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Atividade antifungica de cistatinas isoladas de sementes de Clitoria
fairchildiana R. Howard

Dayanni de Souza Padua, Olga Lima Tavares Machado, Valdirene Moreira Gomes, Antonia
Elenir Amancio Oliveira, Katia Valevski Sales Fernandes.

Introducdo: As fitocistatinas s&o inibidores competitivos e reversiveis de proteases
cisteinicas das classes da papaina e catepsinas B, L, H, que em geral apresentam entre 12-
16 kDa. No entanto, fitocistatinas entre 20-25 kDa ja foram relatadas, bem como
cininogénios-simile, com = 80 kDa. Esses inibidores tém a capacidade de interferir com o
crescimento de fungos fitopatogénicos, sugerindo potenciais antimicrobianos. Objetivos:
Avaliar os efeitos e mecanismo de acdo de cistatinas isoladas de sementes de C.
fairchildiana sobre o desenvolvimento e crescimento de fungos patogénicos a animais e
plantas, estabelecendo assim o0s seus potenciais biotecnol6gicos como pesticidas.
Metodologias: As proteinas de sementes foram despigmentadas com metanol 80% e
extraidas com tampéo fosfato de sédio 0,1 M/Nacl 0,5 M pH 7.6, submetidas a precipitacao
com sulfato de amoénio (intervalos de 0-60% e 60-90% de saturacdo), submetidas a ensaio
de atividade de inibicdo da papaina (protease controle), cromatografia de fase reversa
HPLC-C18, quantificadas e visualizadas por eletroforese. A confirmacdo da natureza
proteica de fitocistatina isolada foi feita por zimografia reversa. Resultados e discussao: As
fracOes obtidas por precipitacdo com sulfato de amonio (F0-60%, F60-90% e Sob 1) foram
submetidas a ensaios de atividade inibitoria de papaina. Sob Il apresentou maior atividade
inibitéria especifica (Ul) (FO-60: 1,50 Ul / ug de proteina, F60-90: 1,40 Ul / ug, Sob II: 3,03 Ul
/ug). Foram observadas bandas de proteina entre 12 e 14 kDa no Sob |l e este foi submetido
a cromatografia de fase reversa (HPLC-C18). Foram observados trés picos principais (P1,
P2, P3). O pico P2 apresentou os niveis mais elevados de Ul e mostrou uma proteina em
torno de 12 kDa. A natureza de cistatina da proteina isolada foi confirmada por zimografia
reversa. A amostra com a proteina isolada esta sendo testada em sua capacidade de inibir
fungos fitopatogénicos. Conclusao: A presenca de inibidores de proteases cisteinicas foi
constatada no extrato bruto das sementes de C. fairchildiana, na fracdo Sob I, e a principal
cistatina isolada mostrou-se uma banda de cerca de 12kDa.
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