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(57) Resumo: METODO PARA O ISOLAMENTO DE
POLIPEPTIDEQS RICOS EM 4-HIDROXIPROLINA, COMPOSICAQ,
USO DE UMA COMPOSICAO NO CAMPO AGRONOMICO,
COMPOSTO, E, USO DE POLIPEPTIDEOS CONTENDO 4-
HIDROXIPROLINA. A presente invengéo refere-se a um método para
a preparagao de 4-hidroxi-L-prolina ou de composi¢gdes com alto teor
deste aminoacido e ao uso do mesmo como agroquimico no campo
agricola e/ou como um intermediario de sintese de compostos
quimicos.
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" “METODO PARA O ISOLAMENTO DE POLIPEPTIDEOS RICOS EM 4-
HIDROXIPROLINA, COMPOSIGAO, USO DE UMA COMPOSICAO NO
CAMPO AGRONOMICO, COMPOSTO, E, USO DE POLIPEPTIDEOS
CONTENDO 4-HIDROXIPROLINA”

A presente inveng8o refere-se a um método para a preparagdo

de uma composigdo com base em 4-hidroxiprolina e aos usos da mesma no

campo agricola.

Especialmente, a presente inven¢do refere-se a um método
para a preparagio de 4-hidroxi-L-prolina e a composigdes com um alto teor
deste aminoacido e ao uso da mesma como agroquimico no campo agricola e
como um intermediério de sintese para compostos quimicos.

4-hidroxiprolina, um derivado hidroxilato (4-HO-Pro) de
prolina, é um aminodcido de importancia biologica consideravel, que ¢
tipicamente encontrado em um colageno.

A hidroxiprolina atualmente é obtida a partir de fontes de
proteina de um animal, como os de origem suina ou bovina.

Os métodos para a obtengdo de oligopeptideos ricos em
hidroxiprolina prevé que a fonte de proteina de origem animal seja
inicialmente moida e conservada em ambiente de baixa temperatura até o
momento do tratamento, que € composto das seguintes fases:

- Hidrolise acida (a acidez é mantida elevada durante toda a
operagdo, para acelerar o processo e evitar qualquer tipo de racemizagéo). A
temperatura varia de 70-100 °C;

- Filtragdo dos produtos insoluveis/decantagdo ou extragdo
com solventes dos componentes lipidicos ou lipofilicos;

- Purificagéo através de cromatografia de troca de ions. O teor
de hidroxiprolina nas matrizes mais ricas pode alcangar, no maximo, 12 - 14%
da massa de aminoacido, com a presenga de quantidades semelhantes de

aminoacidos, por exemplo, prolina (10 - 15%), que constituem os parametros



10

15

20

25

de operagio para a separagéo critica;

- Purificagdo/perda de cor com carvio ativo;

- Ultrafiltragdo;

- Cristalizagdo repetida;

- Secagem.

No entanto, os processos atualmente utilizados t€m varias
desvantagens, tais como a obtengdo de uma concentragio total de
hidroxiprolina livre ou de peptideo menor do que 12 - 14% com relagéo a
massa de aminoacido presente, além do risco de contaminag&o por intermédio
de peptideos bioativos perigosos. Isto pode ser associado com riscos de
contaminagdio por uma proteina modificada (com relagdo a forma "ndo
patologica™) chamada de "prion" responsivel pelo desenvolvimento de
algumas patologias sérias, entre as quais a encefalopatia espongiforme bovina
(BSE).

Estes riscos recentemente levaram a unifo européia a proibir o
uso de proteinas hidrolisadas de origem animal ou deriva¢do para uso em
agricultura bioldgica.

Trés grupos de glicoproteinas ricas em hidroxiprolina (glico-
proteina-rica em hidroxila, HRGP), identificadas e caracterizadas em plantas,
sio descritas na literatura (Showalter AM and Varner JE (1983);
Biochemistry of Plants, Vol.15, editado por Stumpf PK & Conn, EE
Academic Publisher, New York). Estes incluem:

i) "Proteinas arabinogalactan", principalmente localizadas na
matriz extracelular e algumas vezes associadas com a membrana plasmatica;

i) lecitinas que pertencem a familia Solanaceous; e

iii) extensinas, os principais componentes das paredes
celulares principais onde elas ligam covalentemente a matriz de semi-celulose
e as pectinas. Elas sdo especialmente abundantes nas paredes das células que

crescem em meios liquidos (Lamport, 1974; Cooper and Varner, 1983; Qi et
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al., 1995).

Algumas destas extensinas provenientes de culturas de c€lulas
de cenoura foram amplamente caracterizadas em relagdo a sua fungéo
importante no controle da extensio da parede durante o crescimento celular
(Lamport, 1969; Brysk and Chrispeels, 1972). Mais recentemente, novas
proteinas semelhantes &s extensinas, contendo 20% de prolina e 20% de
hidroxil-prolina, foram extraidas de paredes de células de soja em uma cultur:;
largamente caracterizada (Averyhart-Fullard et al., 1988; Hong and Nagao,
1989).

A solubilizacio de HRGP das paredes das células foi
executada por varios grupos de pesquisa com métodos analogos. O primeiro
trabalho é de 1969, quando foi executada uma primeira purificagdo e
identificacdio das proteinas ligadas na parede da célula (Lamport, 1969). Um
protocolo semelhante com base na remogio de cadeias de aglcar ligadas nas
glicoproteinas da parede com acido cloridrico e o tratamento conseqliente
com tripsina, foi aplicado posteriormente nas culturas das células de cenoura
para o isolamento e a analise dos peptideos ricos em hidroxiprolina derivada
da hidrdlise das glicoproteinas da parede (Cho and Chrispeels, 1976).

Os protocolos com base na tripsiniza¢do de glicoproteinas da
parede foram também aplicados com sucesso em culturas de células de
algodio (QI et al., 1995).

Proteinas semelhantes as extensinas foram purificadas das
paredes das células de soja com processos baseados no forte tratamento com
acido tricloroacético, o qual hidrolisa as ligagdes de glicosideo destas
glicoproteinas e também permite a sua separagdo da matriz de celulose, e em
conseqiiéncia, isoladas por técnicas HPLC mais modernas (Averyhart-Fullard
et al., 1988). Um tratamento analogo com Aacidos fortes e processos de
filtragdo com gel foram também utilizados para o isolamento e a

caracterizagdo das extensinas da parede de culturas celulares de tomate
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(Brownleader and Dey, 1993).

Somente uns poucos estudos orientados na dire¢do da
caracterizagdo unica das referidas glicoproteinas e verificagdes experimentais
da sua fungdo na fisiologia vegetal, sdo atualmente conhecidos.

4-HO-Pro (Plant Physiology (1984), "Effects of the Proline
Analog L-Thiazolidine-4-carboxilic Acid on Proline Metabolism", vol. 74,
paginas 213 - 218, 1984) é também conhecido como send&car};z de aﬁfnén;car ”
o nivel de prolina em tecidos vegetais, reforcando as respostas naturais da
planta para aliviar/opor-se aos efeitos causados pelos agentes de tensdo
abiodtica (por exemplo, temperaturas extremas, seca, salinidade do solo, mas
também a varios tipos de contaminagdes quimicas), € também para auxiliar as
respostas da planta ou o efeito dos agentes fitoidtricos exdgenos no controle
de fitopatogenos.

4-HO-Pro proveniente de fontes animais de fato ¢ ja
comercializado para este fim, mas somente em uma mistura com outros
aminodcidos. Para estas aplicagdes, de fato ele é disponivel somente na forma
diluida em produtos hidrolisados de proteina, e especialmente, produtos
hidrolisados provenientes de tratamento quimico ou enzimatico de epitélio
animal. Esta fonte, no entanto, representa um risco possivel de contaminagéo,
devido a presenca potencial de vetores de encefalopatia espongiforme bovina
(BSA).

No estado atual, a disponibilidade de fontes alternativas para a
obtencdo de 4-HO-Pro reduzindo os riscos de contaminagdo bioldgica,
tornou-se necessaria.

Um dos objetivos da presente invengdo, portanto, consiste na
apresentagio de um método para a obtengdo de 4-hidroxi-L-prolina ou
composi¢des enriquecidas neste aminoacido na forma livre ou na forma de
oligopeptideos, que ndo tém riscos de contaminagéo biologica.

Um outro objetivo da presente invengdo consiste no
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fornecimento de 4-hidroxi-L-prolina ou composi¢des com base neste
amino4cidos que podem ser usadas como intermedidrios para a preparacdo de
outras substancias quimicas.

Outro objetivo da presente invencdo consiste na apresentagio
de composi¢bes com base em hidroxiprolina que podem ser aplicadas no
campo agrondmico e especialmente, na agricultura bioldgica.

Em vista dos objetivos acima, de acordo comilrlmr 7pfirheiro
aspecto da presente invengdo, é apresentado um método para a preparagdo de
uma composi¢do composta de 4-hidroxiprolina de acordo com a reivindicagéo
1.

Outras caracteristicas acessorias do método da invengdo sdo
indicadas nas reivindicagdes dependentes anexas 2-7.

O requerente verificou que partindo-se de culturas de células
de plantas, e especialmente tratando-se adequadamente as paredes das células
de viérias espécies de plantas, € possivel obter-se composi¢des de aminoacidos
ricas em 4-hidroxi-L-prolina, substancialmente isentas de outros
contaminantes biologicos.

Especialmente, de acordo com uma realizagdo da invengdo, as
composi¢des enriquecidas em 4-hidroxi-L-prolina sdo obtidas através da
fermentacdo de culturas de células de plantas, a separagdo e a lises das
paredes celulares das células.

De acordo com outra realizagdo, o método da invengdo
também constitui a degradaco de proteinas em peptideos, com base em poli-
4-HO-Pro liberado pela lises das paredes celulares quimicamente e/ou
enzimaticamente, e a purificagdo opcional, parcial ou total, do 4-HO-Pro
assim obtido, como aminoacido livre.

De acordo com uma realizagdo preferida da invengdo, a cultura
celular inicial € baseada em células BY2 de tabaco.

As caracteristicas e vantagens de uma realizagdo do método de



10

15

20

6

acordo com a presente invengdo ficardo mais evidentes a partir da seguinte

descrigdo ilustrativa e ndo limitante, com referéncia ao seguinte esquema que

€ composto das seguintes fases:

a)

b

c)

d)

g)

h)

fermentagio de células BY2 em uma cultura liquida;
!
separagdo das células BY2 do meio de fermentagao;
!
homogeneizagdo, de preferéncia, com PBS, contendo 1% de Triton
X-100;
!
precipitagdo das paredes celulares e lavagem subseqiiente em PBS

para remover os componentes citoplasmaticos;

l

ebuli¢do das paredes celulares em uma solugdo de 2 mM EDTA

para a remogdo das pectinas e do amido;

!

tratamento das paredes com uma solugdo 4cida para separar os

agucares ligados nas proteinas das paredes;

l

digestio das proteinas das paredes, em um meio 4cido e/ou
enzimaticamente;
separagdo através de cromatografia dos peptideos e aminoacidos.

As fases a-h sdo convenientemente efetuadas de acordo com os

seguintes procedimentos e condigdes:

a) fermentacfo das células vegetais, de preferéncia, de BY2 de

tabaco, em um meio liquido; a fermentagdo pode ser executada conforme

descrito, por exemplo, por Kato et al, 1972, inoculando-se 50 ml de uma

cultura densa de células em 1 litro_de meio de cultura, contendo 30 g/litro de
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sacarose, 4,4 g/litro de mistura de sal basal Murashige/Skoog (sal MS,
Sigma), 0,1 g/litro de Inositol, 1 mg/litro de tiamina e, 0,2 mg/litro de 2,4 D e,
0,18 g/litro de KH,PO, em um pH de 5,7.

A fermentacdo também pode acontecer em volumes diferentes
e meios de cultura modificados com relagdo aqueles propostos por Kato et al.

o b) a separagdio das células BY2: isto pode ser efetuado por

sedimentacdo das células e filtragdo posteﬁor cio lfciuidé atrriavéér de uma
camada de tecido Miracloth (Calbiochem), que retém as células mas permite a
passagem da solug¢do aquosa. De acordo com outra realiza¢éo, ela pode ser
efetuada por centrifugagdo ou também por decantagdo simples do meio de
cultura. As células sdo entdo recolhidas com qualquer sistema de
recolhimento, por exemplo, uma espatula, que pode ser conveniente e sio
recolocadas em suspensdo em PBS (1,44 g/litro de NaH,PO,, 0,24 g/litro de
KH,PO,, NaCl 8 g/l em um pH de 7,4) e contendo um detergente, por
exemplo, dodecilsulfato de s6dio (SDS) a 1%. A suspensdo de solugdo
tampdo pode ser diferente do PBS, tanto com relagdo & composi¢do quimica
como ao pH. O SDS pode ser substituido por outros detergentes que podem
ser mais adequados para a quantidade de células utilizadas.

¢) homogeneizagdo das células BY2: a homogeneizagdo das
células pode ser efetuada em um recipiente adequado, como uma argamassa
cerdmica com um pildo também cerdmico. A quantidade de células e os
volumes relativos de solugdo tampdo a serem utilizados varia em relagdo ao
procedimento previamente escolhido. A homogeneizagdo também pode ser
efetuado com prensas do tipo mecénico ou hidraulico ou por outros aparelhos
disponiveis no mercado adequados para a quebra das células por fric¢do, sob
condig¢des resfriadas e ndo resfriadas.

d) precipitagdo das paredes celulares: tdo logo um lisato
celular homogéneo tenha sido obtido por intermédio da homogeneizacéo, a

amostra de células é centrifugada, por exemplo, a 3000 rotagdes por 15
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minutos aproximadamente, para precipitar as paredes celulares. O
sobrenadante obtido da centrifugagdo € eliminado, enquanto que os granulos
das paredes sdo lavados trés vezes com uma solugéo tampéo até que todos os
componentes citoplasméticos e detergentes tenham sido eliminados do
sobrenadante.

e) ebuli¢do das paredes celulares: as paredes celulares assim

obtidas entram em ebulicdo na presenga de um agente seqﬁestrantre?,r por
exemplo, EDTA 2mM, para eliminar as pectinas e amidos que contaminam a
preparagdo da parede. Os granulos assim obtidos sdo lavados outra vez em
PBS.

f) tratamento das paredes com uma solugéo 4cida: os granulos
das paredes celulares sdo recolocados em suspensdo em uma solugdo acida,
por exemplo, HCI 0,1 N (pH 1,0) e entram em ebuli¢éo, tipicamente durante
cerca de 1 hora. Desta forma, todos os aglcares ligados covalentemente com
as proteinas das paredes sdo separados e colocados em solugdo. As proteinas
da parede sio agora acessiveis ao ataque das enzimas proteoliticas que
hidrolisam as mesmas em peptideos e/ou aminoacidos simples.

g) digestdo das proteinas das paredes: isto pode ser feito
vantajosamente com meios acidos ou enzimaticamente, ou utilizando ambos
os métodos, alternando-se, por exemplo, a hidrdlise enzimatica com a
hidroélise 4cida. Para o tratamento 4cido, sdo utilizados acidos inorganicos, por
exemplo, 4cido cloridrico, acido sulfirico, acido fosférico, 4cido nitrico; ou
acidos organicos, tais como 4acido acético, acido trifluoroacético, acido
metanossulfénico, 4acido trifluorometanossulfénico. Quando a referida
digestio & executada enzimaticamente, podem ser utilizadas enzimas
proteoliticas, como por exemplo, tripsina (com métodos tipicamente descritos
em Cho e Chrispeels, 1976) mais de preferéncia com pepsina, que permite
que o tratamento seja feito diretamente na solugdo acida usada para a hidrolise

dos agucares, sem a necessidade de lavagens ou neutraliza¢des adicionais com
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bases.

h) separagio dos aminoacidos por cromatografia: uma
purificagdo adicional pode ser executada na mistura de peptideos/aminoacidos
extraidos das paredes para separar os componentes de proteinas tendo varios

pesos moleculares dos agucares, principalmente arabinoses. Isto pode ser feito

~ com cromatografia de troca de ions fraca ou com filtragéo por gel, utilizando

colunas Dowex50 (troca de ions) ou colunas de filtragdo por gel VSephadeWx
G10 ou G15 (filtragado por gel).

De acordo com outro aspecto, é apresentada uma composi¢do
com base em polipeptideo, composta de 4- hidroxiprolina obtida de acordo
com o método da invengao.

De acordo com outro aspecto, € apresentado o uso de 4-
hidroxiprolina de uma composi¢do de polipeptideo composta de 4-
hidroxiprolina, obtida de acordo com o método da inven¢do, no campo
agrondmico, especialmente para dar as safras uma tolerancia maior as tensoes
abidticas e/ou bidticas, i.e. causada pelos microorganismos fitopatdgenos.

O requerente, de fato com surpresa, verificou que o 4-HO-Pro
e as composi¢es contendo 4-HO-Pro, objeto da presente invengdo, sdo
capazes de induzir significativamente genes envolvidos na autodefesa de
plantas, por exemplo, através da indugdo da proteina de defesa induzida pelos
ataques dos patogenos (Pathogen Related 1, PR1).

Especialmente, o requerente observou um efeito significativo
das 4-hidroxi-L-prolina e das composi¢des enriquecidas neste aminoacido,
objeto da presente invengdo, para o controle do desenvolvimento de agentes
responsaveis pelo estresse bidtico, como microrganismos fitopatogénicos,
através da inducdo de substincias tendo uma atividade anti-fungicida, como a
proteina de defesa PR1.

De acordo com uma realiza¢do, o uso € previsto no campo

agrondmico, especialmente em safras agricolas bioldgicas de composi¢des
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compostas de 4-HO-Pro na presenga de polissacarideos, tipicamente cadeias
de arabinose, presentes nas paredes das células BY2 de tabaco, opcionalmente
separadas da matriz de proteina, mas ndo removidas da referida composi¢o.

Além disso, o 4-HO-Pro obtido com o método da invengdo
também permite que sejam obtidas associagdes diferentes, como por exemplo,
com aminoacidos predeterminados, ou com _polissacarideos. ou _com
osmoprotetores de uma natureza quimica e/ou agdo mecinica variada, e
também facilita as operagdes de separagdo do 4-HO-Pro com um alto grau de
pureza para usos sintéticos (como para a produgdo de peptideos com
estruturas quaterndrias especificas).

Outra realizacdo prevé o uso agronomico das paredes
celulares, de preferéncia, de células BY2 de tabaco, através da assimilag¢do do
processo de degradagdo descrito acima para o seu metabolismo natural
produzido sobre ou dentro da planta, ou no solo, pela agdo de
microorganismos ou pela propria planta, e o efeito sinérgico que o
componente de hidroxiprolina e o componente arabinosideo produz para
limitar ou aliviar os efeitos causados pelo estresse abiotico e bidtico.

A hidroxiprolina e/ou as composi¢des baseadas neste
aminoacido obtidas de acordo com o método da invengdo podem ser usadas
para o tratamento de toda a planta, ou de uma porgdo da mesma. Eles,
portanto, podem ser aplicados nas folhas, mas também no tronco ou caule, ou
nas raizes, através da aspersio de solugdes ou suspensdes ou pela
incorporagdo de granulos ou pds no solo. As sementes também podem ser
tratadas convenientemente com os compostos objeto da patente atual, como
resultado das propriedades osmoprotetoras mostradas.

A hidroxiprolina e as composigdes obtidas de acordo com a
invencgdo podem ser aplicadas em todos os tipos de safras, monocotiledonea
ou dicotileddnea, e em conseqiiéncia, produzirem uma assisténcia excelente

para o cultivo, por exemplo, de cereais, arvores frutiferas, legumes, safras
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"solanaceous", varios tipos de vegetais, mas também plantas ornamentais,
plantas oleaginosas para usos nfo alimenticios, gramados, etc.
As referidas composi¢des podem ser utilizadas sozinhas ou em

uma mistura com qualquer outro produto utilizado tradicionalmente em

agronomia, em qualquer proporgdo o procedimento aplicativo, ambos para a

protegio de safras (fungicidas, herbicidas, inseticidas, nemoticidas,

bioestimulantes), mas também para a sua nutrigdo (adubos, varios tipos de
fertilizantes, microelementos).

Um objetivo da invengdo também se refere a composigbes com
base em 4-HO-Pro, derivadas do processo descrito acima e com graus
diferentes de pureza, opcionalmente contendo sacarideos associados.

As doses de aplicagdo, expressas como uma relagdo com o
conteudo em peso de 4-HO-Pro presente em 1 litro ou kg de composicdo da
invencdo, pode variar, por exemplo, de 0,005 de 4-HO-Pro a 5.000 g de 4-
HO-Pro/hl, de preferéncia, de 0,05 g de 4-HO-Pro/hl a 500 g de 4-HO-Pro /hl,
ainda mais de preferéncia, de 0,5 g de 4-HO-Pro/hl a 100 g de 4-HO-Pro/hl.
Este aminoéacido e as composi¢des enriquecidas do mesmo tém a vantagem
adicional de serem isentos de contaminantes bioldgicos e em conseqiiéncia,
de serem capazes de serem utilizados livremente no campo da agricultura
biologica.

De acordo com outro aspecto da invengdo, prevé-se o uso de
4-HO-Pro ou de polipeptideos contendo 4-hidroxiprolina como intermediarios
para a preparagdo de moléculas de sintese.

Para ilustracdo mas ndo para fins de limitagdo da presente
invencdo, sdo apresentados alguns exemplos abaixo, relativos a preparagéo de
composi¢des enriquecidas em 4-HO-Pro de acordo com a invengdo e a
atividade bioldgica dos mesmos.

EXEMPLO 1

Isolamento de peptideos ricos em hidroxiprolina das paredes
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das células BY2.
As células BY2 foram obtidas por meio de fermentagdes
executadas conforme descrito por Kato et al., 1972. 50 ml de uma cultura de

células densa foram utilizados como o material inicial para a inoculagdo de 1

litro de meio de cultura, contendo 30 g/litro de sacarose, 4,4 g/litro de mistura

“de sal basal Murashige/Skoog (sal MS, Sigma), 0,1 g/litro de Inositol, 1 _

mg/litro de tiamina, 0,2 mg/litro de 2,4 D, 0,18 g/litro de KH,PO, em um pH
de 5,7. A cultura é entdo incubada a 27 °C, no escuro, sob agitacdo orbital
constante (110 rpm) e apds 8 dias as células sdo filtradas através de uma
camada de tecido Miracloth (Calbiochem), e homogeneizadas em uma
argamassa na presenca de SDS (dodecil sulfato de sédio) 1% (ou Triton X-
100, 1%) em uma solugdo tampdo PBS (solu¢do tampéo salina de fosfato:
1,44 g/litro de NaH,PO,, 0,24 g/litro de KH,PO,, NaCl 8 g/litro em um pH de
7,4). O lisato resultante é primeiramente fervido na presenga de EDTA,
tratado com HCI 0,1N e entfo é digerido com pepsina em um ambiente acido.
Este procedimento leva & solubilizagdo da fragdo de proteina presente nas
paredes das células, quantificdvel com o teste Bradford (Bradford, 1976) ou
com a adi¢do de ninhidrina.

Mais especificamente:

Células BY2 (300 g), derivadas de 1 litro de cultura sdo
homogeneizadas em uma argamassa com cerca de 300 ml de PBS contendo
1% de SDS (Triton X-100). O lisato obtido ¢ centrifugado a 3000 rpm para
precipitar as paredes das células que sdo entdo lavadas com quantidades
adicionais de PBS para a remogdo dos componentes citoplasmaticos.

O produto obtido, definido como composi¢do numero 1, pode
ser usado para aplicagdes agronoémicas.

A ebulicdo adicional das paredes das células em 150 ml de
EDTA 2mM permite a remogdo das pectinas e do amido. As paredes sdo

entdo tratadas com HCI 0,1N (150 ml) para separar os agucares ligados nas
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proteinas das paredes, obtendo a composi¢do niumero 2 a qual, tdo logo seja
neutralizada com NaOH e diluida de forma adequada, pode ser usada para
aplica¢des agronomicas.

Pepsina (1 mg/ml) € entdo adicionada para a digestdo das

proteinas das paredes, mantendo o pH em um valor de 1,0, em um volume de

150 ml. A quantidade de proteinas obtidas da digestio é medida com o .

método Bradford, utilizando BSA (albumina de soro bovino) como padr&o.

Os peptideos assim obtidos (cerca de 120 - 130 mg) em
solugdio acida que também contém a fragdo de sacarideos, sdo liofilizados e
recolocados em suspensdo em uma solugdo tampdo (pH 6) para o teste
bioldgico (composi¢do n° 3).

EXEMPLO 2

Purificacdo adicional dos peptideos ricos em hidroxiprolina
das paredes das células BY?2: Separagdo por cromatografia dos aminoécidos.

A composi¢do n° 3, derivada da digestdo das paredes com
4cido e pepsina, foi liofilizada e recolocada em suspensdo em 10 - 15 ml de
uma solugio tampéo de formiato de piridina 10 mM, pH 3,3, a ser aplicada
em uma coluna cromatografica previamente lavada e balanceada com uma
solugdo tampdo de piridina ImM.

Colunas contendo um resina Dowex 50WX2-400 (Sigma),
usada em cromatografia de troca de ions fraca, sdo carregadas com material
derivado das digestdes 4cida e de proteina das paredes. A coluna carregada
dessa forma é primeiramente eluida com formiato de piridina ImM, pH 3,3, ¢
posteriormente com uma solugdo tampdo de piridina a 750 mM. As moléculas
carregadas, tais como aminoéacidos e peptideos, sdo retiradas pelavcoluna e
ndo sdo eluidas com a primeira eluigdo de formiato de piridina. A solugdo
tampdo 1mM elui somente as moléculas neutras ou carregadas fracamente,
como os aglcares. A eluicdo com uma solugdo tampdo de piridina em

concentra¢des mais elevadas também permite que as moléculas com carga,



5

10

15

20

25

14

tais como os aminoécidos e os peptideos, sejam eluidas.

Em uma cromatografia de filtragdo por gel, as colunas,
contendo a resina Sephadex G10 (Sigma), permitem que sejam separadas as
moléculas com um peso molecular menor do que 700 Da. A filtragéo por gel

explora a dimensdo das moléculas para a separagdo, as moléculas maiores,

tais como fragmentos de proteina e peptideos mais volumosos sendo

primeiramente eluidos, de forma diferente das moléculas pequenas, tais como
aminoacidos ou aguicares simples, que sdo retidos pela porosidade da resina, e
sdo eluidos com volumes maiores de solugdo tampdo. A mesma solugdo
tamp3o de formiato de piridina em um pH de 3,3 também pode ser aplicada
nas colunas Sephadex para eluir os peptideos e posteriormente os
aminoacidos sozinhos derivados da hidrolise das proteinas das paredes das
células.

Em ambos os casos, a vantagem de utilizagdo de uma solugdo
tamp3o de formiato de piridina é a sua volatilidade elevada, que permite que a
mesma seja facilmente eliminada apés a liofilizagdo, para recuperar o
componente de peptideo livre de contaminagdes por sais ou outras moléculas
organicas.

EXEMPLO 3

Expressdo dos genes anti-estresse abidticos e bidticos PDH,
GSTF7, PR1 apé6s o tratamento de plantas com as composi¢des contendo
hidroxiprolina.

A composi¢dio numero 3, derivada da digestdo das paredes
com acido e pepsina, foi liofilizada e recolocada em suspensdo em 15 ml de
uma soluggo a 250 mM de NaOH, para ter um pH final igual a 6,0. 1 ml desta
solugdio foi adicionalmente diluido em 10 ml de 4gua destilada, para ser
utilizada diretamente sobre plantas de Arabidopsis thaliana. As plantas
Arabidopsis, ecotipo Columbia, cultivadas em solo durante 3-4 semanas e

expostas a luz durante um periodo de 16h, foram aspergidas na superficie das
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folhas com a composi¢do niimero 3. Depois de 24h, algumas das folhas foram
removidas de cada amostra e o RNA total foi extraido com o kit da Sigma. O
cDNA foi sintetizado utilizando-se os produtos Promega e Fermentas.

Foram executadas experiéncias quantitativas de PCR sobre

vérios genes envolvidos em resposta de defesa da planta utilizando-se um kit

comprado da companhia Ambion, no qual dois pares de

iniciadores/competimeros sdo utilizados para a amplificagdo do gene de RNA
ribossomal 18S, que representa o padrdo de controle.

A analise da expressdo do gene foi executada em trés genes,
que representam marcadores moleculares excelentes para revelarem e
quantificarem a resposta de defesa da planta com relagdo, tanto ao estresse
abidtico como ao bidtico. Os genes analisados sdo aqueles que codificam a
enzima desidrogenase prolina (PDH), descrita por Hua et al., 2001, aquela de
glutationa s-transferase (GST-F7) (Bechtold et al., 1993), e aquela da proteina
PR1 (proteina 1 relacionada com patogénese) (Lebel et al., 1998). Os
primeiros dois genes sdio envolvidos na resposta de defesa de plantas para
estressar o tipo abidtico, que geralmente é induzido por um aumento de
prolina na planta.

O ultimo gene, por outro lado, € envolvido na resposta ao
estresse do tipo bidtico, i.e., ele é ativado ap6s o ataque dos organismos
patogénicos e induz uma resposta geralmente mediada pelo 4cido salicilico.

Em varias experiéncias, ¢ demonstrado como o tratamento
com a composicdo niimero 3 leva a uma indugdo significativa de ambos os
genes PDH e GST-F7 (resposta ao estresse abiotico) e também ao gene PR1
(resposta ao estresse biotico).

EXEMPLO 4

Sinergia da presen¢a de agucares na expressdo dos genes

responsaveis pelo alivio do estresse abidtico e biotico.

As experiéncias de indugdo do mesmo gene foram executadas,
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utilizando-se o material da composi¢do numero 3 fracionado em uma coluna
Dowex50. As fragdes diferentes, obtidas por eluigdes com uma solugdo
tampio de formiato de piridina 1 mM principalmente contendo agicares,
foram testadas nas plantas nas mesmas condi¢des descritas acima e
produziram um fraco efeito indutivo. Os componentes de proteina, ambos as
representados  pela  hidroxiprolina)  produziram  uma  resposta
significativamente mais elevada na expressdo do gene marcador de estresse.
O efeito sobre a expressdo do gene produzido pela composi¢do numero 3 €
maior com relagdo aquele produzido pelos componentes fracionados
sozinhos, isto sugerindo uma agdo sinérgica do componente glicosideo
juntamente com o componente de proteina. Foi avaliado o efeito da resposta
de plantas ao estresse através de analisar também outros genes, marcadores
importantes de ambos o estresse abidtico e o bidtico. Os outros genes
analisados, que produziram resultados analogos, sdo o SAG29 (Senescence
Associated Gene 29), SAG12 (Senescence Associated Gene 12), WHY]I
(Whirly 1), TGA2 ( fator de transcri¢do), COR47 ( envolvido em estresse e
seca salinos),CAT3 (codificagdo para uma catalase), LOX2 e ERF1 (ambos
envolvidos na resposta ao estresse bio6tico).
EXEMPLO 5

Alivio dos efeitos do estresse abidtico em plantas de feijao.

As plantas de feijio cultivadas em um meio de salinidade
elevada foram tratadas com a composi¢do numero 3, aplicando-se uma dose
igual a 50 g/hl de componente de aminoacido-proteina por planta (tese 2).
Estas plantas foram comparadas com as plantas cultivadas no mesmo meio
salino, mas que no foram tratadas (tese 3) com as plantas cultivadas em um
meio com a mesma composi¢io mas que ndo era salina (tese 1). foram
utilizadas 4 plantas para cada tese, mantidas em uma estufa durante 8 dias e

entdo comparadas visualmente. A tese 3, ndo tratada, tinha uma necrose
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exfensa dos técidos, enquanto que a tese 2 tinha uma redugdo elevada dos
efeitos causados pela salinidade elevada, tendo um desenvolvimento e
condicdo semelhantes ao da planta cultivada na auséncia de salinidade e
demonstrando a capacidade da composi¢do numero 3 de alivio dos efeitos
causados pelo estresse abidtico tipico.

A mesma experiéncia foi obtida com as composi¢bes numero 1

e n° 2, outra vez com uma dose de 50 g/hl de componente de aminodacido-

proteina, obtendo resultados analogos.
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REIVINDICACOES

1. Método para a preparagdo de uma composigdo com base em

4-hidroxiprolina, caracterizado pelo fato de ser composto da fermentagdo de
uma cultura de célula vegetal, a separagdo e lise subseqiiente tanto

quimicamente quanto enzimaticamente das paredes das células vegetais.

2. Método de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo

fato de ser composto das seguintes fases:

a) fermentacdo de uma cultura de células de origem vegetal;

b) separagdo das células vegetais do meio de fermentagéo;

c) homogeneizagdo das células vegetais;

d) ebuligdo das paredes da célula para remover as pectinas e 0s
amidos;

e) tratamento das paredes celulares com uma solugdo 4cida
para separar os agucares ligados nas proteinas das paredes.

3. Método de acordo com as reivindicagdes 1 ou 2,

caracterizado pelo fato de ser composto, entre as fases c) e d), de uma fase de

precipitagio das paredes celulares e a lavagem para a remogdo dos
componentes citoplasmaticos celulares.
4. Método de acordo com qualquer das reivindicagbes 1-3,

caracterizado pelo fato de ser composto de uma fase adicional de hidrdlise f)

das proteinas das paredes em um meio acido e/ou enzimaticamente.

5. Método de acordo com qualquer das reivindicagdes 1-4,

caracterizado pelo fato de ser composto de uma fase adicional de separagéo g)
por cromatografia dos peptideos € aminoacidos.
6. Método de acordo com qualquer das reivindicagdes 1- 5,

caracterizado pelo fato da referida cultura de células de origem vegetal ser

derivada de uma planta escolhida do grupo composto de plantas de tabaco,
Arabidopsis, soja, cenoura, milho, batata e tomate.

7. Método de acordo com qualquer das reivindicagbes 1-6,
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caracterizado pelo fato da referida cultura de célula ser uma cultura de células

de tabaco BY?2.

8. Composicio, caracterizado pelo fato de ser baseada em 4-

hidroxiprolina obtida de acordo com o método como definido em qualquer

5 dasreivindicagdes 1- 7.

9. Composic¢do de acordo com a reivindicagéo 8

pelo fato de ser composta de uma ou mais unidades de polissacarideo.
10. Composigdo de acordo com a reivindicagdo 9,

caracterizada pelo fato da referida unidade de polissacarideo ser arabinose ou

10  uma fragdo da mesma.
11. Uso de uma composi¢do como definida em qualquer das

reivindica¢des 9-10 no campo agrondmico, caracterizado pelo fato de ser para

fazer com que as safras tenham uma tolerancia maior ao estresse abidtico e/ou
bidtico.

15 12. Composto, caracterizado pelo fato de ser 4-hidroxiprolina

na forma de um aminoacido livre ou incorporada em um polipeptideo, obtida
de acordo com o método como definido em qualquer das reivindicagdes 1-7.
13. Uso de 4-hidroxiprolina ou de polipeptideos contendo 4-

hidroxiprolina como definido na reivindicagdo 12, caracterizado pelo fato de

20  ser como intermediaria para a preparag@o de moléculas de sintese.
14. Uso de 4-hidroxiprolina ou de polipeptideos contendo 4-
hidroxiprolina como definido na reivindicagdo 13 no campo agronémico,

caracterizado pelo fato de ser para fornecer as safras uma tolerancia maior ao

estresse abidtico e/ou biodtico.

, caracterizada
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RESUMO

“METODO PARA O ISOLAMENTO DE POLIPEPTIDEOS RICOS EM 4-
HIDROXIPROLINA, COMPOSICAO, USO DE UMA COMPOSICAO NO
CAMPO AGRONOMICO, COMPOSTO, E, USO DE POLIPEPTIDEOS

CONTENDO 4-HIDROXIPROLINA”
: - -A presente invengdo refere-se a um método para a preparagdo
de 4-hidroxi-L-prolina ou de composigSes com alto teor deste aminoacido e
a0 uso do mesmo como agroquimico no campo agricola e/ou como um

intermedidrio de sintese de compostos quimicos.



A requerente apresenta novas vias das reivindicagles para
conformar o pedido com o Relatério Preliminar Internacional sobre

Patenteabilidade.
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REIVINDICACOES

1. Método para o isolamento de polipeptideos ricos em 4-

hidroxiprolina, caracterizado pelo fato de que compreende as seguintes fases:

a) fermentagfio de uma cultura de célula de tabaco;

b) separacdo das células de tabaco do meio de fermentago;

c) homogegeigaggo gasﬁcéllllavsi dg ta}gacg; B B -

d) ebuli¢io das paredes da célula para remover pectinas e
amidos;
e) tratamento das paredes da célula com uma solugdo acida ou

separagdo dos agucares ligados nas proteinas das paredes.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de ser composto, entre as etapas c) e d), de uma etapa de precipitagéo das
paredes celulares e a lavagem para a remogdo dos componentes

citoplasmaticos celulares.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado

pelo fato de que a digestfio das proteinas das paredes da etapa f) ¢ realizada
alternando-se hidrélise 4cida e hidrolise enzimatica.
4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-

3, caracterizado pelo fato de ser composto de uma etapa adicional de

separagdo g) por cromatografia dos peptideos e aminoacidos.
5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-
4, caracterizado pelo fato da referida cultura de célula ser uma cultura de

células de tabaco BY2.

6. Composicdo, caracterizado pelo fato de ser baseada em

polipeptideos contendo 4-hidroxiprolina obtida de acordo com o método
como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1- 5.

7. Composi¢do de acordo com a reivindicagéo 6, caracterizada

pelo fato de ser composta de uma ou mais unidades de polissacarideo.

8. Composigdo de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizada
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2

pelo fato da referida unidade de polissacarideo ser arabinose ou uma fragdo da
mesma.
9. Uso de uma composi¢do como definida em qualquer uma

das reivindicagdes 6-8 no campo agrondémico, caracterizado pelo fato de ser

para fazer com que as safras tenham uma tolerdncia maior ao estresse abiotico

incorporada em um ou mais polipeptideo, obtida de acordo com o método
como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1-5.
11. Uso de polipeptideos contendo 4-hidroxiprolina como

definido na reivindicagdo 10, caracterizado pelo fato de ser como

intermedidria para a preparagdo de moléculas de sintese.
12. Uso de polipeptideos contendo 4- hidroxiprolina como

definido na reivindicag¢do 10 no campo agrondmico, caracterizado pelo fato

de ser para fornecer as safras uma tolerdncia maior ao estresse abidtico e/ou

bidtico.

10. Composto, caracterizado pelo fato de ser 4-hidroxiprolina
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