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Resumo

As plantas medicinais possuem moléculas bioativas do metabolismo secundario que podem atuar como
antimicrobianos. A literatura apresenta ampla investigacdo sobre compostos fendlicos, alcaloides e
terpenoides; contudo, os peptideos antimicrobianos (AMPs) nessas plantas permanecem pouco elucidados.
Os AMPs sao pequenas moléculas (até 10 kDa) com amplo espectro de agao contra microrganismos. O
cenario de resisténcia microbiana mundial aponta a necessidade de novas moléculas, principalmente
aquelas que ndo induzem mecanismos de resisténcia tornando promissor o estudo dos AMPs. O objetivo
desse estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana de fragdes peptidicas de plantas medicinais. As folhas
de Plectranthus barbatus, Matricaria chamomilla, Lippia alba e Malva verticillata foram extraidas em tampao
Tris-HCI com inibidores de proteases e o extrato bruto (EB) foi ultrafiltrado em fracées de 3 a 10 kDa
(Amicon®) para a obteng&o do extrato peptidico (EPep). O EPep foi testado pelo método de difusdo em agar
contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. O rendimento proteico foi em
média de 3,5 pg.uL" (EB) e 2,8 ug.uL" (EPep). Epep de M. chamomilla e L. alba apresentou halos de
inibicdo em todos os microrganismos testados. Esses extratos enriquecidos em peptideos contém

moléculas promissoras para a exploragao biotecnolégica, em especial na saude humana.

Palavras-chave: peptideos; plantas medicinais; biotecnologia.
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Abstract

Medicinal plants contain bioactive molecules from secondary metabolism that may exhibit antimicrobial
properties. While the literature extensively investigates phenolic compounds, alkaloids, and terpenoids,
antimicrobial peptides (AMPs) in these plants remain poorly characterized. AMPs are small molecules (up
to 10 kDa) with a broad spectrum of activity against microorganisms. Given the global rise of microbial
resistance, there is a pressing need for new molecules, particularly those that do not induce resistance
mechanisms, making AMPs a promising area of study. This study aimed to evaluate the antimicrobial activity
of peptide fractions from medicinal plants. Leaves of Plectranthus barbatus, Matricaria chamomilla, Lippia
alba, and Malva verticillata were macerated and extracted in an buffer (Tris-HCI) with protease inhibitors.
The crude extract (CE) was ultrafiltered (Amicon®) to obtain peptide extracts (PepE) in the 3—10 kDa range.
The PepE were tested for antimicrobial activity using the agar diffusion method against Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, and Escherichia coli. Protein yields averaged 3.5 ug-uL™" (CE) and 2.8
ug-uL™" (PepE). PepE from M. chamomilla and L. alba exhibited inhibition halos against all tested
microorganisms. These peptide-rich extracts contain molecules with biotechnological potential, particularly

for human health applications.

Keywords: peptides; medicinal plants; biotechnology.

Introducgao

Os peptideos antimicrobianos (AMPs) sdo moléculas que participam da primeira linha de defesa em plantas,
podendo ser produzidos de forma constitutiva ou induzida por estresse. Eles apresentam pequeno tamanho,
geralmente de 1 a 10 kDa (10 a 100 residuos de aminoacidos), sdo catidnicos e anfipaticos, ricos em
cisteinas, estaveis a diferentes temperaturas e pHs, e apresentam um amplo espectro de atividade contra
microrganismost!l. Devido a essas caracteristicas, os AMPs se tornaram nas Ultimas décadas candidatos
promissores para aplicagdo biotecnoldgica, especialmente na descoberta de novos medicamentos,
sobretudo voltados para a saude humana. Esse campo esta em constante crescimento e avanco cientifico
devido a necessidade de novas moléculas que possam ser usadas para diminuir a incidéncia de resisténcia
microbiana. Pesquisadores apresentam uma grande preocupagédo mundial devido a 4,95 milhées de mortes
associadas a resisténcia microbiana em 201923 A Organizagdo Mundial da Sadde (OMS) destaca um
grande risco a saude publica global devido ao aumento alarmante da resisténcia microbiana com o uso
indiscriminado dos antibioticos convencionais®l. Os AMPs estéo entre as moléculas mais estudadas com

60 drogas aprovadas no mercado e mais de 200 em diferentes testes clinicosl2l.

Muitos estudos promissores dos AMPs em plantas s&o derivados de culturas agronémicas como batatal®,
feijaold, pimental®, tomatel¥, entre outras. Porém, os estudos sobre os peptideos em plantas medicinais
ainda sao incipientes. Acredita-se que isso ocorra devido a grande exploragdo de moléculas do metabolismo
secundario como os alcaloides, terpenoides e fenil propanoides que sdo exclusivamente produzidos por

plantas e bem caracterizados na literatura em espécies medicinais[%,

As plantas medicinais utilizadas nesse estudo Plectranthus barbatus (falso boldo), Matricaria chamomilla
(camomila), Lippia alba (erva cidreira) e Malva verticillata (malva crespa) sao muito empregadas na
medicina tradicional para tratar diferentes tipos de doencas. Essas plantas possuem inimeros metabdlitos

secundarios com atividades antioxidantes e antimicrobianas ja descritas. Uma atividade farmacoloégica de
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destaque para P. barbatus é a utilizagdo no tratamento de disturbios digestivos e os principais compostos
ativos encontrados s&o os polifendis, diterpenos, componentes dos dleos essenciais e alcaloidest, M.
chamomilla utilizada em evidéncia para disturbios do sistema nervoso, ainda possui atividades anti-
inflamatorias e antioxidantes. Estudos demonstram mais de 120 constituintes em seus 6leos essenciais e
atividades contra bactérias resistentes incluindo Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosal'2,
Muito utilizada para tratar doengas inflamatérias por meio da preparagéo de chas utilizando suas folhas, a
L. alba é uma planta medicinal originaria do Brasil e seus 6leos essenciais fazem parte dos compostos de
evidéncia nesta plantal’®l. As folhas de M. verticillata sdo ricas em compostos fendlicos com atividades
antioxidantes e antimicrobianas bem descritas™. Apesar dos inumeros estudos envolvendo esses
exemplares, ainda ha uma lacuna do conhecimento no estudo dos AMPs em plantas medicinais, em

especial nestas espécies.

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana de extratos peptidicos de
quatro espécies de plantas medicinais, contra trés bactérias de interesse clinico, visando a exploragao

biotecnoldgica, principalmente na saude humana.

Material e Métodos

Material vegetal

As mudas de quatro espécies de plantas medicinais, Plectranthus barbatus Andrews, Matricaria chamomilla
L., Lippia alba (Mill.) NE Brown e Malva verticillata L. foram cultivadas no Instituto Inhotim
(20°7'26.86"S 44°13'7.63"W) e gentilmente cedidas para esse estudo. As mudas foram replantadas e
mantidas na Universidade do Estado de Minas Gerais Unidade Ibirité (20°01'14.92" S 44°03'30.35"W) sob

condigdes uniformes de aporte hidrico e radiagao luminosa até a coleta.

Extragao proteica

As folhas completamente maduras das plantas medicinais foram coletadas e a obtengédo de extratos
aquosos enriquecidos em proteinas e peptideos foi realizada de acordo com Teixeira, et al.l8. As folhas
foram maceradas em almofariz e pistilo na presenga de nitrogénio liquido e extraidas (1:4) com tampao de
extragao, Tris-HCI (hidroximetil aminometano) 50 mM, pH 7.0; EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) 10
mM; PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil) 1 mM; benzamidina 1 mM e tiouréia 2 mM. Apds extragdo as
amostras foram submetidas a centrifugagao a 20.300 g por 30 min a 4°C, o sobrenadante foi coletado,

filtrado e denominado Extrato Bruto (EB).
Fracionamento peptidico

EB das quatro espécies de plantas medicinais foram submetidos ao fracionamento peptidico por
ultracentrifugacéo utilizando membranas do tipo Amicon® Ultra (Merck Millipore, Billericia, MA, USA). Duas
membranas foram utilizadas, correspondendo a faixa de massa molecular de 3 kDa e 10 kDa. Todas as
amostras foram centrifugadas por 15 min a 5.000 g a 25°C. As amostras das quatro plantas medicinais

foram coletadas e nomeadas Extrato Peptidico (EPep) que corresponde a fragdes entre 3 e 10 kDa.
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Quantificagao proteica

EB e EPep foram quantificados pelo método de absorvancia a 280 nm em espectrofotdbmetro de
microvolume NanoDrop®8, todas as amostras foram analisadas em triplicata. Foram utilizados 2 yL de EB
e 2 uL de EPep para a determinagdo da concentragao proteica e peptidica, respectivamente. O tampéao de
extragéo (2 pL) foi utilizado para o branco. As leituras foram obtidas em pg.uL!, a média e desvio padréo

foram calculados.
Ensaio antimicrobiano

Os ensaios antimicrobianos foram realizados de acordo com o método de difusdo em agar segundo Valgas
et al.l'l com modificagbes. As trés espécies bacterianas utilizadas nesse estudo foram: Staphylococcus
aureus ATTC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATTC 15442 e Escherichia coli ATTC 25922. A partir do
estoque microbiano mantido em freezer no Laboratdrio de Microbiologia Aplicada da UEMG (LAMAP), 200
uL de cada bactéria foi utilizado para inocular separadamente erlenmeyers com capacidade para 250 mL,
contendo 50 mL de meio LB (Luria Bertani: 10 g.L"' de triptona, 5 g.L"! de extrato de levedura e 10 g.L"' de
cloreto de sddio) que foi incubado por 16 horas a 35°C. Esse cultivo foi analisado no espectrofotdmetro a
625 nm, sendo padronizado uma transmitancia no intervalo de 80 a 85%, conforme Manual do CSLI (Clinical
and Laboratory Standards Institute, 2019) para obtengédo de um inéculo em 1,5x108 UFC/mL, de acordo

com o padrao internacional da escala de McFarland[8l,

Esse indculo padréo foi espalhado com o auxilio de uma al¢a de Drigalski em placas de Petri contendo agar
Mueller Hinton Sigma Adrich® preparado conforme recomendagdes do fabricante. Apds o espalhamento,
foram realizados pogos (aproximadamente 7 mm) no agar com auxilio de uma ponteira estéril e adicionados
os extratos peptidicos (50 pL) em cada pogo em duas concentragbes: para P. barbatus (35 e 70 pg), M.
chamomilla (100 e 200 ug), L. alba (85 e 170 ug) e M. verticillata (100 e 200 pg). Foram utilizados os
antibidticos clindamicina (2 ug) para S. aureus, ciprofloxacino (5 ug) para P. aeruginosa, amoxicilina (20 ug)
para E.coli como controle positivo e agua estéril como controle negativo. As placas foram mantidas a 35°C,
overnight. Apos esse periodo foi realizada a medigao da zona de inibigdo com o auxilio de um paquimetro.
A média e o desvio padrdo foram calculados e as imagens foram processadas utilizando o software

ImageJ/FIJI. Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata sob condi¢cdes estéreis.
Resultados e Discussao

As quatro espécies de plantas medicinais utilizadas nesse estudo P. barbatus, M. chamomilla, L. alba e M.
verticillata (FIGURA 1), foram selecionadas devido as suas propriedades farmacolégicas conhecidas, uso

como fitoterapicos e sobretudo relacionadas as atividades antimicrobianas descritas na literatural®-221,

Na literatura cientifica ha diversos estudos acerca da extragdo e obtengdo de compostos do metabolismo
secundario de plantas medicinais como os flavonoides, terpenoides, 6leos essenciais entre outros, porém

a exploragdo dos peptideos antimicrobianos nestas plantas ainda aparece em menor nimerol23,
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FIGURA 1: Espécies de plantas medicinais utilizadas no estudo, P. barbatus (A), M. chamomilla (B), L. alba (C) e M.
verticillata (D). As folhas foram utilizadas como fonte de peptideos.

A B C D

Fonte: proprio autor

O método de extragdo utilizado neste estudo permitiu a obtengdo de um rendimento proteico satisfatério
para EB em todas as espécies de plantas medicinais utilizadas, com média de 3,5 pg.uL™"' (FIGURA 2).
Habiba et al.24 realizaram uma comparagéo de duas distintas metodologias com a utilizagéo de diferentes
tampdes na extragéo proteica, Tris-HCIl e PBS (Tampao fosfato-salino), para quatro plantas medicinais. Eles
verificaram um rendimento proteico em média de 3,4 ug.uL™! para o tamp&o Tris-HCI, e 1 ug.uL™" para o
PBS, corroborando os resultados obtidos neste estudo para o primeiro tamp&o. Além da determinagao da
concentragéo proteica total, as amostras foram ultrafiltradas em fragbes peptidicas entre 3 e 10 kDa,
resultando em concentragéo peptidica em média de 2,8 de ug.uL™" para EPpep (FIGURA 2).

FIGURA 2: Determinacéo da concentracéo proteica em ug.uL™" dos extratos brutos (EB) e extratos peptidicos (EPep)
das plantas medicinais. As amostras foram quantificadas (Azgo) em triplicata e o desvio padréo calculado.
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Os peptideos com atividades antimicrobianas s&o investigados em diversas plantas e muitos ja apresentam
estudos in vivo e testes em fases clinicas promissores/2>28l, Essa exploragdo dos peptideos obtidos de
plantas medicinais € um avango cientifico, visto que essas plantas que ja apresentam propriedades
farmacoldgicas comprovadas, sdo utilizadas por décadas pela medicina tradicional e o seu uso é bem aceito
globalmente. Apesar disso, existem poucas evidéncias sobre a eficacia dos peptideos nessas espécies e
seu potencial biotecnolégico. Tal potencial merece destaque, pois estas moléculas sdo resistentes a
desnaturacdo em temperaturas elevadas e variagbes de pH, e apresentam ligagbes dissulfeto que
estabilizam a molécula. Outro aspecto é o seu modo de agao antimicrobiano que ocorre pela interagdo com
alvos especificos na membrana celular dos microrganismos, e estudos tém demonstrado que as bactérias

ndo apresentam resisténcia aos AMPs,

As fragdes peptidicas de P. barbatus, M. chamomilla, L. alba e M. verticillata foram testadas contra trés
bactérias de interesse clinico S. aureus, P. aeruginosa e E.coli. Um estudo recente indicou que em 2019
mais de 50% das mortes por infecgbes bacterianas foram ocasionadas por cinco bactérias?d e as trés

empregadas nesse estudo estéo entre elas.

E possivel observar atividade antimicrobiana de EPep de M. chamomilla e L. alba contra as trés bactérias

testadas, com excecgao para a concentragdo de 170 ug do EPep de L. alba para E. coli (TABELA 1).

TABELA 1: Medida do diametro (mm) dos halos de inibigdo dos microrganismos utilizando os extratos peptidicos (EPep)
das plantas medicinais em diferentes concentragdes.

Microrganismos
Amostras
S. aureus P. aeruginosa E. coli
C- - - -

C+ 48,12 + 3,56 43,30 + 1,30 19,34 £ 0,87

P. barbatus’ 00,0 00,0 0+0,0

P. barbatus? 00,0 00,0 0+0,0
M. chamomilla® 23,43 £ 0,00 30,0 £5,71 25,58 + 1,00
M. chamomilla* 21,73+ 3,24 25,7+1,70 22,86 + 1,78
L. alba® 21,72 + 3,08 25,3+1,50 19,58 + 1,65

L. alba® 19,36 + 1,31 21,6 £3,90 0+0,0

M. verticillata® 00,0 00,0 0+0,0

M. verticillata* 00,0 00,0 0+0,0

Fonte: préprio autor

Legenda: C-: controle negativo: agua estéril; C+: controle positivo: antibiotico. Concentragdo do EPep: ': 35ug, 2 70 ug,
3:100 pg, % 200 ug, °: 85 ug, &: 170 ug. Os resultados foram expressos como Média + Desvio Padréo, n=3.

Para o patégeno S. aureus, causador de infecgdes em tecidos moles, e que representa a principal causa
de morte por infec¢do bacteriana no mundo, o EPep de M. chamomilla (100 e 200 ug) e L. alba (85 e 175
ug) induziram a formagéo de zonas de inibicdo superiores a 40% em comparag@o com os halos obtidos
pelo antibidtico de referéncia (100%). No caso de P. aeruginosa, patdgeno persistente no trato respiratorio
especialmente em pacientes imunocomprometidos, ambos os EPep mostraram zonas de inibicdo

superiores a 50% em relagéo ao antibiotico controle. Para E. coli, agente causador de infecgdes graves, os
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Antibiético

M. chamomilla3

M. chamomilla4

L. albab

L. albab

100 Antibiético 100

1a Bezerra et al.
49 M. chamomilla3 69
45 M. chamomilla4 59
45 il L albas 59 itrole com o antibiético
el imento convencional.
40 L. alba6 50
U T - ¢ (01 1 ( =) W - W =N e0)/ M (63 Wo o]
extratos pept|d|cos das plantas medlcmals em comparagao aos dos antibiéticos. Assumiu-se o valor de 100% para os
halos ) peptidico: 3: 100 pg, 4: 200 pg, 5: 85 pg, 6: 170 pg.
Antibiético 100 A B
M. chamomilla3 132
M. chamomilla4 118
L. albab 101
C

Fonte: préprio autor

Pode-se avaliar essas porcentagens de inibicdo com valores promissores no uso de moléculas naturais em
substituicdo ou em sinergismo ao uso dos antibiéticos convencionais. Alguns estudos demonstram que o
uso em sinergismo dos AMPs pode potencializar a agdo dos antibidticos, aumentar a permeabilidade de
membrana, inibir o desenvolvimento de resisténcia e interromper a formagao de biofilmes28l. O emprego de
peptideos derivados de plantas medicinais pode oferecer multiplos beneficios para a saide humana.
Adicionalmente, esses peptideos podem ser explorados biotecnologicamente em diversas areas, como na
agricultura sustentavel, atuando contra fitopatdgenos relevantes e possibilitando o desenvolvimento de
produtos que reduzam o uso excessivo de agrotéxicos e contribuindo assim a preservagcdo ambiental.
Estudos recentes tém sido conduzidos visando essa abordagem biotecnoldgica, ampliando o conhecimento

sobre suas aplicagdes e eficacial2d,

Conclusao

As espécies de plantas medicinais P. barbatus, M. chamomilla, L. alba e M. verticillata apresentaram fragbes
foliares enriquecidas em peptideos com massa molecular entre 3 e 10 kDa. Essas fragdes demonstraram
potencial promissor para aplicagdes biotecnoldgicas, com destaque para M. chamomilla e L. alba que
exibiram atividade antimicrobiana significativa contra trés patégenos humanos relevantes: S. aureus, P.

aeruginosa e E. coli. Estudos subsequentes serdo conduzidos visando a purificagdo e caracterizagéo
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desses peptideos por espectrometria de massa acoplada a cromatografia liquida, objetivando explorar seu

potencial bioativo.
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