5,2 e
9,0. As maiores concentragdes proteicas foram obtidas quando utilizado tampdes com valores
de pH proximos da neutralidade, ou seja, 7,5 (TABELA 4). Entretanto, diferencas significativas
(p < 0,05) foram verificadas entre tamp&es com 0 mesmo pH e composi¢des distintas, uma vez
que o tampdo fosfato de sddio 50 mM (0,61 mgP/mL) praticamente extraiu o dobro de proteinas
daquela verificada com o tampdo Tris-HCI 50 mM (0,31 mgP/mL). Ainda em relagdo ao pH,
embora no caso de C. fistula o maior poder de extracdo tenha sido verificado em pH neutro,
ndo se pode considerar que isso seja uma regra, em se tratando de extracdo de proteinas de
flores. Almeida (2010), por exemplo, realizando extragéo de flores de Hibiscus rosa-sinensis
L., observou que uma maior concentracao proteica era obtida quando utilizada solucéo extratora
acida, pH 1,98, composta de NaCl 0,6 M e HCI 0,1%. Além do solvente, o tempo de contato da
amostra com o solvente extrator foi avaliado, por ser um fator importante, capaz de interferir
na quantidade de proteina extraida (EVRANUZ; SIDDIQ; AHMED, 2011). Nas condicdes
avaliadas no presente estudo, o melhor tempo de extragdo foi de 3 h, uma vez que o a
prorrogacdo por mais 1 h ndo resultou no aumento da quantidade de proteina extraida
(TABELA5).

Apos o conhecimento das condicdes ideiais de extracdo, a investigacdo de proteinas
bioativas presentes no extrato total das flores de C. fistula foi procedida, buscando a deteccéo
de atividades que pudessem ser relacionadas a atividade antifungica preliminarmente detectada.
Nesse contexto, foram detectadas atividades vinculadas as seguintes proteinas: peroxidase (20,0
+ 0,18 UAP/mgP), quitinase (1,7 + 0,21 nkatal/mgP), inibidor de tripsina (42,41 *+ 0,35
Ul/mgP) e inibidor de papaina (27,10 + 0,23 UI/mgP) (TABELA 6). Para todas essas proteinas,
ha evidéncias de envolvimento na defesa de plantas.

Em relacdo as quitinases, ha dados mostrando que a superexpressao de seus genes em
plantas foi capaz de aumentar a resisténcia a patdgenos, uma vez que tais enzimas catalisam a
hidrélise da quitina, um dos principais componentes da parede celular de fungos (VAN LOON;
REP; PIETERSE, 2006). Um exemplo de quitinase com atividade antifingica foi aquela
purificada a partir de sementes de Vicia fabas. Essa proteina apresentou potente atividade contra
os fungos Pythium aphanidermatum, Fusarium solani, Physalospora piricola, Alternaria

alternate, Botrytis cinérea e Fusarium oxysporum (WANG et al., 2012).
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Quanto as peroxidases, é conhecida sua ac¢do na lignificagdo dos tecidos, que conduz
a polimerizagdo da lignina a partir da oxidacao de hidroxilas de grupos fendlicos. A lignificacdo
e seus precursores toxicos exercem um papel direto no que diz respeito a resisténcia de plantas
(PASCHOLATI; LEITE, 1995). A peroxidase purificada de graos de trigo foi capaz de reduzir
a elongagdo do tubo germinativo dos fungos Botrytis cinerea, Fusarium culmorum e
Trichoderma viride (CARUSO et al., 2001).

No que diz respeito aos inibidores de proteinases (serinicias e cisteinicas), hd muitos
estudos relatando o seu envolvimento com as estratégias naturais de defesa das plantas contra
insetos e patogenos (LAWRENCE; KOUNDAL, 2002; CHOI et al., 2002; LOPES et al., 2009).
O inibidor de tripsina purificado das sementes do inga branco (Inga laurina) mostrou-se ativo
contra larvas dos insetos Diatraea saccharalis e Heliothis virescens (RAMOS et al., 2012). O
inibidor obtido a partir de extratos de cascas de maca inibiu as proteases do fungo
Colletotrichum acutatum (GREGORI; GUIDARELLI; MARI, 2010).

ApoOs a descoberta de proteinas bioativas no extrato total dialisado de flores de C.
fistula, o estudo prosseguiu dando énfase ao isolamento e purificacdo do inibidor de tripsina.
Essa decisdo foi baseada na elevada atividade inibitdria de tripsina presente no extrato, além de
ter sido sempre detectada nos extratos preparados a partir de flores de diferentes coletas
realizadas ao longo da pesquisa, mostrando a expressdo continua dessa proteina. Tal fato ndo
foi observado com as demais proteinas encontradas, cujas atividades variaram muito com as
coletas. Realmente, os inibidores de proteases sdo proteinas que podem ser expressas
constitutivamente e, ainda, ser induzidas em resposta ao ataque de patdgeno ou herbivoro
(VALUEVA; MOSOLOQV, 2004), podendo sua concentracao variar dependendo de diversos
fatores, a exemplo da localizacdo tecidual (JONES, 2004).

Os inibidores de tripsina sdo normalmente moléculas pequenas, com massa molecular
variando entre 6 e 50 kDa, sendo os mais frequentes aqueles com massa molecular na faixa de
18 a 25 kDa (RICHARDSON, 1991). Portanto, foi instituido como etapa inicial do processo de
purificacdo do inibidor de tripsina o fracionamento do extrato total com o 4cido tricloroacético
(TCA), uma vez que a adicao desse acido promove a precipitacdo de proteinas de alta massa
molecular (ARISTOY; TOLDRA, 1991). Essa estratégia experimental ja foi utilizada como
etapa inicial na purificacdo de outros inibidores. Um inibidor de tripsina ativo contra as enzimas
digestivas de Zabrotes subfasciatus e Callosobruchus maculatus foi purificado das sementes
de Piptadenia moniliformis, onde a primeira etapa do processo de purificacdo foi o

fracionamento do extrato total com uma solucdo aquosa de TCA 20% (CRUZ, 2008).
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Dentre as concentragdes de TCA usadas no presente trabalho (0,5% a 5,0%), a fracéo
obtida pela precipitacdo do extrato total encerrando 2,5% de TCA (FTCA 2,5) foi escolhida
para dar continuidade ao processo de purificagdo do inibidor (TABELA 7). Essa fragédo
apresentou a maior atividade inibitoria especifica (873,9 Ul/mgP) e, na analise em gel de
poliacrilamida, se mostrou com um numero bem reduzido de bandas, sendo composta,
basicamente, por proteinas com massa molecular abaixo de 45 kDa (dados ndo mostrados).
Quando avaliada a presenca de atividade biol6gica nessa fracdo, foi encontrada acéo inibitéria
do crescimento dos fungos F. solani e C. lindemuthianum, na concentragdo de 500 pg/mL
(FIGURA 10). Além disso, a FTCA 2,5 mostrou atividade contra bactérias causadoras de
infeccbes em humanos, reduzindo o crescimento de Staphylococcus aureus e Enterobacter
aerogenes, na mesma concentracao utilizada com fungos (FIGURA 11). Nessa etapa do estudo,
foi sugerido que as atividades contra patdgenos detectadas na FTCA 2,5 estariam relacionadas
a presenca do inibidor de tripsina, tendo em vista a ocorréncia de varios outros relatos de
atividade antimicrobiana, vinculados a essa classe de proteinas (YANG et al.,, 2006;
AUGUSTIN; SIEBERT; BOSCH, 2009).

Dando continuidade ao procedimento de purificacdo do inibidor de tripsina, a FTCA 2,5
foi submetida a cromatografia de afinidade em matriz de anidrotripsina-Sepharose-4B. Dada a
possibilidade de digestdo do inibidor pela tripsina imobilizada durante a cromatografia
(MACEDO et al., 2000), foi acoplada a matriz a forma inativa da enzima, a anidrotripsina. Toda
atividade inibitoria de tripsina ficou concentrada na fracao retida na matriz (FRS), que foi eluida
com HCI 100 mM em um Unico pico (FIGURA 12). A FRS apresentou uma atividade inibitéria
de tripsina de 2.568 Ul/mgP e um rendimento proteico de 1%, em relacdo a proteina do extrato
total (TABELA 8).

Embora o material proteico retido na anidrotripsina-Sepharose 4B aparentasse estar
puro na avaliacdo feita por PAGE-SDS, quando tentado o sequenciamento através de
degradacdo de Edman, foi verificado que a proteina ndo estava pura. Assim sendo, foi
adicionada outra etapa ao processo de purificacdo do inibidor de tripsina. A FRS foi, entdo,
submetida a cromatografia de fase reversa em coluna analitica, sistema de HPLC, tendo sido
constatada a presenca de contaminantes (FIGURA 14). Essa etapa foi crucial para obtencao
do inibidor de tripsina puro, denominado de CfTI (inibidor de tripsina de C. fistula ou C. fistula
trypsin inhibitor). O indice de purificacdo do CfTI foi 64,3 e o rendimento proteico de 0,5%,
calculado em relagdo a proteina detectada no extrato total (TABELA 8). Esse rendimento foi
abaixo daqueles obtidos para inibidores purificados de sementes de Dimorphandra mollis e

Entada acaciifolia, que apresentaram rendimentos proteicos de 7,6% e 40,7%, respectivamente
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(MACEDO et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2012). Esse baixo rendimento pode ser atribuido ao
reduzido teor de proteinas encontrado em flores, particularmente se comparado as sementes.
Embora tanto as flores quanto as sementes sejam estruturas que estdo envolvidas diretamente
nos processos de reproducdo e perpetuacdo dos vegetais e que, portanto, necessitam de um
arsenal bioquimico para garantir sua defesa contra a acdo de agentes agressores, ndo se pode
descartar que as sementes sdo, também, érgdos vegetais de reserva, apresentando, naturalmente,
quantidades bem maiores de proteinas do que outros tecidos vegetais (KOZUKUE et al., 2004).

Por PAGE-SDS, o CfTI mostrou uma massa molecular aparente de 22,2 kDa,
confirmada por eletroforese bidimensional (FIGURA 16). Essa massa molecular é similar a
massa de muitos outros inibidores de tripsina da familia Kunitz, com predominéancia na faixa
de 18 a 26 kDa, independentemente do tecido vegetal de origem (RICHARDSON, 1991). Um
inibidor de tripsina purificado de sementes de uma espécie do mesmo género ao que aqui esta
sendo estudado, Cassia leptophylla, mostrou massa molecular aparente de 20 kDa, sendo
constituido por duas cadeias polipeptidicas, uma de 16 kDa e outra de 4 kDa (ALESSANDRO,
2005). Outro inibidor de tripsina, dessa vez purificado de uma variedade de soja preta,
apresentou massa molecular aparente de 20 kDa (FANG; WONG; NG, 2010). De flores
também ja foi purificado um inibidor de tripsina, como é o caso daquele presente em flores de
Helianthus annuus, entretanto, a massa molecular aparente se apresentou um pouco mais baixa,
de 16 kDa (GIUDICI; REGENTE; CANAL, 2000).

O CfTI apresentou ponto isoelétrico de 5,0, parecendo possuir isoformas (FIGURA
16). Diversos inibidores de tripsina apresentam pl &cido, como € o caso do inibidor purificado
das sementes de Acacia victoriae, que apresentou ponto isoelétrico igual ao observado para o
CfTI (EE et al.,, 2008). A natureza &cida e a presenca de isoformas sdo caracteristicas
comumente associadas aos inibidores da familia Kunitz, ndo estando, portanto, elucidada a
importancia fisiologica dessas isoformas para a planta (KALUME; SOUSA; MORPHY, 1995;
MACEDO et al., 2000).

O sequenciamento NHz-terminal do CfT1 mostrou um alto grau de similaridade com
inibidores da familia Kunitz, em particular com o inibidor de tripsina de soja do tipo Kunitz
(SBTI) e com a cadeia B do complexo formado entre a tripsina pancreatica de porco e o inibidor
de tripsina da soja (PSBTI), com 98% de similaridade para ambos (FIGURA 17). O inibidor
purificado mostrou ainda 92% de similaridade com o inibidor de tripsina de Glycine tomentella,
do tipo Kunitz (GTTI). Na sequéncia NH.-terminal do CfTI, foi observada a presenca de quatro

residuos de asparagina, que sdo conservados em varios inibidores de tripsina da familia Kunitz
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(MACEDO et al., 2003; BHATTACHARYYA et al., 2006), os quais estdo envolvidos na
interacéo entre tripsina-inibidor (IWANAGA et al., 2005).

Apesar da alta similaridade detectada na sequéncia de aminoécidos, diferentemente do
SBTI, que ndo possui carboidratos ligados covalentemente (KUNITZ, 1947), o CfTI mostrou
ser uma proteina glicosilada (FIGURA 18). Resultado semelhante ao encontrado para o inibidor
purificado do latex de Carica papaya, uma glicoproteina com massa molecular de 24 kDa
(AZARKAN et al., 2006). Outro exemplo de inibidor de tripsina glicosilado foi aquele
purificado a partir de sementes de Acacia victoriae que, apresentou 2,06% de glicosilacéo (EE
etal., 2011).

O CfTI, ao contrario da maioria dos inibidores tipo Kunitz, mostrou baixa estabilidade
térmica, conservando apenas 23,4% de sua atividade inibitoria quando incubado a 60 °C, por
15 minutos (FIGURA 19). Entretanto, comportamento diferente foi observado quando
considerado o pH, tendo o CfTI se mantido estavel quando incubado numa faixa de pH variando
de 2 a 12 (FIGURA 20). Os inibidores de tripsina da familia Kunitz geralmente exibem
consideravel estabilidade frente ao calor e a variacbes de pH (BHATTACHARYYA et al.,
2006). O inibidor de tripsina purificado das sementes de Entada acaciifolia se mostrou
termoestavel até a temperatura de 70 °C e numa ampla faixa de pH (2 a 12) (OLIVEIRA et al.,
2012). Da mesma forma, o inibidor de tripsina purificado das sementes de Putranjiva
roxburghii se mostrou altamente estavel em um gradiente de pH de 2 a 12, além de manter sua
atividade mesmo ap6s o aquecimento a 80 °C, durante 30 minutos (CHAUDHARY et al.,
2008). Um inibidor de tripsina da familia Kunitz purificado de uma variedade de Glycine max
apresentou estabilidade térmica quando incubado a temperaturas que variaram de 0 a 100 °C,
por 30 minutos e, também, mostrou ser estavel a variacdes de pH entre 2 e 12, exibindo apenas
uma pequena perda de atividade quando incubado nos extremos de pH (2 e 12) (FANG;
WONG; NG, 2010).

O CfTI mostrou uma potente atividade contra fungos fitopatogénicos, reduzindo de
forma consideravel o crescimento de F. solani e C. lindemuthianum, quando testado na
concentracdo de 100 pg/mL. Para ambos os fitopatdgenos, foi observada inibicdo do
crescimento, da ordem de 60%, principalmente nas primeiras 60 h apds incubacdo do fungo
com o inibidor (FIGURA 21). A acdo de inibidores tripsina sobre o crescimento de fungos
fitopatogénicos tem sido bastante explorada. Um inibidor de tripsina de sementes de milho
impediu a germinacdo de conidios e o crescimento das hifas de varios fungos fitopatogénicos,
entre eles Aspergillus flavus, A. parasiticus e F. moniliforme (CHEN et al., 1999). O inibidor

de tripsina de sementes de trigo também causou comprometimento em fases distintas do
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desenvolvimento de fungos, interferindo negativamente na germinagdo dos esporos e no
crescimento micelial de A. alternata e F. oxysporum (DUNAEVSKY et al., 1994). Atividade
antifngica foi ainda encontrada para o inibidor de tripsina purificado de sementes de Psoralea
corylifolia, que foi capaz de reduzir o crescimento micelial de Alternaria brassicae, A. niger,
F. oxysporum e Rhizoctonia cerealis, sugerindo o seu envolvimento nos mecanismos de defesa
da planta contra patdgenos (YANG et al., 2006). Uma atividade expressiva foi detectada no
inibidor de tripsina purificado de flores de Helianthus annuus, que aboliu completamente a
germinacéo dos esporos de Sclerotinia sclerotiorum a 5 pg/mL, e o crescimento das hifas numa
concentracdo ainda menor, de 3 pg/mL (GIUDICI; REGENTE; CANAL, 2000).

Além de exibir atividade antifungica, o CfTI foi capaz de reduzir o crescimento de
bactérias causadoras de infecgdes no homem. Uma inibigdo da ordem de 80% do crescimento
de S. aureus e E. aerogenes foi observada, quando utilizados 10 pg de CfTl (FIGURA 22).
Atividade antibacteriana ja havia sido relatada para extratos de flores de C. fistula, preparados
com diferentes solventes, tendo sido creditado a metabolitos secundarios. A atividade inibitoria
do crescimento foi observada para bactérias Gram-positivas (S. aureus, S. epidermidis, Bacillus
subtilis e Enterococcus faecalis) e Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa)
(DURAIPANDIYAN; IGNACIMUTHU, 2007).

Os inibidores de proteases sdo extensivamente estudados como fontes de novos
bioinseticidas (ABDEEN et al., 2005). No entanto, as atividades antifingica e antibacteriana
ressaltadas aqui fomentam uma aplicacédo biotecnoldgica mais decisiva desses inibidores frente
aos fungos e bactérias. Na verdade, a participacdo de inibidores de proteases na defesa contra
patogenos ja foi colocada ha bastante tempo, quando ressaltada sua capacidade de suprimir a
atividade enzimatica de microrganismos fitopatogénicos. 1sso estaria relacionado ao fato de que
um dos possiveis papéis das proteases durante a invasdo do patégeno no tecido vegetal seria
facilitar a sua penetracdo, provavelmente pela hidrélise de proteinas dentro e entre paredes
celulares (VALUEVA; MOSOLQV, 1994).

8. CONCLUSOES
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Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram o potencial quase inexplorado de
proteinas bioativas presentes em flores, aqui evidenciado pela habilidade de um inibidor de
tripsina (CfTI) de Cassia fistula de interferir negativamente no crescimento dos fungos
fitopatogénicos Colletotrichum lindemunthianum e Fusarium solani e das bactérias patogénicas
ao homem, Staphylococcus aureus e Enterobacter aerogenes. Essa propriedade antimicrobiana
do CfTI tem relevancia biotecnoldgica, podendo ser explorada para aplicacdo na agricultura e
salde humana, visando a substituicdo de agrotoxicos e de antibidticos ineficazes devido a

resisténcia bacteriana, respectivamente.
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