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RESUMO

SILVA, Marciele Souza; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro;
junho de 2020; “CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA DE INIBIDORES DE PROTEASES DE SEMENTE DE
Capsicum chinense Jacq. SOBRE O CRESCIMENTO DE MICRORGANISMOS
FITOPATOGENICOS”; orientadora: Dr2. Valdirene Moreira Gomes; conselheiros:
Dr. André de Oliveira Carvalho e Dr2. Clicia Grativol Gaspar.

Inibidores de proteases (Pls, do inglés protease inhibitors) sdo moléculas
reguladoras encontradas em animais, microrganismos e plantas, que reduzem e/ou
inibem a atividade das proteases-alvo nos mais diversos organismos. Durante as
Ultimas décadas, os inibidores de proteases tém chamado muito a atenc¢éo, devido
ao seu importante papel na defesa das plantas como agentes bioinseticidas,
nematicidas, antibacterianos e antifangicos. O presente trabalho teve como objetivo
caracterizar e avaliar a atividade antimicrobiana de peptideos da familia dos
inibidores de proteases serinicas isolados de sementes de Capsicum chinense
Jacq. e sua acao sobre o crescimento de fungos fitopatogénicos de interesse
agron6mico. Inicialmente, os Pls foram extraidos a partir das sementes e
submetidos a purificacéo por cromatografia. Este processo resultou na obtencédo de
trés fragcbes denominadas PEF1, PEF2 e PEF3 (do inglés, peptides enriched
fractions). As fragcdes PEF2 e PEF3 foram escolhidas para posterior purificagao,
caracterizacdo e atividade antifungica dos peptideos. Posteriormente, a fracdo
PEF2 foi submetida a uma nova cromatografia, resultando nas fragcbes
denominadas PEF2A e PEF2B. As fragcbes PEF2 e PEF3 foram submetidas a
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ensaios de inibicdo in vitro e zimografia reversa da enzima tripsina, ensaios de
inibicao da atividade de a-amilase do inseto Tenebrio molitor e a-amilase salivar
humana. Todas as fracdes foram submetidas a ensaios para avaliar a sua atividade
antimicrobiana sobre fungos fitopatogénicos e ensaios para determinacdo dos
provaveis mecanismos de acdo. Em relacdo a fragdo PEF2 e as suas fracfes
derivadas, observou-se que PEF2, PEF2A e PEF2B inibiram a atividade da enzima
tripsina, e que PEF2 inibiu a atividade da a-amilase larval de T. molitor e a-amilase
salivar humana. Os resultados também mostraram que as fracdes PEF2, PEF2A e
PEF2B foram capazes de inibir o crescimento de todos os fungos fitopatogénicos
testados. PEF2 permeabilizou a membrana do fungo Fusarium solani, foi capaz de
induzir espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés, reactive oxygen species) nos
fungos Fusarium oxysporum e F. solani e capaz também de dissipar o potencial da
membrana mitocondrial de todos os fungos testados. O peptideo de ~6.0 kDa da
fracdo PEF3 apresentou semelhanca com peptideos pertencentes a inibidores de
proteases serinicas de plantas. PEF3 inibiu a atividade da enzima tripsina, da a-
amilase salivar humana e a-amilase intestinal larval de T. molitor. PEF3 foi capaz
de inibir o crescimento de todos os fungos fitopatogénicos testados e apresentou
83,7% de perda de viabilidade para o fungo F. oxysporum. Induziu também ROS
nos fungos Colletotrichum lindemuthianum e F. oxysporum. A fragdo PEF3 também
foi capaz de dissipar o potencial da membrana mitocondrial de todos os fungos
testados e causou a ativacao de caspases apenas no fungo C. lindemuthianum. Os
resultados relatados neste trabalho reforcam a importancia dos PlIs nos
mecanismos de defesa de plantas contra fungos fitopatogénicos, bem como podem
contribuir para a aplicacdo biotecnolégica desses peptideos no controle de

microrganismos em plantas de importancia agronémica.

Palavras-chave: Defesa de plantas; Inibidores de tripsina; Inibidores de a-amilase;

Fungos fitopatogénicos.
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ABSTRACT

SILVA, Marciele Souza; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro;
June 2020; “BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION AND ANTIMICROBIAL
ACTIVITY OF PROTEASE INHIBITORS OF Capsicum chinense Jacq. SEEDS ON
THE GROWTH OF PHYTOPATHOGENIC MICROORGANISMS”; Advisor: Dr2,
Valdirene Moreira Gomes; Counselors: Dr. André de Oliveira Carvalho e Dr2. Clicia
Grativol Gaspar.

Protease inhibitors (PIs) are regulatory molecules found in animals,
microorganisms, and plants that reduce and/or inhibit the activity of the target
proteases in the most diverse organisms. During the last decades, protease
inhibitors have drawn much attention because of their important role in the defense
of plants as bioinsecticidal, nematicidal, antibacterial, and antifungal agents. The
present work aimed at characterizing and evaluating the antimicrobial activity of
peptides of the family of serine protease inhibitors isolated of Capsicum chinense
Jacq. seeds and its action on the growth of phytopathogenic fungi of agronomic
interest. Initially, the Pls were extracted from the seeds and subjected to purification
by chromatography. This process resulted in obtaining three fractions called PEF1,
PEF2 and PEF3 (peptides enriched fractions). The PEF2 and PEF3 fractions were
chosen for further purification, characterization, and antifungal activity of the
peptides. Subsequently, the PEF2 fraction was submitted to a new chromatography,
resulting in the fractions called PEF2A and PEF2B. The PEF2 and PEF3 fractions
were subjected to in vitro inhibition assays and reverse zymography of the trypsin
enzyme, assays of inhibition of the a-amylase activity of the insect Tenebrio molitor
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of and human salivary a-amylase. All fractions were subjected to tests to evaluate
their antimicrobial activity on phytopathogenic fungi and tests to determine the likely
mechanisms of action. Regarding the PEF2 fraction and its derived fractions, it was
observed that PEF2, PEF2A, and PEF2B inhibited the activity of the enzyme trypsin,
and that PEF2 inhibited the activity of T. molitor larval and human salivary a-
amylases. The results also showed that the PEF2, PEF2A, and PEF2B fractions
were able to inhibit the growth of all phytopathogenic fungi tested. PEF2 permeated
the membrane of the fungus Fusarium solani, was able to induce reactive oxygen
species (ROS) in the fungi Fusarium oxysporum and F. solani, and was also able to
dissipate the potential of the mitochondrial membrane of all the fungi tested. The
peptide of ~6.0 kDa of the PEF3 fraction was similar to peptides belonging to plant
serine protease inhibitors. PEF3 inhibited the activity of the enzyme trypsin, human
salivary a-amylase, and T. molitor larval a-amylase. PEF3 was able to inhibit the
growth of all phytopathogenic fungi tested and showed 83.7% loss of viability for the
fungus F. oxysporum. It was also able to induce ROS in the fungi Colletotrichum
lindemuthianum and F. oxysporum. The PEF3 fraction was also able to dissipate
the potential of the mitochondrial membrane of all fungi tested and caused the
activation of caspases only in the fungus C. lindemuthianum. The results reported
in this work reinforce the importance of protease inhibitors in the defense
mechanisms of plants against phytopathogenic fungi, as well as they can contribute
to the biotechnological application of these peptides in the control of microorganisms

in plants of agronomic importance.

Keywords: Plant defense; Trypsin inhibitors; a-amylase inhibitors; Phytopathogenic

fungi.
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1. INTRODUCAO

O surgimento continuo de doencas causadas por diversos patégenos como
bactérias e fungos fitopatogénicos afeta as colheitas e é responsavel por
significantes perdas ou diminuicdo da qualidade dos produtos agricolas (Pelegrini
et al., 2008; Fones et al., 2017). Nos ultimos anos, tém sido crescentes os relatos
da presenca de proteinas toxicas em diversas espécies vegetais cultivadas ou
silvestres, as quais estdo envolvidas nos mecanismos de defesa de plantas. A
presenca dessas proteinas suscita a possibilidade do uso biotecnolégico dessas
moléculas para o desenvolvimento de novas estratégias de controle de doencas
causadas, em especial, por fungos fitopatogénicos. Atualmente, o controle de
doencas fangicas é feito principalmente com agrotoxicos baseados em fungicidas
quimicos, cujo uso pode causar um impacto negativo sobre o meio ambiente e a
saude humana. Usos prolongados desses fungicidas quimicos podem beneficiar a
selec@o de patdgenos resistentes e, em longo prazo, tornar o uso deste método
cada vez menos eficaz (Nordstrom e Malmsten, 2017; Talamini e Nunes, 2018).
Entre os muitos produtos agricolas afetados por esses patdégenos, encontram-se o
feijdo, o milho, o amendoim, o tomate, o0 meldo, o pepino, o trigo, a cevada, a soja,
as pimentas e os pimentdes (Tamm et al., 2011).

As pimentas pertencem ao género Capsicum e a familia Solanaceae. Este
género é composto por 38 espécies, havendo evidéncias arqueologicas de que
estas foram domesticadas ha mais de 6.000 anos (Carrizo et al., 2013; Garcia et

al., 2016). O Brasil abriga uma grande variedade de espécies, incluindo Capsicum,



e seu cultivo predomina nas regides Sudeste e Centro-Oeste do Pais. Suas
caracteristicas atribuem aroma, cor e sabor aos alimentos, tornando-os mais
atraentes (Nascimento et al., 2012). Apesar do cultivo em grande escala, existem
muitas perdas dessa cultura que podem estar relacionadas a varios problemas
fitossanitarios, os quais podem ser causados por fungos fitopatogénicos, como o
Colletotrichum gloeosporioides, causador da antracnose (Maracahipes et al., 2016).

Varios estudos foram realizados com o objetivo de isolar proteinas e
peptideos de frutos do género Capsicum com atividade antimicrobiana
possivelmente relacionada a defesa das plantas (Hill et al., 2013; Santos et al.,
2017; Silva et al., 2017). Dessa forma, varios genes também vém sendo objeto de
identificacdo dentro do género Capsicum, 0s quais estdo relacionados a expressao
de moléculas associadas ao controle de doencas e desenvolvimento de patégenos.
Além de estarem envolvidas no mecanismo de defesa das plantas, essas proteinas
constituem-se potenciais candidatas no desenvolvimento de novas estratégias para
o controle de doencas causadas por fungos fitopatogénicos (Nordstrom e
Malmsten, 2017).

Os peptideos antimicrobianos (AMPs, do inglés antimicrobial peptides) séo
encontrados no sistema de defesa em praticamente todas as formas de vida,
estando presentes em muitas, se ndo todas, espécies de plantas. AMPs sédo
pequenos grupos de polipeptideos contendo aproximadamente de 10 a 100
residuos de aminoacidos e uma massa molecular menor que 10 kDa. O mecanismo
de acdo completo dos AMPs ainda néo estéa totalmente esclarecido, mas, em geral,
os AMPs apresentam um mecanismo de acdo que envolve a interacdo com
diferentes estruturas de membrana. Esta interacdo pode levar a formacao de poros
e, consequentemente, ao aumento da permeabilidade, ao desequilibrio da
homeostase ibnica via inibicdo dos sistemas primarios de transporte de H* e a
inducéo de morte celular (Brogden et al., 2005; Giuliani et al., 2007; Andrés et al.,
2016).

Os AMPs podem ser encontrados constitutivamente em Orgdos como
sementes, tubérculos, 6rgaos reprodutivos, flores e frutos ou podem ser induzidos
sistemicamente, por exemplo, em folhas, durante invasdo ou lesdo microbiana
(Nawrot et al., 2014). Os AMPs tém um amplo espectro de atividade antimicrobiana
sobre virus, bactérias, leveduras, protozoarios e, especialmente, fungos (Schneider

et al., 2010; Tang et al., 2018). Diferentes classes de AMPs foram identificadas



como componentes importantes da defesa das plantas. Entre esses AMPs, estao
os inibidores de protease, encontrados em varias espécies de plantas e que
desempenham uma variedade de fungdes, incluindo protecdo contra patdgenos e
regulacdo da atividade enzimatica (Cotabarren et al., 2020). Os inibidores
enzimaticos também incluem inibidores de a-amilase, que possuem ampla
especificidade e sdo conhecidos por obstruir a digestdo de insetos, levando a
atrasos no desenvolvimento, reducdo da fecundidade e mortalidade. Alguns
inibidores estéo presentes em uma forma bifuncional e podem interagir com ambas
as enzimas (protease e a-amilase) (Dayler et al., 2005).

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa isolou e caracterizou diferentes
AMPs presentes nas plantas de Capsicum, entre elas proteinas transportadoras de
lipidios (Diz et al., 2006), tioninas (Taveira et al., 2013) e inibidores de protease
(Ribeiro et al., 2012; Dias et al., 2013). No entanto, nenhum trabalho havia descrito
a presenca de AMPs em sementes do género C. chinense Jacq. Dias et al. (2013)
descreveram, pela primeira vez, a presenca de trés diferentes fracées enriquecidas
em peptideos, as quais foram denominadas PEF1, PEF2 e PEF3. Os peptideos
presentes nessas fracdes apresentaram similaridade de sequéncia com a familia
dos inibidores de proteases serinicas de plantas. A fracdo PEF2 exibiu atividade
antifangica contra diferentes leveduras, causando, por exemplo, alteracdes
morfolégicas em Candida tropicalis. Neste contexto, o presente trabalho visou a
continuacdo do estudo das fracbes PEF2 e PEF3 de sementes de C. chinense,
avaliando sua atividade inibitoria e seu mecanismo de a¢ao sobre diferentes fungos

fitopatogénicos de importancia agronémica.



2. OBJETIVOS

2.1- Objetivo geral:
Purificar e caracterizar inibidores de proteases de semente de C. chinense
Jacq. e avaliar a atividade inibitéria sobre o crescimento de microrganismos

fitopatogénicos de interesse agronémico.

2.2- Objetivos especificos:

1- Purificar e caracterizar bioquimicamente os inibidores de proteases
isolados de semente de C. chinense Jacq;

2- Avaliar o efeito dos inibidores de proteases sobre os fungos filamentosos
Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum lindemuthianum; Fusarium
oxysporum e Fusarium solani;

3- Analisar o efeito dos inibidores de proteases sobre a permeabilizacdo de
membranas fungicas;

4- Avaliar a inducgéo da producéo intracelular de ROS em células fangicas na
presenca dos inibidores de proteases;

5- Verificar a funcionalidade mitocondrial em células fangicas na presenca
dos inibidores de proteases;

6- Detectar a atividade de caspases em células de fungos filamentosos
tratadas com os inibidores de proteases;

7- Determinar a viabilidade das células do fungo F. oxysporum na presenca

dos peptideos presentes na fracdo PEF3.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1- Peptideos antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos (AMPs, do inglés antimicrobial peptides) sdo
moléculas que exibem um amplo espectro de atividade inibitrias sobre bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, fungos, parasitas e até mesmo virus (Dang et
al., 2015). Apresentam aproximadamente de 10 a 100 residuos de aminoécidos e
massa molecular inferior a 10 kDa. Geralmente, apresentam propriedades
anfipaticas devido a uma porcao de residuos hidrofébicos e muitos residuos de
lisina ou arginina carregados positivamente, conferindo uma carga liquida positiva
em pH fisiolégico (Giuliani et al., 2007; Baumann et al., 2010). A hidrofobicidade é
determinada pela porcentagem de residuos hidrofébicos de um peptideo, sendo
responsavel pela capacidade do AMP em interagir com a bicamada lipidica da
membrana, desestabilizando-a (Andreev et al., 2018). A anfipaticidade reflete a
abundéancia e polarizacdo dos dominios hidrofébicos e hidrofilicos dentro do
peptideo. As propriedades de hidrofobicidade e anfipaticidade estdo intimamente
relacionadas ao seu mecanismo de acdo. Teoricamente, todos os AMPs
apresentam estruturas anfipaticas na interacdo com as membranas (Shao et al.,
2018).

Os AMPs podem ser classificados de algumas diferentes formas, como
agueles que possuem ou néo pontes dissulfeto. Os peptideos mais amplamente
caracterizados sao aqueles que as possuem, sendo possivel observar a presenca

de cisteinas em namero par (4, 6 ou 8) interconectadas formando pontes dissulfeto



e que confere alta estabilidade estrutural a condi¢des fisico-quimicas extremas
(Broekaert et al., 1997; Campos et al., 2018).

Com base na presenca ou auséncia dos dois principais elementos da
estrutura secundaria a-hélices e folhas B, os AMPs sao divididos em algumas
classes principais: (i) peptideos contendo a-hélices (magainina, cecropina e
catelicidina); (ii) peptideos de estruturas lineares estendidas (desprovidas de
elementos a ou B, mas tipicamente ricas em um aminoacido especifico, como Gly,
Arg, Trp ou Pro) (indolicidinas); (iii) peptideos contendo folhas B, frequentemente
estabilizadas com uma ou mais pontes dissulfeto (a-defensina 1 de humanos); (iv)
peptideos envolvendo a-hélices e folhas B (defensinas de humanos, mamiferos,
invertebrados e plantas); e (v) podem ainda apresentar uma configuracao ciclica
(ciclotideos) (Figura 1) (Nguyen et al., 2011; Mojsoska e Jenssen, 2015; Wang,
2015).

Figura 1. Representacdo esquematica das principais classes estruturais de
peptideos incluindo: (A) Peptideos que apresentam uma conformagéao a-hélices
na presenca de micelas. (B) Peptideos de estruturas estendidas. (C) Peptideos
contendo folha B (sdo tipicamente estabilizados por pontes dissulfeto). (D)
Peptideos contendo a-hélices e folha (. (E) Peptideos que apresentam
configuragéo ciclica. (a-hélices (laranja), folhas B (verde) e pontes dissulfeto
(amarelo). (Adaptada de Koehbach e Craik, 2019).



Devido a capacidade que os AMPs possuem de interagir com determinadas
membranas celulares e conferir uma eficiente atividade antimicrobiana sobre varios
agentes patogénicos, seja por interrupcéo, seja por formacao de poros, levando a
morte celular, tem-se observado, nos ultimos anos, um grande interesse bioldgico
em estudar esse grupo de proteinas (Holaskova et al., 2015; Corréa et al., 2019).
Essa importédncia é decorrente do fato de serem importantes candidatos ao
desenvolvimento de novas moléculas promissoras para o controle bioldgico
sustentavel de patdgenos em plantas, bem como para a elaboracdo de novos
antibioticos para o tratamento de varias infeccées em humanos (Mahlapuu et al.,
2016; Zhang et al., 2019).

3.2- Peptideos antimicrobianos de plantas

As plantas possuem um estilo de vida sedentario, suas extensas estruturas
aéreas e subterraneas que, por um lado, permitem que obtenham luz e nutrientes
do ambiente, por outro, as tornam particularmente vulneraveis aos microrganismos
invasores (Hammond-Kosack e Jones, 2000). Constantemente as plantas sao
expostas a varios patdégenos e a diferentes alteracfes climaticas e, apesar de
serem organismos incapazes de se locomover, ao longo da evolugéo, diversos
mecanismos bioquimicos e morfoldégicos foram selecionados para responder a
todas essas situagdes de estresse (Cushnie et al., 2014; Dang et al., 2015).

Essas defesas das plantas sdo agrupadas em duas principais categorias: as
defesas constitutivas e as defesas induzidas. As defesas constitutivas ou pré-
formadas sdo aquelas que fazem parte do desenvolvimento da planta e séo
produzidas continuamente durante sua formacéo. As defesas induzidas aparecem
em resposta a invasdo ou ao ataque do patdégeno ou quando a planta sofre algum
tipo injaria. Fazendo parte do arsenal proteico usado pelas plantas para se
defenderem contra patdgenos estdo os AMPs (Benko-lseppon et al.,, 2010;
Furstenberg-Hagg et al., 2013; Haney et al., 2019).

Os AMPs de plantas compartilham das caracteristicas gerais dos AMPs
encontrados em outros organismos, como carga liquida positiva, a presenca de
pontes dissulfeto, entre todas as outras propriedades citadas anteriormente. O
primeiro AMP identificado e isolado de planta foi uma purotionina, a qual se mostrou
ativa contra Xanthomonas phaseoli, Pseudomonas solanacearum, Erwinia

amylovora, Corynebacterium flaccumfaciens, C. michiganense e C. fascians (De



Caleya et al., 1972). Varios outros AMPs de plantas foram posteriormente
descobertos e caracterizados (Nawrot et al., 2014). A grande maioria desses
peptideos age diretamente sobre o agressor e impede seu desenvolvimento,
exibindo, assim, atividades antimicrobianas e/ou mesmo inseticida (Holaskova et
al., 2015; Oliveira et al., 2019).

Os AMPs possuem um mecanismo de a¢do que ainda ndo esta totalmente
elucidado. De maneira geral, os AMPs de plantas apresentam um mecanismo de
acdo que envolve a interagdo com diferentes estruturas de membrana, levando a
formacao de poros permitindo a passagem de ions e outras moléculas, culminando
no aumento da permeabilidade, o que pode levar a morte celular (Giuliani et al.,
2007). Varios modelos para a permeabilizacdo da membrana pelos AMPs ja foram
descritos, sendo os trés mais aceitos e melhores postulados: o modelo aduela de
barril, 0 modelo tapete e o0 modelo poro toroidal (Figura 2) (Corréa et al., 2019).
Esses modelos foram descritos para peptideos em a-helice e membrana de
bactéria, porém funcionam muito bem para membranas flngicas.

O modelo aduela de barril (Figura 2A) é responsavel pela formacao de poros
transmembranares. Considerando a anfipaticidade dos AMPs, a regido hidrofébica
das cadeias interage com o nucleo da membrana enquanto a regido hidrofilica &
virada para fora, formando um poro aquoso (Teixeira et al., 2012). O modelo tapete
(Figura 2B) é o mecanismo de permeabilizagdo da membrana que se assemelha
ao modo de acédo dos detergentes. Nesse caso, ndo ha insercdo dos peptideos na
membrana, mas sim um acumulo na superficie, formando um “tapete”. As
interagOes eletrostaticas na membrana, em um dado momento, sédo tantas — por
causa da alta densidade de AMPs — que a bicamada é desestabilizada por
mudancas de fluidez e, assim, entra em colapso em varias micelas (Teixeira et al.,
2012). No modelo poro toroidal (Figura 2C), é essencial a presenca de lipidios na
membrana intercalando com os AMPs, provocando uma curvatura através da
ligacdo de sua face polar com a cabeca polar do lipideo, o que forma o poro toroidal
(Perrin e Pastor, 2016).
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Figura 2. Modelos de interacdo entre peptideos antimicrobianos e membranas
citoplasméticas. (A) No modelo aduela de barril, os AMPs se acumulam na
superficie da membrana, e suas insercfes sucessivas formam um poro aquoso na
membrana. (B) O colapso total da membrana provocado pelo mecanismo do
carpete € a principal consequéncia da alta densidade de AMPs acumulados na
superficie. (C) No modelo poro toroidal, os AMPs sdo inseridos nas membranas
intercalados com os lipideos, formando o poro (Adaptada de Corréa et al., 2019).

Embora esse mecanismo geral seja relativamente amplo, estudos mostram
que a formacao de poros ndo é o Unico mecanismo de acdo dos AMPs. Os AMPs
matam microrganismos através de diferentes mecanismos de acao, e quatro deles
estdo detalhados na (Figura 3). Além da formacdo de grandes poros
transmembranares, os AMPs podem interagir com importantes proteinas da
membrana ou com algum membro externo, como proteinas e transportadores.
Todas as interacdes entre AMPs e membranas causam a disfuncdo das
membranas e, subsequentemente, levam a morte celular (Figura 3A) (Ma et al.,
2017; Omardien et al., 2018; Pandit et al., 2018). Os AMPs inibem a biossintese de
biomoléculas intracelulares ou extracelulares, como proteinas, acidos nucleicos,
acidos lipoteicoicos e glicopeptideos, depois bloqueiam a sintese da parede celular
e levam a anormalidades do metabolismo, que finalmente induz a morte do
microrganismo (Figura 3B) (Nan et al., 2009; Ma et al., 2017; Malekkhaiat et al.,
2018; Zhou et al., 2019). Os AMPs aumentam o efluxo K* e desequiliboram o Ca?*
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celular no citoplasma e nas mitocondrias. A acumulacdo de Ca?* resulta na
interrupcdo da homeostase seguida da geracdo de ROS. A perturbacdo da
homeostase do Ca?* e a geracdo de ROS levam a apoptose celular (Figura 3C)
(Kim et al., 2018). Os AMPs causam também a inibicdo da sintese de ATP,
interrompendo a atividade da ATP sintase ou bloqueando a transferéncia de
elétrons. A falha na sintese de ATP leva a uma perda de energia no metabolismo.
Através dos danos no metabolismo energético ou na atividade enzimética,
processos celulares dependentes de ATP sao bloqueados (Figura 3D) (Kim et al.,
2018).
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Figura 3. Mecanismos de acdo de AMPs direcionados a patdbgenos microbianos. (A) Os AMPs ligam-se & membrana celular e causam
a flutuacdo, despolarizacdo, perturbacdo da estrutura ou grandes poros transmembranares. Os AMPs também podem interagir com
importantes proteinas da membrana. +: carga positiva enriquecida, IMP: importante proteina da membrana. (B) Os AMPs inibem
macromoléculas intracelulares ou extracelulares, incluindo sintese de DNA, enzimas, peptideoglicano, que é o precursor da parede celular e
de outras macromoléculas. (C) Os AMPs aumentam a concentragcao de Ca?* no citoplasma e nas mitocondrias, interrompendo a homeostase;
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A variedade estrutural dos AMPs contribui para seus multiplos papéis
bioativos e diferentes mecanismos de a¢éo. De acordo com sua estrutura terciaria,
0s AMPs de planta podem ser classificados em diferentes familias (Tabela 1). Entre
estes, encontram-se as proteinas transportadoras de lipideos (LTPs, do inglés Lipid
Transfer Proteins), divididas em dois subgrupos de acordo com seus tamanhos
(LTP1 e LTP2); as snakinas, inicialmente isoladas de Solanum tuberosum (batata);
as defensinas de planta, inicialmente isoladas de sementes de Hordeum vulgare
(cevada), que foram primeiramente agrupadas como y-tioninas. No entanto, este
grupo de AMPs vegetais foi posteriormente classificado como defensina, devido as
suas propriedades estruturais; as tioninas, isoladas de Triticum aestivum (trigo),
sao subdivididas em dois grupos distintos, a/ tioninas e tioninas; os peptideos tipo-
heveina sdo compostos por classes que diferem no nimero de pontes dissulfeto
(3, 4 ou 5); os peptideos tipo-knotinas, isolados inicialmente de sementes de
Mirabilis jalapa (maravilha); os peptideos MBP-1, isolados de Zea mays (milho); os
peptideos denominados Ib-AMPs, isolados de sementes de Impatiens balsamina
(balsamina); os ciclotideos, encontrados nas familias das Rubiaceae e Violaceae,
sao classificados de acordo com suas propriedades estruturais em dois subgrupos
principais (Kalata B1 e B2); e os inibidores de protease, isolados de sementes de
Capsicum annuum L. (pimenta) (Benko-Iseppon et al., 2010; Tang et al., 2018).
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Tabela 1: Principais familias de peptideos antimicrobianos de plantas
incluindo: peptideos representativos e suas fontes (Adaptada de Tang et al.,

2018).
FAMILIA NOME ORGAO PLANTA REFERENCIA
VEGETAL
Proteinas (Nawrot et al., 2014;
transportadoras LTP1s e LTP2s Sementes Zea mays Pelegrini et al., 2007,
de lipideos Stec, 2006)
(LTPs)
(Fujimura et al., 2003;
Snakinas StSN1 e StSN2 Tubérculo Solanum Nawrot et al., 2014,
tuberosum Terras et al., 1995)
(Games et al.,, 2008;
Defensinas Peptideo PvD1y-  Sementes Hordeum Garcia-Olmedo et al.,
hordothionina vulgare 1998; Mendez et al.,
1990; Ramos et al.,,
2014)
a-1-purothionina Triticum (De Caleya et al,
o/BTioninas Endosperma aestivum 1972; Nawrot et al.,
2014)
Tioninas Crambina Sementes Triticum (Schrander Fischer e
aestivum Apel, 1994)
Broussonetia
Peptideos PMAPI Folhas papyrifera syn.  (zZhao et al., 2011)
tipo-heveina Morus
papyrifera
Peptideos (Marcus et al.,, 1999;
tipo-knotinas PAFP-S Sementes Mirabilis jalapa  Nawrot et al., 2014;
Terras et al., 1995)
Milho-AMP MBP-1 Sementes Zea mays (Duvick et al., 1992)
Triticum (Liu et al, 2000;
Puroindolinas PINA e PINB Endosperma aestivum Nawrot et al., 2014;
Tailor et al., 1997)
Impatiens Ib-AMPs Sementes Impatiens (Stepek et al.,, 2005;
balsamina Tailor et al., 1997)
Folhas (Craik, 2001; Nawrot et
Ciclotideos Kalata B1 e B2 e Oldenlandia al., 2014,
Flores affinis Selitrennikoff, 2001,
Stec, 2006)
Inibidores de CaTl Sementes Capsicum (Ribeiro et al., 2007)
proteases annuum
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Sao varias as familias de AMPs de plantas, porém trés delas foram melhor
caracterizadas: as defensinas, as LTPs e as tioninas (Broekaert et al., 1997; Egorov
et al., 2005; Carvalho e Gomes, 2007; 2009). Como este trabalho trata de inibidores

de protease, apenas esta familia sera mais detalhada no tdpico seguinte.

3.3- Inibidores de protease serinica de plantas

Os inibidores de protease (PlIs, do inglés protease inhibitors) sdo moléculas
reguladoras encontradas em animais, plantas e microrganismos que reduzem e
inibem a atividade das proteases alvo em diversas espécies de plantas, além de
apresentarem outras fun¢des, como armazenamento, mecanismos de defesa
contra infeccdo por patdégenos, protegendo as plantas contra insetos herbivoros
inibindo as proteases digestivas. Nas plantas, eles estdo presentes em 06rgéos
vegetativos e reprodutivos, podendo ser encontrados em maior nivel em sementes
e orgaos de reserva (Macedo et al., 2011; Cotabarren et al., 2020).

Os PIs séo classificados de acordo com a classe de enzima inibida e podem
ser da familia dos inibidores de serino proteases, de cisteino proteases, de metalo
proteases e de proteases asparticas (Martins et al., 2018). As serino protease
possuem um residuo de serina em seu sitio ativo, as cisteino proteases apresentam
um aminodcido cisteina, as metalo proteases usam um ion metal e as proteases
asparticas tém duas unidades de &cido aspartico no seu centro catalitico. A inibicdo
da atividade catalitica € alcancada pela interacdo entre o inibidor e os residuos do
sitio catalitico enzimatico. A regido molecular no inibidor responséavel pela formacéo
do complexo enzima-inibidor é chamada de sitio reativo e apresenta uma
composicdo de aminoacidos diferentes para cada classe de inibidor (Fan et al.,
2005; Ramos et al., 2008; Oliveira et al., 2011).

Os inibidores de serino protease sdo amplamente distribuidos e ocorrem em
muitas espécies de plantas, embora a maioria tenha sido isolada das familias
Solanaceae, Fabaceae, Euphorbiaceae, Poaceae e Cucurbitaceae (Fan et al.,
2005; Bendre et al., 2018). Baseado nas homologias evidentes das suas estruturas
primérias, a localizacdo das pontes dissulfeto e a posi¢cdo de seus sitios reativos,
os inibidores de serino protease de plantas tém sido agrupados em diferentes
familias. Estas familias diferem principalmente nas massas moleculares, no
conteudo das pontes dissulfeto e nas suas estruturas tridimensionais. As familias

conhecidas sao: inibidor de tripsina da soja (Kunitz); inibidor Bowman-Birk; inibidor
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de tripsina da cevada; inibidores | e Il da batata e do tomate; inibidor da abdbora;
entre outros (Tabela 2) (Ledoigt et al., 2006; Hellinger e Gruber, 2019).

Tabela 2- Exemplos de familias de inibidores de proteases serinicas de plantas,
suas fontes e proteases alvo (Fonte: Adaptada de Habib e Fazili, 2007).

FAMILIA EXEMPLO FONTE PROTEASE ALVO REFERENCIA
Inibidor de tripsina de soja Glycine max Tripsina; Quimiotripsina Laskowski e Kato
_S_ubtilisina Qe_ceyacj_a Hordeum vulgare Subtilisina; a-amilase (1980)
Inibidor de qwrywtnpsma Psophocarpus a-quimiotripsina Vallee et al. (1998)
de feijao tetragonolobus Habu et al. (1992)
Kunitz . . o :
Inibidor de subtilisina Sagjittaria sagittifolia Tripsina; Quimiotripsina Laskowski e Kato
Inibidor de tripsina Acacia confusa Tripsina, a-quimiotripsina ~ (1980)
Inibidor de cathepsinaD  Solanum tuberosum Cathepsina D; Tripsina Lin et al. (1991)
Strukelj et al.
(1992)
Inibidor de a-amilase e Triticum aestivum a-amilase; tripsina Shewry
tripsina de trigo et al. (1984)
Cereal - . . .
Inibidor de a-amilase e Hordeum vulgare a-amilase; tripsina Lazaro
tripsina de cevada et al. (1988)
Inibidor de tripsina Momordica Tripsina Hernandez
Abébora macrociclico de abdbora cochinchinensis et al. (2000)
Inibidor de tripsina Cucumis sativus Tripsina Wieczorek
CSTI-IV et al. (1985)
Inibidor de Solanum tuberosum Quimiotripsina; Tripsina Poerio
Batata quimiotripsina | et al. (2003)
tipo | Inibidor de Triticum aestivum Subtilisina; Richardson
quimiotripsina/subtilisina a- quimiotripsina (1974)
de trigo
Inibidor de tripsina de Sinapis alba B-tripsina Menegatti
Mostarda mostarda et al. (1992)
Inibidor de tripsina de Brassica napus Tripsina; Quimiotripsina Ceciliani
canola et al. (1994)
Inibidor de tripsina Helianthus annuus Tripsina; Quimiotripsina; Mulvenna
Bowman- ciclico de girassol Elastase et al. (2005)
Birk - .
Inibidor de Arachis hypogaea Tripsina; Quimiotripsina Suzuki
tripsina/quimiotripsina et al. (1987)
Batata Inibidor de protease |1 Solanum tuberosum  Tripsina; Quimiotripsina Greenblatt
tipo Il et al. (1989)

Os Pls de plantas dos tipos Kunitz e Bowman-Birk sdo os mais estudados e

sdo encontrados em membros da familia das leguminosas. Os inibidores do tipo

Kunitz sdo proteinas que geralmente exibem uma massa molecular de 18 a 24 kDa,
mas alguns peptideos menores (8 kDa) também ja foram descritos. Apresentam

uma ou duas cadeias polipeptidicas e quatro residuos de cisteina, formando duas

pontes dissulfeto. Por outro lado, os inibidores de Bowman-Birk sdo pequenas
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proteinas (peso molecular de 4 a 8 kDa) com 14 residuos de cisteina, formando
sete pontes dissulfeto (Qi et al., 2005; Bendre et al., 2018).

Os PIs de planta de baixa massa molecular sdo pequenos peptideos que
possuem de 15 a 60 amino&cidos com alto teor de residuos de cisteina, formando
pontes dissulfeto. S&o caracterizados por apresentarem uma resisténcia notavel ao
tratamento térmico e uma alta estabilidade a alteracbes no pH, agentes
desnaturantes, forca i6nica e protedlise. Estes sao capazes de interagir especifica
e reversivelmente com diferentes enzimas proteoliticas, promovendo a sua inibi¢cao
(Jamal et al., 2013; Cotabarren et al., 2020).

Entre os inibidores, ainda existem aqueles bifuncionais que inibem diferentes
enzimas; podem, por exemplo, inibir tanto a enzima tripsina quanto a enzima a-
amilase. Em plantas, séo relatados seis subtipos de inibidores a-amilase (AAl, do
inglés a-amylase inhibitors): inibidores tipo defensina, tipo cereal, tipo knotina, tipo
Kunitz, tipo taumatina e tipo lectina (Svensson et al., 2004). Os inibidores de a-
amilase bifuncional tém baixa massa molecular, normalmente de tamanho entre 10
e 15 kDa e foram descobertos em plantas ricas em amido, como cevada, amaranto,
trigo e milho. Geralmente, tém especificidade para amilases de insetos, portanto,
sao importantes na defesa de herbivoros (Tam et al., 2015).

Nas plantas, os Pls que inibem serino proteases podem ser expressos em
resposta ao ataque de insetos e patdgenos inibindo a acdo de proteases digestivas
presentes, principalmente, nos mamiferos e insetos, assim como enzimas
presentes nas bactérias e nos fungos (Clemente et al., 2019). Estes Pls sdo
expressos em resposta a diferentes agressdes e fazem parte do grupo de proteinas
relacionadas a patogénese chamadas de proteinas PR. Estas podem estar
presentes em menores concentracdes nos tecidos saudaveis durante o
desenvolvimento normal da planta, mas podem ter seu nivel de expressao
aumentado sob vérias condi¢des de estresse (Salvaudon et al., 2005; Bartova et
al., 2019).

Os PIs ganharam muita atencdo devido ao seu forte papel na defesa das
plantas como agentes bioinseticidas, antifungicos, nematicidas e antibacterianos
(Shamsi et al., 2016; Cotabarren et al., 2020). S&o varios os trabalhos que
demonstram a atividade antimicrobiana de Pls isolados de plantas. Silva et al.
(2015) purificaram um inibidor de tripsina denominado RcTI, isolado de sementes

de Ricinus communis L., que inibe a germinacdo de esporos do fungo C.
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gloeosporioides. Ja o IETI, um inibidor de tripsina do tipo Kunitz isolado de
sementes de Inga edulis, exibiu atividade antimicrobiana sobre Candida buinensis
e Candida tropicalis, causando permeabilizacdo nas membranas dessas leveduras,
diminuindo, assim, a viabilidade celular (Dib et al., 2018). Isoformas de inibidores
serino protease foram purificados de sementes de Acacia plumosa Lowe e
denominados ApTIA, ApTIB e ApTIC. Estes possuem massa molecular de 20 kDa
e foram testados contra diferentes fungos fitopatogénicos. Pode-se observar que
estes inibem o crescimento de Aspergillus niger, Thielaviopsis paradoxa e
Colletotrichum sp. Dabhade et al. (2016) isolaram um inibidor chamado API que
possui atividade antifingica sobre Alternaria alternata, Alternaria tenuissima e
Candida albicans, além de atividade antibacteriana sobre Pseudomonas
aeruginosa e Bacillus subtilis. Em 2007, foi isolado de sementes de C. annuum um
peptideo denominado CaTl que apresentou atividade inibitoria sobre o crescimento
das leveduras Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxiannus e Candida
albicans; também foi capaz de induzir severas alteragcbes morfolégicas, como
desorganizacdo da parede celular, aglomeracédo celular e liberacdo do contetdo
citoplasmatico (Ribeiro et al., 2007). Recentemente, CaTl foi testado sobre o
crescimento de fungos filamentosos de interesse agronémico, e este foi capaz de
inibir o crescimento de fungos do género Colletotrichum (Silva et al., 2017).

Desta forma, AMPs da familia dos Pls apresentam um grande potencial para
serem usados no melhoramento de plantas ou na producdo de plantas
geneticamente modificadas com maior resisténcia a patégenos. Também podem
ser utilizados como marcadores bioquimicos para a selecdo de plantas e no

lancamento de novas cultivares (Quilis et al., 2007; 2014).

3.4- O género Capsicum

A pimenta (Familia Solanaceae; Género Capsicum) é um género de grande
diversidade que varia de acordo com a cor, o tamanho, a forma e a composi¢cao
guimica. Apresenta 38 espécies descritas, sendo que cinco C. annuum var. annuum
L., C. baccatum var. pendulum, C. chinense Jacq., C. frutescens L. e C. pubescens
sdao domesticadas, enquanto as outras sao consideradas silvestres e
semidomesticadas (Karlova et al., 2014; Garcia et al., 2016). A subsequente
domesticacdo das cinco espécies cultivadas de Capsicum, a partir do principal

centro de cultivo, Bolivia e Peru, para os paises da Europa, Africa, india e China,
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resultou da diversificacdo da colheita, devido a atividade humana, e no
desenvolvimento de frutos ndo deciduos (permanecem retidos nas plantas),
maiores e nao picantes (Van Zonneveld et al., 2015; Barboza et al., 2019).

Geneticamente, as espécies do género Capsicum sao diploides e podem ser
distinguidas em dois grupos de espécies — um com 2n = 24 e outro com 2n = 26
cromossomos (Moscone et al., 2007). As espécies que compdem este género estdo
distribuidas em trés complexos génicos distintos. O complexo C. annuum relne as
espécies C. annuum, C. chinense e C. frutescens; o complexo C. baccatum retne
C. baccatum var. baccatum (forma silvestres) e C. baccatum var. pendulum (forma
cultivada); e o complexo C. pubescens reune C. pubescens e algumas outras
silvestres (Martins et al., 2010).

A espécie C. annuum, cuja domesticacdo e diversidade genética esta
centrada no México, é a espécie mais amplamente cultivada e economicamente
importante em todo o mundo (Herndndez-Ortega et al., 2012; Kraft et al., 2014). A
C. chinense é a mais difundida na América tropical, enquanto a C. frutescens esta
sendo naturalizada e se tornou popular na Asia e na Africa e as C. baccatum e C.
pubescens sdo distribuidas principalmente na América do Sul (Bosland et al.,
2012).

Com base na morfologia das flores, a cor da antera € muito importante para
a identificacao da espécie de Capsicum. C. baccatum é caracterizada por possuir
antera amarela, enquanto as anteras de C. annuum sé&o roxas; C. chinense e C.
frutescens apresentam flores com pétalas de cor esverdeada a branca; e C.
pubescens é caracterizada por suas flores com corola roxa distinta e sementes
pretas asperas (Sudré et al., 2010; Van Zonneveld et al., 2015).

O Brasil contempla o maior nimero de espécies silvestres e a regido Sudeste
apresenta-se como o principal centro de diversidade (Moreira et al., 2018). O
género Capsicum é de grande importancia cultural e econdmica no Pais, devido a
sua alta versatilidade, pois possui potencial de uso agronémico, farmacéutico,
industrial, uso na culinaria e na decoracao (Silvar e Garcia-Gonzalez, 2017). Os
frutos de pimenta também sdo usados como corantes naturais, podendo ser
utilizados como tempero na preparagao de pratos tipicos regionais (Hulse-Kemp et
al.,, 2016). Além disso, existe um grande comércio internacional de pimenta
vermelha, seca em pd, com ou sem sementes e com diversos niveis de pungéncia

(Nascimento et al., 2012).
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Entre as espécies domesticadas, C. chinense € considerada a mais
importante do Brasil, tendo a Bacia Amazonica como centro de domesticagao
(Moses e Umaharan, 2012; Moses et al., 2014). Os frutos de C. chinense destacam-
se por uma grande diversidade de tamanhos, cores, formas e niveis de pungéncia,
além de ser considerada a pimenta mais picante do mundo (Moreira et al., 2018).

A pungéncia dos frutos se deve a presenca de substancias conhecidas como
capsaicinoides. A capsaicina, 0 principal capsaicinoide das pimentas, ocorre na
placenta dos frutos e é ausente nas sementes. Quanto a importancia nutricional, as
pimentas sdo fonte de varios outros compostos, principalmente de vitaminas, como
carotenoides (provitamina A), flavonoides, vitaminas (vitaminas C e E), produzindo
uma alta quantidade de vitamina B1 (tiamina), B2 (riboflavida) e B3 (niacina)
(Wahyuni et al.,, 2013; Yang et al., 2020). Em algumas partes do mundo, as
pimentas s@o utilizadas como estimulante digestivo, afrodisiaco, no combate a
disenteria e as infec¢des intestinais, além de seu uso como antiparasitario e
cicatrizante (Spiller et al., 2008; Anandakumar et al., 2013; Olatuniji et al., 2019).

Globalmente, a maior parte da producao de pimenta € afetada por fatores
bidticos, como fungos fitopatogénicos, bactérias, virus, nematodos e outras pragas
incluindo pulgdes (Franco et al., 2019). Para que os frutos das pimenteiras possam
crescer saudaveis, estas precisam se defender de inUmeras doencas. Entre essas
doencas, podemos encontrar as causadas por fungos, como a Antracnose, uma
das doencas fungicas mais devastadoras e prejudiciais nos estagios de pré-colheita
e pos-colheita, provocada pelo fungo Colletotrichum spp. A doenca é transmitida
através de sementes infectadas e provoca danos diretos aos frutos, o que inviabiliza
sua comercializacdo. E causada por um complexo de espécies de Colletotrichum,
tais como C. gloeosporioides, C. acutatum e C. capsici. No Brasil, a espécie C.
gloeosporioides parece ser a mais comum, e 0s sintomas da antracnose iniciam-se
com pequenas areas arredondadas e deprimidas (Reis et al., 2011; Ridzuan et al.,
2018). C. acutatum é considerada a espécie mais agressiva de Colletotrichum, pois
afeta os frutos maduros e verdes da pimenta, enquanto C. gloesporioides afeta
apenas os frutos maduros (Harp et al., 2008). Sintomas dessa doenca também ja
foram identificados em muitas outras plantas, como mamaéao, tomate e abobora, e
aparecem nas hastes, folhas, flores e nos frutos (Hyde et al., 2009). Entre outras
doencas importantes relacionadas a pimenta e pimentdes no Brasil, estdo o

mosaico amarelo do pimentédo (PepYMV, do inglés Pepper yellow mosaic virus); a
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mancha bacteriana (Xanthomonas spp.); a podriddo mole (Pectobacterium spp.); a
mancha de cercospora (Cercospora capsici); e o oidio (Oidiopsis taurica), que
apresenta um sintoma inicialmente observado na face superior das folhas e
consiste de manchas cloréticas (Carvalho e Bianchetti, 2007).

Ainda vale ressaltar que o género Capsicum representa um valioso recurso
genético. Além de toda a importancia ja descrita, os frutos e as sementes de
Capsicum séo significantes fontes de proteinas com atividade antimicrobiana.
Diferentes trabalhos desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa ja isolaram e
caracterizaram diversos peptideos antimicrobianos (AMPs) de espécies do género
Capsicum (Diz et al., 2006; Ribeiro et al., 2012; Dias et al., 2013; Taveira et al.,
2013; Santos et al., 2017; Silva et al., 2017).

Diz et al. (2006) isolaram uma fracdo de sementes de C. annuum L.,
denominada F1, rica em peptideos. Esta fracdo apresentou alta atividade inibitoria
sobre o crescimento das leveduras Schizosaccharomyces pombe, S. cerevisiae e
C. albicans. Um dos peptideos presentes nessa fracdo apresentou similaridade de
sequéncia com as proteinas pertencentes a familia das LTPs de plantas, sendo
denominada de CalLTP1. Posteriormente, foi observado que CalLPT1l exibe
atividade antifungica contra C. lindemuthianum e C. tropicalis (Diz et al., 2011). Um
inibidor de tripsina, denominado CaTl, foi isolado de sementes de C. annuum. Este
inibidor demonstrou propriedades antifingicas inibindo o crescimento das
leveduras S. cerevisiae e C. albicans, sendo também capaz de causar alteracdes
morfolégicas nas células das leveduras (Ribeiro et al., 2007; Ribeiro et al., 2013).
Posteriormente, CaTl inibiu o crescimento dos fungos filamentosos C.
gloeosporioides e C. lindemuthianum, apresentando a capacidade de causar a
permeabilizacdo das membranas destes fungos (Silva et al.,, 2017). Bard et al.
(2015) também isolaram um peptideo a partir de extratos de sementes de um
hibrido de Capsicum (lkeda x UENF 1381). Este peptideo, denominado HyPep,
apresentou identidade com um inibidor de protease serinica e demonstrou atividade
antifangica sobre as leveduras S. cerevisiae, C. albicans, C. tropicalis e
Kluyveromyces marxianus. Outro peptideo isolado de sementes de C. annuum foi
uma albumina 2S, denominada Ca-Alb. A Ca-Alb inibiu o crescimento das leveduras
Kluyveromyces marxiannus, C. tropicalis, C. albicans e S. cerevisiae e foi capaz de
induzir o aumento da produgdo endogena de Oxido nitrico (NO, do inglés nitric

oxide) nestas leveduras (Ribeiro et al., 2012).
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AMPs também ja foram isolados de frutos de Capsicum. Taveira et al. (2013)
isolaram um peptideo similar as tioninas, o qual foi chamado de CaThi e apresentou
atividade inibitéria sobre as leveduras S. cerevisiae, C. albicans e C. tropicalis. Este
peptideo também foi capaz de causar reducdo do crescimento das bactérias
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Uma fracdo denominada Fab5
apresentou um peptideo com similaridade as defensinas de plantas. Este peptideo
exibiu atividade antimicrobiana sobre espécies do género Fusarium. A fracdo Fa5
também foi capaz de permeabilizar as membranas de todos os fungos testados e
induziu o aumento na producédo endoégena de ROS (Santos et al., 2017). Fracbes
isoladas de frutos de C. annuum apresentaram atividade inibitéria sobre as
espécies de Candida e Mycobacterium tuberculosis. Os peptideos presentes
nessas fracdes apresentaram similaridade com a familia ja bem caracterizada das
defensinas vegetais (Gebara et al., 2020). AMPs similares a inibidores de proteases
presentes nas folhas e raizes de C. annuum apresentaram atividades inibitérias
contra os fungos fitopatogénicos C. lindemuthianum e C. gloeosporioides, além da

bactéria Xanthomonas euvesicatoria (Pereira et al., 2018).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1- Material bioldgico

4.1.1- Sementes de Capsicum chinense Jacq.

As sementes de C. chinense Jacq. (acesso UENF 1755) foram fornecidas
pelo Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal (LMGV), Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuarias (CCTA), Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.
Posteriormente, foram semeadas em bandeja de poliestireno de 128 células
contendo substrato comercial Vivatto®, fertilizadas com a formulagéo N-P-K (4-14-
8) e mantidas em camara de crescimento com temperatura controlada de 28 °C e
fotoperiodo de 12 h. Apdés as mudas apresentarem mais de 10 cm de altura
(aproximadamente 20 dias), foram transplantadas para vasos de 5 L contendo
substrato comercial Vivatto® e levadas para casa de vegetacdo onde foram
irrigadas com agua uma vez ao dia. De 45 a 50 dias apds a antese, os frutos
maduros foram coletados e abertos com o auxilio de um estilete para a retirada das
sementes. O experimento foi conduzido de agosto de 2016 a julho de 2018. As
sementes foram mantidas no Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica de

Microrganismos (LFBM) sob refrigeracéo.
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Figura 4. Imagens de plantas do género C. chinense Jacq. (acesso UENF
1755); (A) Plantulas de C. chinense mantidas em camara de crescimento; (B)
Plantas em vasos de 5 L; (C) Fruto de C. chinense; (D) Sementes de C. chinense.
Fonte: A e B: Foto tirada no laboratério por Marciele Souza da Silva; C e D:
http://www.google.com.br.

4.1.2- Microrganismos

Os fungos Colletotrichum gloeosporioides (5522), Colletotrichum
lindemuthianum (5771), Fusarium oxysporum (5845) e Fusarium solani (4014)
foram mantidos em agar Sabouraud (1% peptona, 2% glicose e 1,7% agar-agar,
Merck) no LFBM, Centro de Biociéncias e Biotecnologia (CBB), UENF, Campos dos

Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.

4.1.3- Insetos

Os insetos da espécie Tenebrio molitor foram cedidos pela prof2 Dr2 Anténia
Elenir Améancio Oliveira, do Laboratorio de Quimica e Funcdo de Proteinas e
Peptideos (LQFPP), CBB, UENF, Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.
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4.2- Métodos

4.2.1- Extracao proteica

Sementes da pimenta C. chinense foram maceradas com nitrogénio liquido
até a obtencdo de uma farinha de granulagéo fina. Apos a obtencgéo desta farinha,
as proteinas foram extraidas e purificadas conforme descrito por Dias et al. (2013).
Nesta extracdo, a farinha foi delipidada em éter de petréleo na proporcéo de 1:4
(farinha/éter) por 1 h sob agitacdo a 4 °C, e, posteriormente, a suspenséo foi
centrifugada a 15.000 x g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi seco utilizando papel de filtro. Em seguida, o precipitado foi colocado
em tampdo de extracdo [acido trifluoroacético (TFA, do inglés trifluoroacetic acid)
1%, HCI 1 M, acido férmico 5%, NaCl 1%, pepstatina A 1 ug.mL"!]. A solucéo ficou
sob agitacéo por 1 h a 4 °C e foi submetido a centrifugacédo a 14.000 x g por 10 min

a 4 °C. O sobrenadante foi denominado extrato rico em peptideos.

4.2.2- Purificacédo das fracdes de C. chinense

O extrato proteico de C. chinense foi inicialmente submetido a cromatografia
de fase reversa em sistema de HPLC (do inglés, high-performance liquid
chromatography) seguindo metodologia descrita por Dias et al. (2013).
Primeiramente, a amostra foi diluida em 0,1% (v/v) TFA e submetida a uma coluna
MRPC C18 (Shim-pack CLC-ODS, Shimadzu, Japao) acoplada a uma coluna
guarda C8 (Shimadzu-Japéo). A cromatografia foi desenvolvida a um fluxo de 0,5
mL.min"t com 100% de solvente A (0,1% TFA em agua) até 8 min, seguido de um
gradiente crescente até 50% do solvente B (0,1% TFA em 100% de propanol —
Merck) até 47 min. O volume de amostra injetado foi 500 pL. A eluicdo dos
peptideos foi acompanhada por um detector do tipo DAD (detector de arranjo
diodo), sendo monitorado por absorbancia a 280 nm e acompanhada por técnicas
de eletroforese.

A fragcdo PEF2 foi submetida a uma nova cromatografia. Primeiramente, esta
foi diluida em 0,1% (v/v) TFA e submetida a coluna de fase reversa uRPC C2C18
(ST 4.6/100) (GE Healthcare). A cromatografia foi desenvolvida a um fluxo de 0,5
mL.min"t com 100% de solvente A (0,1% TFA em agua) até 8 min, seguido de um
gradiente crescente até 34% do solvente B (0,1% TFA em 100% de propanol) até
55 min e, finalmente, 100% do solvente A pelo restante da corrida de 65 min. O
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volume de amostra injetado foi 200 pL. A eluigdo dos peptideos foi acompanhada
por um detector do tipo DAD, sendo monitorado por absorbéancia a 280 nm e
acompanhada por técnicas de eletroforese.

4.2.3- Quantificacdo de proteinas
As determinagdes quantitativas de proteinas foram feitas pelo método do
acido bicinconinico, segundo Smith et al. (1985), sendo a ovalbumina (Sigma)

utilizada como proteina padrao.

4.2.4- Eletroforese em gel de tricina na presenca de SDS

A eletroforese em gel de tricina foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Schagger e von Jagow (1987). Para a montagem do gel, foram usadas
placas de vidro de 8 x 10 cm e 7 x 10 cm e espacadores de 0,75 mm. O gel de
separacao foi preparado na concentragédo de 16,4% de acrilamida/bis-acrilamida e
o gel de concentracdo em 3,9%. As amostras foram aquecidas por 5 min a 100 °C
e centrifugadas a 15.000 x g por 5 min. Apds estes procedimentos 20 ug das
amostras foram aplicadas no gel. A corrida foi realizada a uma voltagem constante
de 24 V, por aproximadamente 16 h. MW 1,060-26,600 (Sigma-Aldrich) foi utilizado

como marcador de massa molecular de proteinas.

4.2.5- Identificacdo do peptideo por espectrometria de massas

A identificacdo dos peptideos presentes na fragdo PEF3 foi realizada em
colaboragdo com Laboratorio de Bioquimica Marinha (BioMar-Lab), Departamento
de Engenharia de Pesca, Universidade Federal do Ceara (UFC), Cear4, Brasil.
Apés a tricina-SDS-PAGE (SDS, do inglés sodium dodecyl sulfate), as duas bandas
presentes no PEF3 foram extraidas e digeridas com tripsina. Os peptideos
digeridos com tripsina foram analisados por espectrometria de massa por
dessorcdo a laser assistida por matriz (ESI-Quad-ToF). A interpretacdo dos
espectros foi realizada utilizando o programa Mascot, e 0s peptideos sequenciados
foram submetidos a alinhamento utilizando a ferramenta BLASTp. As sequéncias
com alto percentual de identidade foram escolhidas e submetidas a alinhamento
multiplo usando o programa CLUSTAL Multiple Sequence Alignment by MUSCLE
(3.8).
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4.2.6- Ensaio de inibicdo da enzima tripsina usando as fracdes PEFs

A atividade inibitoria da tripsina na presenca das fracdes enriquecidas com
peptideos (PEFs, do inglés peptide-enriched fractions) foi medida com base na
atividade hidrolitica da tripsina bovina comercial (Sigma-Aldrich) sobre o substrato
BApNA (do inglés, N-benzoyl-DL-arginyl-p-nitroanilide) (Sigma-Aldrich) apds
incubacéo com as fragOes. Para o ensaio, foi utilizado o tampao Tris-HCI (50 mM,
pH 8,0), 25 uL de substrato BApNA (Sigma-Aldrich), 10 yL de tripsina (1 yg.mL?) e
aliquotas das diferentes fragdes (67,77 ug.mL* de PEF2 e 50 uyg.mL! de PEF2A,
PEF2B e de PEF3) em um volume final de 200 yL. As amostras foram incubadas
em banho-maria (Quimis) a 37 °C por 30 min. Para interromper a reacao, foram
adicionados 100 pyL de &cido acético a 30%. Posteriormente, as leituras das
absorbancias foram realizadas a 405 nm com base na p-nitroanilida liberada,

usando um (espectrofotbmetro Pharo 100, Merck) (Ribeiro et al., 2013).

4.2.7- Deteccao dainibicdo de protease por zimografia reversa

A inibicdo de tripsina em gel foi realizada utilizando a metodologia de Felicioli
et al. (1997), na qual o equivalente a 20 ug das amostras foram separadas em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE a 12%) (Laemmili, 1970) polimerizado com gelatina
a 0,1%, em condicdes ndo desnaturantes (o tampéo da amostra ndo continha SDS
e PB-mercaptoetanol). Apés a corrida, os géis foram colocados em tampédo de
lavagem (Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, contendo Triton X-100 a 2,5%) duas vezes por 60
min para remover 0 SDS presente no tampao de corrida. Apés a remocao do SDS,
os géis foram imersos em tampao de incubacao (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, contendo
CaCl220 mM e tripsina a 50 pg.mLt) a 37 °C por 1 h. Em seguida, os géis foram
lavados com agua destilada para a remocéo do excesso de tripsina. As proteinas
nao digeridas foram coradas por uma solucéo de 0,2% de Coomassie Brilliant Blue
G por 30 min e, posteriormente, descoradas. As bandas no gel mostram a presenca
de inibidores de protease indicando a incapacidade da tripsina de digerir a gelatina
nessas regides onde os inibidores estdo presentes. Como controle, utilizamos 15
pl do inibidor comercial de tripsina (Soybean Kunitz — Merck), que foi preparado na
proporcao de 1 mg do inibidor para 500 pl do tampéo de amostra.

4.2.8- Ensaio de inibigcdo de a-amilases
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O ensaio de atividade enzimatica para a-amilases intestinais de Tenebrio
molitor e a-amilases salivar humana foi realizado como descrito por Da Silva et al.

(2018), com algumas modificacdes.

4.2.8.1- Obtencéo dos extratos contendo a-amilase

Larvas de T. molitor com aproximadamente 16 dias de idade tiveram seus
intestinos dissecados e o contetdo luminal coletado. Os intestinos larvais foram
macerados a 4 °C em soro fisiologico estéril e submetidos a centrifugagéo por 10
min a 12.000 g. O sobrenadante foi quantificado usando o método do &cido
bicinchoninico descrito por Smith et al. (1985).

A enzima a-amilase salivar humana foi coletada de um voluntario saudavel
em microtubos e centrifugadas a 12.000 x g por 10 min a 4 °C. O precipitado foi

descartado e o sobrenadante também foi submetido a quantificacdo de proteinas.

4.2.8.2- Curva para determinacéo de atividade das enzimas

Do estoque inicial de a-amilase intestinal de T. molitor (5,8 mg.mL1), foram
utilizados 5,8; 11,6; 17,4; 23,2; 29; 34,8; 40,6; 46,4; 52,2 e 58 ug no ensaio. O
estoque de a-amilase salivar humana continha (0,5 mg.mL™!) e foram utilizados 0,5;
1;1,5;2;2,5; 3; 3,5;4; 4,5 e 5 ug. A hidrélise do amido foi quantificada pela reducao
da liberacdo de aclUcar com base no ensaio colorimétrico com &acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS, do inglés, dinitrosalicylic acid). Uma mistura de reacédo
contendo as diferentes concentragdes de extrato de a-amilase intestinal de T.
molitor e a-amilase salivar humana mais 25 pL de amido a 1% (Sigma-Aldrich) em
um volume final de 200 uL foi incubada a 37 °C por 30 min. Apds a incubagéao, 400
ML de solugdo DNS foram adicionados a reacao e aquecidos a 100 °C por 5 min.
Apbs o resfriamento, as leituras foram feitas a 540 nm (Spectroquant Pharo 100,
Merck). A atividade unitaria (U) foi definida como a quantidade do extrato
enzimatico (em pg) que aumentou a absorbéncia a 540 nm em 0,1 unidade de

absorbéancia durante 30 min.

4.2.8.3- Avaliagao da atividade de inibigao de a-amilase

Para o ensaio de inibi¢gdo 50 ug.mL* do PEF2 e do PEF3, foram previamente
incubados com extrato de a-amilase intestinal 10 U (4 pL) e (3 uL) da a-amilase
salivar humana a 37 °C por 30 min. A atividade enzimatica residual foi determinada
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como descrito acima. Como controle positivo de inibicdo, foi utilizado o acido
etilenodiamino tetra-acético 5 mM (EDTA, do inglés ethylenediamine tetraacetic
acid) (Sigma-Aldrich) e, como controle negativo, 50 ug.mL* de albumina sérica
bovina (BSA, do inglés, bovine serum albumin) (Sigma-Aldrich). A porcentagem de
inibicao foi calculada considerando o controle (s6 enzima) como 100% da atividade.
Todos os ensaios de inibigdo foram realizados em triplicata.

4.2.9- Atividade antifungica das fragcbes PEF2, PEF2A, PEF2B e PEF3

4.2.9.1- Obtencao dos esporos dos fungos filamentosos

Os diferentes fungos filamentosos foram transferidos do estoque e crescidos
em placas de Petri contendo agar Sabouraud por cerca de 15 dias a 30 °C. Apés
esse periodo, 10 mL de meio de cultura estéril (caldo Sabouraud, peptona a 1%,
glicose a 2%; Merck) foi adicionado sobre cada placa contendo os fungos, e 0s
esporos foram liberados com o auxilio de uma alga de Drigalski. Essas suspensdes
foram filtradas em gazes para impedir a passagem de hifas que pudessem estar
em suspensao juntamente com os esporos. Estes esporos foram quantificados em
uma camara de Neubauer (Labor Optik) em microscopio Optico (Axioplan

Imager.A2, Zeiss).

4.2.9.2- Anélise da inibicdo do crescimento dos fungos filamentosos

Um ensaio quantitativo para inibigdo do crescimento de fungos foi realizado
seguindo o protocolo descrito por Silva et al. (2017) com algumas modificacdes.
Para verificar o efeito das frac6es sobre o crescimento dos diferentes fungos, 2 x
10° esporos.mL* em caldo Sabouraud foram incubados a 30 °C em um volume final
de 200 pL (microplaca de 96 pocgos, Nunc) na presenga de PEF2 e PEF3 em
diferentes concentragdes (100, 200 e 300 ug.mL?) e na presenca de PEF2A e
PEF2B na concentragdo de 300 ug.mL. As leituras épticas a 620 nm (EZ Read
400, Biochrom) foram realizadas no tempo de 24 h. O crescimento dos fungos sem
a adicao das fracdes também foi determinado (controle). Todo o ensaio foi realizado

em triplicata e sob condi¢des de assepsia em capela de fluxo laminar.

4.2.10- Efeito das fragcbes PEF2 e PEF3 sobre a permeabilizagédo de

membranas dos fungos filamentosos
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A permeabilizacdo da membrana plasmatica fungica foi avaliada através da
utilizacao do corante fluorescente SYTOX Green (Thermo Fisher Scientific), como
descrito por Thevissen et al. (1999). SYTOX Green é um corante que penetra nas
células apenas quando a membrana plasmatica esta estruturalmente
comprometida. Uma vez dentro do citoplasma fungico, se liga aos &cidos nucleicos
e emite uma fluorescéncia verde. Apos 24 h do ensaio de inibicdo do crescimento
dos diferentes fungos, aliquotas da suspenséao de células foram incubadas com 0,2
MM de SYTOX Green por 30 min a 30 °C sob agitagcdo constante. ApOs esse
periodo, as células foram observadas em microscopio 0ptico (Axioplan Imager.A2,
Zeiss), e as imagens foram analisadas pelo software Axiovision versao 4.0 (Zeiss).
O microscopio foi equipado com um conjunto de filtros fluorescentes para deteccao
de fluoresceina do comprimento de onda de excitacdo entre 450-490 nm e emisséo
de 500 nm. Todas as imagens foram obtidas com 0 mesmo tempo de exposi¢éo.
As células do controle tiveram 0 mesmo tratamento das células tratadas com as

fracbes PEF2 e PEF3. Os resultados representam experimentos em triplicata.

4.2.11- Ensaio para verificagdo da inducédo de espécies reativas de oxigénio
(ROS)

Para avaliar se o mecanismo de acado das fracdes PEF2 e PEF3 envolve a
inducdo de estresse oxidativo, foi utilizada a sonda fluorescente 2', 7'-
diclorofluoresceina diacetato (H2DCFDA), de acordo com a metodologia descrita
por Mello et al. (2011). Primeiramente, este corante penetra nas células, é
desacetilado por esterases intracelulares e, ao ser oxidado pelo ROS presente nas
células, se torna fluorescente. Apés 24 h de incubacdo com 300 pug.mL* de PEF2
e PEF3 200 pL de células das diferentes espécies de fungos, foram incubadas com
20 uM da sonda H2DCFDA (CalBiochem) por 2 h a 30 °C sob agitacdo constante a
500 rpm. ApGs esse periodo, as células foram observadas em microscépio 6ptico
(Axioplan Imager.A2, Zeiss), conforme descrito na se¢ao 4.2.10. Todas as imagens
foram obtidas com o mesmo tempo de exposi¢cdo. Os resultados representam

experimentos em triplicata.

4.2.12- Ensaio de determinacao da funcionalidade mitocondrial
A funcionalidade mitocondrial foi avaliada pelo corante fluorescente

Rodamina 123 (Sigma), de acordo com uma metodologia descrita por Taveira et al.
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(2018). A Rodamina 123 é um corante catidnico, fluorescente, que marca
mitocondrias ativas em células vivas. Apos ensaio de inibicdo do crescimento, as
células incubadas com as fracbes PEF2 e PEF3 foram ressuspensas, e foram
adicionados 10 uyg.mL* de Rodamina 123, sob agitacdo constante a 500 rpm por 2
h, protegidas da luz. Apés esse periodo, as células foram observadas em
microscépio Optico (Axioplan Imager.A2, Zeiss), equipado com um filtro de
fluorescéncia (comprimento de onda de excitacdo de 506 nm, comprimento de onda
de emisséo de 530 nm). Todas as imagens foram obtidas com 0 mesmo tempo de
exposicdo. As células do controle tiveram o mesmo tratamento das células tratadas

com PEF2 e PEF3. Os resultados representam experimentos em triplicata.

4.2.13- Deteccdao da atividade de caspases induzida em células fungicas

A deteccdo da atividade da Caspase foi realizada usando o marcador
CaspACE FITC-VAD-FMK (Promega). Esse marcador € analogo ao inibidor de
caspaze Z-VAD-FMK (do inglés, carbobenzoxy-valyl-alanyl-aspartyl-[O-methyl]-
fluoromethylketone) e cria uma marcacdo fluorescente para o processo de
apoptose. Apés 24 h de incubacdo com o PEF2 e 0 PEF3, as células fungicas foram
ressuspensas, lavadas uma vez em 500 uL de PBS (NaH2PO4 10 mM, NaCl 0,15
M) pH 7,4 e ressuspensas em 50 uL de solugcao de coloragao (fornecida pelo kit)
contendo 50 uM do marcador FITC-VAD-FMK, de acordo com Taveira et al. (2018).
Apés 20 min de incubacao a 30 °C sob agitacdo constante a 500 rpm, as células
fungicas foram lavadas em 500 pL de PBS e ressuspensas em 20 uL de PBS. Em
seguida, foram observadas em microscopio optico (Axioplan Imager.A2, Zeiss),
conforme descrito na Secdo 4.2.10. As células do controle tiveram o mesmo
tratamento das células tratadas com as fracbes. Os resultados representam

experimentos em triplicata.

4.2.14- Anélise de viabilidade celular

Para analisar o efeito da fracdo PEF3 sobre a viabilidade celular de F.
oxysporum, foi feito o mesmo procedimento descrito no item 4.2.9.1. para a
obtencado de esporos. O ensaio foi realizado como descrito no item 4.2.9.2 com
pequenas modificacdes. Neste ensaio, foram usados 1 x 107 esporos.mL* em agua
destilada estéril e incubados a 30 °C em um volume final de 200 pL (microplaca de

96 pogos, Nunc) na presenca do PEF3 (300 ug.mL?) e sacarose 20%. Para o
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plagueamento, apos 8 h de incubacéo, as células controle (sem a fragdo PEF3) e
o teste (com a fracdo PEF3) foram diluidas 1.000 X. Uma aliquota foi espalhada
com uma al¢a de Drigalski sobre a superficie de uma placa de Petri contendo &gar
Sabouraud e cultivadas a 30 °C durante 36 h a temperatura de 30 °C. Como foi
utilizado um meio de crescimento diferente dos ensaios anteriores, foi realizada
uma padronizacéo, e o tempo de 36 h foi o melhor para visualizagéo da relagéo
esporos germinados que ainda ndo sao hifas. No final desse periodo, as unidades
formadoras de col6nias foram determinadas, e as placas de Petri, fotografadas
(Vermelho et al., 2006). Os experimentos foram realizados em triplicata, e os
resultados sdo mostrados assumindo que o controle representa 100% de

viabilidade celular.

4.2.15- Andlise da inibicdo da germinacdo dos esporos fungicos na presenca
da fracdo PEF3

Para analisar o efeito da fracdo PEF3 sobre a inibicdo da germinacéo dos
esporos do fungo F. oxysporum, foi feito o0 mesmo procedimento descrito nos itens
4.2.9.1. e 4.2.9.2. Neste ensaio, foram usados 1 x 10 esporos.mL! em agua
destilada estéril incubados a 30 °C em um volume final de 200 uL (microplaca de
96 pocos, Nunc) na presenga do PEF3 (300 ug.mLt) e sacarose 20%. Apés 8 h, os
esporos germinados ou nao germinados foram quantificados em uma camara de

Neubauer em microscopio optico (Axioplan Imager.A2, Zeiss).

4.2.16- Previsao dos sitios funcionais baseada no alinhamento de sequéncia

Para identificacdo dos sitios funcionais, as sequéncias obtidas para os
peptideos foram alinhadas com inibidores de proteases depositados no banco de
dados no NCBI BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov), que apresentam similaridade de

sequéncia com a fracdo PEF2A e PEF2B.

4.2.17- Andlise estatistica

Os dados dos ensaios de inibicao de tripsina, de inibicdo de a-amilases e dos
ensaios de inibicdo do crescimento dos fungos filamentosos foram avaliados por

ANOVA One way. As diferengas das meédias de p <0,05 foram consideradas
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significativas. Todas as andlises estatisticas foram realizadas no software
GraphPad Prism (versao 5.0 para Windows).
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5. RESULTADOS

PARTE I: PURIFICAGCAO, CARACTERIZAGAO, ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
E MECANISMO DE AGAO DA FRACAO PEF2 SOBRE FUNGOS
FITOPATOGENICOS

5.1- Cromatografia de fase reversa em HPLC e perfil eletroforético

O extrato rico em peptideos de C. chinense foi fracionado através de
cromatografia de fase reversa em sistema de HPLC utilizando uma coluna C18. O
cromatograma mostra que o extrato foi fracionado em trés picos majoritarios
denominados PEF1, PEF2 e PEF3 (Figura 5A). O perfil eletroforético das fracdes
obtidas na cromatografia € observado na (Figura 5B). Como pode ser analisado
pela eletroforese em SDS-PAGE, as fracdes PEF1 e PEF2 apresentam duas
bandas majoritarias com massas moleculares abaixo de 6,5 kDa, aproximadamente
5,0 kDa, e uma acima de 6,5 kDa, aproximadamente 8,0 kDa. A fragdo PEF3
também apresentou duas bandas majoritarias com massas moleculares abaixo de
6,5 kDa e uma acima de 6,5 kDa. Além dessas duas bandas, observamos uma
terceira com massa molecular em torno de 14 kDa. Os resultados obtidos foram os

mesmos descritos por Dias et al., 2013.
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Figura 5- (A) Cromatograma obtido ap0s cromatografia de fase reversa em
sistema de HPLC em coluna C8 do extrato rico em peptideos de C. chinense
(UENF 1755). A linha obliqua representa o gradiente de propanol de 0 a 50%. As
proteinas foram monitoradas por absorbancia a 280 nm. O fluxo foi de 0,5 mL.min- 2.
(B) Imagem do gel de tricina na presenca de SDS das fra¢cfes enriquecidas
em peptideos (PEFs). (1) PEF1; (2) PEF2; (3) PEF3; M: marcadores de massa
molecular (kDa).
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Para purificar os peptideos presentes na fracdo PEF2 obtida apos
cromatrografia de fase reversa, esta foi submetida a nova cromatografia usando
uma coluna C2/C18 e foi separada em dois picos distintos, denominados PEF2A e
PEF2B, como pode ser visto na Figura 6A. A eletroforese em gel de tricina revelou
uma banda abaixo de 6,5 kDa no PEF2A e, no PEF2B, uma banda acima de 6,5

kDa, como observado na (Figura 6B).
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Figura 6- (A) Cromatograma obtido apds cromatografia de fase reversa em
sistema de HPLC em coluna C2/C18 da fracao PEF2. A linha obliqua representa
o gradiente de propanol de 0 a 34%. As proteinas foram monitoradas por
absorbancia a 280 nm. O fluxo foi de 0,5 mL.min. (B) Imagem do gel de tricina
dafracdo PEF2. (1) PEF2A; (2) PEF2B; M: marcadores de massa molecular (kDa).
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5.2- Efeito das fragbes PEF2, PEF2A e PEF2B sobre ainibi¢cao da atividade da

enzima tripsina

O efeito das fracdes na inibicdo da atividade da enzima tripsina € mostrado
na Figura 7A. E possivel observar que o PEF2, na concentragdo de 67,7 uyg.mL,
inibiu significativamente a tripsina em 33% (p <0,05); PEF2A (50 pyg.mL™?) inibiu
significativamente a tripsina em 18% (p <0,05); enquanto o PEF2B (50 pug.mL?)
inibiu 42% da atividade enzimatica (p <0,05). A zimografia reversa foi realizada para
confirmar a presenca de inibidor de tripsina nessas fracdes. A Figura 7B mostra
uma regido marcada em PEF2 e PEF2B, indicando que, nestas fracoes,
encontrava-se presente a atividade inibitoria para tripsina. Nenhuma marcacéao foi
visualizada em PEF2A, ratificando o resultado de baixa atividade in vitro e
sugerindo que a atividade inibitéria de tripsina desta fracdo se encontra

majoritariamente em PEF2B.

= 150 B

E

E A

o ]

g =

3 18% g

2 100 &% :

= =

£ £ 33% -y

R & * 42% = £

[~ % — A

Y - © 'E‘

v @ =

27 504 g
'R

2 Q

=2 S

5 g

- 7]

° =]

D)

0' T T
Controle PEF2 PEF2A PEF2B Controle PEF2 PEF2ZA PEF2B
(Enzima) (Inibidor de

tripsina)

Figura 7- (A) Efeito inibitério das diferentes fracdes de C. chinense sobre a
atividade da enzima tripsina: PEF2 (67,7 ug.mL™1), PEF2A (50 ug.mL') e PEF2B
(50 ug.mL1). Os asteriscos indicam significancia pelo teste ANOVA, e as diferencas
nos valores médios foram consideradas significativas se P <0,05. (B) Zimograma
reverso para identificacdo de inibidores de tripsina nas fracdes PEF2, PEF2A
e PEF2B. Foram aplicados 20 ug de cada fragao. Controle (inibidor comercial de
tripsina Soybean Kunitz - Merck). As setas indicam bandas de inibidores de tripsina.
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5.3- Similaridade das sequéncias de inibidores depositados no banco de
dados com as sequéncias do PEF2A e PEF2B

Devido a baixa atividade do PEF2A no ensaio de inibicdo de tripsina, foram
investigados, através do programa BLAST, inibidores depositados no banco de
dados que apresentam similaridade de sequéncia com a fracdo PEF2A
(GICTNCCAGRKGCNYFSAD) e PEF2B (QICTNCCAGRKGCNYYSAD) (Dias et al.,
2013). Um inibidor denominado Pin Il de C. annuum com numero de acesso
(AFR54405) (https://www.ncbi.nim.nih.gov) (Mishra et al., 2012) apresentou uma
sequéncia de aminoacidos com similaridade para as duas sequéncias de PEF2A e
PEF2B em locais diferentes, seguida por dois sitios funcionais conservados:
primeiro sitio funcional (NRICTNCCAGRKGCNYYSADGTFICEG) e segundo sitio
funcional (KPCTLNCDTRIAYSICPRSEGNAENRICTNCCAGRKGCNYYSADGTFI
CEG). Por deducéo, prevemos o tamanho de PEF2A e PEF2B. O PEF2A é
consistente com uma proteina de massa molecular de 5 kDa (aproximadamente
mais de 50 aminoéacidos) e o PEF2B, de 8 kDa (aproximadamente mais de 80

aminoécidos) (Figura 8).



PEF2B
QICTNCCAGRKGCNYYSAD
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Figura 8- Comparacao das sequéncias de PEF2A e PEF2B com o inibidor de protease do tipo Pin-Il 48 de C. annuum. BLAST
usando o alinhamento das duas sequéncias PEF2A (GICTNCCAGRKGCNYFSAD) e PEF2B (QICTNCCAGRKGCNYYSAD).
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5.4- Efeito da fragao PEF2 sobre a inibigao de a-amilases

A fragdo PEF2 foi testada na concentragdo de 50 ug.mL™? quanto a sua
capacidade de inibir a atividade das a-amilases larval do inseto T. molitor e a-
amilases salivar humana (Figura 9A e 9B). Em ambos os ensaios, a fracdo PEF2

foi capaz de inibir significativamente (p<0,05) em 100% a atividade das enzimas

testadas.
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Figura 9- Efeito da fragdo PEF2 de sementes de C. chinense na atividade de
a-amilases. (A) a-amilase larval do inseto T. molitor. (B) a-amilase salivar humana.
Os valores representam as médias (+ DP) das triplicatas. Os asteriscos indicam
diferencas significativas (p <0,05) entre controle e tratamento. EDTA (controle
positivo); BSA (controle negativo).

5.5- Efeito das fracdes PEF2, PEF2A e PEF2B sobre o crescimento de fungos
fitopatogénicos

Inicialmente, foi realizado um ensaio quantitativo do efeito da fracdo PEF2
sobre o crescimento de fungos fitopatogénicos na presenca de 100, 200 e 300
pug.mLt no tempo de 24 h (Figura 10). O crescimento de C. gloeosporioides na
presenca de 100 e 200 ug.mL* de PEF2 foi significativamente reduzido em 71%
(p <0,05) e em 73% (p <0,05) quando crescido na presenca de 300 ug.mL™2. Para
C. lindemuthianum, 100 pg.mL?! de PEF2 ndo foi suficiente para causar uma
inibicdo significativa do crescimento (p <0,05); na presenga de 200 ug.mL?, a
inibicdo do crescimento foi de 33% (p <0,05); e, em 300 ug.mL™?, a inibicéo foi de
66% (p <0,05). Para o fungo F. oxysporum, quando crescido em meio contendo

100, 200 e 300 ug.mL* de PEF2, as taxas de inibicdo foram de cerca de 50%, 47%



40

e 58%, respectivamente. O PEF2 n&o foi capaz de inibir o crescimento do fungo F.

solani em nenhuma das concentracdes testadas.

Na Figura 10, observa-se também o efeito dos peptideos isolados PEF2A e

PEF2B sobre o crescimento fungico. O PEF2A, na concentragédo de 300 ug.mL*,

inibiu o crescimento de C. lindemuthianum em 75% (p <0,05) e o de F. solani em

43% (<0,05). O PEF2B também foi capaz de inibir o crescimento de C.

lindemuthianum em 66% (p <0,05) e o de F. solani em 26% (p <0,05).
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Figura 10- Efeito do PEF2 sobre o crescimento de fungos fitopatogénicos nas
concentragées de 100, 200 e 300 pg.mL! e dos PEF2A e PEF2B na

concentragido de 300 pug.mL? por 24

h. Os valores sdo médias (+ DP) de

triplicatas. Os asteriscos indicam diferencas significativas (P <0,05) entre
tratamento e controle. (ns= nao significativo).
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5.6- Efeito da fracdo PEF2 sobre a permeabilizacdo de membranas de fungos
filamentosos

Todos os fungos testados no ensaio de inibicdo do crescimento foram usados
para analise da permeabilidade da membrana através da utilizacdo de corante
SYTOX Green apés 24 h de incubacédo com 300 pg.mL* de PEF2 (Figura 11). Ndo
foi observado efeito na permeabilizacdo de membranas nos fungos C.
gloeosporioides, C. lindemuthianum e F. oxysporum. No entanto, por microscopia
de campo claro, uma reducédo no numero de hifas foi observada quando comparada
ao controle. No entanto, o PEF2 foi capaz de permeabilizar as membranas das
células de F. solani, indicando que essa fracdo comprometeu sua estrutura,
permitindo a entrada do corante. Por microscopia de campo claro, observou-se que
as hifas e os esporos apresentaram alteracfes estruturais (setas) diferentes das

observadas no controle.
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Figura 11- Ensaio de permeabilizagdo de membranas. Imagens dos diferentes
fungos filamentosos tratados com PEF2 e marcados com a sonda fluorescente
SYTOX Green. Células controle (cultivadas na auséncia do PEF2) e células testes
(cultivadas na presenca de 300 ug.mL* de PEF2) por 24 h. As setas apontam
alteracdes estruturais diferentes das observadas no controle. Barras = 50 ym.

5.7- Deteccédo dainducao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

A producdo endogena de ROS nas diferentes espécies de fungos
filamentosos foi analisada incubando 300 ug.mL* de PEF2 por 24 h e, em seguida,
utiizando a sonda H2DCFDA (Figura 12). Para C. gloeosporioides e C.

lindemuthianum, n&do houve aumento de ROS. No entanto, para os fungos F.
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oxysporum e F. solani, houve uma intensa marcacdo do corante nas células
cultivadas na presencga de PEF2, o que indicou um aumento na producao endégena
de ROS.

C. gloeosporioides C. lindemuthianum
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Figura 12- Ensaio de estresse oxidativo para detec¢cdo de ROS. Imagens dos
fungos filamentosos tratados com o PEF2 e marcados com a sonda fluorescente
2',7'-diclorofluoresceina diacetato (H2DCFDA). Células controle (cultivadas na
auséncia do PEF2) e células testes (cultivadas na presenca de 300 ug.mL* do
PEF2) por 24 h. Barras = 50 um.
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5.8- Andlise da Funcionalidade Mitocondrial em células fungicas tratadas com
a fracdo PEF2

Todos os fungos filamentosos, apds 24 h de tratamento com 300 ug.mL* de
PEF2, apresentaram atividade mitocondrial reduzida, como observado pela baixa
fluorescéncia do corante Rodamina 123. Para as células controle, com mitocéndrias
funcionais, um forte sinal de fluorescéncia da Rodamina 123 foi detectado (Figura
13).
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Figura 13- Ensaio de funcionalidade mitocondrial. Imagens dos fungos
filamentosos tratados com o PEF2 e marcados com sonda de fluorescéncia
Rodamina 123. As células foram tratadas com 300 pug.mL! de PEF2 por 24 h e
analisadas quanto a funcionalidade mitocondrial. As células controle foram tratadas
apenas com a sonda Rodamina 123. Barras = 50 pym.
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5.9- Deteccédo da atividade de caspases induzida em células fungicas

A fim de verificar a ocorréncia de eventos apoptéticos induzidos pela
presenca de PEF2 no meio de crescimento, a atividade de enzimas do tipo caspase
foi investigada. Nossos resultados mostram que a exposicao das células de todos
os fungos filamentosos ao PEF2 nao resultou na inducao da atividade de caspases
(Figura 14).
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Figura 14- Ensaios de atividade de caspases. Imagens visualizadas apos 24 h
de incubagdo com 300 ug.mL* de PEF2. As células controle e as células tratadas
com PEF2 foram incubadas com a sonda FITC-VAD-FMK e analisadas por
microscopia de fluorescéncia. Barras = 50 ym.
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PARTE Il: PURIFICACAO, CARACTERIZACAO, ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
E MECANISMO DE ACAO DA FRACAO PEF3 SOBRE FUNGOS
FITOPATOGENICOS

5.10- Perfil eletroforético da fracdo PEF3

A fracdo PEF3 obtida apdés cromatografia de fase reversa, como mostrado
na secao 5.1, apresenta trés bandas proteicas como ja observado anteriormente.
Uma abaixo de 6,5 kDa e outra acima de 6,5 kDa e uma terceira em torno de 14
kDa (Figura 15).

M PEF3

26.6 e e—

17.0 ———.

14.2 -—

Figura 15- Imagem do gel de tricina na presenca de SDS da fracdo PEF3. (1)
PEF3; M: marcadores de massa molecular (kDa).

5.11- Analise da sequéncia de aminoéacidos da fracdo PEF3

A analise da sequéncia parcial de aminoacidos da regido N-terminal do
peptideo de ~6.0 kDa da fragdo PEF3 revelou 91%, 100%, 91% e 82% de
identidade com peptideos similares a inibidores de proteases, PEF3B de sementes
de C. chinense (Dias et al., 2013); Inibidor de Protease de Capsicum annuum (gi:
8948493); Inibidor de Protease de Solanum melongena (gi: 477995); Inibidor de
Protease de Solanum tuberosum (gi: 15809084), respectivamente (Figura 16).

Todos esses inibidores apresentam um tamanho compativel com o inibidor da
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fracdo PEF3. Este alinhamento revelou todos os residuos de cisteinas presentes
no fragmento do peptideo conservados, o que reforca a confiabilidade do
alinhamento mudltiplo realizado. Algumas dissimilitudes em relacdo ao peptideo
pertencente a familia dos inibidores de protease foram a substituicdo do primeiro e
penultimo aminoacido em relagcdo aos outros peptideos. Para o peptideo de massa
molecular acima de 6,5 kDa da fracdo PEF3, nado foi possivel a determinacdo da
sequéncia de aminoacidos.



Comparacéo da sequéncia de aminoacidos da regido N-terminal do peptideo de ~6.0 kDa de sementes de C. chinense

Identificacéo Sequéncia N-terminal P (%) I(%)
PEF3 ~6.0 kDa RICTNCCAGRK
PEF3-B 5.0 kDa (C. chinense) GICTNCCAGRK 90 91
Protease inhibitor PSI-1.1(C. annuum) RICTNCCAGRK 100 100
Protease inhibitor (S. melongena) OICTNCCAGRK 100 91
Potamin-1 (S. tuberosum) DICTNCCAGTK 81 82

Figura 16- Alinhamento dos residuos de aminoacidos do peptideo de aproximadamente ~6.0 kDa da fracdo PEF3 de sementes
de C. chinense com outros peptideos semelhantes ainibidores de protease. O peptideo apresentou similaridade com as seguintes
sequéncias: PEF3-B de sementes de C. chinense; Inibidor de Protease de Capsicum annuum (gi: 8948493); Inibidor de Protease de
Solanum melongena (gi: 477995); Inibidor de Protease de Solanum tuberosum (gi: 15809084). Os residuos de cisteinas conservadas
estdo destacados em vermelho. P% indica a porcentagem de residuos positivos (que apresentam as mesmas caracteristicas fisico-
bioquimicas) marcado em cinza. 1% indica a porcentagem de residuos idénticos marcado em negrito e italico. A sequéncia foi obtida
no SWISS-PROT e alinhada pelo Clustal Omega.

8y
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5.12- Efeito inibitério de PEF3 sobre a atividade da enzima tripsina

A atividade biolégica da fracdo PEF3 foi testada através do ensaio de
inibicdo da enzima tripsina (Figura 17A). A fracdo PEF3, na concentracdo de 50
ug.mL?, foi capaz de inibir significativamente a tripsina em 98% (p <0,05). A
zimografia reversa foi realizada para confirmar a presenca de inibidor de tripsina
(Figura 17B). A presenca de inibidor de protease € observada na raia PEF3 onde
ha uma regido marcada indicando a incapacidade da tripsina digerir a gelatina

nessa regiao.
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Figura 17- (A) Efeito do PEF3 (50 ug.mL!) sobre a atividade da enzima tripsina.
O controle corresponde a atividade enzimética sem inibidor. O asterisco indica
significancia pelo teste ANOVA, e a diferenca no valor médio foi considerada
significativa se P <0,05. (B) Zimograma reversa para identificacao de inibidores
de tripsina na fracdo PEF3. Foram aplicados 20 ug da fragdo. Controle (inibidor
comercial da tripsina Soybean Kunitz — Merck). A seta indica inibidor de tripsina da
fracdo PEF3.

5.13- Efeito da fracdo PEF3 sobre ainibicdo de a-amilases

A atividade inibitéria enzimatica foi realizada com 50 yg.mL* da fracdo PEF3
sobre a capacidade de inibir a atividade das a-amilases larval do inseto T. molitor
e a-amilase salivar humana. A fragdo PEF3 inibiu significativamente 73% (p<0,05)
da a-amilase larval de T. molitor (Figura 18A). Para a-amilase salivar humana, esta
fragcdo foi capaz de inibir significativamente (p<0,05) 100% da atividade desta

enzima (Figura 18B).
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Figura 18- (A) Efeito de (50 pg.mL?) da fragdo PEF3 de sementes de C.
chinense na atividade de a-amilases. (A) a-amilase larval do inseto T. molitor.
(B) a-amilase salivar humana. Os valores representam as médias (+ DP) das
triplicatas. Os asteriscos indicam diferencas significativas (p <0,05) entre controle
e tratamento. EDTA (controle positivo); BSA (controle negativo).

5.14- Efeito da fracdo PEF3 sobre o crescimento de fungos fitopatogénicos
Foi realizado um ensaio de inibicdo do crescimento contra diferentes fungos
fitopatogénicos usando a fracdo PEF3 nas concentracbes de 100, 200 e 300
pug.mL-! no tempo de 24 h (Figura 19). Estes ensaios apresentaram diferencas
significativas em relacdo aos controles (na auséncia da fracdo PEF3).
Inicialmente, é possivel observar que 100, 200 e 300 ug.mL?! de PEF3 inibiu
significativamente o crescimento de C. gloeosporioides em 56%, 64% e 78% (p
<0,05) respectivamente. Para C. lindemuthianum 100 yg.mL* de PEF3 néo foi
suficiente para causar uma inibicdo do crescimento significativa (p <0,05); na
presenca de 200 pg.mL? a inibicdo do crescimento foi 50% (p <0,05); e para
300 yg.mL1, ainibicéo foi de 61% (p <0,05). J4, para o fungo F. oxysporum, quando
crescido em meio contendo 100, 200 e 300 ug.mL* de PEF3, as taxas de inibicdo
foram de cerca de 35%, 47% e 59% (p <0,05), respectivamente. E, para o fungo F.
solani, o PEF3, na concentracdo de 100 pg.mL?, ndo foi capaz de inibir
significativamente (p <0,05) o crescimento deste fungo; 200 pyg.mL? inibiu cerca de

30%; e 300 pg.mL* inibiu significativamente 58% do crescimento deste fungo.
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Figura 19- Efeito do PEF3 nas concentragées de 100, 200 e 300 ug.mL* sobre
o crescimento de diferentes fungos fitopatogénicos. Os valores sdo médias (x
DP) de triplicatas. Os asteriscos indicam diferencgas significativas (P <0,05) entre
tratamentos e controles. (ns= nao significativo).

5.15- Efeito da fracdo PEF3 sobre a permeabilizacdo de membranas de fungos
filamentosos

Diante dos resultados obtidos no ensaio de inibicdo do crescimento com a
fracdo PEF3 na concentracdo de 300 pg.mL™?, aliquotas de células fungicas foram
incubadas com o corante SYTOX Green para analise da permeabilidade de
membrana e investigacdo do possivel mecanismo de acao (Figura 20). Nao foi
observado nenhuma marcacéo fluorescente para os fungos C. gloeosporioides, C.
lindemuthianum, F. solani e F. oxysporum indicando que n&do houve
permeabilizacdo de membranas para estes fungos. Por microscopia de campo
claro, notou-se que as hifas do fungo F. oxysporum apresentaram alteracdes

estruturais diferentes das observadas no controle.




52

C. gloeosporioides C. lindemuthianum

DIC Fluorescéncia Fluorescéncia

F. oxysporum
Fluorescéncia Fluorescéncia

Figura 20- Ensaio de permeabilizagdo de membrana. Imagens dos diferentes
fungos filamentosos tratados com PEF3 e marcados com a sonda fluorescente
SYTOX Green. Células controle (crescidas na auséncia do PEF3) e células testes
(crescidas na presenca de 300 uyg.mL* de PEF3) por 24 h. Barras = 50 ym.
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5.16- Deteccéao da inducéo de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Foi realizado um ensaio para verificar se 300 yg.mL"! da fragcdo PEF3 causou
um aumento na producdo endogena de ROS utilizando a sonda H.DCFDA nas
diferentes espécies de fungos filamentosos (Figura 21). Para C. gloeosporioides e
F. solani, houve uma leve marcagao com o corante. No entanto, para os fungos C.
lindemuthianum e F. oxysporum, houve uma intensa marcagéo do corante, o que

indicou um aumento na producédo endégena de ROS.
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Figura 21- Ensaio de estresse oxidativo por deteccdo de ROS. Imagens dos
fungos filamentosos tratados com PEF3 e marcados com a sonda fluorescente 2',7'-
diclorofluoresceina diacetato (H.DCFDA). Células controle (cultivadas na auséncia
do PEF3) e células testes (cultivadas na presenga de 300 ug.mL* do PEF3) por 24
h. Barras = 50 ym.
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5.17- Anadlise da funcionalidade mitocondrial em células fangicas tratadas
com a fragcdo PEF3

A Figura 22 mostra o ensaio para verificar a funcionalidade mitocondrial dos
diferentes fungos testados. Apds 24 h de incubacéo das diferentes células fungicas
com 300 ug.mL* de PEF3, os testes apresentaram atividade mitocondrial reduzida
em comparagdo com as células controle (sem adi¢do da fracdo), o que pode ser

observado pela baixa fluorescéncia do corante Rodamina 123. Para as células
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controle que possuem mitocondrias funcionais, nota-se um forte sinal de

fluorescéncia da Rodamina 123.

C. gloeosporioides C. lindemuthianum
__DIC Fluorescéncia DIC Fluorescéncia

Controle

E oxysporum V E solani
DIC Fluorescéncia v DIC

Fluorescéncia

Controle

PEF3 (300pg.mL)

Figura 22- Ensaio de funcionalidade mitocondrial. Imagens dos fungos
filamentosos tratados com PEF3 e marcados com sonda de fluorescéncia
Rodamina 123. As células foram tratadas com 300 pug.mL! de PEF3 por 24 h e
analisadas quanto a funcionalidade mitocondrial. As células controle foram tratadas
apenas com a sonda Rodamina 123. Barras = 50 ym.

5.18- Deteccédo da atividade de caspases induzida em células fungicas

Com o objetivo de verificar a ocorréncia de eventos apoptoticos induzidos
pela presenca de 300 ug.mL* de PEF3 no crescimento de fungos fitopatogénicos,
a atividade de enzimas do tipo caspases foi investigada (Figura 23). Nossos

resultados mostram que as células dos fungos C. gloeosporioides, F. oxysporum e
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F. solani, quando expostas ao PEF3, ndo resultaram na inducédo da atividade de

caspases. Apenas as células do fungo C. lindemuthianum resultaram na inducéo

dessas enzimas.
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Figura 23- Ensaios de atividade de caspases. Imagens visualizadas apds 24 h
de incubagdo com 300 ug.mL! de PEF3. As células controle e as células tratadas
com PEF3 foram incubadas com a sonda FITC-VAD-FMK e analisadas por

microscopia de fluorescéncia. Barras = 50 pym.

5.19- Analise de viabilidade celular
Baseada na atividade antimicrobiana do PEF3, a viabilidade dos esporos do

fungo F. oxysporum foi analisada. Foi observado que 300 pyg.mL' de PEF3 foi
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capaz de causar a morte celular no fungo testado (Figura 24). O PEF3 produziu
uma reducao severa do numero de unidades formadoras de colénias (UFC) apds
36 h de incubacéo, apresentando 83,7% de perda de viabilidade. Este resultado
indica que o efeito inibitério do PEF3 foi fungicida contra esta espécie de fungo e

que 300 ug.mL* de PEF3 é a dose letal para causar a morte de 83,7%.

F. oxysporum
Controle PEF3 (300 pg.mL-")

B
F. oxysporum
AMOSTRAS MEDIA DE UNIDADE % DE MORTE
FORMADORA DE COLONIAS CELULAR
Controle 43 0
PEF3 300 pg.mL* 7 83.7

Figura 24- Viabilidade celular do fungo F. oxysporum. (A) Imagens de placa de
Petri mostrando o crescimento de coldnias no controle (sem adicdo da fracao) e
apos o tratamento com 300 ug.mL* de PEF3 durante 36 h. (B) Quantificacdo de
células e de porcentagem de morte celular no controle e apés o tratamento com o
PEF3 durante 36h. Os experimentos foram realizados em triplicata.

5.20- Andlise da inibicdo da germinacdo dos esporos fuangicos na presenca
dafracdo PEF3
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Neste ensaio, observamos que o PEF3, na concentracdo de 300 pg.mL:, foi
capaz de inibir 90% da germinacéo do fungo F. oxysporum (Figura 25). Na imagem
do controle, observamos a germinacao dos esporos a partir do tubo germinativo.
Por outro lado, nos esporos tratados, ndo constatamos essa germinagédo, o que
indica que esta fracdo € capaz de inibir a germinacdo dos esporos. Também
podemos notar que alguns esporos do teste comegcam a germinar, mas essa

germinacgdo é menor em relagdo ao seu controle.

F. oxysporum

Controle

B F. oxysporum
AMOSTRAS TOTAL DE TOTAL DE ESPOROS
ESPOROS/mL GERMINADOS/mL
Controle 114 78
PEF3 300 pg.mL! 19 8

Figura 25- Analise da inibicdo da germinacdo do F. oxysporum. (A) Imagens
visualizadas apos 8 h de incubagéo com 300 ug.mL de PEF3. Células controle e
teste apds o tratamento com 300 pyg.mL* de PEF3. (B) Determinacédo do nimero
total de esporos e esporos germinados (no controle e teste) visualizados em 25
campos da camera de Neubauer.
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6. DISCUSSAO

As doencas e pragas que atacam as culturas de plantas desde o estagio de
plantio até o armazenamento sao responsaveis por uma grande queda na producao
global de alimentos, o que indica uma grande ameaca a seguranca alimentar global
(Fones et al., 2017). Para se defender de pragas e patdgenos, como oS Vvirus, 0s
fungos e as bactérias, as plantas desenvolveram varios mecanismos de defesa,
incluindo a producdo de peptideos antimicrobianos (AMPs) (Meneguetti et al.,
2017). Entre as familias de peptideos antimicrobianos descritas na literatura,
destacam-se os inibidores de protease. Inibidores de protease de plantas
pertencem a uma familia diversificada de importantes peptideos responsaveis por
manter a homeostase fisioldgica e servir como mecanismo de defesa inato das
plantas (Hellinger e Gruber, 2019).

Diferentes AMPs vém sendo extraidos e purificados a partir de sementes de
pimenta (Diz et al., 2011; Ribeiro et al., 2012; Silva et al., 2017). Inicialmente, foi
realizado a extracao e a purificacéo das fraces enriquecidas em peptideos (PEFSs)
de sementes de C. chinense de acordo com a extracdo e metodos cromatograficos
utilizados por Dias et al.,, 2013. Primeiramente, o extrato foi submetido a
cromatografia de fase reversa, revelando um perfil cromatografico e eletroforético,
mostrado nas Figuras (5A e 5B). De acordo com o padréo de eluigcdo cromatografico
e com os tempos de retencdo muito proximos, os peptideos encontrados nas

fragcbes PEF1, PEF2 e PEF3 sugerimos que, provavelmente, sdo isoformas de uma
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mesma proteina com pequena diferenca de hidrofobicidade, que foram fracionadas
pela coluna de fase reversa C18.

As fracdes obtidas neste trabalho foram testadas quanto a propriedade de
inibir a atividade da enzima tripsina, em que diferentes taxas de inibicdo foram
observadas (Figuras 7A e 17A). Foi possivel observar a presenca de atividade
inibitéria para tripsina no PEF2, PEF2B e PEF3 através também do ensaio de
zimografia reversa (Figuras 7B e 17B), reforcando os achados de inibidores
proteases serinicas descrito por Dias et al. (2013) em fracdes de sementes de C.
chinense. Os inibidores de protease (Pls) sdo amplamente distribuidos no reino
vegetal e séo geralmente definidos como proteinas restritas ndo apenas aos tecidos
de armazenamento, mas também expressas nas partes aéreas das plantas. Sua
expressao também é induzida em resposta a lesbes ou ataques de insetos ou
patégenos. Os Pls sdo uma das estratégias de defesa importantes nas plantas para
combater predadores, como proteinas anti-metabdlicas, que interferem no
processo digestivo dos insetos. E sao particularmente eficazes contra
microrganismos fitéfagos (Jamal et al., 2013; Bartova et al., 2019; Clemente et al.,
2019).

Varios trabalhos tém mostrado a presenca de inibidores de proteases com
atividade direcionada a diferentes enzimas serinicas. Revina et al. (2008), por
exemplo, relataram um inibidor de subtilisina do tipo Kunitz (PKSI) de tubérculos de
batata. Dunce et al. (2010) encontraram um inibidor do tipo | de batata Solanum
tuberosum (StPinlA), com atividade contra a enzima quimotripsina. Silva et al.
(2017) relataram um inibidor de tripsina, denominado CaTl, de sementes de C.
annuum. Outro peptideo, denominado CaTl2, de frutos de IKEDA também
apresentou atividade contra a enzima tripsina (Maracahipes et al., 2019).

Por deducédo, prevemos o tamanho dos peptideos presentes no PEF2A e
PEF2B (Figura 8). De acordo com a sequéncia do inibidor Pin Il de C. annuum que
apresenta dois sitios funcionais conservados (Mishra et al., 2012), esta foi
comparada as sequéncias de PEF2A e PEF2B. Nossos dados mostraram que estas
sequéncias nao apresentaram os dois sitios funcionais de maneira semelhante. A
banda de aproximadamente 8,0 kDa (PEF2B) apresenta os dois sitios funcionais,
porém a banda de aproximadamente 5,0 kDa (PEF2A) apresenta apenas uma parte
do segundo sitio. O peptideo que preservou o0s dois sitios exibiu uma maior

atividade inibitoria, enquanto, no outro peptideo com apenas um sitio, observou-se
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uma menor atividade. Com o objetivo de caracterizar os peptideos presentes na
fracdo PEF3, esta foi submetida ao sequenciamento por espectrometria de massas.
A banda de aproximadamente 6,0 kDa mostrou alta similaridade com diferentes
inibidores de proteases (Figura 16).

Além dos inibidores de proteases serinicas, estdo entre os importantes
inibidores enzimaticos a familia dos inibidores de a-amilase. A enzima a-amilase é
fundamental para o crescimento e desenvolvimento de organismos que dependem
da a-amilase para sobrevivéncia, como 0s insetos, por exemplo. Essa familia de
inibidores pode atuar como componente do sistema de defesa de plantas
impedindo a invasédo de pragas (Silva et al., 2014). Para verificar se as fracfes
PEF2 e PEF3 apresentavam inibidores bifuncionais, ou seja, mostravam também
propriedades de inibir a enzima a-amilase, foram realizados ensaios de inibicdo da
atividade enzimatica para a a-amilase de T. molitor e a-amilase salivar humana.
Observou-se que a fragcdo PEF2 e PEF3 foram capazes de inibir as enzimas
testadas (Figuras 9 e 18). Inibidores bifuncionais apresentam a propriedade de inibir
diferentes enzimas, como proteases e carboidrases (Pereira et al., 2018). Uma
consequéncia da inibigcdo dessas enzimas pode ser dada na reducgao da viabilidade
dos fungos. Alguns trabalhos descrevem inibidores bifuncionais com atividade
contra tripsina e a-amilase, como o inibidor bifuncional da a-amilase/tripsina de
Triticum aestivum L. (Islamov e Fursov, 2007) e o inibidor bifuncional de a-
amilase/tripsina de sementes de Pigeonpea (Cajanus cajan L.), que afetam
negativamente o desenvolvimento de Helicoverpa armigera (Gadge et al., 2015).

Apos o processo de purificacdo das fracdes peptidicas, foram realizados
testes antifingicos para avaliar a atividade antimicrobiana sobre fungos
fitopatogénicos. A fracdo PEF1 nédo foi utilizada, devido a sua baixa atividade em
ensaios preliminares. A fracdo PEF2 inibiu significativamente o crescimento dos
fungos filamentosos C. gloeosporioides, C. lindemuthianum e F. oxysporum. O F.
solani ndo apresentou uma inibic&o significativa, porém, ao observar a microscopia,
visualizamos uma intensa aglomeracdo das hifas, o que pode resultar em um
aumento da densidade otica interferindo na absorbancia do ensaio. O PEF2A e o
PEF2B inibiram os fungos C. lindemuthianum e F. solani (Figura 10). Verificou-se
que o fungo F. solani, quando crescido na presenca da fracdo PEF2, nao
apresentou inibicdo no seu crescimento, porém, quando crescido na presenca dos

peptideos isolados, PEF2A e PEF2B, este fungo apresentou uma inibicdo
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significativa. Essa diferenca na porcentagem de inibicdo também pode estar
relacionada ao fato de que o PEF2A e o PEF2B apresentam uma maior
concentracéo do peptideo purificado. A fracdo PEF3 inibiu significativamente todos
os fungos testados (Figura 19). O efeito inibitorio da fracdo PEF3 sobre o fungo F.
oxysporum foi fungicida (Figura 24). Também verificamos que esta fracdo atua
inibindo a germinacéo dos esporos do F. oxysporum (Figura 25). O fato de PEF3
exercer um efeito fungicida sobre o fungo testado € uma caracteristica importante
guando se pensa no desenvolvimento de novas medidas de controle de patdégenos,
visto que compostos fungistaticos podem contribuir para o desenvolvimento de
microrganismos resistentes (Kotaczkowska e Kotaczkowski, 2016). Varios estudos
demonstraram os efeitos antimicrobianos de inibidores de tripsina de baixa massa
molecular. Dokka e Davuluri (2014) identificaram um inibidor de tripsina em
semente de Abelmoschus moschatus, com atividade inibitoria contra os fungos
Aspergillus flavus e A. niger. Silva et al. (2015) testaram um inibidor de tripsina
denominado RcTI, que inibe a germinacao de esporos do fungo C. gloeosporioides,
mas nao a germinacao de F. oxysporum e Rhizoctonia solani. Pariani et al. (2016)
caracterizaram dois inibidores de Arabidopsis thaliana que exibem atividade
antifingica na taxa de germinacao dos esporos do fungo Botrytis cinerea. Silva et
al. (2017) isolaram um inibidor de tripsina, chamado CaTl, capaz de inibir o
crescimento dos fungos fitopatogénicos C. gloeosporioides e C. lindemuthianum;
no entanto, o CaTl n&do foi capaz de inibir o crescimento de fungos do género
Fusarium. Em geral, os efeitos dos inibidores de protease contra fungos
fitopatogénicos estdo associados a inibicdo de proteases fungicas necessarias ao
crescimento e a diferenciacdo (Silva et al., 2015), o que pode ser observado nos
resultados da fracdo PEF3 sobre a viabilidade celular (Figura 24) e a inibicdo da
germinacao dos esporos do F. oxysporum (Figura 25). Nossos dados mostram que
esses inibidores provavelmente inibiram o crescimento de células da diviséo celular
e a diferenciacao na formagéao das hifas.

Apbs os testes de inibicdo, comegamos a investigar o mecanismo de acao
responsavel pela inibicdo dos fungos fitopatogénicos. Os AMPs possuem
caracteristicas anfipaticas, que conferem a capacidade de interagir com
membranas bioldgicas. E amplamente aceito que o principal mecanismo de acdo
pelos quais os AMPs exercem sua acgdo contra os patdgenos é na formacgéo de

poros transmembranares, causando vazamentos de ions e metabdlitos,
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despolarizacdo do potencial da membrana e comprometimento das células,
levando a morte celular (Corréa et al., 2019). Utilizando a sonda fluorescente
SYTOX Green, buscamos verificar se as fracbes PEF2 e PEF3 causa
permeabilidade na membrana plasmética dos fungos testados. Esta sonda possui
afinidade por &cidos nucleicos, e penetra em células com membrana citoplasmatica
comprometida. Utilizando a fracdo PEF2, apenas o fungo F. solani sofreu
permeabilizacdo de membrana (Figura 11). A fracdo PEF3 permeabilizou a
membrana plasmatica do F. oxysporum (Figura 20). A permeabilizacdo da
membrana plasmatica causa sérias consequéncias para a fisiologia celular, o que
pode resultar em perda da viabilidade, como foi observado para o fungo F.
oxsyporum na presenca da fracdo PEF3. A seletividade de inibicdo e
permeabilizacdo podem ser explicadas pela diferenca intraespecifica dos
patégenos. O mecanismo de acdo de um AMP depende de fatores como: alvos no
hospedeiro, concentracdo aplicada, composicao lipidica da membrana, niveis de
saturacao de acidos graxos e capacidade desses fungos em responder aos efeitos
do peptideo com o fortalecimento de suas paredes celulares por meio do aumento
de sintese de quitina e B-(1,3)-glucano (Paege et al., 2019). Alguns
microrganismos, por exemplo, as bactérias, desenvolveram mecanismos de defesa
gue alteram a carga negativa de moléculas de superficie, como acido teicdico ou
lipopolissacarideos e modificam também a fluidez da membrana para evitar a
interacdo do AMP (Peschel, 2002).

Outros inibidores de protease também foram capazes de permeabilizar as
membranas de diferentes patdégenos. Apds 24 horas de incubacdo com o inibidor
de tripsina CaTl, as células de S. cerevisiae e C. albicans mostraram marcac¢éo do
corante SYTOX Green, indicando a permeabilizacdo dessas membranas (Ribeiro
et al., 2012). Outro exemplo € o inibidor de protease IETI, isolado de sementes de
Inga edulis, que apresentou atividade contra as leveduras C. buinensis e C.
tropicalis, alterando a permeabilidade da membrana e afetando a viabilidade celular
(Dib et al., 2019). Diferentes peptideos de plantas permeabilizam membranas e
modulam o fluxo de ions através das membranas (Ribeiro et al., 2012; Silva et al.,
2015; Dib et al., 2019). E importante notar que a permeabilizacdo da membrana e
a inibicdo do crescimento de microrganismos ndo sdo necessariamente fendmenos

relacionados. E possivel encontrar peptideos capazes de induzir a permeabilizacio
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da membrana, mas que nao sao capazes de inibir o crescimento de patégenos e
vice-versa (Teixeira et al., 2012).

Atualmente, existem evidéncias consistentes que mecanismos adicionais
causam a morte celular e que apenas a permeabilidade da membrana pode nao
ser suficiente para causar a morte do patégeno. Para os peptideos obterem acesso
a alvos intracelulares, é essencial atravessar a membrana e se translocar para o
citoplasma. Uma vez no citoplasma, os peptideos geralmente se concentram e
liberam muitos processos diferentes, como alteracdo de vias metabdlicas, inibicao
da sintese de proteinas, inibicdo de DNA e RNA, levando a inibicdo dos processos
que envolvem esses acidos nucleicos, especialmente replicacdo, transcricdo e
traducdo, processos essenciais para 0 crescimento e a multiplicacdo celular,
inibicdo da atividade enzimatica interferindo, principalmente, na sintese da parede
celular. Outra caracteristica importante € a acdo dos AMPs em organelas, por
exemplo, as mitocdndrias (Scocchi et al., 2016; Bechinger e Gorr, 2017; Castillo et
al., 2018). O peptideo CF-14 apresenta atividade antimicrobiana sobre bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas que parecem ter alvos intracelulares,
geralmente, o DNA ou enzimas. No caso do CF-14, ele penetra na célula ap6s a
interacdo com a membrana, um passo obrigatorio para a acao do peptideo, apesar
de nenhuma lise da membrana ser verificada (Li et al., 2019). No caso de AMPs
gue ndo promovem uma aparente permeabilizacdo celular, como a CF-14, a
formacdo de poros ocorreria de maneira discreta e, com a internalizacdo, os
peptideos atuariam mais ativamente em seus alvos intracelulares, justificando a
atividade antimicrobiana observada (Moniruzzaman et al., 2017; Zhanget al., 2017).

Os AMPs causam perda de potencial de membrana e, como as células
dependem desse potencial para desempenhar suas fun¢des fisioldgicas vitais, a
restauracdo € obrigatéria e requer gasto de energia celular. Uma possivel
consequéncia desse processo € a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS)
pela ativacdo de mitocéndrias durante a producdo de ATP na cadeia transportadora
de elétrons (Wang et al., 2015). No interior das células, as moléculas de ROS estao
normalmente em equilibrio com antioxidantes e, quando esse equilibrio é
interrompido, ha producdo excessiva de ROS, resultando em danos celulares
significativos, devido ao estresse oxidativo (Moore et al., 2019). Os AMPs podem
exercer sua agdo antimicrobiana induzindo o acumulo intracelular de ROS, o que

pode causar danos ao DNA, oxidacdo de proteinas, carboidratos e lipidios,
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incluindo ativacdo de vias apoptoticas (Soares et al., 2017). Portanto, neste
trabalho, verificou-se se as fracdes PEF2 e PEF3 poderiam induzir aumento da
producdo enddgena de ROS, o que, de fato, foi observado para F. oxysporum e F.
solani quando tratados com a fracdo PEF2 (Figura 12) e para C. lindemuthianum e
F. oxysporum quando tratados com a fracdo PEF3 (Figura 21). A inducédo de ROS
pode ser uma consequéncia do efeito primario da permeabilizacdo da membrana
e, juntos, esses danos celulares podem ser responsaveis pela inibicdo do
crescimento. Outros peptideos também podem aumentar os niveis de ROS nas
células fangicas. A tionina CaThi, isolada de frutos de C. annuum, induziu aumento
de ROS nos esporos de F. solani (Taveira et al., 2016). Santos et al. (2017)
mostraram a capacidade da fracdo Fa5, de frutos de C. annuum, induzir aumento
da producao enddgena de ROS nos fungos fitopatogénicos F. lateritium, F. solani
e F. oxysporum, mas ndo em C. gloeosporioides. Moore et al. (2019) identificaram
que o tratamento com o peptideo sintético D4E1, na concentracao de 1 uM, induziu
0 acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em esporos do fungo Aspergillus
flavus. Esses resultados sugerem que o PEF2 possui um mecanismo de agéo no
fungo F. solani e o PEF3, no fungo F. oxysporum que envolve ndo s6 a
permeabilizagdo de membranas, mas também a inducéo de estresse oxidativo.
Sabe-se que ac¢les antifungicas estdo frequentemente associadas a
alteracdes na permeabilizacdo da membrana, como nas bombas de ATP, que
levam ao comprometimento funcional das mitocondrias e geracao de ROS. Diante
dessas informacdes, avaliamos a dissipacdo do potencial da membrana
mitocondrial pelo corante Rodamina 123. Como as espécies reativas de oxigénios
(ROS) séo os principais indutores de apoptose em fungos, também foi verificada a
presenca de caspases ativas. Caspases sao proteases aspartato especificas
contendo residuos de cisteinas em seu sitio ativo e fazem parte da rede de
sinalizacao apoptética (Rocha et al., 2017). Nesses testes, verificamos que as
fracbes PEF2 e PEF3 foram capazes de causar o colapso do potencial da
membrana mitocondrial em todos os fungos testados (Figuras 13 e 22). Esses
resultados indicam que as mitocondrias dos fungos fitopatogénicos podem ser um
alvo direto ou indireto dos AMPs aqui estudados. A fracdo PEF2 ndo aumentou o
nivel de atividade de caspases nos fungos testados (Figura 14), e a fracdo PEF3
aumentou o nivel de atividade da caspase no fungo C. lindemuthianum (Figura 23).

Nossos dados sugerem que o PEF2 ndo exerce suas propriedades antifingicas por
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inducao de apoptose, e o resultado da fragcdo PEF3 indica que uma via de morte
celular programada pode ter sido ativada, dentro do tempo avaliado, apenas para
o fungo C. lindemuthianum. No caso da tionina CaThi, foi demonstrado que este
AMP causa o colapso do potencial da membrana mitocondrial e eleva também o
nivel de atividade de caspase no fungo unicelular C. tropicalis (Taveira et al., 2018).
Um AMP Psacotheasin mostrou esse mesmo padrao de agéo, causando dissipacao
do potencial da membrana mitocondrial e ativagcdo de caspases (Hwang et al.,
2011). Alguns estudos associaram o acumulo de ROS a inducdo de apoptose.
Madeo et al. (1999) provaram que a inducdo da morte apoptoética por varios
estimulos gera acumulo de ROS nas células de levedura e mostraram que Sao
necessarias e suficientes para induzir um fenétipo apoptético. Em conjunto com os
resultados ja demonstrados para outros AMPSs, nossos dados sugerem que a fracao
PEF3 pode exercer sua acdo antimicrobiana para o fungo C. lindemuthianum ao
induzir o acumulo intracelular de ROS seguido pela inducdo de apoptose como
mecanismo de acao.

Estudos recentes vém demonstrando que a permeabilizacdo de membranas
ndo é a Unica causa da morte de um microrganismo, uma vez que os AMPs podem
ter varios alvos. Evidéncias — como a auséncia de permeabilizacado da membrana,
porém com atividade antimicrobiana confirmada em ensaios com bactérias
patogénicas — apoiam a teoria de que existem outros alvos intracelulares para acao
peptidica (Klimpel et al., 2018; Li et al., 2018). Apds a interacdo com a membrana,
0s AMPs podem desencadear a inducédo de ROS (Moore et al., 2019); a inibicdo da
sintese de proteinas (Zahn et al., 2013; Mardirossian et al., 2018); a inibicdo da
atividade mitocondrial (Vieira et al., 2015; Zeng et al., 2018) e também podem
disparar cascatas de sinalizacdo que conduzem a apoptose (Higuchi et al., 2016).
Esses eventos podem levar a morte celular de forma independente, que ocorrem
individualmente ou complementares. De acordo com o que ja foi visto na literatura
e com os resultados obtidos neste trabalho, os mecanismos de agéo que podem
estar associados a esses inibidores de proteases de C. Chinense estéo ilustrados
na (Figura 26). Diante das informagdes, observamos que os inibidores presentes
nas fracbes PEF2 e PEF3 podem apresentar alvos intracelulares, ja que nao foram
observada permeabilizacdo da membrana de alguns fungos, como o C.

gloesporiondes. Torna-se tecnicamente desafiador identificar o fator mais
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importante para o efeito das fracbes PEF2 e PEF3 e caracterizar as etapas que
conduzem a morte celular dos microrganismos alvo.

Conforme descrito, por Moguel-Salazar et al. (2011), as pimentas séo fonte
importante de AMPs e tém varias aplicacdes nas areas farmacéutica e agricola.
Esses AMPs podem ser usados como uma alternativa para o controle de patégenos
no futuro considerando a atual questéo da resisténcia as substancias tradicionais.
Este é o primeiro relato de peptideos isolados de C. chinense com atividade
inibitéria contra proteases e possivelmente envolvido na defesa contra fungos
fitopatogénicos. Os peptideos encontrados nas fragcbes PEF2 e PEF3 apresentam
potencial biotecnolégico, especialmente para o controle de doencas de plantas

causadas por fungos fitopatogénicos.
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7.CONCLUSOES

- As fragbes PEF2, PEF2A, PEF2B e PEF3 inibiram significativamente a atividade
da enzima tripsina in vitro;
- A banda de aproximadamente 6,0 kDa da fracdo PEF3 mostrou similaridade de

sequéncia priméaria com a familia dos inibidores de protease de planta;

- As fragbes PEF2 e PEF3 foram capazes de inibir a atividade de a-amilases do

intestino das larvas do inseto T. molitor e salivar humana;

- A fracdo PEF2 apresentou atividade antifangica sobre os fungos C.
gloeosporioides, C. lindemuthianum, F. oxysporum. O PEF2A e o PEF2B inibiram
os fungos C. lindemuthianum e F.solani, e a fracdo PEF3 inibiu todos os fungos

testados de forma dose-dependente;

- A fracdo PEF2 foi capaz de permeabilizar as membranas das células de F. solani
e a fragdo PEF3 do fungo F. oxysporum;

- A fracdo PEF2 induziu o aumento endogeno da producdo de ROS em células de
F. oxysporum e F. solani e a fracdo PEF3, nos fungos C. lindemuthianum e F.

oxysporum;

- O PEF2 e 0 PEF3 causaram um colapso no potencial de membrana mitocondrial

em todos os fungos testados;
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- O PEF3 induziu aumento na atividade de caspases, proteinas reguladoras do

processo de apoptose em C. lindemuthianum;

- O efeito de PEF3 sobre o fungo F. oxysporum foi fungicida.
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