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RESUMO

As proteinas inativadoras de ribossomos do tipo 1 (RIPs tipo 1) sdo enzimas
monomericas de massa molecular variando entre 25 e 30 KDa, com um dominio RNA-
N-glicosidase, que ndo possuem uma cadeia ligante a glicoconjugados e apresentam
baixa toxicidade quando comparada com RIPs do tipo 2. A curcina € uma RIP do tipo
1 obtida da semente de Jatropha curcas com varios relatos na literatura com potencial
biotecnoldgico. O objetivo desse trabalho foi monitorar a presenga da curcina na torta
de sementes de pinhdo manso (Jatropha curcas L.) durante 15, 30, 45, 60, 75 e 90
dias de armazenamento, avaliando sua integridade fisico-quimica, conformacional e
atividades bioldgicas in vivo e in vitro. Desta forma, foram utilizadas tortas de semente
de pinhdo-manso, armazenadas por diferentes periodos, onde para cada periodo foi
realizado a extracao, purificacdo e quantificacdo da curcina, sendo posteriormente
verificada a pureza, preservacao de atividade conformacional e biolégica através de
metodologias in vivo e in vitro; além de uma avaliagdo de atividade anti-helmintica. Os
estudos mostraram que a curcina obtida até 90 dias de armazenamento da torta de
pinhdo-manso permanecia estavel sobre sua quantidade, com atividade biologica e
conformacional, ndo havendo diminuicdo de sua atividade RNA-N-glicosidase,
apresentando toxicidade sob cistos de Artemia salina, e adultos de Ascaridia galli com
taxa de mortalidade semelhante ao do medicamento comercial. Desta forma, conclui-
se que a curcina obtida de torta de pinhdo-manso até 90 dias de armazenamento
apresenta estabilidade conformacional e biologica podendo ser utilizada como

ferramenta biotecnologica.

Palavras-chave: RNA-N-glicosidase. RIP tipo 1. Conformacédo estrutural. Atividade

bioldgica.



ABSTRACT

Type 1 Ribosome Inactivating Proteins (RIPs) are monomeric enzymes with molecular
mass between 25 to 30 KDa. Type 1 RIPs have an RNA-N-glicosidase domain, but do
not have glycoconjugate ligand domain characteristic of type 2 RIPs. Because of that,
type 1 are less toxic then type 2 RIPs. Curcin is a type 1 RIP isolated from Jatropha
curcas seeds and has several reports suggesting its biotechnological potentials. The
aim of this thesis was to monitor the presence of curcin into the residual cake derived
from J. curcas seeds during 15, 30, 45, 60, 75 and 90 days of storage. The samples
were evaluated according to its physicochemical and conformational aspects and also
its in vivo and in vitro biological activities. For these tests, J. curcas seeds cake stored
for different periods were used. With each cake was performed extraction and
purification of curcin. After each purification, it was performed tests to assess purity,
conformational aspects, in vivo and in vitro biological activities and anti-helminth effect
of each purification batch. These tests showed that curcin obtained after 90 days of
stored J. curcas cake did not show difference in its purification yield and maintained its
biological effects and conformational aspects. It did not show decrease of RNA-N-
glicosidase activity preserving its high toxicity against Artemia salina cists
and Ascaridia galli with similar effects of commercial medicines. In conclusion, curcin
purified from J. curcas seeds cake stored for 90 days still presenting high structural
stability and biological activities and can be used as biotechnological tool.

Key words: RNA-N-glycosidase. Type 1 RIP. Structural conformation. Biological
activity.
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1 INTRODUGAO

1.1 O que sao proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs)?

Proteinas inativadoras de ribossomos (do termo em inglés Ribossome
Inactivating Proteins) sdo enzimas que promovem a depurinagdo de uma adenina
especifica (As324), situada em uma alga exposta do RNA ribossomal (rRNA) 28S em
estudos realizados em células hepaticas de rato (BARBIERI et al., 1993), através do
rompimento da ligagdo glicosidica entre a base e a ribose. Com isso, sua atividade foi
caracterizada como de RNA-N-glicosidase (ENDO et al., 1987; ZAMBONI et al., 1989).

As RIPs promovem uma inibic&o irreversivel da sintese proteica, ocasionando
morte celular (SCHORT et al., 2015). Podendo inativar um grande numero de
ribossomos em uma unica célula, levando a hipotese de que apenas uma unica
molécula de RIP seja capaz de provocar morte celular (WENG et al., 2012). Devido a
essa caracteristica de provocar morte celular, ocorre uma investigagdo sobre o seu
dominio de toxina, inclusive como dominio direcionado para células tumorais, com
potencial agdo antitumoral (GILABERT-ORIOL et al., 2014).

A atuacdo das RIPs esta direcionada a uma algca do rRNA que esta relacionada
a interagdes com fatores de elongacéo (EFs) 1 e 2 (BRIGOTTI et al., 1989). A clivagem
dessa adenina especifica impede essa interacao, resultando em um decréscimo da
sintese de proteinas (ENDO et al., 1991). A diminui¢cdo da sintese proteica nas células
afetadas pelas RIPs, comumente resulta em morte celular (NIELSEN e BOSTON,
2001).

Segundo Mundy e colaboradores (1994), as RIPs podem ser classificadas em 3

tipos de acordo com suas propriedades fisicas e estruturais (Figura 01):

e RIPstipo 1: sdo enzimas monoméricas, de massa molecular entre 25 e 30 KDa
(LING, LIU e WANG, 1994), com um dominio RNA N-glicosidase que nao
possuem uma cadeia ligante a glicoconjugados e apresentam baixa
citotoxicidade. Algumas delas podem entrar na célula através do mecanismo
do endocitose fase-fluida. Exemplos: saporina (Saponaria officinalis) e a PAP
(CAVALLARO, 1995);
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RIPs tipo 2: sdo proteinas heterodiméricas compostas de duas cadeias
polipeptidicas, de massa molecular em torno de 60 kDa (LING et al., 1994). A
cadeia A é a porgcdo com atividade enzimatica de remover um residuo de
adenina de um /loop exposto da subunidade 28S do rRNA com isso inibindo a
sintese proteica (OLSNES, 2004). A cadeia B é uma cadeia lectinica (STIRPE
et al., 1977). A cadeia B pode ligar-se a glicoproteinas ou glicoconjugados
presentes na superficie celular (STEEVES et al., 1999) mediando o transporte
da cadeia A para o citosol, onde tera acesso aos ribossomos. Exemplos: abrina,
ricina e pulchelina (BEAUMELLE et al., 1993).

RIPs tipo 3: sdo proteinas sintetizadas como precursoras inativas (proRIPs)
gue requerem um processamento proteolitico entre os aminoacidos envolvidos
na formagao do sitio ativo. As RIPs deste grupo foram isoladas no milho e na
cevada (BASS et al., 1992).

Figura 1 - Alinhamento esquematico das RIPs representando uma comparagao

entre suas estruturas primarias

Tipo 1 Dominio N-glicosidase
Peptidio Doeminio N-glicosidase Extensdo
stnalisador C-terminal
Tipo 2 [ | ] |
Peptidio Cade}:{l-A Ligante Cade1a-B
sinalisador Iaomlmio_ Dominio de
N-glicosidase ligacdo lectinica
Tpos M N -
Extensio Ligant Extensio
N-terminal 1gante C-termnal
l | + | |
—
e

Dominio N-glicosidase

Fonte: NIELSEN e BOSTON (2001).
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Essa grande toxidez despertou o interesse por uma possivel utilizacdo dessas
proteinas conjugadas com anticorpos, como imunotoxinas, no tratamento de céancer
(LIN et al., 1971; SCADDEN et al., 1998; WANG et al., 1998; FABBRINI et al., 2017).
A utilizacdo de RIPs em estudo pré-clinicos ja foi liberado, como por exemplo a
autorizacdo de teste fase | para uso da viscumina (RIP do tipo 2 de Viscum album)
acoplada a um anticorpo para tratamento de cancer colo-retal, sarcoma e melanomas
(BERGMANN et al., 2008). Estudos para combater o virus HIV, utilizando
imunotoxinas complexadas com RIPs também foram realizados (TILL et al., 1988;
WANG et al., 2000; DONAYRE TORRES et al., 2009; BOLOGNESI et al., 2016).

1.2 Mecanismos de agao das RIPs

Hartley e Lord (2004), revisaram o processo de internalizagdo da ricina em
células de mamiferos e observaram que a ricina uma vez ligara a superficie celular
através da cadeia B, sendo endocitatada. Parte da toxina endocitada volta para a
superficie celular, ou segue para o lisossomo, onde é degradada. A rota produtiva da
intoxicagdo ocorre para uma pequena porgao da toxina, a qual é transportada por
vesiculas para o endossomo e para a rede transGolgi (TGN) e, via complexo de Golgi,
para o lumen do reticulo endoplasmatico. As subunidades da ricina sdo separadas,
permitindo que a cadeia A cataliticamente ativa se desloque para o citosol (Figura 2).

As RIPs tipo 2 tém a capacidade de ligar-se a glicoproteinas e glicolipideos na
superficie celular, sendo endocitadas por diferentes processos, clatrina dependentes
ou independentes, direcionando as moléculas para vesiculas endossomais, onde
podem ser encaminhadas para uma rota seguinte, dependendo da natureza do
receptor, e serem conduzidos a varios destinos (BARBIERI et al., 1993). Esses
endossomas podem chegar ao complexo de Golgi, e depois as proteinas s&o
encaminhadas ao lumen do reticulo endoplasmatico (RE), onde as duas cadeias
polipeptidicas sdo separadas por isomerase dissulfidica (SPOONER et al., 2004). A
cadeia A livre no lumen do RE pode ser interpretada como um peptideo n&o-ligado e
enviada ao citosol pelo sistema de controle de qualidade do RE (LORD e ROBERTS,
1998). As RIPs tipo 2 sao retro-translocadas utilizando a via de degradagao associada
ao RE usualmente seguida por proteinas que no citosol sdo poliubiquitadas e
degradadas por proteases, denominadas proteossomas (TSAIl et al., 2002).
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Figura 2 - Transporte da ricina em células de mamiferos.
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A ricina liga-se a superficie celular através da atividade da lectina da sua cadeia B (circulos
vermelhos). Alguma toxina ligada a superficie entra na célula por endocitose. Depois de atingir
inicialmente os endossomos iniciais, a maior parte da toxina endocitada se recicla de volta a
superficie celular ou prossegue via endossomos tardios para os lisossomos, onde € degradada.
A rota produtiva para intoxicagdo ocorre para uma pequena propor¢do da toxina que sofre
transporte vesicular de endossomas precoces para a rede trans-Golgi (RTG) e, via complexo de
Golgi, para o limen do RE. Aqui, as subunidades de ricina se separam redutivamente,
permitindo que a cadeia A cataliticamente ativa (circulos amarelos) se retro-translocasse para o
citosol.

Fonte: modificada de HARTLEY e LORD (2004).

Os Ribossomos de ratos sao frequentemente utilizados como modelo de
experimentacéo, onde a RIP se liga no sitio especifico A4324 na subunidade 28S do
rRNA. Este local é descrito como um /oop de cadeia simples, chamado de loop
sarcina/ricina localizada no dominio VIl com cerca de 400 nucleotideos a partir da
regido 3'do rRNA. Essa regido, posteriormente foi identificada como local de atividade
N-glicosidase comum em RIP tipo 1 e 2 (PEUMANS et al., 2001).

O mecanismo de dano ribossomal foi descoberto por Endo e colaboradores,
(1987) que descobriram que a ricina cliva a ligagao glicosidica de um unico residuo de
adenina (A4324 do rRNA de figado de ratos). Este residuo é adjacente ao local de
clivagem de rRNA por uma a-sarcina, em um tetranucleotideo GA4324GA em um loop
altamente conservado no topo de uma haste, chamado de sarcina/ricina loop. Esta
observacéo foi alargada a outras RIPs (STIRPE et al., 1988), que foram oficialmente
classificadas como RNA-N-glicosidases.
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Embora todas as RIPs exibam atividade de N-glicosidase, existem diferencas
marcantes variando conforme o substrato. Por exemplo, a ricina é altamente ativa em
ribossomos de mamiferos e leveduras, entretanto apresenta pouca atividade ou
inatividade em ribossomos de plantas e Escherichia coli (BARBIERI et al., 1993).

Observa-se que a maioria das RIPs tipo 1 possui uma atuagcdo bastante
diversificada para diferentes tipos celulares, o mesmo ndo é observado em RIPs do
tipo 2 que possuem uma preferéncia pelos ribossomos de animais. Visto que a
estrutura do rRNA alvo € universalmente conservada, as diferencas de sensibilidade
ocorrem pelas proteinas ribossomais, permitindo ou impedindo o acesso das RIP ao
loop ricina (Figura 03). (PEUMANS et al., 2001).

Figura 3. Representacao esquematica da acao enzimatica de proteinas
inativadoras de ribossomos no rRNA.
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Fonte: Autor.

RIPs também depurinam ribossomos de ndo mamiferos, como insetos (ZHOU et
al., 2000; BALLINGER e PERLMAN, 2017), plantas (IGLESIAS et al., 1993; BARBIER
e GILLET, 2018), leveduras (ROBERTS e SELITRENNIKOFF, 1986; BARBIER e
GILLET, 2018), e bactérias (GIRBE'’S et al., 1993; BARBIER e GILLET, 2018).

Além disso, verificou-se que algumas RIPs removem mais de um residuo de
adenina por ribossomo (BARBIERI et al., 1994) e determinadas podem remover
residuos de adenina a partir de DNA e outros polinucledtideos (BARBIERI et al., 1997,
NICOLAS et al.,, 2000). Desta forma, a denominagao de polinucledtideo adenina
glicosidase e mais recentemente, de adenina glicosidase polinucleétideo foi proposto
para estas proteinas podendo substituir a denominacdo RNA-N-glicosidase
(BARBIERI et al., 2001). Além disso, foi observado ainda, que a ricina e outros RIPs
podem remover a adenina da cauda de poli A (BARBIERI et al., 2003).
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1.3 Distribuigao das RIPs na natureza

As RIPs sdo comumente encontradas em plantas, RIPs tipo 1 foram encontrados
em varias plantas, incluindo algumas que sdo consumidas cruas como espinafre
(ISHIZAKI et al., 2002), e tomate (BARBIERI et al., 2006). A ocorréncia de RIPs tipo 1
€ mais elevada quando comparado as RIPs tipo 2 (SCHROT et al., 2015). A RIP tipo
2, Aralina foi encontrada nas partes aéreas da Aralia eleta (TOMATSU et al., 2003),
mas podem ser consumidas com seguranga ja que a RIP desnatura ao cozinhar. A
Ricina, RIP do tipo 2 esta presente apenas nas sementes da planta Ricinus communis,
enquanto que Saporina esta presente em todos os tecidos da erva-saboeira, incluindo
folha, caule e raiz (Saponaria officinalis) (FERRERAS et al., 1993). Em alguns casos,
pode ser encontrado na mesma planta RIPs tipo 1 e tipo 2, como por exemplo,
Sambucus nigra (FERRERAS et al., 2000) e Cinnamomum camphora (LING et al.,
1995). Na mamona, observa-se a presenca de RIPs toxicas e ndo-toxicas, coexistindo
(por exemplo, ricina e aglutinina de Ricinus), enquanto Nigrina-B verificou-se ser de
dois tipos diferentes de RIPs, diferenciando em sua toxicidade (HARTLEY et al.,
1996).

1.4 Atividades e potencial biotecnolégico das RIPs

As RIPs apresentam diversas atividades biolégicas incluindo atividades de
inibicho da tradugdo, N-glicosidases, antimitogénica, imunomoduladora,
antiproliferativa, antifungica. Imunotoxinas baseadas em RIPs tém sido construidas e
usadas em terapia de cancer. Plantas transgénicas carregando o gene de RIP s&o
menos susceptiveis as infecgdes virais (NG e WANG, 2004).

Propriedades anti-tumorais das RIPs contra diversos tipos de canceres tém sido
comprovadas por diversos cientistas. Mosinger (1951), relatou a agao toxica da ricina
contra sarcoma de ratos, enquanto Reddy e Sirsi (1969), reportaram a acgéao inibitéria
de extrato de Jequiriti (A. precatorius) sobre o crescimento do sarcoma de Yoshida.
Segundo Fodstad e colaboradores (1984), os resultados dos testes anti-tumorais em
animais, com abrina e ricina, mostraram-se promissores e os estudos clinicos de fase
| comegaram, mas foram interrompidos porque foram observados efeitos nao vistos

anteriormente em ratos e também remissdes nos pacientes testados. Atualmente,
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outra ferramenta contra o cancer utilizando essas toxinas € a producido de
imunotoxinas, que consiste em anticorpos monoclonais, contra antigenos de
superficie celular, ligados a cadeia A das toxinas (OLSNES et al., 1989; TRAN et al.,
2013; BOTTGER et al., 2013; WICAKSONO et al., 2016; SANTOS et al., 2018).

Além da atividade anti-tumoral, pode-se observar principio ativo responsavel
pela atividade abortifera foi purificado e identificado como sendo uma proteina
(chamada) tricosantina, a qual induz aborto em camundongos, coelhos e macacos,
mas nao em ratos e hamsters. Varias outras RIPs testadas apresentaram atividade
abortiva similar em camundongos (YEUNG et al., 1988, LI et al., 2017).

Os efeitos da tricosantina sobre a fertilidade foram detalhadamente estudados:
1) causa necrose seletiva sobre o sincitrotofoblasto placentario; 2) a formagao de
coagulos na circulagdo local induz mudancgas na area infartada e 3) essas mudangas
sdo acompanhadas por prejuizos das atividades funcionais, como diminuigdo do
horménio gonadotrofina coridbnica humano e dos niveis de hormdénios esteroides,
danos causados as trocas metabdlicas e aumento da sintese de prostaglandinas com
a consequente inducado de aborto. Esses efeitos sdo provavelmente devidos a alta
toxicidade das RIPs para células de corioncarcinomas e trofoblastos, a qual é
consistente com a alta atividade pinocitica dessas células (BARBIERI et al., 1993).

Com o intuito de construir armas bioldgicos, varias drogas ou moléculas toxicas
tém sido ligadas covalentemente a carreadores que especificamente reconhecem
células alvo. Uma variedade de moléculas foi usada para a construcido dessas
ferramentas biologicas. Os anticorpos monoclonais sdo os mais frequentemente
usados como carreadores, mas também lectinas, hormonios, fatores de crescimento,
receptores, substancias ligantes de receptores e antigenos foram explorados (MOTA
et al., 1998).

As RIPs podem ser ligadas quimicamente a anticorpos para formar moléculas
hibridas chamadas de imunotoxinas, direcionadas as células alvo do anticorpo usado.
A ligacao intermolecular entre anticorpo e toxina é feita por uma ligagao dissulfeto, e
menos frequentemente por ligagbes tioésteres (BARBIERI et al., 1993). As
imunotoxinas ndo inibem a sintese proteica em sistemas livres de células, a menos
que essa ligagao seja rompida por redugao (MOTA et al., 1998).

O primeiro conjugado com uma RIP tipo 1 foi preparado por uma ligagdo da
gelonina com a Concanavalina A (STIRPE et al., 1988). A cadeia A da ricina foi ligada
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ao antigeno CD4 como uma arma na eliminagdo de células infectadas por HIV
(ZARLING et al., 1990). As RIPs ligadas aos antigenos responsaveis por doengas
autoimunes s&o potencialmente usadas em terapia (BARBIERI et al., 1993).
Obviamente, um pré-requisito para assegurar o uso de imunotoxinas € a utilizagdo de
anticorpos especificos para as células-alvo (MOTA et al., 1998).

Uma possibilidade terapéutica € o uso de imunotoxinas administradas
intravesicalmente para a terapia de cancer de bexiga. A saporina contendo
imunotoxina pode ser administrada com seguranga a pacientes severamente
imunodeficientes (FRENCH et al., 1996). RIP contendo imunotoxinas e um fator de
crescimento de fibroblastos-saporina conjugado especifico para células tumorais de
bexiga foram preparados e submetidos a ensaios clinicos (BATTELLI et al., 1996).
Imunotoxinas musculo-especificos sdo potenciais agentes de imunoterapia para o
tratamento de espasmo do musculo focal, miastenia gravis e estrabismo, destruindo
musculos oculomotores (HOTT et al., 1998). Outras utilizagcbes possiveis de
imunotoxinas s&o para oftalmologia, doenca de Alzheimer e para prevenir a
proliferagdo de células da cérnea (STIRPE e BATTELLI, 2006).

Estudos demonstraram que RIPs também possuem atividade anti-tumorais e
antivirais (NG et al., 1992; BOLOGNESI et al., 2016). Por exemplo, MAP30, uma RIP
tipo1 de 30 kDa, verificou-se ser capaz de ser um inibidor de proliferacéo viral de HSV-
2 e HSV-1 (BOURINBAIAR e LEE-HUANG, 1996).

Muitas fontes de RIPs tém mostrado possuir eficaz atividade contra infecgcdes de
virus de plantas e animais. Todos os tipos de RIPs tém atividade antiviral contra virus
de plantas, fungos e animais, exceto o tipo 2 RIPs obtidos a partir Eranthis hyemalis
(KUMAR et al., 1993) e Sambucus nigra (CHEN et al., 2002). A atividade antiviral das
RIPs em plantas e animais ndo é causada por um efeito direto sobre os virus de
células antes da infecgdo. Esta observacao indica que as RIPs antivirais que sao
frequentemente extracelulares, levam a hipétese de morte em locais onde, RIPs
seletivamente entram no citosol de células infectadas e inativam os ribossomos,
impedindo assim a replicagédo do virus (HARTLEY et al., 1996).

Proteina antiviral de pokeweed (PAP) protege as plantas indicadoras adequadas
a partir de infecgdes virais, que incluem DNA-virus e RNA-virus. Ela também impede
a replicacdo em células humanas de virus da poliomielite, citomegalovirus, virus

influenza, virus herpes simplex e o HIV (CHEN et al., 1991). A replicagdo do HIV nas
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células foi inibida por RIPs e poderia ser usada em terapia da AIDS (SHAW et al.,
2005). RIP ativa em ribossomos de tabaco inibiram a formac&o de lesbes locais
provocadas por infeccdo pelo virus do mosaico do tabaco em folhas de tabaco
(TAYLOR et al., 1994).

Tricosantina da planta Trichosanthus kirilowii, inibe seletivamente RNA de HIV e
acumulo de proteina, sem afetar a expressdao do gene da célula hospedeira
(BARBIERI et al, 1993). A atividade antiviral é especifica em relacédo as
caracteristicas do virus e, portanto, podem ter aplicacbes agricolas e clinicas
(HARTLEY et al., 1996).

Outras pesquisas, como as realizadas com a MAP30 também mostraram
excelentes atividades anticancer, além de uma atividade contra multiplas células
cancerosas, tais como leucemia linfoide, linfoma, Cori carcinoma, melanoma, céncer
da mama, tumor da pele, cancer da préstata, carcinoma escamoso, carcinomas
humano de bexiga, e doenga de Hodgkin (SUN et al., 2001; BASCH, GABARDI e
ULBRICHT, 2003).

A atividades anticancer de RIPs sao atribuidas principalmente a via apoptaética.
Com base nessas caracteristicas, os pesquisadores estdo tentando tirar vantagem
das multifungdes das RIPs para desenvolver medicamentos a base de RIP com
atividade antiviral e anticancer. No entanto, a forte imunogenicidade de RIPs limita
significativamente suas aplicagdes clinicas (LI et al., 2009).

Estudos estdo sendo realizados para melhorar os efeitos adversos e
consequentemente melhorar a utilizagdo clinica de RIPs, abordagens como
mutagénese do sitio e modificagdes quimicas de proteina tém sido empregadas para
reduzir a imunogenicidade de RIPs. Entre eles, a PEG-lagao foi relatada como sendo
a mais eficaz. A ligagédo quimica do polietileno-glicol (PEG) para proteinas terapéuticas
levou a varias vantagens, como: aumento da meia-vida plasmatica, menor toxicidade
e maior estabilidade da droga e solubilidade (KOZLOWSKI e HARRIS, 2001).

Foi observado que RIPs possuem maior toxicidade em células tumorais do que
para células normais (LIN et al., 1970). E possivel que as RIPs sejam mais prejudiciais
para as células malignas, porque elas tém uma elevada taxa de sintese de proteinas,
enquanto a proliferar ativamente, e também porque elas sdo mais sensiveis as toxinas
(STIRPE e BATTELLI, 2006). Extratos de Viscum album e Ximenia americana, ambos

contendo RIPs tipo 2, viscumina e riproximin, tém sido utilizados como agentes
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anticancerigenos. RIPs podem ter algum efeito benéfico sobre doentes com céncer,
nao soO atuando diretamente sobre as células cancerosas, mas também exercendo
forte estimulagao do sistema imune e induzindo a producéo de citoquinas nas células
sob o efeito de varias RIPs (YAMASAKI et al., 2004; YE et al., 2005; BAYER et al.,
2012).

1.5Curcina: uma RIP tipo 1 de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.)

Jatropha curcas pertence a familia Euphorbiaceae, familia vegetal de
importancia para extragéo e purificagao de RIPs (STIRPE et al., 2007). A presencga da
curcina foi relatada inicialmente por Mourgue et al., (1961), nas sementes ha 57 anos.
Posteriormente, Stirpe e colaboradores (1976), indicaram sua capacidade de inibir a
sintese de proteinas em um sistema livre de células. A clonagem do gene da curcina
e a demonstragao da natureza dessa RIP tipo 1 foram ambas realizadas por Lin et al.,
(2003a). Descobriu-se que a curcina nao tinha efeito toxico para células Hela e
células normais, mas apresentava efeitos inibitorios no crescimento da linhagem de
células tumorais SGC-7901, Sp2 / 0 e hepatoma humano (LIN et al., 2003b) e
crescimento de células tumorais (NCL-H446, SGC-7901 e S180) (LUO et al., 2006;
ZHENG et al., 2013) e contra receptores de células Her2 (JARAMILLO-QUINTERO et
al., 2015).

Wei et al., (2004), demonstraram a atividade antifungica da curcina contra fungos
de interesse da agricultura: Pyricularia oryzae Cav., Pestalotia funerea, Rhizoctonia
solani Kuha, Sclerotinia sclerotiorum (Lib) de Bary.

Mohamed et al., (2014), conjugaram curcina a nano particulas de ouro
biogénicas para uma abordagem terapéutica multimodal em relacdo ao céncer
cerebral. Em 2005, a existéncia de curcina 2, o homologo da curcina, foi relatada por
Qin et al., (2005), nas folhas de mudas de J. curcas afetadas por seca, estresse de
temperatura e infecgao fungica.

Na Tabela 1 pode ser encontrado um compilado das atividades biologicas
confirmadas de diversas RIPs do tipo 1, (PURI et al., 2012).

Tabela 1. Compilado sobre RIPs tipo 1 com suas respectivas fontes e atividades
descritas.
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inibigdo traducional in vitro

Adenina  polinucleétideo
glicosidase, inibicdo da
sintese proteica

Adenina  polinucleétideo
glicosidase, inibicdo da
sintese proteica

Atividade  N-glicosidase,
anti-HIV e antitumoral,

inibicho em sistema livre

de células;

Abortifera, atividade
antitumoral e anti-HIV,
imunossupressora;
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Hypsizigus Marmorina 10 Inibicdo em sistema livre
marmoreus de células, inibidor da
transcriptase reversa HIV-
1, atividade
antiproliferativa
Lyophyllum Lyophyllina 20 Antimitogénica, inibidor da
shimeji transcriptase reversa HIV-
1, atividade antifungica

Trichosanthes  Trichosanthrina 213 Atividade N-glicosidase, in

kirilowii D . .
Inibicdo em sistema livre
de células

Benin hispada  Hispina 21 Ribonuclease tRNA,

atividade  N-glicosidase,

atividade antifungica
Phytolacca Heterotepalinsa  28-36 Atividade adenosina
heterotepala glicosidase
polinucleotidica, atividade

N-glicosidase

Flammulina Velina 19 atividade  N-glicosidase,

velutipes Inibicdo em sistema livre
de células;

Flammina 30 Atividade  N-glicosidase,

Inibicdo em sistema livre

de células

Fonte: modificada de PURI et al., (2012).

Em 2005, Zhang e colaboradores, utilizando a metodologia de Southern blot,
apresentaram a existéncia de pelo menos trés cépias dos homologos de curcina, onde
esse resultado foi posteriormente sustentado através de pesquisa sobre o genoma de
J. curcas por dados de sequenciamento genémico. Onde 12 genes de RIPs foram
identificados no genoma da J. curcas (ZHANG et al., 2012). Recentemente, uma nova
RIP tipo 1, designado como Jc-SCRIP com maior peso molecular (38.938 Da), foi

isolada da casca de sementes de J. curcas L. Essa proteina apresentou citotoxicidade
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in vitro contra nove tipos de bactérias patogénicas humanas e um tipo de fungo
(NUCHSUK et al., 2012). Todas as pesquisas acima sugerem a presenca de uma
familia de RIPs em J. curcas, e que, elas podem ser utilizadas como um potencial

agente antimicrobiano e anticancer natural em aplicagbes médicas e agricolas.

1.6. Aproveitamento dos residuos da producgao de oleaginosas e da extragao de

oleo

No Brasil, a principal matéria-prima para a produgao de biocombustivel é a soja,
responsavel por mais de 70% do biodiesel produzido no pais. Porém, além da J.
curcas, culturas como crambe (Crambe abyssinica) e nabo-forrageiro (Raphanus
sativus) despontam como potenciais alternativas interessantes para a produgao de
biodiesel (SOUZA et al., 2009). Ferrari e colaboradores (2009), avaliaram a
composi¢cdo quimica de pinhdo-manso de diferentes origens, conforme pode ser
observado na tabela abaixo (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas de amostras de sementes de pinhdo-manso.

Composicao Pinhao-manso (%)
Umidade 7,63+0,7
Lipidios 31,51+£6,3
Proteina 16,11 +1.,8
Cinzas 456 +0,7
Fibra 16,00 + 2,4
Carboidrato 23,83+45

*Média e desvio padrao
** Calculado por diferencga
Fonte: Ferrari et al., 2009.

O pinhdo-manso (J. curcas L.) é um arbusto de folha caduca da familia
Euphorbiaceae e é capaz de produzir altos niveis de triacilglicerol para a matéria-prima
de biodiesel (MONTES e MELCHINGER, 2016). O pinhdo-manso € tolerante as
condic¢des de déficit hidrico; portanto, tem atraido a atengdo como uma fonte viavel de
biodiesel de proxima geragdo em regides aridas. A tolerancia do pinhdo-manso aos
solos contaminados com elementos potencialmente téxicos foi recentemente relatada,
e isso chamou a atencgao para a potencial utilidade da Jatropha para a produgao de
combustivel de biomassa em terras poluidas (YADAV et al., 2009; CHANG et al.,
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2014; MARRUGO-NEGRETE et al., 2015). Embora o pinhdo-manso n&o tenha sido
considerado um hiperacumulador de elementos potencialmente téxicos (POLLARD et
al., 2014), espécies de plantas tolerantes a elementos potencialmente toxicos com
caracteristicas economicamente benéficas, como matéria-prima para biocombustivel,
podem ter vantagens potenciais para o desenvolvimento econdmico sustentavel e
florestamento em areas contaminadas (JAMIL, 2009).

O pinhdo-manso possui sementes que sao compostas de aproximadamente 60%
de améndoas e 40% de casca, onde o material do nucleo compreendendo até 50%
de dleo (SINGH et al., 2008). Além disso, observa um bom rendimento na relagéo de
graos/dleos quando comparado com outras espécies de plantas oleaginosas e 6leos
extraidos. O 6leo apresenta caracteristicas fisico-quimicas adequadas a producao de
biodiesel, com acidos graxos de alta qualidade (acido linoleico monoinsaturado e poli-
insaturado), estaveis em altas temperaturas, com propriedades semi-seca adequadas,
alta qualidade de queima, alto indice de cetano e simples conversao em biodiesel por
transesterificagdo quimica ou biolégica. (JONGSCHAAP et al., 2007; KUMAR e
SHARMANA, 2008; MAKKAR e BECKER, 2009; KOH e GHAZI, 2011; DURAES et al.,
2012). Atributos importantes da cultura incluem crescimento rapido, resisténcia a
secas e pragas, capacidade de propagacao em diferentes solos, perenidade e, como
uma safra industrial ndo alimentar, evitando a competicdo com a agricultura alimentar
(KUMAR e SHARMANA, 2008; ACHTEN et al., 2008; BECKER e MAKKAR, 2008;
MAKKAR e BECKER, 2009; ABHILASH et al., 2009; BAILLIS e McCARTHY, 2011;
EDRISI et al., 2015).

De acordo com a Associacdo Brasileira dos Produtores de Pinhdo-manso
(ABPPM) no ano de 2017, a area plantada encontra-se com 80 mil hectares,
possuindo uma previsdo de aumento de mais 20 mil hectares, entretanto, essa
estatistica n&o é oficial.

O rendimento necessario para a producédo de 1 tonelada de dleo por extracao
por solventes ou mecanica, sdo necessarias 2,85 toneladas de sementes de J. curcas,
sendo que aproximadamente 70% desse material ainda permanece como residuo da
cultura apos o processo de extragao, constituindo residuos (ou torta) de sementes de
J. curcas (ACHTEN et al., 2008; BALDINI et al., 2014). Este subproduto abundante de
extragdo de oleo € um residuo que também é rico em nitrogénio, fésforo, potassio e

carbono e, com um significativo teor de proteina (pelo menos 16%), teoricamente,
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podem fornecer todos os aminoacidos, com excec¢ao da lisina, necessarios para o
crescimento de animais saudaveis (MAKKAR et al., 1998; BELEWU et al., 2009).

Sementes de espécies oleaginosas, como J. curcas sao mais propensas a
degradacgéo, sendo assim, ndo podem ser armazenadas por longos periodos. Quando
comparadas as sementes amilaceas, a conservagédo das oleaginosas é mais dificil,
uma vez que os lipidios sdo quimicamente menos estaveis do que as moléculas do
amido. Por essa razao, a peroxidacao de lipidios é frequentemente relatada como uma
das principais causas de deterioracao dessas sementes (PEREIRA et al., 2013).

Contudo, se pensarmos em escala comercial, a producao de plantas com essa
finalidade resultaria em grande montante de residuos, nesse caso a torta, que em
funcdo de suas caracteristicas e toxicidade n&o pode ser largamente utilizada e,
portanto, em termos de sustentabilidade e preservagdo ambiental, necessita de
correto destino final (VIRGENS et al., 2017). De acordo com a Tabela 3, pode-se
observar a composicao quimica da torta de sementes de pinhao-manso.

Tabela 3. Composi¢cao quimica (% de matéria-prima) de tortas de sementes de

pinhdo-manso.

Composicao Torta de pinhao-manso(%)
Matéria-seca 91,73+ 0,11
Lipideos 14,21 + 1,01
Proteina bruta 28,66 £ 0,45
Cinzas 5,94 + 0,31
Glicose 0,25+ 0,04
Sacarose 1,83+ 0,33
Amido 12,00 + 0,72
Fibra alimentar 36,68 +,120

Média e desvio padrao
Fonte: SOUZA et al., 2009.

Apesar do volume e das caracteristicas nutricionais significativas do residuo de
pinhdo-manso, a presenca de compostos bioativos impedem e dificultam a aplicagao
desse subproduto na alimentacdo animal. (MENDONCA e LAVIOLA, 2009). Os

compostos incluem fatores anti-nutricionais tais como inibidores de tripsina e fitatos,
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toxinas tais como ésteres de forbol e curcina e alérgenos tais como proteinas 2S. Os
ésteres sdo os principais componentes toxicos, quando ingeridos, podem agir de
forma aguda, induzindo uma intensa resposta inflamatoria ou cronicamente, induzindo
o desenvolvimento do tumor. Embora esses compostos sejam lipossoluveis, com a
maior parte do conteudo de ésteres da semente ligadas com o Oleo, essas
guantidades minimas que permanecem na torta de pinhao-manso s&o suficientes para
prejudicar varias espécies de animais (GOEL et al., 2007; MAKKAR e BECKER, 2009;
DEVAPPA, MAKKAR e BECKER, 2010).

A desintoxicacdo eficiente do subproduto é necessaria para aplicacédo
subsequente como fertilizante ou como suplemento na alimentacdo animal.
Numerosos processos de desintoxicagao para este residuo foram descritos, baseados
em processos quimicos, fisicos, biolégicos ou combinados (GOMES ef al., 2018). A
Tabela 4, elaborada por Mendonga e Laviola (2009), traz o compilado de estratégias

utilizadas por alguns autores, bem como as limitagdes e resultados encontrados.

Tabela 4. Estratégias de destoxificagdo presentes na literatura.

Autores Estratégias testadas/ Limitagao
resultados

Makkar et al. (1998) Calor umido (121°C/20- - N&o avaliou ésteres de forbol;
30 min) X calor seco: s
curcina -Testa lectina, n&do toxicidade
da curcina;

-N3do validada em testes com
animais.

Makkar e Becker (1999) Variedade né&o-tdxica, - N&o avaliou ésteres de forbol;
121°C/30 min: inibidor
de tripsina (redugdo -Testa lectina, ndo toxicidade
83%) e lectina (99%) - da curcina
Em ratos: tratamento
térmico foi apenas
parcialmente efetivo;

Carpas: torta tratada ou

nao, perderem peso.

Aregheore et al. (2003) Melhores tratamentos - Alto custo;
(redugao de ésteres do
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forbol):

a) Calor umido 121°C/30 - Experimento animal indicou
min + Lavar 4 vezes ¢/ destoxificagéo ineficiente.
metanol (95%);

b) Hidroxido de sodio
4% + Hipoclorito de
s6dio 4% + 121°C/30min

(93%);

c) Hidréxido de sodio 4%
+ Lavar 2 vezes c/
metanol;

b) Hidroxido de sodio
4% + Lavar 4 vezes c/
agua;

Substituindo a ragao de
ratos em 16%: todos
perderam peso, mas 0O
tratamento (a) foi o
tratamento menos
prejudicial.

Chivandi et al., (2004, Hexano 8 h + extrair - Alto custo e trabalhoso

2006) hexano (3 x) por 45 min - Teste em suinos (1 a 5%):

/30 °C + extrair etanol diarreia a partir do 140 dia,

(Zimbabue) 95% anemia e outras alteracdes
sanguineas.

35°C +90°C/30 min +
extrusada +  extrair
hexano (3x) 45 min / 30
°C +121°C / 30 min.

Martinez- Herrera etal., Tratamentos (redugdo - Custo;
(2006) de ésteres de forbol):
- Nao testada em animais.
(México e Alemanha) a) Bicarbonato de sodio
+ 121 °C /25 min (75%);

b) Etanol 90% 2 horas
(96%);



Belewu e Ogunsola
(2010)

(Nigéria)

Kumar et al., (2010)

(Alemanha)

c) Etanol 2 h -
Bicarbonato + 121 °C /
25 min (98%);

d) Bicarbonato de sodio
+ Irradiagdo gama
(17%): sé afetou fitato e
saponina.

Experimentos
caprinos
substituig&o):

com
(50%

a) Torta tratada com
Aspergillus niger;

b) Torta tratada com
Tricoderma
longbrachiatum;

Nenhum animal morreu.

Semente é descascada,
desengordurada  com
éter de petrdleo em
soxhlet, sofre tratamento
com solventes(patente)
e posteriormente
autoclavagem a 121 °C
por 15 min.

Experimento com
carpas, substituicdo de
38% da racéo;

Nenhum animal morreu,
foi tdo eficiente no
crescimento das carpas
quanto a soja.
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- Todos os tratamentos tiveram
pequenas alteracdes em
parametros hematoldgicos;

- Nao foi quantificado ésteres
de forbol

- Processo tem varias etapas, o

que pode inviabilizar
economicamente sua
producao.

Fonte: modificada de MENDONCA e LAVIOLA (2009).

Apesar do alto valor nutricional da torta, seu uso para alimentagao animal ainda

ndo é possivel devido a sua toxicidade. De acordo com Makkar e Becker (2009), em
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média, 70% de todos os ésteres de forbol sdo removidos no 6leo e o restante é
encontrado na torta.

A torta de pinhdo-manso apresenta toxicidade variada. Como pode-se verificar
na analise da Tabela 5, o inibidor de tripsina variou de 18,4 a 27,5 mg/g;
semelhantemente a este, as variagbes também foram significativas para saponinas e
fitato. Nao foram encontrados ésteres de forbol na torta obtida das sementes
coletadas no México e a torta com maior indice deste foi a do Quénia com 3,32 mg/g.

Tabela 5. Fatores toxicos de torta de pinhdo manso proveniente de varios paises

Origem IT Lectina® Saponina Fitato Ester de
(mg/g) 1/(mg/mL) (%) (%) forbol
(mg/g)

Cabo Verde, Fogo 27,3 0,85 1,82 7,20 1,50
Senegal, Santhie Ram 23,6 0,85 2,21 8,20 2,27
Senegal, Nioro Du Rip 21,6 0,85 1,98 8,10 1,69
Ghana, Nyankpala 22,2 6,85 2,25 7,80 1,29
Benin, Cotonou 21,8 0,85 2,04 8,40 1,71
Burkina Faso 22,8 0,85 1,91 8,20 1,71
Quénia, Kitui 249 0,85 2,67 6,20 3,32
Tanzania, Mombo 24,4 0,85 2,58 8,60 1,12
Burma, Sink Gaing 25,3 0,85 2,04 7,50 0,87
india, Kangra 24,7 6,85 2,39 8,20 1,10
india, Kangra 27,5 6,85 2,02 8,20 1,28
Costa Rica, Rio Grande 26,3 6,85 2,72 9,60 1,15
México, Vera Cruz 24,5 6,85 2,06 8,60 1,02
india, Nasik 24,7 0,85 2,01 8,60 1,76
Cabo Verde? 21,3 2,88 2,60 9,40 2,17
Nicaragua, Managua 21,1 2,88 2,00 10,1 2,70
Nigéria, Ife 18,4 - 2,00 7,20 -

Cabo Verde, Fogo 26,5 1,70 3,40 8,90 nd

aVariedade de Cabo Verde cultivada em Managua na Nicaragua; "inverso do minimo de amostra (mg)
por mL de ensaio necessario para produzir aglutinagdo; nd- ndo detectado. IT — Inibidores de tripsina.
Fonte: adaptado de MAKKAR et al. (1997).

Xiao e Zhang (2011) também fizeram um estudo comparativo em relagcdo a
composi¢ao dos constituintes toxicos e anti-nutricionais na torta de Jatropha curcas
obtida por diferentes métodos de extragdo do oleo. As sementes foram descascadas
e depois de moido, o albumen passou por dois diferentes métodos de extracdo do
oleo, sendo eles prensagem e extragdo em soxhlet utilizando éter de petréleo como
solvente. Os teores dos componentes toxicos encontrados na torta de pinh&do manso
encontram-se na Tabela 6.
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De acordo com os autores, os baixos teores de lectina e inibidor de tripsina na
torta obtida por prensagem ocorreu devido a temperatura elevada (120 °C) utilizada
nesse processo. O teor de éster de forbol, no entanto, pouco foi alterado nos diferentes
métodos.

Tabela 6. Toxicidade da torta obtida por diferentes métodos de extragao de 6leo.

Compostos toxicos Métodos de obtencao da torta
Soxhlet — éter de Prensa
petroleo
IT (mg/g)2 27,3 2,7
Lectina (mg/mL)° 38,8 1,5
Saponina (%) 2,9 2,6
Fitato (%) 11,1 11,6
Ester de forbol (mg/g) 3,1 2,9

2Inibidor de tripsina; Pinverso do minimo de amostra (mg) por mL de ensaio necessario para produzir
aglutinacao.
Fonte: adaptado de XIAO e ZHANG (2011).

Diferentes outros trabalhos realizados por outros autores, utilizando
metodologias diferentes para realizar o processo de desintoxicagdo de torta de
sementes de pinhdo-manso foram desenvolvidos, como o realizado por Xiao et al.,
2011 utilizando tratamentos enzimaticos em associagdo com produtos quimicos
(Tabela 7) e por Aderibigbe et al., (1997), utilizando tratamentos térmicos (Tabela 8)
em diferentes condicdes.

Tabela 7. Efeito dos diferentes tratamentos sobre a toxicidade da torta de pinhao
manso

Parametros Tratamento

Controle Tortaa Tortab Tortac Tortad Tortae
EF (mgl/g) 2,88 2,47 0 0 0,98 1,16
IT (mgl/g) 3,15 2,93 2,55 2,47 3,09 3,12
Lectina 3,43 3,41 1,49 1,35 1,46 1,62
(mg/mL)f
Saponina 2,67 2,62 1,14 0,93 1,58 1,46
(9/1009)
Fitato (%) 10,04 9,11 7,01 6,85 7,28 8,83

Torta a-Tratamento com enzimas; Tortas b e c- Tratamento com enzimas + metanol 60% e etanol 65%,
respectivamente; tortas d e e- Tratamento com metanol e etanol 90%, respectivamente. IT inibidor de

tripsina; EF- Ester de forbol; f -minimo de amostra (mg) por mL de ensaio necessario para produzir
aglutinacao.
Fonte: adaptado de XIAO et al. (2011).
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Tabela 8. Degradacéo ruminal de proteinas, teores de IT, saponina, lectina e fitato.

Amostras DRP* (% Inibidorde Saponina(%) Lectina Fitato

N total) tripsina (mg/mL)* (%)
(mg/g)

TP 37,7 18,9 Na Na Na
TS 43,3 21,3 2,6 66,7 9,4
TP 66,5 4.5 Na 50 Na
TP 55,2 4,5 Na Na Na
TPY 57,8 2,9 Na 50 Na
TP¢ 60,3 1,1 Na Na Na
TP® 57,0 0,4 Na 50 Na
TP? 67,4 5,8 2,5 12,5 8,7
TSP 73,3 3,8 2,6 12,5 9,8
TSY 73,4 1,2 2,6 12,5 9,2
TS° 71,9 0,8 2,6 12,5 Na
TS® 72,1 0,3 2,6 12,5 9,4
TPd 55,8 0,4 Na Na Na
TSd 51,1 2,5 2,5 12,5 9,8

DRP: Degradagao ruminal de proteina; a — amostra obtida pelo tratamento 1 (100°C, 60 min). b —
amostra obtida pelo tratamento 2 (130°C, 30 min). b’- amostra obtida pelo tratamento 2 (130°C, 30 min).

Cc

¢ - amostra obtida pelo tratamento 2 (160 °C, 30 min). . amostra obtida pelo tratamento 2 (160 °C, 60

min). d Amostra obtida pelo tratamento 4 (100 °C, 60 min; 160 °C, 30 min). Na- ndo analisado. * minimo
de amostra (mg) por mL de ensaio necessario para produzir aglutinagao.
Fonte: adaptado de ADERIBIGBE et al. (1997)

Zhao e colaboradores (2018) utilizando a metodologia de fermentagao
microbiana com cepas de Enterobaceriaeceae para desintoxicar tortas de sementes
de pinhdo-manso (Tabela 9), observaram uma redug&o nos compostos téxicos e anti-
nutricionais da torta de pinhdo-manso. Entretanto, ainda péde se observar a presenca

dos mesmos.

Tabela 9. Desintoxicacao da torta de sementes de Jatropha curcas usando cepas de
Enterobacter Z11 em fermentagao em estado sdlido.

Analise Nao Fermentada Taxa de
fermentada degradacao (%)

Fitato (%) 6,08 £ 0,03 1,06 + 0,01 82,6
Tanino (%) 0,373+0,02 0,232+0,02 37,8
Inibidores de tripsina 84,8+ 0,02 8,10+ 0,03 90,5
(TIU/g)

Lectina (mg/mL) 0,309+0,28 0,034 +£0,22 88,9
Ester de forbol (mg/g) 1,22 + 0,07 0,59 + 0,09 51,6

TIU/g — Unidade de Inibigao de tripsina
Fonte: ZHAO et al. (2018).
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Uma estratégia a ser utilizada no processo de desintoxicagdo poderia ser o
armazenamento. Neto (2009) em sua dissertagdo de mestrado, estocou tortas de
mamona em estufa e a temperatura ambiente por um periodo de 6 meses, durante
esse periodo as amostras foram submetidas a cromatografia de exclus&do molecular e
confirmacéo eletroforética da presenga de ricina. Nas duas metodologias de
conservagao o autor observou um decréscimo ao longo do armazenamento, sendo
nao mais observada a presenca de ricina nas tortas de mamona armazenadas em
temperatura ambiente no quinto més de estocagem e no sexto més na torta
armazenada em estufa (37 °C).

Alguns fatos podem ser destacados apos o levantamento bibliografico, dentre
eles destacamos que varios processos diferentes foram utilizados sob diversa forma
e por diversos autores para verificar a viabilidade do processo de desintoxicagao de
torta de pinhdo-manso, onde os mesmos nao obtiveram sucesso. Os trabalhos citados
anteriormente ndo avaliaram a presenca de curcina em suas analises de avaliagao
toxica.

O fato de um trabalho realizado com ricina, uma RIP mais téxica, quando
comparado com a curcina apresentar perda de funcionalidade ap6s longo periodo de
armazenamento, nos fez questionar sobre a estabilidade da curcina durante longo
periodo de armazenamento de torta.

Outro fato importante a se destacar € que esses processos de desintoxicacao
além de ineficientes sdo onerosos, tornado n&o implementaveis na pratica industrial.
Apo0s a leitura vasta da literatura demonstrando as inumeras possibilidades da curcina
e de outras RIPs tipo 1 como um potencial insumo biotecnolégico, a hipétese inicial
desse trabalho avaliar a presenca de curcina em um subproduto tecnologico, sendo
uma alternativa operacional viavel com ganhos econdémicos, sociais, ambientais e

biotecnologicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Monitorar a presenga da curcina (uma RIP tipo 1) na torta residual de sementes
de pinhdo-manso (Jafropha curcas L.) durante diferentes periodos de
armazenamento, avaliando sua integridade fisico-quimica, conformacional e suas

atividades biologicas in vivo e in vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar o processo de extragao de proteinas da torta residual de sementes de
pinhdo-manso;

e |[solar e purificar a curcina a partir da torta residual de sementes de pinhao-
manso;

e Avaliar a integridade e o grau de pureza da curcina obtida das tortas de
sementes de pinhdo-manso armazenadas por diferentes periodos de tempo;

e Avaliar as atividades biologicas (RNA-N-glicosidase; toxicidade e inibicdo da
sintese proteica) da curcina isolada das tortas de sementes de pinhdo-manso
armazenadas por diferentes periodos de tempo;

e Avaliar a toxicidade da curcina isolada de torta de sementes de pinhdo-manso
sob diferentes tempos de armazenamento sob Artemia salina em diferentes
concentragoes;

e Avaliar a atividade anti-helmintica da curcina isolada de torta de sementes de
pinhdo-manso sob diferentes tempos de armazenamento sob Ascaridia galliem

diferentes concentracoes.
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3 MATERIAIS

3.1 Vegetal

As sementes de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) foram utilizadas para a
obtengao da torta residual. Essas sementes foram removidas de frutos coletados de
plantas cultivadas na area experimental do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular (DBBM) da Universidade Federal do Ceara (UFC). Os frutos foram colhidos
maduros, na safra que ocorre no periodo compreendido entre os meses de margo e
julho. Depois de removidas dos frutos, as sementes foram lavadas com agua
destilada, secas por 16 h a 30 °C em estufa de secagem com circulagdo de ar e
armazenadas a temperatura média de 12 °C até as etapas de utilizagdo. E importante
destacar que a espécie vegetal utilizada no presente trabalho foi devidamente
cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbénio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado — SisGen (No. processo ADA415C).

3.2. Animal

Nos ensaios bioldgicos foi utilizado a linhagem de Pichia pastoris KM71H
(Thermo Fisher Scientifyc). Também foram utilizadas larvas de Artemia salina L., um
microcrustaceo da classe Anostracea (Brine Shrimp Test), na forma de metanauplios
e nematddeos adultos Ascaridia galli. Para produgao de anticorpos policlonais foi
utilizado um coelho macho adulto da raga Nova Zelandia com aproximadamente 8
meses de idade.

3.3 Reagentes

Cloreto de sdédio; corantes (Coomassie brilliant blue); albumina sérica bovina;
acrilamida; bis-acrilamida; acetona; 3-mercaptoetanol; tamp&o fosfato de soédio (PBS);
fenol; kit TNT Coupled Reticulocyte Lysate Systems; anticorpos primarios e
secundarios; metanol; matriz cromatografica Sephadex G-100; Tris [2-Amino-2-
(hidroximetil) propano-1,3-diol]; acido cloridrico; acido acético; sulfato de amoénio,

marcadores moleculares e outros reagentes de grau analitico.
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4 METODOS

41 Preparagao da torta residual das sementes de pinhdao-manso e

armazenagem.

A torta foi obtida por meio de dupla prensagem dos graos inteiros, em prensa
mecanica tipo “expeller”, de aco inoxidavel, com capacidade para extracdo de 150
Kg.h™'. Apos a prensagem para remogao primaria do dleo, trés amostras contendo 1
Kg de torta foram submetidas ao processo de secagem e armazenamento por 15, 30,
45, 60, 75 e 90 dias a 37 °C em estufa com circulacédo de ar. Apds cada periodo, as
amostras foram individualmente embaladas em papel aluminio, acondicionadas em
sacos plasticos tipo zip lock e congeladas. O processo de obtengao da torta ocorreu
em triplicata.

4.2 Delipidagcao quimica e preparo das farinhas da torta residual das sementes

de pinhao-manso.

ApoOs os diferentes periodos de armazenamento, as tortas secas foram
descongeladas e submetidas a delipidacdo quimica com hexano (1:5 m/v) por 12 h,
com quatro trocas durante esse periodo. Esse processo foi realizado na capela e a
temperatura ambiente (25 + 2 °C). Apds a delipidagéo, cada amostra foi submetida a
secagem por mais 12 h em estufa de circulagédo de ar, a temperatura ambiente. Em
seguida, o material delipidado foi triturado em moinho elétrico e peneirado (peneira de
12 mesh) até a obtencdo de uma farinha fina e homogénea. Essas farinhas foram
acondicionadas em tubos Falcon estéreis e armazenadas a 10 °C até a realizac&o das
analises previstas no trabalho.

4.3 Obtencao do extrato proteico a partir das farinhas das tortas de pinhao-

manso armazenadas por diferentes periodos.

Os extratos proteicos das farinhas das tortas foram obtidos com tamp&o PBS pH
7,2 (1:10, m/v) sob agitacado constante, por 4 h e a 25 °C. Apds esse periodo, 0s

extratos foram centrifugados a 12000 x g, por 20 min e a 4 °C. Os precipitados foram
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descartados e o sobrenadante (denominado extrato bruto da torta ou EBy) foi filtrado

e armazenado a -20 °C para ser utilizado nas demais etapas.

4.4 Precipitagao das proteinas dos extratos brutos das tortas (EBts) com sulfato

de amonio.

Os EBts foram submetidos a precipitacdo com sulfato de amonio (NH4)2SO4,
utilizando 80% de saturagé&o conforme a metodologia utilizada por Lin et al., (2010).
Os EBts saturados foram mantidos em repouso por 6 h a 5 °C e, em seguida,
centrifugados a 12000 x g por 20 min. Os sobrenadantes foram descartados e o
precipitados foram coletados, solubilizados em PBS pH 7,2. As fragdes solubilizadas
foram dialisados por 12 h contra agua ultrapura e por mais 4 h com o mesmo tampao
PBS. Foram adotadas as seguintes nomenclaturas para as fragdes proteicas

solubilizadas das tortas:

v FTP15 = Fragéo proteica da torta de pinhdo-manso armazenada por 15 dias;
v FTP30 = Fragéo proteica da torta de pinhdo-manso armazenada por 30 dias;
v' FTP4s = Fragao proteica da torta de pinhao-manso armazenada por 45 dias;
v' FTPso = Fracéo proteica da torta de pinhdo-manso armazenada por 60 dias;
v' FTP75 = Fragéo proteica da torta de pinhdo-manso armazenada por 75 dias;

v' FTPg9o = Fracéo proteica da torta de pinhdo-manso armazenada por 90 dias;

4.5 Dosagem de proteinas das fragoes proteicas das tortas de pinhdao-manso
(FTPs).

As dosagens de proteinas da FTPs foram realizadas conforme o método de

Bradford (1976), utilizando a albumina sérica bovina (BSA) como padréo.
4.6 Purificagao da curcina das FTPs por cromatografia de exclusao molecular.
As FTPs, obtidas conforme descrito no item 4.4; foram aplicadas em colunas de

Sephadex G-100 (0,8 x 100 cm), previamente equilibradas com tampao PBS pH 7,2

conforme a metodologia descrita por Lin et al. (2010). Em seguida, cada coluna foi
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eluida com o mesmo tampao PBS, utilizando um fluxo de 1 mL.min"'. As fragbes
cromatograficas foram coletadas, quantificadas em espectrofotbmetro pela medida da
absorbancia a 280 nm e analisadas por ensaios eletroforéticos (PAGE).

4.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Os ensaios eletroforéticos unidimensionais em gel de poliacrilamida foram
realizados conforme a metodologia descrita por Laemmli (1970), adaptada para uso
de placas verticais. As bandas proteicas foram identificadas com corante Coomassie
Berilliant Blue R-250 a 0,05 %, preparado em uma solucdo de metanol: acido acético:
agua (1 : 3,5 : 8, v/vlv). Foram utilizados diferentes marcadores moleculares da

Ambresco®.

4.8 Ensaio de imunodetecgao da curcina das FTPs utilizando anticorpos

policlonais anti-curcina.

Os anticorpos policlonais anti-curcina foram produzidas em um coelho macho
adulto, da raga Nova Zelandia (com 8 meses de idade) e purificados nas dependéncias
do GBME, conforme a metodologia descrita por (VERAS, 2015). Para ensaio de
imunodetecgao foi utilizada a técnica de Western blotting. Inicialmente, a curcina de
sementes e das FTPs foram submetidas a uma eletroforese em gel de poliacrilamida
(12,5%), na presenga de SDS e sob condigdes redutoras. Apos a eletroforese, as
bandas proteicas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose utilizando
PBS como tampao de transferéncia e a aplicacédo de 38 mA e 40 V por 2 h. Apods a
transferéncia, a membrana foi incubada em PBS pH 7,2 com 5% de leite Molico®
(solugdo de bloqueio) por 5 min sob agitagao lenta e a temperatura ambiente. Em
seguida, a membrana foi incubada (2 h, a 8 °C) com o anticorpo primario (anti-curcina).
ApoOs esse tempo, a membrana foi lavada com o tampao PBS e incubada com o
anticorpo secundario (anti-IgG conjugado com a peroxidase) por mais 2 h,a 8 °C. O
processo de revelacdo da membrana foi realizado com solucdo de perdxido de
hidrogénio 30%, cloreto de niquel e tampao Tris-HCI 0,1 M pH 7,2, no escuro e a

temperatura ambiente.
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4.9 Dicroismo circular

A avaliacdo do padrdo conformacional da curcina obtida das FTPs foi feita
utilizando a técnica espectrofotométrica de dicroismo circular (CD). As medidas de CD
foram realizadas em um espectropolarimetro J-815 da JASCO. Inicialmente foi
utilizada uma aliquota de 100 uL das amostras proteicas (contendo aproximadamente
20 ug de curcina obtida de sementes e das FTPs em tamp&o PBS 7,2). As medidas
foram feitas numa cubeta de quartzo com 1 mm de caminho &ético, a temperatura
controlada de 25 °C. Primeiro, foi obtido um espectro do branco, ou seja, apenas da
solucao do tampéao de solubilizagdo da proteina, para que ndo houvesse interferéncia
do tampao. As contribuicbes do tampao, obtidas sob condi¢cbes idénticas, foram
subtraidas e todos os espectros de CD foram corrigidos a fim de eliminar quaisquer
efeitos de ruido. Foi feita entdo, uma varredura de 200 a 250 nm aplicando a
velocidade de 50 nm.min™", registrando 8 acumulagdes. A predigdo quantitativa das
contribuicdes da estrutura secundaria foi realizada pela desconvolugao dos espectros
de CD usando o programa SELCON 3, desenvolvido por Sreemana e Woody (2000).
Outros programas utilizados para processar os dados foram Spectra Manager™ Il e
Origin®

4.10 Fluorescéncia.

As medidas de emissdo da fluorescéncia foram feitas a 25 °C em um
espectrofluorimetro Hitachi modelo FP-777. As amostras de curcina de sementes e
obtidas das FTPs foram excitadas em 295 nm e a emissao foi monitorada no intervalo
de 300 a 450 nm, usando cubetas de quartzo com 1 cm de caminho O6ptico. A
concentragéo final de curcina usada nos ensaios foi 50 ng.mL-'. Apds a coleta, foi feita
a subtracdo do espectro do tampao a fim de excluir a interferéncia do espalhamento
de luz. Em todas as medidas, foram usados filtros Oopticos de 295 nm no

compartimento de emissao do equipamento.

4.11 Atividade RNA N-glicosidase in vitro.
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A avaliagdo da atividade RNA N-glicosidase foi realizada conforme a
metodologia descrita por Smith et al. (2003). Para esse ensaio, 20 ug de ribossomos
de levedura (Pichia pastoris) foram incubados a 25 °C por 1 h com 1 ng da curcina
purificada das diferentes FTPs, num volume final de 500 uL. A reacéo foi interrompida
pela a adicao de SDS 1%. O rRNA foi obtido através da extragdo com fenol-cloroférmio
e precipitado pela a adi¢ao de 0,1 volume de NaOAc 2 M pH 6,0 e 2,5 volumes de
etanol 100%. A mistura de reacgéo foi congelada e o precipitado de rRNA foi obtido por
centrifugacéo a 13000 x g por 30 min a 4 °C. O precipitado foi lavado com etanol 70
% e incubado 20 min no dessecador a vacuo para secar. Em seguida, 10 ug do rRNA
foi tratado (por 4 min, a 60 °C) com 20 pL de anilina-acética 1 M, pH 4,5. No controle
negativo, foi usada agua no lugar da anilina. A reacao foi interrompida pela a adi¢ao
de 0,1 volume de NH4OAc 2 M, 2,5 volumes de etanol 100% e centrifugadas a 15000
x gpor1had4°C. O precipitado obtido foi ressuspenso em 15 uL de tampao TPE (Tris
3,6 mM; NaH2PO4 3 mM; EDTA 0,2 mM) contendo formamida 60%. A identificacéo
dos fragmentos de rRNA depurinados foi realizada através de eletroforese em gel
desnaturante de agarose-formamida, utilizando brometo de etidio e visualizados sob

luz UV do transluminador.

4.12 Inibicao da sintese proteica em sistema livre de células.

A capacidade das fragdes de curcina purificadas das FTPs de inibir a sintese de
proteinas foi avaliada utilizando o kit TNT Coupled Reticulocyte Lysate Systems
(Promega). Neste ensaio foram utilizadas aliquotas contendo 20 pg curcina de
sementes e de tortas de sementes de pinhdo-manso em diferentes periodos de
armazenamento (FTPs). Como controle negativo, apenas o tampéo PBS pH 7,2 foi
adicionada a reagdo. Como controle positivo da reagdo de inibi¢cdo, foi utilizada 20 pg
ricina comercial (Sigma-Aldrich). As reagdes contendo a curcina das FTPs, bem como
os controles foram incubados 45 min a 30 °C. Em seguida, 2,5 uL da reagéo foram
misturados com 25 uL do substrato da luciferase (Luciferase Assay Reagent). A
medida de luz emitida foi realizada em um luminédmetro, com 2 segundos de tempo
retardado e 20 segundos de aquisi¢do por amostra. Os resultados foram expressos
em URL.s' (unidades relativas de luz por segundo) em fungdo da concentragdo das
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RIPs. Os ensaios foram realizados em triplicata e os valores representados como

meédia de trés medigdes.

4.13 Bioensaio com Artemia salina para avaliar toxicidade fragoes de curcina
purificadas das FTPs.

Para este teste, 25 mg de cistos de A. salina L. foram incubados em um
recipiente contendo agua do mar artificial (NaCl 23 g.L'; MgCl,.6H.0 11 g.L-,
Naz.S0s4 4 g.L"; CaCl..2H,0 1,3 g.L"; KCI 0,7 g.L") a temperatura de 25 °C, na
presencga de luz e sob aeragao constante (McLAUGHLIN et al., 1998; MEYER et al.,
1982). Utilizou-se NaxCOs3 para ajustar o pH e evitar a morte das larvas. Apos a
eclosao dos cistos, ocorrido em 24 horas, os nauplios foram transferidos para tubos
de ensaio com auxilio de uma pipeta Pasteur. Em cada tubo foram colocadas 10
larvas, sendo completado até o volume final de 1 mL com agua do mar artificial. Para
o grupo controle, foi usado apenas a agua do mar artificial, e para os grupos testes,
agua do mar artificial mais a curcina de sementes das FPTs nas concentragdes de
100, 50, 25, 12,5 e 6,25 ug.mL'. Os experimentos foram realizados em triplicata, e os
pocos de controle negativos continham 2 mL de agua do mar artificial com 10 nauplios
de Artemia. No outro grupo controle utilizou a BSA nas mesmas concentragbes da
curcina, também foi incluido. Apds 24 horas, foi calculado o percentual de mortalidade
(PARRA et al., 2001; McLAUGHLIN et al., 1998).

4.14 Atividade anti-helmintica

Esse ensaio foi realizado na UFMG, utilizando helmintos adultos, machos e
fémeas de Ascaridia galli cedidos. Os helmintos de tamanho variando de 5 a 7 cm
foram selecionados e lavados em solucao salina 0,9%, e aqueles considerados ativos
foram transferidos para placas de Petri descartaveis (150 x 15 mm), contendo solugéo
Tyrode (KALEYSA, 1975) pré-aquecida (37 °C), totalizando 10 nematoides por placa.
A seguir, foram adicionadas aliquotas da curcina obtida da fragdo proteica da torta
armazenada por 90 dias, nas seguintes concentragbes: 1; 2; 3; 4 e 5 mg.mL™'. Os
nematoides foram mantidos em estufa BOD, a temperatura de 371 °C, e examinados
6, 12, 24, 48 e 72 h apds o tratamento. Os nematoides imdveis, mesmo apos breve
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pressdo com agulha estéril, foram considerados mortos (SHILASKAR e PARASAR,
1985). O experimento foi repetido trés vezes para cada dose, e a porcentagem de
parasitas mortos em cada grupo foi calculada. Esse teste foi acompanhado de dois
controles negativos constituidos por agua e solugao salina 0,9% e um controle com a
droga referéncia, citrato de piperazina (5 mg.mL"), administrada de acordo com o

fabricante (Proverm Tortuga)

4.15 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente, utilizando-se o teste
Student-Newman-Keuls, com auxilio do programa InStat (Graphpad Instat: GraphPad
Software Oberlin, San Diego — CA, USA). O nivel de significancia adotado foi P < 0,05
(PIMENTEL-GOMES, 1987).
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5 RESULTADOS e DISCUSSOES

5.1 Dosagem de proteinas das fragoes proteicas das tortas de pinhdao-manso
(FTPs)

Na Figura 4, pode-se observar que ao longo do armazenamento das tortas de
sementes de pinhdo-manso houve um descréscimo na concentracdo de proteinas
totais. Utilizando a metodologia de Bradford, (1976). O mesmo decréscimo proteico
foi constatado no extrato bruto proteico de tortas de sementes de pinhdo-manso apds
a precipitagdo com sulfato de amoénio (80%).

Figura 4. Dosagem de proteinas soluveis dos extratos brutos das sementes
quiescentes (Sq), dos extratos brutos e das fragdes proteicas (precipitadas com
80%) das tortas de sementes de pinhdao-manso armazenadas por 15, 30, 45, 60,

75 e 90 dias. Foram utilizadas trés amostras para cada periodo avaliado.
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Fonte: Autor (2018)

Marcos Filho (2009), observou que durante o processo de deterioracdo das
sementes ocorrem alteragdes nas proteinas, como, por exemplo, decréscimo no teor

e sintese de proteinas; acréscimo no teor de aminoacidos; decréscimo no teor de
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proteinas soluveis; desnaturacdo das proteinas provocadas por temperaturas
elevadas, determinando a perda da habilidade de desempenhar suas funcgdes.

Foram estudados gendtipos de J. curcas procedentes de quatro diferentes
regides agroclimaticas do Meéxico cujas caracteristicas morfolégicas diferiam
(SAETAE; SUNTORNSUK, 2011). Nesse estudo, as sementes eram ricas em proteina
bruta (31-34,5%). Em 2017, Zhang e colaboradores, realizando precipitagdo com
sulfato de aménio 80% do extrato bruto de J. curcas o mesmo apresentou uma
concentracdo de 196,4 mg de proteinas utilizando a metodologia de Lowry,
representando 8,7% do extrato bruto total da semente.

Nepal e colaboradores (2018), avaliaram a composicdo e concentragao
proteica de extrato bruto de J. curcas desintoxicada, proteina isolada de soja e farelo
de trigo. Onde o extrato bruto de J. curcas apresentou uma concentragdo de proteina
total um pouco menor quando comparado com a proteina isolada de soja, mas bem
acima da concentragdo de farelo de trigo. Além disso apresentando maiores
concentragdes de histidina, isoleucina, fenilalanina, metionina, treonina, triptofano e
valina quando comparado com as outras fontes de proteinas.

Além disso, no estudo, o extrato proteico bruto desintoxicado de J. curcas
apresentou um conteudo relativamente alto de proteina digestivel, lipidios e um perfil
de aminoacidos bem equilibrado (exceto lisina e cistina) e péde substituir a farinha de
peixe em até 75% sem afetar significativamente o crescimento da carpa comum. Além
disso, com base nos varios pardmetros sanguineos e plasmaticos, o Extrato ndo eram
toxicos para a carpa comum (NEPAL, 2018).

E fato que a metodologia na obtenc&o do extrato proteico, bem com a forma de
extragdo e obtencéo do biodiesel de J. curcas influencia na quantidade e qualidade
dessa composicdo. Xiao e Zhang, (2014) compararam o teor proteico de J. curcas
apos metodologias diferentes de extragdo: por Soxhlet e por prensa tipo parafuso;
obtendo respectivamente 58,6% e 45,3%; apesar de apresentar uma taxa de
recuperacao menor, a extragcao por prensa tipo parafuso apresentou menores indices
de toxinas e compostos antinutricionais; e uma taxa de disgestibilidade in vitro menor,
gquando comparado com o método de extracado a quente.

O teor de proteina presente nas sementes de pinhdo-manso tem despertado

interesse para o potencial uso da torta ou do farelo resultantes da extragdo de dleo
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como ingrediente de ragc&do animal; no entanto, a presenga de componentes toxicos e

fatores anti-nutricionais deve ser considerada (FERRARI et al., 2009).

5.2 Purificagao da curcina das FTPs por cromatografia de exclusao molecular

As amostras de extrato bruto de J. curcas foram submetidas a cromatografia
de exclusdo molecular, utilizando coluna Sephadex-G100, eluida com o tamp&o PBS
pH 7,2. Onde foram obtidos 5 picos, referenciado abaixo (Figura 5A) como 1, 2, 3, 4,
e 5. Afracdo do pico 4, referente a curcina foi analisada através de eletroforese SDS-
PAGE observando uma faixa de aproximadamente 28,2 kDa (Figura 5B) conforme
mencionado por Lin e colaboradores, (2010). Além disso, pode-se observar a
auséncia de outras bandas no gel de eletroforese, demonstrando que apenas um

processo cromatografico foi suficiente para a purificagdo da proteina.

Figura 5. Purificagao da curcina de sementes de pinhdao-manso (J. curcas).
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(A) Cromatografia de exclusdo molecular em coluna de Sephadex-G100. A matriz foi equilibrada e
eluida com o tampao PBS 7,2. Onde poder ser observado 5 picos distintos. (B) SDS-PAGE (15%) sob
condigdes redutoras. 1) Fragéo proteica 0-80% obtida do extrato da farinha de sementes de J. Curcas;
2) Fragéo do Pico 4 (referente a curcina) e MM — marcadores moleculares (KDa).

Fonte: Autor (2018).



49

O cromatograma acima apresenta cinco picos distintos apds uma unica corrida
cromatografica, utilizando coluna de Sephadex G-100. Vale ressaltar que outros
autores purifcaram a curcina utilizando a mesma metodologia, onde os mesmos
autores sequenciaram a composi¢cao de aminoacidos, que foi de 251 aminoacidos
com a seguinte composigao: Asx31, Thr15, Ser16, GIx22, Pro9, Gly15, Ala22, Val26,
Met2, lle14, Leu24, Tyr14, Phe12, Lys18, His2, Arg7, Cys1 e Trp1 (LIN et al., 2010a).

A torta de semente de pinhdo-manso € um subproduto da obtencéo de biodiesel
que possui proteinas de alto valor bioldgicos, que tem despertado interesse em sua
utilizagdo na producao animal, apresentando como principal problema a composi¢ao
de produtos téxicos e anti-nutricionais, como a curcina. Varias alternativas vém sendo
empregadas com o objetivo de levar a uma diminui¢do de compostos toxicos, inclusive
o proprio armazenamento prolongado. Conforme pode ser observado na tabela 10, ao
longo do armazenamento de 90 dias da torta, o extrato bruto e a fragdo precipitada
com sulfato de aménio (80%) diminui significativamente ao longo do tempo, entretanto
o rendimento de curcina isolada por cromatografia de exclusdo molecular permanece
praticamente inalterado ao longo do armazenamento, havendo apenas uma diferenga
significativa quando comparado com a semente quiescente. Esse dado merece
destaque e cuidado pois demonstra uma conservagao da curcina podendo ocasionar
intoxicacao alimentar e contaminacdo do manipulador.

Este resultado ndo pode ser comparado com outros estudos de conservacgao
ou de avaliagao téxica de torta de Jatropha curcas, visto que na literatura observa-se
analise de diversos constituintes toxicos e anti-nutricionais, como éster de forbol,
inibidores de tripsina, fitato e saponina (MAKKAR et al., 1997; MENDONCA e
LAVIOLA, 2009; XIAO et al., 2011; ZHAO et al., 2018). Entretanto, observa-se uma
estabilidade na concentragéo da curcina ao longo do armazenamento de 90 dias, fato
este que nao foi encontrado por Neto (2009), em seu trabalho com torta de mamona.

Tabela 10. Rendimento das curcinas isoladas das sementes quiescentes e das
tortas de sementes obtidas apés diferentes dias de armazenamento.

Fragao Tempo de *Proteina Redimento
amazenamento (dias) (mg/g) (%)
'Ebts 4Sq 571,152 1002




15 562,38 1002
30 533,02° 1002
45 507,38¢ 1002
60 463,25° 1002
75 408,12f 1002
90 371,199 1002
Sq 48,3 8,45
15 46,8 8,500
30 42,3¢ 7,90°
2Fragéo 0-80% 45 38,44 7,60¢
60 32,7¢ 7,00¢
75 27,5' 6,70"
90 20,99 5,609
Sq 0,622° 0,12
15 0,571° 0,12
30 0,577° 0,12
3P4 (Sephadex-G100) 45 0,576° 0,12
60 0,575b 0,12
75 0,577° 0,12
90 0,575b 0,12

'Extrato bruto da torta sementes de J. curcas obtido com PBS pH 7,2

2EBts precipitado com sulfato de amonio 80%

3Fragao referente a pico 4 (correspondente a curcina) das cromatografias em Sephadex-G100

utilizando fragbes 0-80% das tortas de sementes.

9Teor de proteina total determinado pelo método de Bradford.

eSementes quiescentes de J. curcas com 15 dias de armazenamento.

Fonte: Autor, (2018).
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Em 2010, Castellion e colaboradores avaliaram a estocagem de duas linhagens

de quinoa ao longo de 6 meses. Os autores observaram que houve uma reducgao de

45% na concentracio de proteinas totais apos 3 meses de armazenamento e apos 6

meses essa reducdo é ainda maior, sendo de 71%. Em 2017, pesquisadores

avaliaram a oxidagao proteica em sementes de Pongamia pinnata ao longo de 405

dias de armazenamento aumentou, bem como uma diminuicdo da atividade

antioxidante da semente ao longo do armazenamento (SAHU et al., 2017).



51

As amostras de extrato bruto de J. curcas foram submetidas a cromatografia
de exclusdo molecular, utilizando coluna Sephadex-G100, eluida com o tamp&o PBS
pH 7,2. Onde foram obtidos 5 picos, referenciado abaixo, como 1, 2, 3, 4 (curcina), e
5. A cromatografia foi realizada em amostragem diferentes dias de estocagem: 15 (A);
30 (B); 45 (C); 60 (D); 75 (E) e 90 (F) dias. Podendo observar (Figura 6) que o pico
correspondente a curcina (Pico 4) permanece praticamente inalterado ao longo do
armazenamento, fato este ndo observado nos demais picos (1, 2, 3 e 5), onde observa
um decréscimo das demais proteinas e até mesmo uma eliminagédo total, como
observado no Pico 05 que ndo €& mais observado a partir de 45 dias de

armazenamento (Figura 6C).

Figura 6. Isolamento da curcina das fragoes proteicas 0-80% das tortas de
sementes de pinhao-manso obtidas apds diferentes dias de armazenamento.
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Cromatograma realizado em Cromatografia de Exclusdo molecular em coluna de Sephadex-G100,
equilibrada e eluida em tampédo PBS pH 7,2 em diferentes periodos de armazenamento. Fragao
proteica da torta obtida com 15 (A), 30 (B), 45 (C), 60 (D), 75 (E) e 90 dias de armazenamento.

Fonte: Autor (2018).

A estabilidade de RIP tipo 1 também foi observada por Barroso, (2016) avaliando
a estabilidade térmica da podagrina, proteina obtida da semente de J. podagrica.
Através do ensaio de termoestabilidade da podagrina, o autor demonstrou uma

temperatura de melting em torno de 65 °C demonstrando a estabilidade térmica da

proteina.

A descricdo da purificagdo da curcina e o estudo da sua composi¢ao quimica
preliminar foram realizados com sementes de J. curcas oriundas da cidade de
Panzihua, na China, onde se caracterizou a curcina como uma proteina basica
principal, que constitui cerca de 20% do total de proteinas soluveis extraidas
(BARBIERI et al., 1993).

Diversos estudos relatam o papel fundamental de RIPs como ferramenta de
protecdo da planta contra insetos e fungos (JABER et al., 2010). Entretanto outras

funcdes na fisiologia das plantas ja foram relatadas na literatura, como: reorganizagao
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da maquinaria translacional em situagao de estresse e envolvido na senescéncia; bem
como indicativos da participagdo da resposta da planta a seca e a salinidade,
envolvido na maturacdo de microsporos, bem como funcdo de armazenamento
(ZAEYTIJD e VAN DAMME, 2017). O fato relatado pelos autores acima foi constatado
em nossa pesquisa, onde se observa uma conservagao de uma proteina essencial

para a sobrevivéncia da planta.

Em investigagcédo recente que teve por objetivo detoxificar a torta oriunda de
sementes de J. curcas, estudar toxinas, fatores anti-nutricionais e propriedades
funcionais da proteina isolada da torta detoxificada, os teores de proteinas da torta
bruta e da torta detoxificada foram semelhantes, sugerindo que o método de extragao
utilizado (etanol) ndo afetou a concentracdo de proteinas. Entretanto, as
concentragdes dos outros constituintes foram bastante diferentes. A porcentagem de
proteina encontrada nos isolados foi de 89,0% na torta bruta, cerca de quatro vezes
maior que na torta detoxificada (cerca de 23,0%). Apos detoxificagao da torta, ésteres
de forbol e lectinas ndo foram detectados. As concentracbes de acido fitico, de
inibidores de tripsina e de saponina também foram muito menores na torta
detoxificada (SAETAE; SUNTORNSUK, 2011). Fato preocupante, pois nos estudos
encontrados na literatura, a avaliagdo do processo de desintoxicagao de torta de J.
curcas inclui basicamente a determinacdo de ésteres de forbol, ndo sendo

mencionado em sua maioria a determinagao e/ou avaliacdo de curcina.

5.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A analise em SDS-PAGE da aliquota revelou que o pico 4 apresentou banda
proteica com massa molecular aparente de 28,1 kDa (Figura 7), similar ao previsto
na curcina, RIPs tipo 1 isolada de espécie do género J. curcas (LIN et al., 2010). Esse
resultado mostrou que a proteina pode ser facilmente separada das demais através

de uma unica etapa cromatografica por exclusdo molecular.

Figura 7. SDS-PAGE (15%) sob condigoes redutoras das curcinas isoladas das
tortas de sementes de J. curcas.
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Analise por SDS-PAGE do pico 4 de extrato proteico apds precipitagcdo de sulfato de amdnio (80% de
saturagdo). MM — marcadores moleculares. Pico 4 (Curcinas) das tortas obtidas com 15 (linha 1), 30
(linha 2), 45 (linha 3), 60 (linha 4), 75 (linha 5) e 90 (linha 6) dias de armazenamento.

Fonte: Autor (2018).

5.4 Ensaio de imunodetecgdao da curcina das FTPs utilizando anticorpos

policlonais anti-curcina

A fracdo retida na coluna cromatografica de exclusdo molecular Sephadex G-
100, conhecida como pico 4, conforme mencionado anteriormente foi submetido ao
ensaio de Western blootting. Este resultado € importante por confirmar a presenca de
curcina em todas as tortas de sementes de pinhdo-manso armazenadas, sendo
facilmente visualizado pela forte interacdo com o anticorpo policlonal anti-curcina
(Figura 8).

Figura 8. Western blotting das curcinas isoladas das frag6es proteicas das
tortas de sementes de J. curcas.
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Analise por Western blotting do pico 4 de extrato proteico apds precipitagdo de sulfato de aménio (80%
de saturagédo). MM — marcadores moleculares. Pico 4 (Curcinas) das tortas obtidas com 15 (linha 1),
30 (linha 2), 45 (linha 3), 60 (linha 4), 75 (linha 5) e 90 (linha 6) dias de armazenamento.

Fonte: Autor (2018).

5.5 Dicroismo circular

A técnica de Dicroismo circular é uma ferramenta bastante utilizada para estudos
conformacionais de proteinas ou de polipeptidios em solugdo, devido a sua
capacidade de indicar o tipo de estrutura secundaria, sendo util no monitoramento de
comprovagoes e alteragdes conformacionais de proteinas sob diversos fatores, como
por exemplo: pH, temperatura e ao longo do tempo. Como resultado dessa analise, o
espectro de dicroismo circular apresentou uma banda negativa de amplitude distinta
com minimo em 217 (Figura 9). Este espectro concorda com a presenca de estruturas
secundarias de p-folha é predominante (aproximadamente 43,4% de p-folha
calculada). Resultado semelhante foi observado por Lin e colaboradores, (2010) onde
0s pesquisadores observaram um percentual de B-folha de 43,5% em amostras de
curcina, semelhante inclusive a estrutura de lectinas (LOL1) de Lathyus ochrus com
43% de B-folhas (BOURNE et al., 1990).
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Figura 9. Espectros de CD da curcina obtida de sementes e das fragoes
proteicas das tortas de pinhao-manso (FTP) armazenadas por 15, 30, 45, 60, 75
e 90 dias.
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As medidas foram realizadas com solugbes proteicas de aproximadamente 20 pug da curcina de
sementes e das FTPs em tampao PBS pH 7,2. Os espectros foram obtidos variando o comprimento de
onda entre 200 a 250 nm e registrados com uma média de 8 varreduras, a temperatura ambiente (25
°C), utilizando cubeta retangular de caminho éptico de 1 mm.

Fonte: Autor (2018).

As analises quantitativas do espectro de CD da curcina realizadas com os
programas CONTIN e SELCON 3, Spectra Manager e Origin mostraram que existe
uma predominancia de folhas-B (Tabela 11) em concordancia com a estrutura da

curcina observada por Lin e colaboradores, (2010).
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Tabela 11. Predicdo da estrutura secundaria da curcina de sementes e da curcina

da fracao proteica da torta armazenada por 90 dias.

Estrutura secundaria Curcina *Curcina FTPgo dias
(%)

Folhas-3 43,6 43,4

Hélices-a 27,1 28,5

Voltas 19,2 18,9

Nao ordenadas 10,1 9,2

*Curcina isolada da fragao proteica da torta de sementes armazenada por 90 dias
Fonte: Autor (2018).

Resultados semelhantes foram encontrados na curcina com 43,5% de B-folhas;
22,3% de a-hélice e 34,2% de formas aleatdrias (LIN et al., 2010a) demonstrando que
a curcina nao sofreu alteragdes conformacionais. Pode-se observar uma conservagao
conformacional quando comparamos a curcina isolada de semente quiescentes e na
FTP90 dias, bem como quando comparado com os dados de predigdo de outros
autores, como Lin e colaboradores. Resultados semelhantes, forma observado em
outras RIPs do tipo 1, como a podagrina com 41,3% de p-folhas; 23,1% de a-hélice e
31,2% de formas aleatorias (BARROSO, 2016).

Fabbrini e colaboradores (2017), observaram que apesar das diferengas nas
sequéncias de aminoacidos, a dobra tridimensional global de RIPs € bem conservada
como estimado pela sobreposicao das estruturas 3D de varios RIPs tipo 1 com o da
cadeia A da Ricina, que demonstra claramente que RIPs e RIPs tipo 1 todos
compartilham um "RIP fold" comum, caracterizado pela presenca de dois dominios
principais: um dominio N-terminal, que é principalmente de 3 folha, e um dominio C-

terminal predominantemente a-hélice.

5.6 Fluorescéncia

Visando a obtengdo de mais informagbes sobre as caracteristicas

conformacionais da curcina, foram realizadas medidas de emissdao da

fluorescéncia em um espectrofluorimetro Hitachi modelo FP-777. Esta técnica baseia-
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se na propriedade que algumas moléculas possuem de, ao serem excitadas,
emitirem luz em comprimentos de onda mais longos. No caso das proteinas, trés
residuos de aminoacidos apresentam esta propriedade: a tirosina, o triptofano e a
fenilalanina (LACKOWICZ, 1983). Esses residuos s&o denominados fluoréforos
naturais e sua fluorescéncia é altamente especifica e sensivel ao ambiente em que se
encontram. Sendo assim, a fluorescéncia de uma proteina quando devidamente
enovelada é resultante da fluorescéncia de seus residuos individuais dependendo da
vizinhanga de cada um deles. Esse fato aliado a facilidade de realizar medidas com
amostras pouco concentradas (na ordem de 10® M para proteinas), torna a
fluorescéncia uma técnica bastante sensivel e eficaz para monitorar mudangas
conformacionais e interagdes com ligantes (LACKOWICZ, 1992). Como resultado
dessas analises, foi observado que o espectro de emissdo da curcina é
caracteristico de residuos de triptofano, tirosina e fenilalanina que se encontram
nas porgdes mais internas da molécula, protegidos do solvente. Resultados
semelhantes foram observados na curcina por Lin et al., 2010.

A Figura 10 mostra a caracteristica de espectroscopia de fluorescéncia
endogena de curcina. As amostras foram excitadas a 295 nm e a emissao monitorada
entre 300 e 450 nm; a curva mostra o espectro de emissao no comprimento de onda
de emissdo a 335 nm. Resultados semelhantes foram encontrados por Lin e
colaboradores (2010), com amostras de curcina e por Barroso, (2016) com amostras

de podagrina.

Figura 10. Espectros de emissdo de fluorescéncia da curcina obtida de
sementes e das fragbes proteicas das tortas de pinhao-manso (FTP)
armazenadas por 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias.
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Aliquotas da proteina (50 ug.mL") em tamp&o PBS pH7,2 foram excitadas em 295 nm e a emisséo foi
monitorada no intervalo de 300 a 450 nm, usando cubetas de quartzo com 1 cm de caminho éptico.
Fonte: Autor (2018).

Os dados de dicroismo circular e fluorescéncia corroboram e demonstram que a
curcina manteve a conformagdo estrutural estavel ao longo do periodo de

armazenamento, faltando avaliar sua atividade bioldgica
5.7 Atividade RNA N-glicosidase in vitro

A avaliagcédo da atividade rRNA-N-glicosidase da curcina foi realizada conforme
a metodologia descrita por Smith et al., (2003). Como resultado, a curcina
foi capaz de depurinar ribossomos nos diferentes tempos de armazenamento
(Figura 11), pois o gel de agarose apresentou uma banda similar ao fragmento de
Endo (= 370 nucleotideos) liberado da subunidade 28S do rRNA de levedura e
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detectado apdés o tratamento com anilina (ENDO et al., 1987; STIRPE et al.,
1988; SMITH et al., 2003).

Na avaliacéo da atividade RNA N-glicosidase in vitro, a curcina foi incubada com
ribossomos isolados de levedura. Em seguida o RNA ribossomal (rRNA) foi extraido
e tratado com anilina. Como resultado, 20 pug da curcina foi capaz de depurinar o rRNA
(Figura 11). Estudos ja realizados mostram que a cadeia catalitica das RIPs é capaz
de depurinar a subunidade maior do RNA ribossémico, libera um pequeno fragmento
de nucleotideos da porgao 3’ do rRNA (ENDO et al., 1987; VAN DAMME et al., 2001).

Esta metodologia, é considerada como teste de confirmatorio no diagnostico da
atividade enzimatica das RIPs e pode facilmente ser observado através de
eletroforese em gel de agarose/formamida (SMITH et al., 2003). Na Figura 11, o rRNA
tratado com a curcina extraida de torta de pinhdo-manso armazenado por longos
periodos apresentou uma banda similar ao fragmento de Endo liberado da subunidade
28S do rRNA de levedura e detectado apods o tratamento com anilina. Este fragmento
nao foi detectado nas amostras controle (contendo apenas o rRNA e o rRNA tratado
somente com a anilina). Esse resultado confirma que a curcina dos diferentes FTP se
apresenta com sua estrutura conformacional inalterada, inclusive com sua atividade

rRNA-N- glicosidase preservada.

Figura 11. Anadlise da atividade RNA N-glicosidase in vitro da curcina de
sementes e das curcinas isoladas das tortas de sementes obtidas em diferentes

dias de armazenamento.
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Colunas: 1) RNA ribossomal néo tratado com curcina e anilina (controle 1); RNA ribossomal tratado
apenas com anilina (controle 2); 3 a 8) RNA tratados com as curcinas das tortas obtidas com 15 (linha
3), 30 (linha 4), 45 (linha 5), 60 (linha 6), 75 (linha 7) e 90 (linha 8) dias de armazenamento. A seta
indica o fragmento de Endo liberado e detectado apds o tratamento com anilina.

Fonte: Autor (2018).

Diferentes estudos apontam que as RIPs promovem a depurinacdo da
subunidade maior do RNA ribossémico, liberando um pequeno fragmento de 130-400
nucleotideos da porgéo 3’ do rRNA (ENDO et al., 1987). Este fragmento € conhecido
como fragmento de Endo, sendo considerado um diagndstico da atividade enzimatica
das RIPs e pode facilmente ser observado através de eletroforese em gel de
agarose/formamida.

Apesar de ser utilizado como método de avaliagado de atividade de RIP, varios
pesquisadores ndo utilizam essa metodologia para confirmar a eficacia do processo
de desintoxicagdo da torta de pinh&o-manso. Saetae e Suntornsuk, (2011) utilizaram
como amostra de analise torta de J. curcas apds processo detoxificagcdo. Nesse
estudo, os autores verificaram a presenca de fatores toxicos e anti-nutricionais da
torta; utilizando como metodologias de determinacao a avaliagédo de ésteres de forbol,
acido fitico, inibidor de tripsina, atividade lectinica e saponina. Entretanto, os autores

acima néo realizaram avaliagdo RNA-N-glicosidase.

5.8 Inibicao da sintese proteica em sistemas livre de células
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A capacidade da curcina extraida de torta de pinhdo-manso armazenado por
longos periodos de inibir a sintese proteica in vitro foi avaliada utilizando sistema
acoplado de transcricdo-traducdo da luciferase, livre de células, denominado TNT
Coupled Reticulocyte Lysate System (Promega). A vantagem desse sistema € o
acoplamento do processo de transcrigdo genica ao processo de sintese proteica sem
que seja necessaria a utilizacdo de células. Se a proteina de interesse exercer
atividade inibitéria da sintese proteica, esta acdo sera detectada pela redugdo na
intensidade de luz gerada pela luciferase. Conforme os resultados obtidos, a curcina
apresentou inibicdo da sintese proteica da luciferase nos diferentes periodos de
armazenamento (Figura 12). Pesquisas mostram que as RIPs apresentam uma
variagao na sua capacidade de inativar a sintese proteica in vitro e que esta diferenca
engloba valores de concentragdo que vao da ordem de picomol (no caso das RIPs
tipo 1) a nanomol (no caso das RIPs tipo 2) (BATTELLI, 2004).

Os resultados da curcina foram comparados com os do controle positivo (ricina),
no qual foi observado diferenga significativa entre a curcina e a ricina em todos os
tempos de armazenamento. Porém n&o foi encontrado diferenga significativa entre
diferentes amostras de curcina nos diferentes tempos de armazenamento. Essa
diferenga entre a atividade biolégica entre a Curcina e a Ricina era esperado, visto
que é de conhecimento que RIPs do tipo 2 apresenta toxicidade maior quando
comparado com RIPs do tipo 1. Diferenca estatistica também foi observado entre a
curcina nos diferentes tempos de armazenamento e o controle negativo (tamp&o
PBS).

Figura 12. Ensaio da inibicao da sintese proteica promovida pela curcina obtida
de sementes e das FTPs em sistema livre de células (TNT® Coupled

Reticulocyte Lysate System).
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Como controle positivo da reagao de inibigao, foi utilizada a ricina comercial. Como controle negativo,
apenas o tampao PBS foi adicionada a reagdo. As demais colunas tratam-se da curcina isolada a partir
de sementes quiescentes e as demais colunas, curcina obtida a partir de tortas de sementes de pinhao-
manso armazenadas por diferentes periodos (15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias). Os resultados foram
expressos em unidades relativas de luz por segundo (URL/s). Os ensaios foram realizados em triplicata
e os valores representados como média de trés medi¢des

Fonte: Autor (2018).

5.9 Bioensaio com Artemia salina para avaliar a toxicidade das fragcdes de

curcina purificada das FTPs

O teste de letalidade de Artemia tem sido utilizado com sucesso para determinar
a toxicidade de moléculas biolégicas que possuem uma variedade de atividades
farmacoldgicas, incluindo agentes anticancerigenos, antivirais, inseticidas, pesticidas
e anti-HIV (CARBALLO et al., 2002; PERVIN et al., 2006; HO et al., 2007).

A fim de se avaliar a toxicidade de curcina purificada de sementes e das tortas

armazenadas em diferentes periodos, pode-se constatar que ao longo do
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armazenamento da torta de pinhdo-manso a curcina extraida apresentou elevado
indice de toxicidade sobre nauplios de Artemia salina permanecendo praticamente

inalterado ao longo do armazenamento em diferentes concentragdes (Figura 13).

Figura 13. Toxicidade da curcina isolada das sementes e das fragoes proteicas
(FTPs) das tortas armazenadas por 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias sobre cistos de
Artemia salina.
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-
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Toxicidade da curcina isolada das sementes e das fragdes proteica da torta obtida com 15, 30, 45, 60,
75 e 90 dias de armazenamento utilizando diferentes concentragdes de curcina 100 ug/mL (A), 50
ug/mL(B), 25 ug/mL(C), 12,5 ug/mL (D) e 6,25 ug/mL (E)

Fonte: Autor (2018).

Ensaio de toxicidade com Artemia sp. se apresenta como um bom modelo para
avaliacdo utilizando diferentes substancias, como efluentes industriais (PIMENTEL et
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al., 2009), podendo utilizar também de amostras biologicas. Dos quais, podemos
destacar extratos de Euphorbia conspicua (Euphorbiaceae) (SANTOS et al., 2007),
extratos de nim utilizados na medicina, cosmeética e agricultura (BEVILACQUA et al.,
2008), agentes terapéuticos (NUNES et al., 2009), lectinas de Leguminosae (SANTOS
et al., 2010).

Jaramillo-Quintero e colaboradores, (2015), avaliando o efeito citotoxico de
curcina sobre linhagens de células de cancer de mama (SK-BR-3 e MDA-MB-231)
obtiveram ICso de 15,5 e 18,6 pug.mg’' respectivamente e 353,4 pug.mg’' para
fibroblastos. Resultado importante para a utilizagdo das biomoléculas como
ferramenta terapéutica anticancer.

O efeito toxico da curcina tem sido atribuido a sua atividade da N-glicosidase e
a inibicdo da sintese proteica (LIN et al., 2003c). Entretanto, em 2012, Zhao e
colaboradores sugeriram que a apoptose em células de sarcoma em ratos poderia ser
a causa da morte celular. Ja em 2014, os pesquisadores Mohamed e colaboradores
relataram que a curcina desencadeou diversas alteragdes bioquimicas e morfolégicas,
como disfungdo mitocondrial, degeneragédo nuclear e supressdo do mecanismo de
defesa, com evidentes alteragbes semelhantes a autofagia e a apoptose. A
capacidade da curcina matar células por apoptose, especialmente células
cancerigenas, oferece a oportunidade de usar este RIP como um potencial agente
terapéutico, como um imunoconjugado para o tratamento de varios tipos de cancer
(JARAMILLO-QUINTERO, 2015).

5.10 Atividade anti-helmintica

A avaliagao da atividade anti-helmintica foi realizada utilizando adultos (machos
e fémeas) da espécie Ascaridia galli, utilizando como controle positivo Piperazina e
agua como controle negativo. Comparando a FTPgo gias cOm 0 grupo controle, n&o foi
observado diferenca significativa entre os dados de mortalidade a partir de 48 horas
de tratamento (Tabela 12). Jummai e Okoli, (2014) utilizando como modelo
experimental minhocas (P. posthuma) utilizando curcina na concentragdo de
15mg.mL-" apos 13 minutos de tratamento foi observado paralisia das mesmas e 34

minutos de tratamento foi observado morte das mesmas. A taxa de mortalidade de
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100% apods 24 horas de tratamento foi observada apenas no grupo tratado com

curcina na concentragdo de 1600mg.mL".

Tabela 12. Percentual médio de mortalidade in vitro da Ascaridia galli ao longo de 72
horas de tratamento com a curcina da torta de sementes armazenadas por 90 dias

Amostras Concentragao Tempo (h) / Taxa de mortalidade (%)
(mg.mL™) 6 12 24 48 72
Agua - 0 0 0 0 0
Piperazina 5 0 12,2% 25,02 50,02 1002
1 0 0 0,32¢ 3,33¢ 3,33°
2 0 0 3,33¢ 13,3° 16,7¢
'Curcina
3 0 3,33° 6,67°¢ 16,7¢ 40,0°
FTPgo dias
4 0 6,67° 16,7° 40,0° 76,6°
5 0 6,67° 16,7° 40,0? 100°

'Curcina isolada da frag&o proteica da torta de sementes armazenada por 90 dias
*Médias com letras iguais na coluna, n&do diferem entre si pelo teste de Student (P>0,05).
Fonte: Autor (2018).

Ascaridia galli € um helminto gastrointestinal comum que afeta animais
selvagens e domésticos com incidéncia cosmopolita. O processo infeccioso ocasiona
perda de peso e perdas na produgéo pecuaria (DAS et al., 2010).

Um anti-helmintico eficaz € necessario para combater o grave problema da
infeccdo por helmintos na criagdo animal. Na escolha do mesmo, deve-se avaliar: a
selegcdo do tratamento, a eficacia, a toxicidade, a resisténcia a drogas e os residuos
do medicamento deixado na alimentacdo humana. Os anti-helminticos baseados em
produtos quimicos foram e sdo muito utilizados no homem e nos animais. Uma
alternativa, a isso, se faz pela utilizagao de extratos de plantas, para substituir os anti-
helminticos atualmente utilizados no mercado (GALVANI e BARRENECHE, 1994).
Medicamentos alternativos ou novas drogas, estdo sendo pensados atualmente como
uma forma segura de superar a resisténcia aos medicamentos e o risco grave de
residuos de drogas veterinarias em alimentos para humanos (ABDELQADER et al.,
2012). Ensaios sobre o extrato de plantas como anti-helminticos foram conduzidos
com o gengibre (Zingiber officinale) para combater Angiostrongylus cantonensis (LIN
et al., 2010b) e curcumina contra Ascaridia galli (BAZH e EL-BAHY, 2013).
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Rios-de Alvarez e colaboradores, (2012) utilizando lectinas no tratamento de
verminose (T. colubriformis e T. circumcincta) em pequenos ruminantes observaram
um aumento na indugao de células de defesa para parasitas (eosindfilos), tanto no
abomaso, como no intestino nos animais tratados com lectinas por via oral, a utilizagao
de lectina PHA no tratamento de verminose indicou uma diminuicido nao expressiva
gquando comparada com o controle.

Em estudo utilizando extratos de sementes de abobora e de casca de roma
contra Ascaridia galli feito Aziz e colaboradores, (2018) os autores obtiveram taxa de
mortalidade in vitro variando de 65,8% - 85% apos 36 horas de tratamento para
extratos de sementes de abdboras e de 54,2% - 73,3% de mortalidade apds 36 horas
de tratamento com extratos de casca de roma. Os resultados obtidos apresentaram
menor eficacia do que este trabalho, embora os autores do artigo acima mencionados
tenham utilizado concentragbes maiores de extrato variando de 25mg.mL"' a 75
mg.mL-".

Os resultados do estudo podem transpor a metodologia utilizada e serem
ampliadas para outros modelos de experimentacdo além do realizado, Cenin e
colaboradores, (1988) demonstraram em seus estudos a a¢ao de 12 RIP tipo 1 sobre
ribossomos de Trypanossoma e Leishamania, inclusive utilizando a Gelonina, uma

RIP tipo 1 extraido da semente de Euphorbiaceae.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos concluimos que a curcina € um RNA-N-
glicosidase estavel, pois consegue manter sua integridade fisico-quimica, o padréo
conformacial de sua estrutura secundaria e as suas atividades biologicas (in vivo e in
vitro) mesmo quando sua fonte de obtencdo, no caso a torta de sementes
armazendada por até 90 dias, difere da sua fonte original e, portanto, ndo oferece
condi¢cbes adequadas para a manutencao dessas caracteristicas.

Tal fato abre novas perpectivas para a utilizagao da torta residual de J. curcas,
nao somente como coproduto da agroindustria, mas também, como matéria prima
para prospecgdo de proteinas bioativas com potencias aplicagdes biotecnolégicas,

como € o caso da curcina.
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