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(57) Resumo: PEPTIDEOS LINEARES ANTIMICROBIANOS, SEU
USO, COMPOSIGAO FITOSSANITARIA E METODO PARA
PREVENIR E TRATAR INFECCOES E DOENGAS DE PLANTAS
CAUSADAS POR BACTERIAS, que apresentam atividade
antimicrobiana. Os ditos peptideos sdo compostos por 11 aminoacidos
e tém o grupo amina do aminoacido, que constitui a extremidade N-
terminal, sem derivar ou é funcionalizado com o grupo acetila, p-
toluenossulfonila, benzila ou benzoila. O aminoacido que constitui a
extremidade C-terminal dos ditos peptideos tem a forma de
carboxamida. A presente invengao descreve a sintese e a utilizagao
dos ditos peptideos lineares como agentes antimicrobianos contra
bactérias patogénicas para plantas. Também se refere a composi¢des
que compreendem os ditos peptideos lineares e um agente auxiliar,
bem como a um método para prevenir e tratar infecgdes e doengas de
plantas causadas por bactérias patogénicas.
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“PEPTIDEOS LINEARES ANTIMICROBIANOS, SEU USO, COMPOSIGAO
FITOSSANITARIA E METODO PARA PREVENIR E TRATAR INFECCOES E
DOENGAS DE PLANTAS CAUSADAS POR BACTERIAS”

Campo Técnico

Trata-se a presente invencao de peptideos lineares, que
apresentam propriedades antimicrobianas, séo particularmente eficazes contra
bactérias patogénicas das plantas e podem ser utilizados em composigoes
fitossanitarias.

Fundamentos da Invencao

_ As bactérias fitopatogénicas sdo responsaveis por perdas
de grande importancia econémica na produgao vegetal. Entre elas, destacam-se,
por exemplo, as bacterioses causadas pelas bactérias Erwinia amylovora,
Pseudomonas syringae e Xanthomonas vesicatoria.

Atuaimente, na Europa, apenas alguns produtos sao
autorizados para a protecdo de plantas contra doengas bacterianas, que sao
baseados principalmente em derivados cupricos, com uma eficacia de controle
insuficiente.

Os antibidticos, como, por exemplo, casugamicina ou
estreptomicina, que até poucos anos atras eram autorizados em alguns paises,
ndo sao atualmente autorizados na Europa. Os antibidticos estreptomicina e
tetraciclina estao autorizados em alguns paises, como, nos Estados Unidos, mas
em muitos casos, tem sido destaque o surgimento de linhagens do agente
patogénico resistentes, tornando, portanto, sua utilizag&o ineficaz, ou podem
representar um risco de transferéncia da dita resisténcia a outras bactérias
patogénicas. No caso de infecgdes fungicas provocadas por fungos
fitopatogénicos, embora existam substancias ativas disponiveis, & necessario que
haja novos fungicidas de forma continua, em parte, devido ao surgimento de
resisténcias, com certa freqiéncia.

Além disso, muitos dos compostos antibacterianos
conhecidos mais eficazes apresentam uma persisténcia no meio ambiente, o que

nao € desejavel.
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Nos ultimos anos, intensificou-se o desenvolvimento de
novos tipos de antibidticos, que podem evitar a resisténcia das bactérias. Entre
estes antibioticos, destacam-se os compostos isolados da prdpria natureza, como,
por exemplo, os peptideos, que estdo presentes em plantas e animais, e alguns
deles apresentam propriedades antimicrobianas.

As cecropinas sdo peptideos antimicrobianos presentes
na hemolinfa do bicho-da-seda Hyalophora Cecropia, em resposta a uma infecgéo
bacteriana. Em particular, a cecropina A € um peptideo linear composto de 37
aminoacidos, que apresenta uma potente atividade litica contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. No entanto, existe certa relutancia quanto ao seu
emprego em aplicagdes fitossanitarias, devido ao seu elevado custo de produgao,
tendo uma extensdo consideravel e baixa estabilidade contra degradagdo por
protease.

Em Ali e outros, Mol. Plant-Microbe Interact., 2000, 13,
847-859, descreve-se um peptideo ativo contra algumas bactérias patogénicas
das plantas, como Erwinia carotovora subsp. carotovora e Erwinia carotovora
subsp. atroseptica. Trata-se de um undecapeptideo preparado pela primeira vez
por Cavallarin e outros, Mol. Plant-Microbe Interact.,, 1998, 11, 218-227, que é
formado pela sequéncia de aminoacidos Trp-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-
Val-Leu, e que o aminoacido da extremidade C-terminal apresenta um grupo
carboxamida. O dito peptideo € um peptideo hibrido formado por fragmentos dos
peptideos de origem natural cecropina A e melitina. Especificamente, o dito
peptideo é constituido pelos aminoacidos 2-8 de cecropina A e 6-9 de melitina.

' Nao ha descricdo da aplicagdo do dito undecapeptideo
contra outras bactérias fitopatogénicas, como, por exemplo, Erwinia amylovora,
Xanthomonas vesicatoria € Pseudomonas Ssyringae, que sao particularmente
importantes porque afetam plantas que sado de grande importancia econdmica, e
contra as quais até agora os métodos utilizados para combaté-las ndo sao muito

eficazes.
Conseqlentemente, ainda ha a necessidade de novos

compostos antimicrobianos, que apresentem uma boa eficacia contra bacterias
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patogénicas das plantas, em particular, contra as bactérias Erwinia amylovora,
Xanthomonas vesicatoria, ou Pseudomonas syringae.

Objetos da Invencéao

Os autores da presente invengdo desenvolveram novos
peptideos que sao faceis de preparar e apresentam alto indice de eficacia para
inibir o crescimento de bactérias patogénicas das plantas, aléem de apresentarem
baixa citotoxicidade nas células eucariotas e uma boa estabilidade a degradagao

por protease.
O objeto da presente invengao consiste em apresentar
peptideos lineares que apresentem propriedades antimicrobianas. |
Faz parte dd objeto da presente invengao, o uso dos ditos
peptideos como agentes antimicrobianos.
Outro objeto da presente invengdo consiste em
apresentar uma composigao fitossanitaria que compreende os peptideos da

presente inven¢ao e um agente auxiliar.
Outro objeto da presente invengcdo consiste em

apresentar um método para prevenir e tratar infeccdes e doengas das plantas

causadas por bactérias.
Sumario da Invencao

Peptideos

O objeto da presente invengdo consiste em apresentar
peptideos lineares que correspondem a formula geral (1):

X1-Xa-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Xs-Leu-NH (1)

sendo que:

X; & hidrogénio, acetila, p-toluenossulfonila, benzila ou
benzoila;

X2 é Lys, Tyr, Leu, Phe ou Trp, €;

X3 é Lys, Tyr, Val, Phe ou Trp,
com a condicdo de que o peptideo em que X, & hidrogénio, X; é Trp e X3 € Val
seja expressamente excluido da presente invengao.

Na férmula geral, quando X; €& hidrogénio, ele &

representado como H, o grupo acetila é representado como Ac, o grupo p-
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toluenossulfonila é representado como Ts, o grupo benzila é representado como
Bn e o grupo benzoila e representado como Bz.
As abreviaturas utilizadas para os aminoacidos no presente relatério descritivo
estdo de acordo com a Normativa da Comissao para a Nomenclatura Bioquimica
da IUPAC-IUB, conforme descrito no livro Biochemical Nomenclature and Related
Documents, 2 2 edicdo, Portland Press, 1992, Londres [ISBN 1-85578-005-4].
Desta forma, Leu & L-leucina, Lys significa L-lisina, lle é L-isoleucina, Phe € L-
fenilalanina, L-tirosina é Tyr, Trp é L-triptofano e Val é L-valina.

De acordo com a dita normativa, os peptideos sao
representados pelas abreviaturas dos aminoacidos que os compdem unidos por
hifens, que representam as ligagdes peptidicas. Assim, por exemplo, o peptideo
denominado glicilglicilglicina €& simbolizado como Gly-Gly-Gly. Isto exige a
alteracdo do simbolo Gly para glicina, HoN-CH2-COOH, de trés diferentes
maneiras:

(i) "Gly-" significa HoN-CH,-CO-

(i) "Gly-" significa HN-CH,-CO-, e

(iii) "-Gly" significa HN-CH-COOH

Portanto, quando o hifen for colocado a direita do
simbolo, como no caso (i), indica que foi eliminado o grupo OH do grupo
carboxilico do aminoacido; quando o hifen for colocado a esquerda do simbolo,
como no caso (iii), indica que foi eliminado um atomo de hidrogénio do grupo
amina do aminoacido; no caso (ii), ambas as alteragbes foram aplicadas ao
mesmo simbolo.

O aminoécido Gly- constitui a extremidade N-terminal do
peptideo e o aminoacido -Gly constitui a extremidade C-terminal do peptideo.

Como se pode observar na formula geral (l), todos os
peptideos da presente invengao tém o aminoéacido Leu da extremidade C-terminal
sob a forma de carboxamida, representado como  -Leu-NHy.
O aminoacido que constitui a extremidade N-terminal dos peptideos da presente
invengdo pode manter seu grupo amina sem derivar, ou entdo ele mesmo pode
ser funcionalizado com um grupo acetila, p-toluenossulfonila, benzoila ou benzila,

conforme expresso na formula geral (1).
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Quando o grupo amina nédo é derivado, isto &, quando X,
& hidrogénio, no presente relatorio, considera-se que o simbolo H-X- €
equivalente ao simbolo X-, que é a forma adotada pela Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), no caso (i) ja mencionado.

As estruturas do peptideo da presente invengdo sé&o
definidas de acordo com a férmula geral (l).

Outra maneira de definir a estrutura dos peptideos da
presente invencdo consiste em utilizar as sequéncias de aminoacidos
SEQ_ID_NO: 1 a SEQ_ID_NO: 25, e também especificando a funcionalidade que
representam na extremidade N-terminal e na extremidade C-terminal dos
peptideos. Como indicado acima, todos os peptideos da presente invengao tém o
aminoacido que forma a extremidade C-terminal sob a forma de carboxamida.

As seqiiéncias mencionadas apresentam os aminodacidos

que sao apresentados na Tabela I

TABELA |
SEQ_ID_NO:
Estrutura
1 Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys-
Leu
2 Tyr-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys-
Leu
3 Leu-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys-
Leu
4 Phe-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys-
Leu
5 Trp-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys-
Leu
6 Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-
Leu
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7 Tyr-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-
Leu
8 Leu-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-
Leu
9 Phe-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-
Leu
10 Trp-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-
Leu
1 Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Val-
Leu
12 Tyr-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Val-
Leu
13 Leu-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Val-
Leu
14 Phe-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Val-
Leu
15 Trp-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Val-
Leu
16 Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Phe-
Leu
17 Tyr-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Phe-
Leu
18 Leu-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Phe-
Leu
19 Phe-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-

Phe-Leu
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20 Trp-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Phe-
Leu

21 Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Trp-
Leu

22 Tyr-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Trp-
Leu

23 Leu-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Trp-
Leu

24 Phe-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Trp-
Leu

25 Trp-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Trp-
Leu

A sequéncia denominada SEQ_ID_NO:15 corresponde a
seqiiéncia do peptideo descrito por Cavallarin e outros, Mol. Plant-Microbe
Interact., 1998, 11, 218-227, cujo derivado carboxamida na extremidade C-
terminal da sequiéncia encontra-se expressamente excluido da presente invengao.

Entre os peptideos da presente invengdo considerados
preferidos, encontram-se os peptideos definidos pelas seqiéncias SEQ-ID_NO: 1
a SEQ_ID_NO: 14, e SEQ_ID_NO: 16 a SEQ_ID_NO: 25, e tém o aminoacido da
extremidade C-terminal sob a forma do grupo carboxamida.

Dentro deste grupo, sdo especialmente preferidos os
peptideos definidos pelas sequéncias SEQ_ID_NO: 6 a SEQ_ID_NO: 11,
SEQ_ID_NO: 13, SEQ_ID_NO: 16, SEQ_ID_NO: 18 a SEQ_ID_NO: 22, e
SEQ_ID_NO: 25, e tém o aminoacido da extremidade C -terminal na forma de
grupo carboxamida.

Particularmente preferidos sdo os peptideos definidos
pelas seqiéncias SEQ_ID_NO: 6 e SEQ_ID_NO: 16, e tém o aminoacido da
extremidade C-terminal na forma de grupo carboxamida. O ultimo destes dois

peptideos preferidos tem a seguinte estrutura: H-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-
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Leu-Lys-Phe-Leu-NH,, correspondente a férmula geral (1), sendo que X, é H, X;¢é
Lys e X3 € Phe.

Também sao preferidos os peptideos definidos pelas
seqiiéncias SEQ_ID_NO: 1 a SEQ_ID_NO: 25, e que tém o aminoacido da
extremidade N-terminal funcionalizado com o grupo acetila e o aminoacido da
extremidade C-terminal na forma do grupo carboxamida.

Dentro deste grupo, o peptideo especialmente preferido
o peptideo definido pela sequéncia SEQ_ID_NO: 16, que tem o aminoacido da
extremidade N-terminal funcionalizado com o grupo acetila e o aminoacido da
extremidade C-terminal na forma do grupo carboxamida. O dito peptideo tem a
estrutura Ac-Lys-Lys-Leu-Lys-Phe-lle-Lys-Leu-Lys-Phe-Leu-NH>, correspondente
a férmula geral (1), sendo que X, € acetila (Ac), X2 € Lys e X3 € Phe.

Também s&o preferidos os peptideos definidos pelas
sequéncias SEQ_ID NO: 1 a SEQ_ID_NO: 25, e que tém o aminoacido da
extremidade N-terminal funcionalizado com o grupo p-toluenossulfonila, e o
aminoacido da extremidade C-terminal na forma do grupo carboxamida.

Dentro deste grupo, os peptideos especialmente
preferidos sdo os peptideos definidos pelas sequéncias SEQ_ID_NO: 1,6, 11 e
16, e tém o aminoacido da extremidade N-terminal funcionalizado com o grupo p-
toluenossulfonila e o aminoacido da extremidade C-terminal na forma do grupo
carboxamida.

O peptideo mais preferido é definido pela sequéncia
SEQ_ID_NO:1 e que tem o aminoacido da extremidade N-terminal funcionalizado
com o grupo p-toluenossulfonila e o aminoacido da extremidade C-terminal na
forma do grupo carboxamida. Este peptideo tem a estrutura Ts-Lys-Lys-Leu-Phe-
Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys-Leu-NH;, correspondente a formula geral (I), sendo que
X; & p-toluenossulfonila (Ts), X2 € Lys e X3 € Lys.

Também séo preferidos os peptideos definidos pelas
seqiléncias de aminoacido SEQ_ID_NO: 1 a SEQ_ID_NO: 25, e que tém o
aminoacido da extremidade N-terminal funcionalizado com o grupo benzila e o

aminoacido da extremidade C-terminal na forma do grupo carboxamida.
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Dentro deste grupo, o peptideo especialmente preferido
o peptideo definido pela seqiiéncia SEQ_ID_NO: 15, e que tem o aminoacido da
extremidade N-terminal funcionalizado com o grupo benzila e o aminoacido da
extremidade C-terminal na forma de grupo carboxamida. Este peptideo tem a
estrutura Bn-Trp-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Val-Leu-NH,, correspondente a
formula geral (1), sendo que X4 € benzila (Bn), X2 € Trp e X3 € Val.

Também sao preferidos os peptideos definidos pelas
sequéncias de aminoacidos SEQ_ID_NO: 1 a SEQ_ID_NO: 25, e que tém o
aminoacido da extremidade N-terminal funcionalizado com o grupo benzoila e o
aminoacido da extremidade C-terminal na forma do grupo carboxamida.

Dentro deste grupo, os peptideos especiaimente
preferidos sdo os peptideos definidos pelas seqiiéncias SEQ_ID_NO: 1 e a
SEQ_ID_NO:11, e que tém o aminoacido da extremidade N-terminal
funcionalizado com o grupo benzoila e o aminoacido da extremidade C-terminal
na forma do grupo carboxamida. O mais preferido dentre estes peptideos € o
primeiro peptideo, que tem a estrutura Bz-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-
Lys-Leu-NH,, correspondente & formula geral (1), sendo que X, & benzoila (Bz), X2
€ Lyse X;éLlys.

Os peptideos descritos na presente invengao sao
formados por 11 aminoacidos, o que os tornam apropriados para serem
preparados por meio do uso dos procedimentos habituais de sintese de peptideos
em fase solida, descritos por R.B. Merrifield, J. Am.Chem.Soc., 1963, 85, 2149-
2154,

Entre eles, pode-se mencionar o peptideo que emprega,
como suporte soélido, a resina 4-metilbencidrilamino (MBHA) funcionalizada com
grupos amina. Sobre o dito suporte sélido, foram realizadas sucessivas reagoes
de acoplamento entre os diferentes aminoacidos que compdem o peptideo.

Este procedimento ¢é bastante conhecido pelos
especialistas na técnica e € descrito, por exemplo, por Sakata, F. Albericio Eds.,
Solid-Phase Synthesis. Um guia pratico, Marcel Dekker, New York, 2000 [ISBN: 0-
8247-0359-6], ou K. Burgess Eds., Solid-Phase Organic Synthesis, Wiley, John &
Sons, Nova lorque, 1999 [ISBN: 0471318256].
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Quando se emprega a resina MBHA como suporte liquido,
normalmente se incorpora a dita resina um espagador bifuncional sensivel ao
meio acido, que permite o desencaixe sob condi¢gdes suaves do peptideo, uma
vez sintetizado. Por exemplo, um espacgador bifuncional apropriado € o Fmoc-
Rink-Linker (CAS: 145469-56-3) comercializado pela empresa Senn Chemicals
(Suica).

O dito espagador, uma vez unido através de seu grupo
carboxilico ao grupo amina da resina MBHA e removido o grupo Fmoc protetor,
apresenta um grupo amina livre, que permite o encaixe de um aminoacido, que
tem um grupo carboxilico livre.

No mercado, pode-se adquirir a resina Fmoc-Rink-MBHA
junto @ empresa Senn Chemicals, que ja tem o espagador acima incluido na
mesma.

Um procedimento para a preparagao dos peptideos da
presente invengao pode ser, por exemplo, conforme descrigao abaixo.

O dito procedimento utiliza a quimica do grupo Fmoc (9-
fluorenilmetoxicarbonila) como o protetor do grupo a-amina dos aminoacidos que
sao utilizados para preparar os peptideos da presente invengao.

Para a prote¢do da cadeia lateral da lisina (Lys) e do
triptofano (Trp), foi utilizado o grupo terc-butiloxicarbonila (Boc). Para a protecao
da cadeia lateral da tirosina (Tyr), foi utilizado o grupo terc-butila (t-Bu).

Na primeira etapa, realiza-se a eliminagdo do grupo
protetor Fmoc, presente no grupo amina do espagador bifuncional. Depois disso,
ocorre o encaixe do aminoacido leucina, que também tem o grupo a-amina
protegido pelo grupo Fmoc.

Antes de fazer o novo acoplamento, elimina-se o grupo
protetor Fmoc da leucina encaixada na resina.

O ciclo de acoplamento-desprotecédo € repetido até
completar a estrutura do peptideo.

A incorporacéo dos ultimos dois aminoacidos do peptideo

¢ feita normalmente por meio de 2 ou 3 acoplamentos sucessivos, para completar
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a reacado de acoplamento do aminoacido com o peptideo encaixado sobre a
resina.

A separagdo do peptideo do suporte sélido é feita sob
condi¢des acidas, ao mesmo tempo em que se eliminam os grupos protetores das
cadeias laterais dos aminoacidos que compdem o peptideo.

Apo6s um processo convencional de isolamento, os
peptideos da presente invengao sdo obtidos com boa pureza, geralmente acima
de 90%, determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), sob a
forma de solidos cobertos por pd, e sdo caracterizados por espectrometria de
massa (ESI-MS).

Surpreendentemente, verificou-se que os peptideos da
presente invengdo apresentam uma atividade antimicrobiana, que ¢
particularmente eficaz contra microorganismos patogénicos das plantas, como,
por exemplo, as bactérias patogénicas Erwinia amylovora, Xanthomonas
vesicatoria e Pseudomonas syringae.

Faz parte do objeto da presente invengdo o uso dos
peptideos da presente invengdo, para a preparagdo de uma COmMPOSi¢ao
antimicrobiana.

De preferéncia, os peptideos da presente invengao séo
utilizados como agentes antimicrobianos contra bactérias patogénicas das
plantas.

De preferéncia, as bactérias fitopatogénicas sao
selecionadas do grupo que consiste em Erwinia amylovora, Xanthomonas
vesicatoria, e Pseudomonas syringae.

Os peptideos da presente invengdo, que sao
considerados preferidos para uso como agentes antimicrobianos contra bactérias
patogénicas das plantas, sdo os peptideos preferidos mencionados
anteriormente.

As bactérias mencionadas sao indicadores apropriados
para determinar a atividade antimicrobiana de compostos que podem ser
empregados para combater infecgdes e doengas causadas por bactérias em

plantas.
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Erwinia amylovora é uma bactéria gram-negativa que
causa a doenga conhecida como fogo bacteriano, que afeta as plantas da familia
das rosaceas, incluindo arvores frutiferas de grande importancia econdmica,
como, por exemplo, maga e péra, e plantas ornamentais, como, por exemplo,
sorveira, espinheiro e montajeiro branco. Na Europa, Erwinia amylovora esta
catalogada como uma bactéria de quarentena na agricultura. O fogo bacteriano
pode afetar praticamente todos os 6rgaos da planta e, muitas vezes, implica na
morte das arvores ou dos arbustos doentes. Nao existem atualmente meétodos
eficazes para controlar o fogo bacteriano e é necessario combinar varias medidas
para eliminar ou reduzir o inoculo.

Xanthomonas vesicatoria € uma bactéria gram-negativa
que causa a doenga conhecida como mancha bacteriana em plantas pertencentes
a familia Solanaceae, que tém grande importancia econémica, como tomate e
pimentdo. Esta doenga afeta folhas, caules e frutos, fazendo com que a planta
murche ou morra.

Pseudomonas syringae € uma bactéria gram-negativa que
causa doencas conhecidas como necrose bacteriana em plantas de cultivo
horticolas e lenhosos, como frutas. A patogenicidade da Pseudomonas syringae
reside, em muitos casos, em sua atividade nucleadora de gelo (INA +) que
potencializa os danos por geada, e a produgdo de diversas fitotoxinas, como
siringomicinas.

De preferéncia, as plantas que podem ser tratadas com
os peptideos da presente invengdo sao selecionadas do grupo que consiste em
arvores frutiferas, plantas horticolas e plantas ornamentais.

Entre as arvores frutiferas, encontram-se as arvores de
frutas com semente (maca, péra), frutas com carogo (péssego, damasco, ameixa,
cereja) e bananeira.

Entre as plantas horticolas, encontram-se as solanaceas
(tomate, pimentao, batata) e cucurbitaceas (melao, melancia).
Exemplos de plantas ornamentais sdo sorveira, cravo, espinheiro e montajeiro
branco.

Composicdes Fitossanitarias
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Um objeto da presente invencao consiste em apresentar
uma composicao fitossanitaria que compreende:

- um peptideo linear que corresponde a formula geral (1):

X1-Xo-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Xs-Leu-NH; (1)
sendo que:

X, é hidrogénio, acetila, p-toluenossulfonila, benzila ou
benzoila;

X, é Lys, Tyr, Leu, Phe ou Trp, €;

X3 é Lys, Tyr, Val, Phe ou Trp,
com a condicdo de que o peptideo em que X; é hidrogénio, X; € Trp e X3 € Val
seja expressamente excluido, e

- um agente auxiliar.

Entre os peptideos da presente inven¢do considerados
preferidos para fazer parte das ditas composi¢ées fitossanitarias, destacam-se os
peptideos mencionados como preferidos, na seg&o anterior denominada
Peptideos.

As composicdes fitossanitarias da presente invengao
apresentam boas propriedades antimicrobianas contra bactérias patogénicas das
plantas.

Normalmente, nas composigdes  antimicrobianas,
combinam-se varios principios ativos para a obten¢do de maior eficacia ou um
espectro mais amplo de acdo. Neste caso, as composi¢des fitossanitarias da
presente invengdo também podem incluir outros agentes antibacterianos para
obter maior eficacia antimicrobiana, como, por exemplo, a combinagdo de
diversos peptideos da presente invengdo, ou sua combinagdo com outras
substancias ativas diferentes.

Os peptideos da presente invengdo tambéem podem ser
combinados com agentes antifingicos e, consequentemente, podem apresentar
uma agao antimicrobiana mais ampla.

A quantidade de peptideos que faz parte da composigao
fitossanitaria pode variar de acordo com diversos fatores, como, por exemplo, o

tipo de planta, a concentragao das bactérias patogénicas na planta, a extensao da
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doenca e assim por diante. A concentragdo efetiva do peptideo pode ser
determinada e facilmente adaptada por meio de métodos conhecidos pelos
especialistas na técnica. Normalmente, a concentragéo efetiva do peptideo varia
entre 0,01 e 0,5 g/I.

O agente auxiliar que acompanha os peptideos da
presente invengdo nas ditas composi¢des fitossanitarias podem ter varias
fungdes, como, por exemplo, facilitar a dosagem dos peptideos, fornecer um
produto facilmente manipuldvel, melhorar a molhagem das plantas com a
composicao fitossanitaria, entre outras.

O dito agente auxiliar pode ser selecionado do grupo que
consiste em: dissolventes, diluentes, cargas inertes, agentes tensoativos, agentes
hidratantes, agentes tampao, agentes dispersantes, agentes antiaglomerantes,
agentes lubrificantes, filtros de radiagdo ultravioleta e/ou suas misturas.

De preferéncia, o agente auxiliar & selecionado do grupo
que consiste em dissolventes, agentes tensoativos, agentes tampéo, filtros de
radiagao ultravioleta e/ou suas misturas.

De preferéncia, o solvente € agua.

As composi¢des podem ser na forma liquida ou na forma
sélida. Por exemplo, no caso de formulagdes liquidas, a composigao da presente
invencdo pode ser na forma de uma composi¢éo diluida pronta para ser utilizada
ou sob a forma de uma composigao concentrada, que exige diluigdo antes de ser
utilizada, normalmente com agua.

No caso das composi¢gdes liquidas aquosas, a presenga
de agentes tensoativos hidratantes facilita a molhagem das plantas quando s&o
pulverizadas com a dita composigao.

Uma vantagem dos peptideos da presente invengéo € que
eles podem ser facilmente dissolvidos em &agua e, em geral, podem ser
formulados como solugdes aquosas, sem a necessidade de utilizar dissolventes
organicos adicionais.

As composi¢cdes na forma sélida podem ser na forma de
granulos ou em po, sendo que os peptideos da presente invengao sdo misturados

com cargas inertes finamente divididas, como, por exemplo, caulim, terras
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diatomaceas, dolomita, carbonato de caicio ou talco. Os peptideos da presente
invencdo também podem apresentar-se na forma de pé ou de granulos
dispersiveis, que compreendem um agente umectante para facilitar a dispersao
dos mesmos no liquido.

Um objeto da presente invengdo consiste em apresentar
um método de prevencdo e tratamento de infecgdes e doengas de plantas
causadas por bactérias, que compreende a colocagdo das plantas em contato
com uma composicao fitossanitaria, que inclui os peptideos da presente invengao.

No método da presente invengdo, a composicao
fitossanitaria pode ser aplicada preventivamente as plantas, para evitar o
aparecimento de infecgdes e doengas causadas por bactérias. O tratamento
preventivo & baseado nos peptideos da presente invengdo, que inibem o
crescimento de bactérias patogénicas nas plantas.

No método da presente invengdo, a COMPOSIGao
fitossanitaria também pode ser utilizada para tratar as ditas infecgbes e doengas,
uma vez que sua presenca tenha sido detectada nas plantas, uma vez que os
peptideos da presente invengado inibem o crescimento das bactérias causadoras
das ditas infec¢des e doengas.

No presente relatorio descritivo, o termo “infec¢éo” refere-
se a invasao e destruicdo de um o6rgéo, por exemplo, folhas, flores ou frutas, por
parte dos microrganismos patogénicos. Conseguentemente, trata-se de um
processo localizado. Em contraste, o termo “doenga” refere-se a um processo que
afeta a planta, levando a sintomas.

De preferéncia, o método da presente invengéo é utilizado
para prevenir e tratar infecgdes e doengas causadas por bacterias patogénicas de
plantas selecionadas do grupo que consiste em Erwinia amylovora, Xanthomonas
vesicatoria, e Pseudomonas syringae.

De preferéncia, as plantas que podem ser tratadas com
os peptideos da presente invengdo sao selecionadas do grupo que consiste em
arvores frutiferas, plantas horticolas e plantas ornamentais.

No método da presente invengdo, a composi¢ao pode ser

colocada em contato com as partes das plantas selecionadas do grupo que
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consiste em sementes, raizes, caules, folhas ou frutos, ou com o solo ou com
qualquer meio de crescimento em torno das raizes das plantas.

No método da presente invengdo, a composi¢ao
fitossanitaria pode ser colocada em contato com a planta por meio de qualquer
técnica convencional, entre as quais se destacam pulverizagdo, imersao ou
irrigagao.

Por exemplo, pode-se preparar uma dissolugdo aquosa
dos peptideos da presente invengdo e executar a pulverizagéo das partes da
planta afetadas ou que possam ser afetadas. Se for um fruto de uma arvore
frutifera, por exemplo, o tratamento também pode ser realizado por meio de
aspersao ou imersdo, antes de sua colheita ou pés-colheita.

O tratamento das raizes pode ser feito, por exemplo, por
meio do emprego de uma composi¢ao solida, na qual os peptideos se encontram
dispersos em uma carga inerte, ou por meio da pulverizagao da solugao aquosa
acima mencionada, ou através de sua aplicagao, por meio de irrigagao.

Ensaios bioldgicos

A atividade antimicrobiana dos peptideos da presente
invengdo contra bactérias patogénicas para plantas foi avaliada pela
determinacdo da concentragdo de peptideos minima necessaria para inibir o
crescimento dos microorganismos. Normalmente, a dita concentragéo € chamada
de concentragao inibitdéria minima (CIM).

Este tipo de teste € comum em microbiologia e € bastante
conhecido pelos especialistas na técnica. Uma descri¢do da metodologia utilizada
é encontrada, por exemplo, em MJPelczar Jr, ECSChan, NRKrieg, Microbiology:
Concepts and Applications. New York: McGraw-Hill, 1997.

Para avaliar o efeito antimicrobiano dos peptideos da
presente invengdo foram utilizadas as seguintes linhagens de bacterias
patogénicas: Erwinia amylovora PMV6076 (INRA, Angers, Franga), Xanthomonas
vesicatoria 2133-2 (IVIA, Valéncia, Espanha) e Pseudomonas syringae pv.
syringae EPS94 (INTEA, Universidade de Girona, Espanha).

Verificou-se que as composigdes que incluem o0s

peptideos da presente invengao dissolvidos em agua a concentragbes que variam
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entre 2,5 e 7,5 uM sao eficazes para inibir o crescimento de bacterias como
Erwinia amylovora, Xanthomonas vesicatoria elou Pseudomonas syringae.

Estes resultados demonstram a eficacia da atividade
antimicrobiana dos peptideos da presente invengdo, uma vez que, em Avrahami e
outros, Biochemistry, 2001, 40, 12591-12603, descreve-se que uma concentracao
inibitéria minima inferior a 50 yM é considerada significativa.

| Os peptideos da presente invengdo sdo mais efetivos
contra as ditas bactérias do que o peptideo descrito por Cavallarin e outros,
definido pelas sequencias SEQ_ID_NO: 15 e que tem a extremidade C-terminal
sob a forma do grupo carboxamida, pois este peptideo apresenta concentragoes
inibitorias minimas superiores a 7,5 uM, quando testado contra as bactérias
Erwinia amylovora, Xanthomonas vesicatoria, € Pseudomonas syringae.

A atividade hemolitica dos peptideos &€ um indicador da
toxicidade em células eucariotas e uma caracteristica que normalmente €&
determinada para aqueles compostos que podem entrar em contato com o corpo
humano. Este seria o caso se frutas ou vegetais tratados com os peptideos da
presente invencédo contivessem vestigios dos mesmos e fossem consumidos por
seres humanos, ou ao serem manipulados por operadores durante sua aplicagao
Oou preparagao.

A dita atividade hemolitica foi avaliada pela determinagéo
da liberagdo de hemoglobina, que ocorre quando uma solugdo dos ditos
peptideos é colocada em contato com uma solugéo tampao Tris com suspensoes
de eritrocitos a 5% em volume/volume provenientes de sangue humano fresco. O
resultado desta determinacéo é expresso como a percentagem de hemolise que
ocorre com uma concentragdo conhecida de peptideos. Uma descricao da
metodologia empregada para a determinagdo da atividade hemolitica esta em
Oren e outros, Biochemistry, 2000, 39, 6103-6114, e em Ragusa e outros, J. Am.
Chem. Soc., 2002, 124, 12774-12785.

Verificou-se que a grande maioria dos peptideos da
presente invengdo apresenta uma atividade hemolitica significativa a uma
concentracdo que varia entre dez e cem vezes superior a concentragao a qual

sa0 ativos para inibir o crescimento de bactérias patogénicas em plantas.
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A estabilidade dos peptideos a degradagéo por protease €
uma caracteristica que permite avaliar se os peptideos se encontram inalterados
ao redor da planta durante um tempo de vida meio razoavel. Os peptideos podem
ser degradados tanto por protease presente no tecido das plantas, como nos
microorganismos epifitos.

A estabilidade dos peptideos a degradacgao por protease
foi avaliada mediante o tratamento das solugbes dos peptideos em solugao
tampao Tris com Proteinase K (Sigma-Aldrich) e o monitoramento da sua
degradagdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em diferentes
intervalos de tempo. A degradacgéo é expressa como a porcentagem de peptideos
degradados ap6s um determinado intervalo de tempo calculado a partir da
diminuicdo da area do pico do peptideo nativo por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Uma descrigdo da metodologia empregada para a
determinacéo da estabilidade a protease estd em Rozek e outros, Biochemistry,
2003, 42, 14130-14138.

Verificou-se que alguns peptideos da presente invengao
sd0 mais estaveis a degradacgéo por protease do que o peptideo descrito por
Cavallarin e outros.

Por fim, com a finalidade de completar suficientemente a
descrigdo acima, sao apresentados os exemplos abaixo.

Exemplos

Nos exemplos abaixo, sdo empregadas as seguintes
abreviagdes: Ac: acetila; Ac,O: anidrido acético; Bn: benzila; Boc: terc-
butiloxicarbonila; t-Bu: terc-butila; Bz: benzoila; CIM: concentragéo inibitéria
minima; DIEA: N, N-diisopropiletilamina; DMF: N, N-dimetilformamida; EDTA:
acido etilenodiaminotetracético; ESI-MS: espectrometria de massas com
ionizacdo por eletronebulizagdo; Fmoc: 9-fluorenilmetoxicarbonila; HBTU:
Hexafluorofosfato de N-dxido de N-[(1H-benzotriazol-1-il) (dimetilamina) metileno]-
N-metilmetanaminio; HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia; LB: Luria
Bertanii: MBHA: 4-metilbenzidrilamina; NMP: N-metilpirrolidona; TFA: acido
trifluoroacético; TIS: Triisopropilsilano; TRIS: tris(hidroximetiljaminometano; Ts: p-

toluenossulfonila; TSB: caldo tripticase de soja; UV: ultravioleta.
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Os produtos Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-
Leu-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Tyr(tbu)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Val-OH, a
resina Fmoc-Rink-MBHA funcionalizada com grupos amina, e HBTU, foram
obtidos junto @ empresa Senn Chemicals. Os produtos cloreto de benzila, cloreto
de benzoila, acido trifluoroacético, N-metilpirrolidona e TIS foram obtidos junto a
empresa Aldrich. Os produtos cloreto de benzila, piperidina e DIEA foram obtidos
junto a empresa Fluka.

As seguintes informagdes sobre o procedimento para a
preparagao dos peptideos sao de carater geral:

- Foram utilizados aminoacidos que tém o grupo a-amina
protegido com o grupo Fmoc.

- Para a protegdo da cadeia lateral da lisina e do
triptofano, foi utilizado o grupo terc-butiloxicarbonila (Boc).

- Para a protegéo da cadeia lateral de tirosina, foi utilizado
o grupo terc-butila (t-Bu).

- As reagdes foram realizadas em seringas de 2 ou 5 mi,
que tinham incorporado um filtro microporoso de polipropileno.

- Todas as transformacgdes e lavagens foram realizadas a
25°C, salvo indicag&o contraria.

- A analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) foi realizada com um fluxo de 1,0 ml/min, por meio do uso de uma coluna
de etapa reversa Kromasil (4,6 x 40 mm, tamanho das particulas de 3,5 pum).
Foram empregados gradientes lineares com TFA aquoso a 0,1% e TFA em
acetonitrila a 0,1%, com uma proporg¢ao entre 0,98:0,02 e 0,98:0,1 e durante um
tempo de 7 minutos, com detecgéo ultravioleta a um comprimento de onda de 220
nm.

- Os espectros ESI-MS foram adquiridos por meio do uso
de um instrumento quadripolar Navigator; operando no modo positivo de ions
(ES+) com uma voltagem na amostra de 30 kV.

- Todas as relagbes entre os dissolventes sao

volume/volume, exceto quando ha outro tipo de proporgao.
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Exemplo 1 - Preparacao de H-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Val- Leu-NH;
(Formula geral (), sendo que X; & hidrogénio (H), X2 € Lys e X5 é
Val)

Em uma seringa de 2 ml de capacidade, equipada com
um filtro microporoso na parte inferior, foram colocados 30 mg de resina Fmoc-
Rink-MBHA com uma funcionalidade de 0,66 mmol/g, o equivalente a 19,8 umoles
de grupos amina, e a seringa foi cheia com dissolvente para inchar-lavar a resina
de acordo com a seguinte sequéncia: CH,Cl; (1 x 20 min) e DMF (1 x 20 min). A
expressao CH,Cl; (1 x 20 min) refere-se a uma lavagem de 20 minutos realizada
com cloreto de metileno. Apds cada etapa de lavagem, o solvente foi removido
com um filtro de vacuo multiplo (Vac Man Laboratory Vacuum Manifold da
Promega Distribuidora).

Depois de inchar-lavar a resina, a resina foi tratada com
uma mistura de piperidina e DMF (3:7, 1 x 2 x 1 min e 10 min) para remover o
grupo Fmoc presente no grupo amina do espagador bifuncional e depois foi
lavada com DMF (6 x 1 min).

Em seguida, a resina foi tratada com 21 mg de Fmoc-Leu-
OH (59 umoles), 22 mg de HBTU (59 pmoles) e 11 pl de DIEA (63 ymoles) em 0,1
m! de DMF. Depois de 4 horas, a resina foi lavada com DMF (6 x 1 min) e
verificou-se que o teste de ninidrina foi negativo (Kaiser e outros, Anal. Biochem.,
1970, 34, 595-598).

A eliminagdo do grupo Fmoc e as lavagens subsequentes
foram realizadas conforme descrigdo acima.

O ciclo de acoplamento-desprotecdo foi repetido para os
seguintes quatro aminoacidos protegidos com o grupo N°Fmoc: Fmoc-Val-OH,
Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Leu-OH e Fmoc-lle-OH. Em cada etapa foi feita a
lavagem com DMF (6 x 1 min).

A partir do quinto aminoacido incorporado, tanto a
eliminacdo do grupo Fmoc, os ciclos de acoplamento-desprotegdo, como as
lavagens correspondentes foram realizadas da mesma forma, nesses casos,
substituindo a DMF por NMP. Os Ultimos seis aminoacidos foram incorporados

protegidos com o grupo N°-Fmoc: Fmoc-Lys (Boc)-OH, Fmoc-Phe-OH e Fmoc-
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Leu-OH. Para a incorporagdo dos ultimos dois aminoacidos foram feitos de 2 a 3
acoplamentos sucessivos para obter um teste de ninidrina negativo.

Depois de eliminar o grupo Fmoc do dltimo aminoacido
acoplado, conforme descrigao acima, a resina foi lavada com NMP (6 x 1 min) e
CH,Cl> (6 x 1 min), e obteve-se o peptideo linear unido a resina, H-Lys-Lys-Leu-
Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Val-Leu-Rink-MBHA. Em seguida, separou-se o peptideo
da resina por meio de um tratamento com 1 ml de uma mistura de TFA, agua e
TIS (95:2,5:2,5) durante duas horas. Os filtrados foram coletados em um frasco
através de uma pressdo positiva de nitrogénio. A resina foi lavada com uma
mistura de TFA, agua e TIS (95:2,5:2,5, 2 x 0,5 ml). Os filtrados misturaram-se e
evaporaram quase a secura sob uma corrente de nitrogénio até a obtengao de um
6leo. Este odleo foi precipitado com éter dietilico, centrifugado e o éter foi
decantado. Este processo foi repetido 3 ou 4 vezes. Finaimente, o produto solido
obtido foi dissolvido em agua e foi liofilizado.

Obteve-se um solido coberto por pd, que tinha uma
pureza superior a 90% analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) (tempo de retengao: 4,39 minutos), e sua estrutura foi confirmada por
ESI-MS.

A sintese deste peptideo também foi efetuada a maior
escala por meio do uso de 200 mg da resina Fmoc-Rink-MBHA com uma
funcionalidade de 0,66 mmol/g, equivalente a 132 umoles do grupo amina, por
meio do uso do procedimento descrito neste Exemplo 1.

Exemplo 2 - Preparagdo de Ac-Lys-Lys-Leu-Lys Phe--lle-Lys-Leu-Lys-Val-Leu-
NH, (Férmula geral (1), sendo que X; é acetila (Ac), X2 é Lys e X3 é
Val)

A peptidil-resina H-Lys-Lys-Leu-Lys-Phe-lle-Lys-Leu-Lys-
Val-Leu-Rink-MBHA obtida no Exemplo 1 foi tratada com 0,2 ml de uma mistura
de anidrido acético (Ac;O ), piridina e CH,Cl> (1:1:1), a temperatura ambiente,
durante uma hora. Posteriormente, a resina foi lavada com CHCl (6 x 1 min).

Em seguida, o peptideo foi separado da resina e isolado,
de acordo com o procedimento descrito no Exemplo 1. A pureza do peptideo
obtido foi superior a 90%, determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
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(HPLC) (tempo de retengéo 4,59 minutos), e sua estrutura foi confirmada por ESI-

MS.

Exemplo 3 - Preparacao de Ts-Lys-Lys-Leu-Lys-Phe-lle-Lys-Leu-Lys-Val-Leu-NH
(férmula geral (1), sendo que X; & p-toluenossulfonila (Ts), X2 € Lys e
X3 é Val)

A peptidil-resina H-Lys-Lys-Leu-Lys-Phe-lle-Lys-Leu-Lys-
Val-Leu-Rink-MBHA obtida no Exemplo 1 foi tratada com cloreto de p-
toluenossulfonila (TsCl) (792 umoles) e DIEA (1,58 moles) em 0,2 ml de uma
mistura de CH,Cl, e NMP (9:1) a temperatura ambiente, durante uma hora.
Posteriormente, a resina foi lavada com NMP (6 x 1 min).

Em seguida, o peptideo foi separado da resina e isolado,
de acordo com o procedimento descrito no Exemplo 1. A pureza do peptideo
obtido foi superior a 90%, determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) (tempo de retencao 4,89 minutos), e sua estrutura foi confirmada por ESI-
MS.

Exemplo 4 - Preparacao de Bz-Lys-Lys-Leu-Lys-Phe-lle-Lys-Leu-Lys-Val-Leu-NH;
(Féormula geral (1), sendo que X, € benzoila (Bz), X2 € Lys e X3 & Val)

A peptidil-resina H-Lys-Lys-Leu-Lys-Phe-lle-Lys-Leu-Lys-
Val-Leu-Rink-MBHA obtida no Exemplo 1 foi tratada com cloreto de benzoila
(BzCl) (792 umoles) e DIEA (1,58 mmoles) em 0,2 ml de uma mistura de CH:Cl; e
NMP (9:1) a temperatura ambiente, durante uma hora. Posteriormente, a resina
foi lavada com NMP (6 x 1 min).

Em seguida, o peptideo foi separado da resina e isolado,
de acordo com o procedimento descrito no Exemplo 1. A pureza do peptideo
obtido foi superior a 90%, determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) (tempo de retencgéo 5,00 minutos), e sua estrutura foi confirmada por ESI-
MS.

Exemplo 5 - Preparagéo de Bn-Lys-Lys-Leu-Lys-Phe-lle-Lys-Leu-Lys-Val-Leu-NH;
((Formula geral (1), sendo que X4 &€ benzila (Bn), X2 € Lys e X; é Val)

A peptidil-resina H-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-

Val-Leu-Rink-MBHA obtida no Exemplo 1 foi tratada com brometo de benzila

(BnBr) (792 pmoles) e DIEA (1,58 mmoles) em 0,2 ml de uma mistura de CHxCl; e
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NMP (9:1) a temperatura ambiente, durante 48 horas. Posteriormente, a resina foi
lavada com NMP (6 x 1 min).

Em seguida, o peptideo foi separado da resina e isolado,
de acordo com o procedimento descrito no Exemplo 1. A pureza do peptideo
obtido foi superior a 90%, determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) (tempo de retengdo 4,73 minutos), e sua estrutura foi confirmada por ESI-
MS.

Exemplo 6 - Preparagao de uma quimioteca de peptideos lineares em fase sdlida

Foi projetada uma quimioteca para a obtengdo de 125
peptideos, que correspondem a férmula geral (I):

X1-Xz-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Xa-Leu-NH (1)
sendo que:

Xy € hidrogénio, acetila, p-toluenossulfonila, benzila ou
benzoila;

X2 € Lys, Tyr, Leu, Phe ou Trp, e;

X3 é Lys, Tyr, Val, Phe ou Trp,
com a condi¢cdo de que o peptideo em que X; € hidrogénio, X; € Trp e X; é Val
seja expressamente excluido dos peptideos da presente invengao.

Em cinco seringas de 5 ml de capacidade, devidamente
etiquetadas e equipadas com um filtro microporoso na parte inferior, foram
colocados 350 mg de resina Fmoc-Rink-MBHA com uma funcionalidade de 0,66
mmol/g, o equivalente a 231 umoles de grupos amina. As seringas foram cheias
com dissolvente para inchar-lavar a resina, de acordo com a seguinte sequéncia:
CHa,Cl, (1 x 20 min) e DMF (1 x 20 min). Apds cada etapa de lavagem, o solvente
foi removido com um filtro de vacuo multiplo (Vac Man Laboratory Vacuum
Manifold de Promega Distribuidora).

Depois de inchar-lavar as resinas, as resinas foram
tratadas com uma mistura de piperidina € DMF (3:7, 1 x 2 min e 1 x 10 min) para
remover o grupo Fmoc presente no grupo amina do espagador bifuncional e,
depois, foram lavadas com DMF (6 x 1 min).

Em seguida, as cinco resinas foram tratadas com 245 mg
de Fmoc-Leu-OH (693 umoies), 263 mg de HBTU (693 pmoles) e 121 pl de DIEA
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(693 pumoles) em 0,8 ml de DMF. Apds 4 horas, as resinas foram lavadas com
DMF (6 x 1 min), e verificou-se que o teste de ninidrina foi negativo (Kaiser e
outros, Anal. Biochem., 1970, 34, 595-598).

Em seguida, eliminou-se o grupo Fmoc e foram realizadas
as lavagens, conforme descricdo acima. Depois, acoplou-se a cada resina o
aminoacido X3 correspondente: Fmoc-Val-OH, Fmoc-Trp (Boc)-OH, Fmoc-
Tyr(Boc)-OH, Fmoc-Phe-OH ou Fmoc-Lys(Boc)-OH, seguindo o procedimento
utilizado para acoplar o aminoacido protegido Fmoc-Leu-OH.

A eliminagao do grupo Fmoc e as lavagens subsequentes
foram realizadas conforme descrigao acima.

O ciclo de acoplamento-desprotecao foi repetido para os
seguintes trés aminoacidos. Desta forma, acoplaram-se sequencialmente: Fmoc-
Lys(Boc)-OH, Fmoc-Leu-OH e Fmoc-lle-OH. Esses acoplamentos foram feitos
para cada uma das cinco resinas. Em cada etapa foi realizada a lavagem com
DMF (6 x 1 min).

A partir do quinto aminoacido incorporado, tanto a
eliminacdo do grupo Fmoc, os ciclos de acoplamento-desprote¢cdo, como as
lavagens correspondentes foram realizadas da mesma forma, nesses casos,
substituindo a DMF por NMP. Seguindo este procedimento, acoplaram-se, de
forma seqiiencial, a cada uma das cinco resinas, dois residuos Fmoc-Lys (Boc)-
OH, um residuo Fmoc-Phe-OH e um residuo Fmoc-Leu-OH. Em cada etapa foi
feita a lavagem com NMP (6 x 1 min). Para a incorporagéo do décimo residuo, foi
necessario um acoplamento duplo para obter um teste de ninidrina negativo.

Uma vez acoplado o décimo residuo, cada uma das
peptidil-resinas confinadas nas cinco seringas foi dividida em cinco fragdes. As 25
fracdes obtidas, correspondentes a aproximadamente 46 pmoles de peptidil-
resina cada uma, foram colocadas em 25 seringas de 2 ml de capacidade,
devidamente etiquetadas e equipadas com um filtro microporoso, na parte inferior.
Depois, o grupo Fmoc foi removido e foram feitas as lavagens, conforme
descrigdo acima. A cada uma das cinco fragdes de resina que tem integrado o
mesmo aminoacido X3, acoplou-se o residuo X; correspondente: Fmoc-Trp(Boc)-
OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Lys(Boc) ou Fmoc-Leu-OH. Os
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acoplamentos foram feitos por meio do uso de 138 pmoles do aminoacido N°-
Fmoc protegido correspondente, 138 umoles de HBTU e 138 umoles de DIEA em
0,3 ml de NMP. Para a incorporagao desses aminoacidos foi necessario fazer um
acoplamento duplo para a obtengao de um teste de ninidrina negativo.

Depois, cada uma das cinco fragdes anteriores foi dividida
em cinco fragdes iguais. As 125 fragdes de resina obtidas, correspondentes a
aproximadamente 9,2 umoles de peptidil-resina, foram colocadas em 125
seringas de 2 ml de capacidade, devidamente etiquetadas e equipadas com um
filtro microporoso, na parte inferior. Depois, o grupo Fmoc foi removido e foram
realizadas as lavagens, conforme descri¢géo acima.

Quatro das cinco fracdes de resina obtidas a partir de
cada uma das 25 fracbes anteriores derivaram-se na extremidade N-terminal por
acetilagao, tosilagao, benzoilagado ou benzilagéo, respectivamente.

A acetilagao foi realizada por meio do tratamento com 0,2
ml de uma mistura de Ac;0, piridina e CH,Cl; (1:1:1), a temperatura ambiente,
durante uma hora.

A tosilagao foi realizada por meio do tratamento com TsCl
(368 umoles) e DIEA (736 pmoles) em 0,2 ml de uma mistura de CH,Cl, e NMP
(9:1) a temperatura ambiente, durante uma hora.

A benzoilagdo foi realizada por meio do tratamento com
BzCl (368 umoles) e DIEA (736 uymoles) em 0,2 ml de uma mistura de CHxCl; e
NMP (9:1) a temperatura ambiente, durante uma hora.

A benzilagao foi realizada por meio do tratamento com
BnBr (368 umoles) e DIEA (736 pymoles) em 0,2 ml de uma mistura de CH;Cl; e
NMP (9:1) durante 48 horas, a temperatura ambiente.

Depois destes tratamentos, as resinas foram lavadas com
NMP (6 x 1 min).

Finalmente, foi realizada a separagdo dos 125 peptideos
da resina na seringa correspondente e o isolamento de cada um deles, seguindo

o procedimento descrito no Exemplo 1.
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Os peptideos obtidos foram analisados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) e sua estrutura foi confirmada por meio de ESI-
MS. Em todos os casos, obteve-se uma pureza superior a 90%.

Exemplo 7 - Testes de atividade antimicrobiana

O efeito antimicrobiano dos peptideos da presente
invengao foi determinado contra as seguintes linhagens de bactérias patogénicas:
Erwinia amylovora PMV6076 (INRA, Angers, Franga), Xanthomonas vesicatoria
2133-2 (IVIA, Valéncia, Espanha) e Pseudomonas syringae pv. syringae EPS94
(INTEA, Universidade de Girona, Espanha).

Todas as bactérias foram mantidas a uma temperatura de
-80°C no meio Luria-Bertani (LB) complementado com glicerina a 20% de
volume/volume.

As suspensfes de E.amylovora PMV6076 e P.syringae
pv. syringae EPS94 foram obtidas ap6és um crescimento de 24 horas a 25° C e a
amostra de X.vesicatoria 2133-2 foi obtida ap6s a incubagao durante 48 horas a
25°C, em agar LB. Em todos os casos, foi realizada a re-suspensdo em agua
esterilizada para obter uma suspenséo ajustada a uma absorbancia de 0,2 a 600
nm, que corresponde aproximadamente a 10® unidades formadoras de
colénias/ml.

Para determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM),
os peptideos se solubilizaram em agua esterilizada Milli-Q até uma concentragao
final de 1000 uM e filtrados através de um filtro de 0,22 pm de poro.

Foram feitas diluicdbes dos peptideos da presente
invencao para a obtengao de solugbes a concentragdes de 750, 500, 250, 200,
150, 125, 100, 75, 50 e 25 pM.

Foram misturados 20 ul de cada diluigdo com 20 pl da
suspensdo do indicador bacteriano em questdao e 160 pl do meio liquido TSB
(caldo tripticase de soja), até um volume total de 200 pl em cada cavidade de uma
microplaca. Portanto, as concentragdes eficazes as quais as suspensbes de
bactérias foram submetidas foram 75, 50, 25, 20, 15, 12.5, 10, 7,5, 5e 2,5 uM.

Foram feitas duas réplicas de cada linhagem,

concentracéo e peptideo em teste.
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Os controles positivos continham agua em vez de
peptideos e os controles negativos continham peptideos sem a suspensao
bacteriana.

O crescimento microbiano foi determinado
automaticamente mediante a medig¢ao da densidade optica a 600 nm, por meio do
uso do analisador Microbiology Analyser Bioscreen C (Labsystems).

As microplacas foram incubadas a 25°C durante 48 horas
com uma agitacao de 20 segundos antes da medida da absorbéncia a cada hora.
Cada experimento foi realizado duas vezes.

A concentragdo inibitéria minima (CIM) tornou-se a
concentracdo mais baixa do peptideo, a qual ndo se produziu nenhum
crescimento bacteriano no final do experimento.

A Tabela |l apresenta a variagdo de concentragoes entre
as quais se encontra a concentragao inibitéria minima (CIM), expressa em pM,
apos 48 horas de incubagdo a 25°C, para diferentes peptideos da presente
invencdo contra as bactérias Erwinia amylovora, Xanthomonas vesicatoria e
Pseudomonas syringae. Os peptideos da Tabela Il s&o identificados com os
parametros X, Xz € X3 contidos na férmula geral (I). Além disso, a Tabela Il inclui
o numero de referéncia relacionado a quimioteca apresentada no Exemplo 6. Na
Tabela I,

correspondentes ao peptideo descrito por Cavallarin e outros, que nao faz parte

estdo incluidos, como exemplo comparativo, o0s resultados

da presente invengao:

TABELA I
Referéncia Xy | X2 | X3 | P.syringae | X.vesicatoria | E.amylovora
Exemplo H | Trp | Val >7,5 >7,5 >7.5
comparativo
BPO17 H i Lys| Trp 5-7.5 5-7.5 >7.5
BP100 H | Lys | Tyr 2.5-5 5-7.5 2.5-5
BP095 H | Tyr | Tyr 5-7.5 2.5-5 5-7.5
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BP105 H |Leu| Tyr 5-7.5 2.5-5 5
BP090 H | Phe | Tyr 5-7.5 2.5-5 5-7.5
BP020 H{Trp| Tyr 2,5-5 2,5-5 2,5-5
BPO15 H | Lys | Val 2,5-5 >7,5 5-7,5
BPO33 H | Leu | Val 5-7,5 >7,5 5-7,5
BPO76 H | Lys | Phe 2,5-5 2,5-5 2,5-5
BP081 H | Leu | Phe 2,5-5 <2,5 2,5-5
BP066 H | Phe | Phe 5-7,5 2,5-5 2,5-5
BP019 H | Trp | Phe 5-7,5 2,5-5 5-7,5
BP052 H|Lys| Trp 5 2,5-5 2,5-5
BP047 H | Tyr | Trp 5-7,5 2,5-5 5-7,5
BP018 H{Trp | Trp 5-7,5 2,5 5-7,5
BP120 Ac| Tyr | Lys 5-7,5 5-7,5 >7,5
BP101 Ac| Lys | Tyr 5-7,5 2,5 >7.,5
BP029 Ac | Lys | Val 5-7,5 7.5 5-7,5
BPQO77 Ac| Lys | Phe 5-7,5 <2,5 5-7,5
BPO53 Ac| Lys | Trp 5-7,5 2,5-5 >7,5
BP038 Ac| Trp | Trp >7,5 <2,6 >7,5
BP125 Ts|Lys|Lys 2,5-5 2,5-5 >7,5
BP121 Ts | Tyr | Lys 2,5-5 2,5-5 >7,5
BP102 Ts | Lys | Tyr 2,5-5 <2,5 5-7,5
BP097 Ts| Tyr | Tyr >7,5 <2,5 >7,5




10

15

29/34

BPO30 Ts | Lys | Val 5-7,5 5-7,5 5-7,5
BPO78 Ts | Lys | Phe 5-7,5 <2,5 5-7,5
BP054 Ts|Lys| Trp 5-7,5 <2,5 >7.5
BP059 Ts|Leu| Trp >7.5 2,5 >7.5
BPO11 Bn| Trp | Val 5-7,5 2,5-5 5-7,5
BP126 Bz | Lys | Lys 2,5-5 2,5-5 5-7,5
BP122 Bz | Tyr | Lys 5-7,5 2,5-5 >7,5
BP103 Bz | Lys | Tyr 5-7,5 <2,5 7.5
BP031 Bz | Lys | Val 5-7,5 <2,5 2,5-5
BP010 Bz | Trp | Val >7,5 <2,5 >7,5
BP055 Bz|Lys | Trp >7,5 <2,5 >7.5

Pode-se verificar que os peptideos da presente invengao
apresentam uma boa eficacia para inibir o crescimento das bactérias
Pseudomonas syringae, Xanthomonas vesicatoria elou Erwinia amylovora.

Além disso, a eficacia dos peptideos da presente
invengao é superior a eficacia dos peptideos ja conhecidos, cujos resultados sao
apresentados na primeira linha da tabela acima, sob o titulo Exemplo
Comparativo.

Exemplo 8 - Testes de atividade hemolitica

A atividade hemolitica dos peptideos da presente
invencgao foi avaliada por meio da determinagéo da liberagao de hemoglobina, que
é produzida quando uma solugdo de peptideos entra em contato com uma
suspensdo de globulos vermelhos a 5% em volume, provenientes de sangue

humano fresco.
O sangue foi colhido assepticamente por meio do uso de

um sistema Vacutainer® K2E (Belliver, Gra-Bretanha) com EDTA e armazenado a

4°C durante um periodo inferior a duas horas.
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O sangue foi centrifugado a 6.000g durante 5 minutos
para separar os globulos vermelhos. Estes foram lavados trés vezes com solugao
tampao TRIS (10 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,2), e foram suspensos na solugao
tampao TRIS para a obtengdo de uma suspensao contendo 10% em volume de
glébulos vermelhos.

Os peptideos foram solubilizados na solugado tampao
TRIS até uma concentragéo final de 100, 300 e 500 uM.

Foram utilizadas trés réplicas para cada peptideo e
concentragao.

Foram misturados 65 ul da suspensdo de globulos
vermelhos a 10% em volume com 65 pl da solugdo de peptideos, em cada
cavidade de uma placa de 96 cavidades Micro-Amp® (Applied Biosystems, EUA)
(5% em volume de globulos vermelhos), e a mistura foi incubada durante uma
hora a 37°C, sob agitacido. Deste modo, as suspensdes de globulos vermelhos
foram submetidas a concentragdes de peptideos de 50, 150 e 250 uM.

Em seguida, as placas foram centrifugadas a 3.500g
durante 10 minutos, e aliquotas de 80 ul do sobrenadante foram transferidas para
microplacas de 100 cavidades (Bioscreen), que foram diluidas com 80 pl de agua
esterilizada Milli-Q.

O grau de hemdlise foi determinado com base na
absorbancia a 540 nm, por meio do uso de um leitor de placa Bioscreen.

O controle positivo de hemodlise completa foi determinado
em uma solucdo tampdo TRIS contendo melitina 200 uM (Sigma-Aldrich,
Espanha).

O percentual de hemolise (H) foi determinado atraves da
equagao:

H = 100x[(Op-Ob)/(Om-Ob)]
sendo que Op era a densidade optica medida a uma concentragéo do peptideo
determinada, Ob era a densidade oOptica da solugdo tampdo e Om era a
densidade dptica para o controle positivo com melitina.

A Tabela lll apresenta os resultados da atividade

hemolitica expressada como a porcentagem de hemolise calculada por meio do
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uso da equacgao acima, para concentragdes de peptideos da presente invengao
correspondentes a 50, 150 e 250 pM. Os peptideos da Tabela Il se identificam
com os parametros X, X, e X3 contidos na formula geral (I). Além disso, a Tabela

Il inclui o nimero de referéncia relativo a quimioteca apresentada no Exemplo 6:

TABELA Il
Referéncia| X; | Xz | X3 | % Hemolise | % Hemolise | % Hemdlise
50 uM 150 uM 250 uM
BP119 H | Tyr|Lys 4 19 45
BP100 H |Lys | Tyr 3 22 43
BP095 H | Tyr| Tyr 7 50 76
BP105 H |Leu| Tyr 14 91 90
BP090 H {Phe| Tyr 11 57 84
BP020 H |Trp| Tyr 78 77 72
BP0O15 H |Lys| Val 0 16 45
BP033 H |Leu| Val 4 38 68
BPO76 H |Lys |Phe 3 34 65
BP081 H |Leu|Phe 10 65 88
BP066 H |Phe|Phe 9 63 89
BP019 H | Trp |Phe 57 94 100
BP128 H |Leu|Llys 2 31 66
BP052 H [Lys|Trp 51 84 79
BP047 H | Tyr| Trp 81 76 82
BP018 H |[Trp| Trp 78 68 74
BP124 Ac | Lys |Lys 1 5 23
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BP101 Ac |Lys | Tyr 4 31 62
BP096 Ac | Tyr | Tyr 47 86 85
BPO77 Ac | Lys [Phe 6 40 81
BP053 Ac |Lys | Trp 60 82 85
BP038 Ac | Trp | Trp 80 86 80
BP125 Ts |Lys|Lys 2 8 23
BP121 Ts | Tyr | Lys 22 81 86
BP102 Ts | Lys | Tyr 39 79 80
BP097 Ts | Tyr| Tyr 83 81 88
BP030 Ts | Lys | Val 25 70 80
BPO78 Ts | Lys |Phe 40 85 95
BP126 Bz | Lys | Lys 2 14 24
BP122 Bz | Tyr|Lys 32 78 96
BP103 Bz | Lys | Tyr 42 83 80
BPO31 Bz | Lys | Val 34 71 76
BP0O10 Bz | Trp | Val 77 77 76
BPO11 Bn | Trp | Val 81 96 100

Em todos os casos, observa-se que a concentragao em
que chega a produzir uma significativa hemolise é entre 10 e 100 vezes superior a
concentracdo em que os peptideos da presente invengdo apresentam atividade
antimicrobiana.

Exemplo 9 - Testes de estabilidade a degradagao por protease
A estabilidade dos peptideos da presente invengdo a

degradagao por protease foi determinada pelo teste de digestao do peptideo por

proteinase K (Sigma-Aldrich Corporation, Madri, Espanha).
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Foi empregada uma dissolugdo de 50 ug/ml de peptideos
e 1 ug/ml de proteinase K em uma solugédo tamp&o TRIS 100 mM com um pH de
7.6, a temperatura ambiente.

O progresso da separagao dos peptideos foi determinado
por meio de cromatografia de tempo em tempo, entre 5 e 45 minutos. Para tanto,
utilizou-se uma coluna de fase reversa Cyg (Kromasil, 4,6 x 40 mm, 3,5 ym de
tamanho de particula) e gradientes lineares de TFA aquoso a 0,1% e TFA em
acetonitrila a 0,1% de 0,98:0,02 a 0:1 durante 7 minutos, realizando a detecgao
por meio de absorbancia no ultravioleta a 220 nm.

A Tabela |V apresenta os resultados de estabilidade a
degradagao por protease, expressa como a percentagem de degradagao de cada
peptideo apds 45 minutos. Os peptideos da Tabela IV s&o identificados com os
parametros X;, X, € X3 contidos na férmula geral (1). Além disso, a Tabela IV
inclui o numero de referéncia relativo a quimioteca apresentada no Exemplo 6. Na
Tabela 1V, estdao incluidos, como exemplo comparativo, os resultados
correspondentes ao peptideo descrito por Cavallarin e outros, que nao faz parte

da presente invengao:

TABELA IV

Referéncia | Xy | X2 | X3 % Degradagao
em 45 minutos

Exemplo H | Trp | Val

com p:rativo i 100

BPOO8 Ac | Trp | Val 100

BPO77 Ac | Lys |Phe 84

BPO09 Ts | Trp | Val 100

BP125 Ts | Lys | Lys 67

BP010 Bz | Trp | Val 100

BP126 Bz |Lys|Lys 53
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BPO15 H | Lys | Val 100
BPO19 H | Trp |Phe 87
BP020 H | Trp | Tyr 85
BPO33 H |Leu| Val 100
BPO76 H | Lys |Phe 49
BP100 H |Lys| Tyr 60

Pode-se observar que alguns peptideos da presente
invencdo sdo mais estaveis a degradagdo por protease do que o peptideo
descrito por Cavallarin e outros (exemplo comparativo). Em particular, os
peptideos correspondentes a formula geral (1), na qual X, & hidrogénio, X; é Lys,
X3 & Phe, ou X; &€ benzoila, X; & Lys e X3 € Lys, demonstram ser duas vezes mais

estaveis do que o peptideo do exemplo comparativo.
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PRT
Synthetic

PEPTIDE
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<220>
<221> PEPTIDE
<222> (1)..(11)

<400> 2

Tyr Lys Leu Phe Lys Lys lle Leu Lys Lys Leu
1 5 10

<210> 3

<211> 11
<212> PRT
<213> Synthetic

<220>
<221> PEPTIDE
<222> (1)..(11)

<400> 3

Leu Lys Leu Phe Lys Lys lle Leu Lys Lys Leu
1 5 10

<210> 4

<211> 11
<212> PRT
<213> Synthetic

<220>
<221> PEPTIDE
<222> (1)..(11)

<400> 4

Phe Lys Leu Phe Lys Lys lle Leu Lys Lys Leu
1 5 10
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<221>
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<400>

Lys Lys Leu Phe Lys Lys Ile Leu Lys Tyr Leu

1
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5

11

PRT
Synthetic
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5

5

6
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Synthetic
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6

5
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Synthetic
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3/11



35

40

4/11

<400> 7

Tyr Lys Leu Phe Lys Lys lle Leu Lys Tyr Leu
1 5 10

<210> 8

<211> 11
<212> PRT
<213> Synthetic

<220>
<221> PEPTIDE
<222> (1)..(11)

<400> 8

Leu Lys Leu Phe Lys Lys lle Leu Lys Tyr Leu
1 5 10

<210> 9

<211> 11
<212> PRT
<213> Synthetic

<220>
<221> PEPTIDE
<222> (1)..(11)

<400> 9
Phe Lys Leu Phe Lys Lys lle Leu Lys Tyr Leu

1 5 10

<210> 10
<211> 1
<212> PRT
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<400>

Trp Lys Leu Phe Lys Lys lle Leu Lys Tyr Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

Lys Lys Leu Phe Lys Lys lle Leu Lys Val Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

Synthetic

PEPTIDE
(1)..(11)

10

5

11

11

PRT
Synthetic

PEPTIDE
(1)..(11)

11

5
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11
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Synthetic

PEPTIDE
(1)..(11)
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Tyr Lys Leu Phe Lys Lys lle Leu Lys Val Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

5 10

13

11

PRT
Synthetic

PEPTIDE
(1)..(11)

13

Leu Lys Leu Phe Lys Lys lle Leu Lys Val Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

5 10

14

11

PRT
Synthetic

PEPTIDE
(1)..(11)

14

Phe Lys Leu Phe Lys Lys lle Leu Lys Val Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213>

5 10

15

11

PRT
Synthetic
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<220>
<221> PEPTIDE
<222> (1)..(11)

<400> 15

Trp Lys Leu Phe Lys Lys lle Leu Lys Val Leu
1 5 10

<210> 16
<211> 11
<212> PRT
<213> Synthetic

<220>
<221> PEPTIDE
<222> (1)..(11)

<400> 16

Lys Lys Leu Phe Lys Lys lle Leu Lys Phe Leu
1 5 10

<210> 17
<211> 11
<212> PRT
<213> Synthetic

<220>
<221> PEPTIDE
<222> (1)..(11)

<400> 17

Tyr Lys Leu Phe Lys Lys lle Leu Lys Phe Leu
1 5 10
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<210> 18
<211> 11
<212> PRT
<213> Synthetic

<220>
<221> PEPTIDE
<222> (1)..(11)

<400> 18

Leu Lys Leu Phe Lys Lys lle Leu Lys Phe Leu
1 5 10

<210> 19
<211> 11
<212> PRT
<213> Synthetic

<220>
<221> PEPTIDE
<222> (1)..(11)

<400> 19

Phe Lys Leu Phe Lys Lys lle Leu Lys Phe Leu
1 5 10

<210> 20
<211> 11
<212> PRT
<213> Synthetic

<220>
<221> PEPTIDE
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<222> (1)..(11)
<400> 20

Trp Lys Leu Phe Lys Lys lle Leu Lys Phe Leu
1 5 10

<210> 21

<211> 11

<212> PRT
<213> Synthetic

<220>
<221> PEPTIDE
<222> (1)..(11)

<400> 21

Lys Lys Leu Phe Lys Lys lle Leu Lys Trp Leu
1 5 10

<210> 22
<211> 11
<212> PRT
<213> Synthetic

<220>
<221> PEPTIDE
<222> (1)..(11)

<400> 22
Tyr Lys Leu Phe Lys Lys lle Leu Lys Trp Leu

1 5 10

<210> 23
<211> 11
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<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

Leu Lys Leu Phe Lys Lys lle Leu Lys Trp Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400~

Phe Lys Leu Phe Lys Lys lle Leu Lys Trp Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

PRT
Synthetic

PEPTIDE
(1)..(11)

23

5

24

11

PRT
Synthetic

PEPTIDE
(1)..(11)

24

5

25

11

PRT
Synthetic

PEPTIDE
(1)..(11)

25

10/11
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Trp Lys Leu Phe Lys Lys lle Leu Lys Trp Leu
1 5 10
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REIVINDICACOES
1. PEPTIDEOS LINEARES ANTIMICROBIANOS
caracterizados pelo fato de que correspondem a férmula geral (1):
X1-Xo-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-X3-Leu-NHz (l)

sendo que:

Xy € hidrogénio, acetila, p-toluenossulfonila, benzila ou
benzoila;

X2 é Lys, Tyr, Leu, Phe ou Trp, €;

X3 € Lys, Tyr, Val, Phe ou Trp,
com a condigdo de que o peptideo em que X; € hidrogénio, X; € Trp e X3 e Val
seja expressamente excluido da presente invengao.

2. PEPTIDEOS LINEARES ANTIMICROBIANOS, de
acordo com a reivindicacao 1, caracterizados pelo fato de serem definidos pelas
sequéncias SEQ-ID_NO: 1 a SEQ_ID_NO: 14 e a SEQ_ID_NO: 16 a

SEQ_ID_NO: 25, e pelo fato de terem o aminoacido da extremidade C-terminal na

forma do grupo carboxamida.
3. PEPTIDEOS LINEARES ANTIMICROBIANOS, de

acordo com a reivindicagao 2, caracterizados pelo fato de serem definidos pelas
sequéncias SEQ_ID_NO: 6 a SEQ_ID_NO: 11, SEQ_ID_NO: 13, SEQ_ID_NO:
16, SEQ_ID_NO: 18 a SEQ_ID_NO: 22 e a SEQ_ID_NO: 25, e pelo fato de terem
o aminoacido da extremidade C-terminal na forma do grupo carboxamida.

4. PEPTIDEOS LINEARES ANTIMICROBIANOS, de
acordo com a reivindicagao 3, caracterizados pelo fato de serem definidos pelas
seqiiéncias SEQ_ID_NO: 6 e a SEQ_ID_NO: 16, e pelo fato de terem o
aminoacido da extremidade C-terminal na forma do grupo carboxamida.

5. PEPTIDEOS LINEARES ANTIMICROBIANOS, de
acordo com a reivindicacao 1, caracterizados pelo fato de serem definidos pelas
sequéncias SEQ_ID_NO: 1 a SEQ_ID_NO: 25, pelo fato de terem o aminoacido

da extremidade N-terminal funcionalizado com o grupo acetila e pelo fato de

terem o aminoacido da extremidade C-terminal na forma do grupo carboxamida.
6. PEPTIDEOS LINEARES ANTIMICROBIANOS, de

acordo com a reivindicacao 1, caracterizados pelo fato de serem definidos pela

sequéncia SEQ_ID_NO: 16, pelo fato de terem o aminoacido da extremidade N-



10

15

20

25

30

2/4

terminal funcionalizado com o grupo acetila e pelo fato de terem o aminoacido da
extremidade C-terminal na forma do grupo carboxamida.

7. PEPTIDEOS LINEARES ANTIMICROBIANOS, de
acordo com a reivindicacdo 1, caracterizados pelo fato de serem definidos pelas
sequiéncias SEQ_ID_NO: 1 a SEQ_ID_NO: 25, pelo fato de terem o aminoacido

da extremidade N-terminal funcionalizado com o grupo p-toluenossulfonila e pelo
fato de terem o aminoacido da extremidade C-terminal na forma do grupo

carboxamida.
8. PEPTIDEOS LINEARES ANTIMICROBIANOS, de

acordo com a reivindicacao 7, caracterizados pelo fato de serem definidos pelas

sequéncias SEQ_ID NO: 1, 6, 11 e 16, pelo fato de terem o aminoacido da

extremidade N-terminal funcionalizado com o grupo p-toluenossulfonila e pelo
fato de terem o aminoacido da extremidade C-terminal na forma do grupo

carboxamida.
9. PEPTIDEOS LINEARES ANTIMICROBIANOS, de

acordo com a reivindicacéo 8, caracterizados pelo fato de serem definidos pela

sequiéncia SEQ_ID_NO: 1, pelo fato de terem o aminoacido da extremidade N-
terminal funcionalizado com o grupo p-toluenossulfonila e pelo fato de terem o
aminoacido da extremidade C-terminal na forma do grupo carboxamida.

10. PEPTIDEOS LINEARES ANTIMICROBIANOS, de
acordo com a reivindicacao 1, caracterizados pelo fato de serem definidos pelas
sequéncias SEQ_ID_NO:1 a SEQ_ID_NO: 25, pelo fato de terem o aminoéacido

da extremidade N-terminal funcionalizado com o grupo benzila e pelo fato de

terem o aminoacido da extremidade C-terminal na forma do grupo carboxamida.
11. PEPTIDEOS LINEARES ANTIMICROBIANOS, de

acordo com a reivindicagao 10, caracterizados pelo fato de serem definidos pela

sequiéncia SEQ_ID_NO:15, pelo fato de terem o aminoacido da extremidade N-
terminal funcionalizado com o grupo benzila e pelo fato de terem o aminoacido da
extremidade C-terminal na forma do grupo carboxamida.

12. PEPTIDEOS LINEARES ANTIMICROBIANOS, de
acordo com a reivindicacdo 1, caracterizados pelo fato de serem definidos pelas
seqéncias SEQ_ID_NO:1 a SEQ_ID_NO: 25, pelo fato de terem o aminoacido

da extremidade N-terminal funcionalizado com o grupo benzoila e pelo fato de

terem o aminoacido da extremidade C-terminal na forma do grupo carboxamida.



10

15

20

25

30

3/4

13. PEPTIDEOS LINEARES ANTIMICROBIANOS, de
acordo com a reivindicagéao 1, caracterizados pelo_fato de serem definidos pelas
sequéncias SEQ_ID_NO: 1 e SEQ_ID_NO: 11, pelo fato de terem o aminoacido

da extremidade N-terminal funcionalizado com o grupo benzoila e pelo fato de

terem o aminoacido da extremidade C-terminal na forma do grupo carboxamida.
14. PEPTIDEOS LINEARES ANTIMICROBIANOS, de

acordo com a reivindicacéo 1, caracterizados pelo fato de serem definidos pela

seqiiéncia SEQ_ID_NO: 1, pelo fato de terem o aminoacido da extremidade N-
terminal funcionalizado com o grupo benzoila e pelo fato de terem o aminoacido
da extremidade C-terminal na forma do grupo carboxamida.

15. UTILIZACAO DOS PEPTIDEOS LINEARES
ANTIMICROBIANOS, de acordo com as reivindicagdes de 1 a 14, caracterizada

pelo fato de ser realizada para a preparagao de uma composi¢ao antimicrobiana.
16. UTILIZACAO DOS PEPTIDEOS LINEARES
ANTIMICROBIANOS, de acordo com a reivindicagado 15, caracterizada pelo fato

de os peptideos lineares antimicrobianos serem utilizados como agentes
antimicrobianos contra bactérias patogénicas das plantas.

17. UTILIZACAO DOS PEPTIDEOS LINEARES
ANTIMICROBIANOS, de acordo com a reivindicagdo 16, caracterizada pelo fato

de a bactéria patogénica das plantas ser selecionada do grupo que consiste em

Erwinia amylovora, Xanthomonas vesicatoria e Pseudomonas syringae.
18. UTILIZACAO DOS PEPTIDEOS LINEARES
ANTIMICROBIANOS, de acordo com a reivindicagéo 16 ou 17, caracterizada pelo

fato de as plantas serem selecionadas do grupo que consiste em arvores

frutiferas, plantas horticolas e plantas ornamentais.
19. COMPOSIGAO FITOSSANITARIA caracterizada pelo

fato de compreender um peptideo linear antimicrobiano, de acordo com qualquer

uma das reivindicagdes de 1 a 14, e um agente auxiliar.

20. COMPOSIGAO FITOSSANITARIA, de acordo com a
reivindicacéo 19, caracterizada pelo fato de a concentragdo do peptideo variar
entre 0,01 e 0,5 g/l

21. COMPOSIGAO FITOSSANITARIA, de acordo com a

reivindicacdo 19 ou 20, caracterizada pelo fato de o agente auxiliar ser
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selecionado do grupo que consiste em dissolventes, agentes tensoativos, agentes
tampao, filtra de radiacao ultravioleta e/ou suas misturas.

22. COMPOSIGAO FITOSSANITARIA, de acordo com a
reivindicacao 21, caracterizada pelo fato de o solvente ser agua.

23. METODO PARA PREVENIR E TRATAR
INFECCOES E DOENGAS DE PLANTAS CAUSADAS POR BACTERIAS,

caracterizado pelo fato de compreender a colocagao da planta em contato com

uma composicao fitossanitaria, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
de 19 a 22.

24. METODO PARA PREVENIR E TRATAR
INFECCOES E DOENGCAS DE PLANTAS CAUSADAS POR BACTERIAS, de
acordo com a reivindicagdo 23, caracterizado pelo fato de as bactérias serem

selecionadas do grupo que consiste em Erwinia amylovora, Xanthomonas

vesicatoria e Pseudomonas syringae.
25. METODO PARA PREVENIR E TRATAR
INFECGOES E DOENGCAS DE PLANTAS CAUSADAS POR BACTERIAS, de

acordo com a reivindicacdo 23 ou 24, caracterizado pelo fato de as plantas serem

selecionadas do grupo que consiste em arvores frutiferas, plantas horticolas e

plantas ornamentais.
26. METODO PARA PREVENIR E TRATAR

INFECCOES E DOENGCAS DE PLANTAS CAUSADAS POR BACTERIAS, de

acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 23 a 25, caracterizado pelo fato

de a composicdo fitossanitaria entrar em contato com as partes das plantas
selecionadas do grupo que consiste em sementes, raizes, caules, folhas ou

frutos, ou com o solo ou com qualquer meio de crescimento em torno das raizes

das plantas.
27. METODO PARA PREVENIR E TRATAR

INFECCOES E DOENGAS DE PLANTAS CAUSADAS POR BACTERIAS, de
acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 23 a 26, caracterizado pelo fato

de a composicao fitossanitaria entrar em contato com as plantas por meio de

pulverizagdo, imersao ou irrigagao.



10

Xz-0OHO0360-3

1/1

RESUMO

“PEPTIDEOS LINEARES ANTIMICROBIANOS, SEU
USO, COMPOSICAO FITOSSANITARIA E METODO PARA PREVENIR E
TRATAR INFECGCOES E DOENGAS DE PLANTAS CAUSADAS POR
BACTERIAS”, que apresentam atividade antimicrobiana. Os ditos peptideos s&o
compostos por 11 aminoacidos e tém o grupo amina do aminoacido, que constitui
a extremidade N-terminal, sem derivar ou é funcionalizado com o grupo acetila, p-
toluenossulfonila, benzila ou benzoila. O aminoacido que constitui a extremidade
C-terminal dos ditos peptideos tem a forma de carboxamida. A presente invengéo
descreve a sintese e a utilizagdo dos ditos peptideos lineares como agentes
antimicrobianos contra bactérias patogénicas para plantas. Também se refere a
composi¢des que compreendem os ditos peptideos lineares e um agente auxiliar,
bem como a um método para prevenir e tratar infecgoes e doengas de plantas

causadas por bactérias patogénicas.
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