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RESUMO
O uso da torta residual de sementes de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) tem
sido limitada devido a presenca de fatores toxicos, alérgicos e anti-nutricionais.
Em parte, esta toxicidade é atribuida a uma RIP do tipo 1 denominada curcina. O
curcina € um RNA N-glicosidase com grande potencial biotecnologico, pois
apresenta varias atividades biologicas, incluindo a acdo anticancer. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a viabilidade de aproveitamento da torta residual de
sementes de J. curcas para a obtencéo da forma bioativa da curcina. Inicialmente,
a torta de sementes (com 15 dias de armazenagem) foi delipidada com hexano
por 12 h e transformada em um pé fino e homogéneo. Este po6 foi submetido a
extracdo de proteinas (1:10 p/v) com tampéo PBS pH 7,2 durante 4 h,a25°C . O
extrato total foi centrifugado a 12000 xg durante 20 min, a 4 °C. O sobrenadante
foi coletado e submetido a 60% de saturacdo com sulfato de amonio, durante 6 h
a 5 °C. O precipitado proteico foi dissolvido ho mesmo tampao de extracdo. A
fracdo proteica solubilizada (denominada fracdo 0/60) foi dialisada e aplicada
numa coluna de Sephadex G-100. Cinco picos proteico principais foram obtidos
do processo cromatografico. A fracdo correspondente ao pico 4 analisada por
eletroforese (SDS-PAGE) e uma uUnica banda proteica de peso molecular
aparente de 28 KDa foi observada, semelhante ao peso molecular de curcina de
sementes. Esta fracdo, denominada CTS (curcina da torta de sementes), foi
capaz de depurinar (in vitro) RNA ribossomal de Pichia pastoris e de inibir (in
vitro) a sintese proteica da luciferase. Os resultados do ensaio de toxicidade
aguda em ratos mostraram que a CTS apresentou uma DLso de 60 mg/kg. Os
ensaios de dicroismo circular mostraram que a CTS tem predominancia de folhas-
B e que a sua temperatura de melting esta em torno de 65° C. O anticorpo
policlonal produzido anti-CTS foi capaz de reconhecer especificamente a curcina
de sementes. Como conclusdo, mesmo apoés 15 dias de armazenamento, a torta
residual de sementes de J. curcas pode ser aproveitada como matéria-prima para

a obtencao da curcina bioativa, estavel e funcional.

Palavras-chave: Curcina. Jatropha. Torta de sementes



ABSTRACT
The use of the residual Jatropha curcas seeds pie been limited due to the
presence of toxic, allergenic and anti-nutritional factors. In part, this toxicity is
attribute to a RIP type 1 called curcin. The curcin is a RNA N-glucosidase with
great biotechnological potential, because it presents several biological activities,
including anticancer action. The objective of this study was to evaluate the viability
of utilization of the residual pie from J. curcas seeds to obtain the of curcin
bioactive form. Initially, the seeds pie (with 15 days old) was delipidated with
hexane for 12 h and transformed into a fine and homogeneous powder. This
powder was submitted to proteins extraction (1: 10 w / v) with PBS buffer pH 7.2,
for 4 h, at 25 °C. The total extract was centrifuged at 12000 xg for 20 min at 4 °C.
The supernatant was collected submitted to 60% saturation with ammonium
sulfate for 6 h at 5 °C. The solubilized protein fraction was dialyzed and applied to
a Sephadex G-100. Five major protein peaks were obtained of the
chromatographic process. The fraction corresponding to peak 4 was pooled and
analyzed by electrophoresis (SDS-PAGE). A single protein band of apparent
molecular weight of 28 KDa was observed, similar to curcin from seeds. This
fraction corresponding to curcin seeds pie (CSP) was also able of depurinate (in
vitro) the ribosomal RNA from Pichia pastoris and to inhibit (in vitro) protein
synthesis of luciferase. The results of acute toxicity assay in mice showed that
CSP presented a LDso of 60 mg/kg. Circular dichroism assays have shown that the
CTS has a predominance of -sheets and its melting temperature is around 65 °C
The polyclonal antibody anti-CTS was able to specifically recognize the curcin
seeds. In conclusion, even after 15 days of storage, the residual pie from J. curcas

seeds could be used for obtaining of the bioactive curcin, stable and functional.

Keywords: Curcin. Jatropha. Seeds Pie.
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INTRODUCAO

1. ConsideragOes gerais

Entre as diversas plantas oleagenosas que vém sendo avaliadas, uma
atencao especial estd sendo dada ao pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) no Plano
Nacional de Agroenergia (OLIVEIRA e RAMALHO, 2006). Referente ao setor
produtivo, o pinhdo-manso (figura 1) tem se tornado atrativa, principalmente
devido ao seu potencial de rendimento. Enquanto a soja produz cerca de 500 kg

oleo/ha, o pinhdo-manso tem potencial para produzir cerca de 1500 kg 6leo /ha.

Figura 1 — Sementes de pinh&o-manso, o 6leo e a torta resultante da

extracdo do Oleo das sementes.

Fonte: Embrapa Agroenergia, 2014.

O Oleo de pinhdo-manso estad presente principalmente no albumen dos
frutos. Cada fruto de pinhdo-manso pesa aproximadamente 0,75 g, no qual o
albumen representa em torno de 65% da massa total. Com relagcdo a composicéo
quimica, o albumen contém de 27 a 32% de proteina e de 58 a 60% de lipideos
(MAKKAR et al., 1998).

A torta residual € o produto resultante do tratamento dos graos de pinhao-
manso para a retirada do 6leo. A composicao da torta pode variar em funcéo do
modo de extracdo (prensa mecanica ou extracdo por solvente) e do tipo de gréaos

e teor de 6leos nos grédos. O alto teor de proteina da torta (até 46 %) a torna
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potencialmente util como suplemento protéico, jA& que € rica em aminoacidos
sulfurados e em aminoacidos essenciais que atendem ao padréo sugerido pela
FAO. No entanto, o uso desse co-produto para a nutricdo animal somente é viavel
se seus componentes toxicos forem removidos (ADERIBIGBE et al.,, 1997;
MAKKAR et al., 1998).

Estudos com seres humanos e com animais, ruminantes ou n&o,
demonstraram gque tanto as sementes quanto a torta ndo tratada sao téxicos
(ADAM, 1974; AHMED e ADAM, 1979a, b; LIBERALINO et al., 1988, EL BADAWI
et al., 1992). Nesses trabalhos foram testadas doses agudas e crénicas de torta
durante 14 dias e os resultados mostraram que, mesmo o tratamento de menor
dose testado, levou todos os animais a morte. Os primeiros sinais observados
nesses animais, antes do obito, foram de diarréia, dispnéia, desidratacdo e perda
de condicdo geral, associados com alguns achados patolégicos. Esse padrédo de
toxicidade deve-se a presenca de fatores tdéxico como as proteina inativadoras de
ribossomos (RIPS) e os ésteres diterpenos (ésteres de forbol). Recentemente, foi
identificada uma proteina com potencial alergénico similar ao da albumina 2S de
Ricinus communis (MACIEL et al., 2009; MARTINEZ-HERRERA et al., 2006).

Apesar de serem consideradas um fator negativo no aproveitamento da
torta das sementes de pinhdo-manso, devido a toxicidade, estudos em diferentes
areas da ciéncia tém demonstrado que as proteinas inativadoras de ribossomos
(RIPs) sdo moléculas multiativas que apresentam potenciais aplicacdes
biotecnoldgicas em diferentes setores (salide humana e animal, agricultura etc.).
Esse dado ja justifica a importancia do aproveitamento de novas fontes de
matérias primas (com a torta residual de sementes resultante da extracdo de

0leos) para a obtencéo de proteinas bioativas, como as RIPs.

2. Proteinas inativadoras de ribossomos (RIPS)

A simples observagéo de que algumas proteinas vegetais eram capazes de
inativar irreversivelmente (in vitro) a sintese de proteina em ribossomos animais,
resultou na origem do termo “proteinas inativadoras de ribossomos” ou “RIP” (do
termo inglés — Ribosome-inactivating proteins). Por ter sido adotado antes de
estudos estruturais e enzimaticos mais aprofundados, por muito tempo, esse

termo foi erroneamente aplicado para todas as proteinas vegetais que
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apresentassem esse tipo de atividade bioldgica. Apés a elucidagcdo do modo de
acao das RIPs sobre ribossomos eucariotos e a descoberta de que elas possuem
um sitio catalitico com atividade RNA N-glicosidase, o termo RIP passou a ser
associado apenas a essa atividade enzimatica (Van Damme et al., 2001).

Conforme a nomenclatura adotada pela Comissao Internacional de
Enzimas (EC), todas as proteinas capazes de catalisar a endohidrélise da ligacao
N-glicosidica de uma adenina especifica do RNA ribossomal, sdo consideradas
RNA N-glicosidases (EC 3.2.2.22). Embora o termo RNA N-glicosidase seja
comumente usado como sinbnimo, RNA N-glicosidase € o nome oficial adotado
para esse grupo de enzimas e deve ser preferencialmente usado (Van Damme et
al., 2001).

A associacdo do termo RIP com a atividade RNA N-glicosidase é
importante para diferenciar essas proteinas de outras, que apesar de também
serem capazes de inativar ribossomos (por exemplo, RNases e proteases) néo
sao consideradas RIPs, pois utilizam outros mecanismos de acéao.

Atualmente, sabe-se que as RIPs ndo sdo somente enzimas com uma
atividade catalitica in vitro bem definida, elas também sé&o proteinas bioativas que
apresentam uma série de atividades bioldgicas especificas tanto em eucariotos
como em procariotos. Assim, muitas dessas atividades das RIPs podem ser um

indicativo do seu papel fisiolégico (Peumans e Van Damme, 2001).

2.1. RIPs: Um breve historico.

Ha tempos a raca humana utiliza plantas para fins medicinais, em busca de
tratamento para ferimentos, como também para a cura de diversas doencas. Isto
resultou na descoberta de varias plantas téxicas e medicinais, e
consequentemente, permitiu também o estudo e uso dos seus principios ativos.
Plantas tdéxicas, como a mamona (Ricinus comunis) e o jequeriti (Abrus
precatorius), foram utilizadas por antigas civilizagdes gregas e egipcias, mesmo
sem o conhecimento sobre quais principios ativos eram responsaveis por suas
atividades biologicas e terapeuticas (REYES, 2011).

Somente em 1857, Georg Fridericus Krich descreveu pela primeira vez, a
toxicidade dos 0Oleos de Ricinus communis, Croton triglium e Euphorbiae lathyrids

no trabalho intitulado "Experimenta quaedam farmacoldgica de oleis ricini, crotonis
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et euphorbiae lathyridis” (Krich apud llomets, 1990). Em 1871, Emil Werner
conseguiu obter uma fracdo tOxica ativa de extrato de sementes de Ricinus
communis ao fazer extracdo a frio e precipitacdo alcodlica. Emil foi um dos
primeiros pesquisadores a detectar a capacidade de imunizacdo de animais
contra fragdes proteicas toxicas. Em seus experimentos, ele observou que com o
passar do tempo, havia uma reducdo do efeito toxico das fracbes em animais
imunizados, jA que era comum utilizar o mesmo animal varias vezes (Warden &
Waddel apud Kocourek, 1986). Em 1884, Warden e Waddel mostraram que a
toxicidade de Abrus precatorius era devido uma fracdo proteica obtida por
precipitacdo alcoodlica a partir do extrato aquoso das sementes. No entanto, foi
levantado a hipdtese que a toxicidade seria proveniente de uma contaminacao
bacteriana da semente (Warden & Waddel apud Kocourek, 1986). Dixon, em
1887, foi o primeiro pesquisador a levantar a hipotese que, de fato, a propriedade
toxica da mamona seria proveniente da acado de uma proteina presente em suas
sementes (DIXON apud OLSNES e PIHL, 1977).

Em 1888, no laboratério de Kobert em Dorpat, Stillmark purificou uma
proteina do extrato bruto de sementes de mamona, a qual nhomeou de ricina
(DIXON apud OLSNES e PIHL, 1977). Em sua tese de doutorado, Stillmark
descreveu a associacdo entre a atividade aglutinante dessa proteina contra
eritrocitos e a atividade téxica da mamona. Hellin, outro pesquisador que também
trabalhava no laboratério de Kobert, obteve resultados semelhantes com extratos
brutos de sementes de jequeriti (Abrus precatorius), dos quais conseguiu
identificar e purificar a proteina abrina (HELLIN apud LIENER, 1986).

O pesquisador Paul Ehrlich, em 1891, conseguiu estabelecer principios
fundamentais de imunologia usando ricina e abrina, relatando o principio da
reacao antigeno/anticorpo (EHRLICH apud KURTH e SCHWERDTFEGE, 2012).
Ehrlich demonstrou experimentalmente que a inje¢cdo subcutanea em animais,
com ricina ou abrina, protegia-os posteriormente da atividade téxica proveniente
das mesmas. Além disso, ele também verificou que esta resposta poderia ser
detectada no soro obtido dos animais tratados e tinha carater especifico.
Atualmente, esse processo € conhecido como interacdo antigeno-anticorpo.
Deste experimento também surgiu a hipétese que essas proteinas se fixavam aos

tecidos antes de exercer a sua agdo toxica e que as mesmas deviam ser
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constituidas por duas porgBes distintivas: uma por¢cdo que interage com 0s
tecidos e outra toxica. Esta hipdtese foi confirmada décadas depois com a
caraterizacao estrutural da abrina e da ricina (OLSNES, 2004).

Em 1897, Flexner descreveu a patologia da ricina e 0 envenenamento por
abrina (FLEXNER, 1897). Apesar dos avangcos nos estudos, por muito tempo
essas toxinas perderam o interesse da comunidade cientifica. Somente em 1960,
elas voltaram a ter atencédo, quando Lin e colaboradores, verificaram que essas
proteinas apresentavam maior atividade citotoxica sobre células tumorais do que
em células normais (LIN et al., 1970; LIN et al., 1971).

Os estudos de Olsnes e Pihl (1973) e de Montanaro e Sperti (1973), no
inicio da década de 70, permitiram a determinacéo da atividade direta da abrina e
a ricina sobre a sintese de outras proteinas. Na mesma época, esses
pesquisadores demonstraram que ambas as toxinas eram constituidas por duas
cadeias polipeptidicas que migravam diferencialmente na eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE). A cadeia protéica de migracdo mais rapida foi denomidada
de “cadeia A” e a outra de “cadeia B”. Também foi possivel confirmar que estas
proteinas inibiam fortemente a sintese proteica em sistemas livre de células,
sendo esta atividade incrementada na presenca do agente redutor -
mercaptoetanol. A cadeia A era a responsavel por tal atividade inibitoria, agindo
na subunidade 60S do ribossomo (OLSNES et al., 1972).

Ainda no inicio da década de 70, Obrig e colaboradores identificaram a
primeira toxina protéica de cadeia Unica (cadeia A) capaz de inibir a sintese
protéica. Essa toxina recebeu o nome de proteina antiviral de Phytolacca
americana (PAP), pois foi isolada de extratos de folhas de P. americana e impedia
a transmissao de infeccéo pelo virus do mosaico do tabaco (OBRIG et al., 1973).

Outro marco importante no estudo das RIPs foi a elucidacdo do mecanismo
de acédo de RIPs por Endo e colaboradores (ENDO et al., 1987a; ENDO et al.
1987b). Estudando a ricina, estes pesquisadores demonstraram que a cadeia A
possui atividade RNA N-glicosidase especifica, isto €, tem a capacidade de
remover enzimaticamente uma adenina de uma regido conservada do RNA
ribossomal, resultando na inibicdo da sintese protéica.

Fatos curiosos também marcaram o histérico das RIPs. Em 1978, a ricina

foi utilizada como arma biolégica em um crime politico conhecido como
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“assassinato do guarda-chuva” (figura 2). Neste caso, a vitima o jornalista da BBC
Georgi Markov sofreu um atentado do governo bulgaro, em Londres, enquanto
cruzava a ponte Westminster. Um agente da KGB teria utilizado um dispositivo
adaptado no quarda-chuva para disparar um projetil contendo a toxina. O
jornalista morreu, trés dias apdés o atentado (SHARON e LIS, 2004). Um outro
episédio recente do uso da ricina como arma bioldgica, foi em 2013, quando uma
carta andnima contendo ricina foi enviado ao atual presidente dos EUA, Barack
Obama. Esse episodio ganhou grande repercursao internacional.

Desde a década de 90, novas RIPs vem sendo identificadas, purificadas e
caracterizadas, resultando tanto na obtencdo de informacdes estruturais como
também na aplicacdo dessas proteinas nas pesquisas médica e na agricultura.
Um exemplo do crescimento das pesquisas envolvendo as RIPs, € o nimero de
trabalhos encontrados na plataforma Science Direct quando se busca o termo
“‘Ribosome inactivating protein”, cerca de 5.630 trabalhos até o presente
momento. Ao utilizar o mesmo termo no Protein Data Bank é possivel encontrar
163 modelos de estruturas tridimensionais depositadas. No GenBank ja sdo 187
depdsitos de sequéncias correspondentes aos genes codificadores de RIPs.
Esses dados mostram, em termos quantitativos, que as pesquisas relacionadas
as RIPs aumentaram ao longo do tempo.

Figura 2 - O jornalista bulgaro Georgi Markov. Markov foi assinado de 1978
num atentado no qual utilizou-se um guarda-chuva adaptado para ocultar um
mecanismo pneumatico que disparava pequenos progeteis contendo a toxina

vegetal ricina.

Fonte: Adaptada do autor.
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2.2. Classificagédo das RIPs

Mundy et al. (1994), relata que as RIPs estdo classificadas em trés grupos,
de acordo com suas propriedades fisicas e estruturais em RIPs dotipo 1, 2 e 3.

As RIP do tipo 1 (type 1 RIP) sdo proteinas monomeéricas com um unico
dominio RNA N-glicosidase. A maioria das RIPs tipo 1 possui peso molecular na
faixa de 27 a 30 kDa (figura 3), como a saporina (Saponaria officinalis) e a PAP,
proteina antiviral de Phytolacca americana (STIRPE et al., 1983; HUR et al.,
1995). Essas RIPs normalmente sdo proteinas basicas que apresentam residuos
conservados dentro do sitio ativo e/ou em regifes proximas ao sitio ativo
(ROBERTUS e MONZINGOS, 2004). Por ndo possuirem uma cadeia ligante a
glicoconjugados, geralmente as RIPs tipo 1 apresentam uma baixa citotoxicidade.
No entanto, algumas proteinas desta classe podem entrar na célula através do
mecanismo endocitose fase-fluida, um exemplo é a saporina, que se liga ao
receptor az-macroglobulina expresso em muitas células humanas (CAVALLARO,
1995).

As RIPs do tipo 2 (type 2 RIP) sdo proteinas heterodiméricas, geralmente
muito téxicas, com propriedades lectinicas e enzimaticas em subunidades
polipeptidicas separadas, com pesos moleculares na faixa de 28 e 32 kDa (Figura
3). A subunidade catalitica (cadeia A) RNA-N-glicosidase é ligada por pontes
dissulfeto a uma cadeia lectinica (cadeia B) (ROBERTUS e MONZINGOS, 2004).
Essa cadeia lectinica € capaz de reconhecer especificamente e se ligar a
carboibratos, glicoproteinas ou glicoconjugados presentes na superficie de células
eucaridticas e mediar o transporte da cadeia A para o citosol (Hartley et al., 1996).
Uma vez no citosol, a cadeia A das RIPs tipo 2 tem acesso a maquinaria de
traducao e interrompe a sintese protéica. Pertencem a esta classe das RIPs tipo
2, as proteinas abrina (de Abrus precatorius) e a ricina (de Ricinus communis),
ambas isoladas de sementes.

Ja as RIPs do tipo 3 (type 3 RIP) séo sintetizadas como precursoras
inativas (proRIPs) que requerem um processamento proteolitico entre o0s
aminoacidos envolvidos na formacéo do sitio ativo (figura 4). Essas RIPs s&o bem
incomuns que os outros dois tipos, pois até o momento, somente 2 (a b-32 de
milho e a JIP60 de cevada) foram completamente caracterizadas (LEE et al.,

2012). A JIP60 é formada por um dominio N-terminal longo, semelhante as RIPs
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tipo 1, ligado a um dominio C-terminal com fungdo ainda desconhecida e
sequéncia ndo semelhante a nenhuma outra proteina de planta. Sua ativacao se
da por clivagem proteolitica que remove dominios internos -COOH, além do
dominio C-terminal (GIRBES et al., 2004).

Figura 3 — Representacdo esquematica da organizacdo molecular das RIPs
tipo 1 e 2. Os dois tipos de RIPs apresentam uma sequéncia N-terminal de
aproximadamente 24 residuos de aminoacidos (um peptidio sinal — PS — em azul)
que € eliminada durante o processamento pés-traducional. Nas RIPs tipo 2 existe
uma sequéncia de 12 residuos (destacado em verde) que também é eliminada
pos-traducionalmente para a formacdo de um heterodimero ativo, formado pela

ligacdo covalente entre as cadeias A e B.
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Fonte: Adaptada do autor.

Figura 4 — Esquema da estrutura molecular das RIPs tipo 3. A) Forma imatura
(proRIP) da b-32 de milho, mostrando os fragmentos proteoliticamente clivados
para a formacdo da toxina ativa; B) A JIP60 de cevada, com o0s seus dois
dominios distintos: um dominio N-glicosidase e outro de funcdo desconhecida.
Em preto destacam-se dois fragmentos que sédo provavelmente removidos
durante a maturacéo da toxina.
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2.3. Mecanismo de acéo e internalizacéo das RIPs.

De acordo com o mecanismo proposto Endo et al. (1987a), todos os
residuos de adenina clivados estdo localizados em um “loop” (nomeado “loop”
sarcinal/ricina) de uma regido do RNA ribossomal, que possui uma sequéncia
conservada GAGA, sugerindo entdo, que as RIPs reconhecem esta estrutura
especifica e clivam no sitio especifico Ass24 (Figura 5). O efeito direto das RIPs na
estrutura e funcdo da célula promove um dano irreversivel ao ribossomo, mais
precisamente na subunidade 60S, o qual impossibilita a ligagdo de fatores de
elongamento (EF-1 e EF-2) envolvidos na ligacdo aos aminoacil-t-RNA e na
catélise da hidrélise de GTP e translocacdo, respectivamente, impedindo a
sintese protéica. Assim, a “depurinagao” evita que estes fatores de elongacéo se
liguem na subunidade ribossomal 60S e, consequentemente, levam a inibicdo da
sintese proteica. Atualmente o modelo de Endo € o mais aceito e citado em
trabalhos envolvendo RIPs (STIRPE e LAPPI, 2014).

Figura 5 — Representacdo esquematica do sitio especifico de acdo das RIPs
em ribossomos de ratos. Uma vez dentro das células, as RIPs reconhecem e se
ligam a uma sequéncia conservada GAGA localizada num loop da subunidade
28S do RNA ribossomal 60S. Apés a ligacao, elas catalisam a quebra da ligacdo

N-glicosidica que liga uma adenina (na posi¢do 4324) a ribose. Essa depurinacao
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promove uma alteracdo estrutural no ribossomo a ligacdo dos fatores de

elongacédo (EF) 1 e 2, inibindo consequentemente a sintese proteica.
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Apesar de ser bastante estudado, o mecanismo de entrada das RIPs nas
células ainda € alvo de grande especulacdo. O interesse nesse mecanismo de
internalizacdo aumentou devido a esse processo ser um ponto chave na possivel
utilizacdo terapéutica dessas proteinas. Além disso, estudos desse tipo séo de
extrema importancia para o discernimento do transporte intracelular e da
distribuicdo de ligantes fisiologicos. Atualmente, muitas evidéncias sugerem que
essas toxinas entram e distribuem-se por vias especificas.

A maioria dessas observacoes esta voltada para as RIPs tipo 2 e sugerem
gue mais de um mecanismo de internalizacdo esteja envolvido (ROBERTUS e
MONZINGO, 2004). Segundo Barbieri e colaboradores (1993) a interacdo RIP-
célula parece ser seguida de trés fatos comuns: (1) a inibicdo da sintese protéica
geralmente néo é detectada nas células antes de 30 minutos; (2) apenas poucas

moléculas toxicas sdo captadas pelas células e transferidas para o citosol,
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alcancando assim o seu alvo; e (3) uma uUnica molécula RIP pode ser suficiente
para induzir a morte celular.

A primeira etapa da internalizacdo das RIPs é a interacdo RIP-célula que
consiste na ligacdo dessas proteinas aos sitios de receptores presentes na
superficie da membrana celular. No caso de algumas RIPs tipo 2, esse processo
geralmente ocorre a temperatura fisiolégica e pode ser suprimido pela adicdo do
acucar pelo qual a proteina apresenta especificidade (STIRPE e LAPPI, 2014).

O numero de sitios de ligacdo nas células varia bastante para as diferentes
RIPs tipo 2. Por exemplo, para a ricina esses sitios foram estimados, podendo ser
de 0,2 a 8,0 x 107/célula (VAN DEURS et al., 1985). Um numero similar de
ligantes foi encontrado para a abrina (CHAN et al. 1985). No entanto, as células
apresentaram um menor nimero de sitios (1,0 a 2,0 x 10%/célula) para a modecina
(GLEESON e HUGHES, 1985).

Como comentado anteriormente, as RIPs 2 sdo potentes toxinas que
possuem atividade lectinica. Essas proteinas podem ser captadas por um maior
namero de células devido a presenca de glicoconjugados na superficie celular. A
adicdo do acucar ligante ao meio promove uma competicdo com os receptores da
membrana pela toxina, consequientemente inibindo a ligacdo da proteina a
membrana e reduzindo drasticamente a toxicidade (PEUMANS e VAN DAMME,
1998).

Outro processo de reconhecimento é a interacdo de receptores com as
cadeias laterais de carboidratos presentes nas proteinas. As cadeias A e B da
ricina apresentam grupos de oligossacarideos contendo manose, 0s quais sao 0s
principais responsaveis pela ligacdo e toxicidade da proteina em células nao
parenquimais de figado de rato (FRIGERIO et al., 1998; MAGNUSSON et al.
1991). A ligacdo da ricina a essas células é inibida na presenca de galactose,
porém inibida com mais eficiéncia por manose ou manana, sendo completamente
suprimida na presencga de ambos os carboidratos (STIRPE e LAPPI, 2014). Isso
indica que a ricina pode ligar-se a células ndo parenquimais através de dois
diferentes mecanismos: (1) via sitio de ligacdo a galactose da cadeia B que se
liga a residuos galactosidicos presentes na membrana celular, e (2) pela
presenca de residuos de manose em ambas as cadeias, que sado ligados por

receptores de manose presentes nas células ndo parenquimais. O elevado efeito
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inibitério da manose sobre a citotoxicidade da ricina, causada nas ceélulas nédo
parenquimais do figado, sugere que esse mecanismo € bastante eficiente. Porém,
a ricina entra essencialmente em hepatocitos de rato através da via de
reconhecimento galactosidico (LORD et al., 1994).

Até o momento, o0 mecanismo de internalizacdo das RIPs tipo 1 ainda nao
foi totalmente elucidado e somente algumas hipoteses foram formuladas sobre
esse assunto. Segundo uma dessas hipéteses, por conta da presenca de
residuos glicosil nas cadeias laterais de varias RIPs tipo 1, muitas dessas
proteinas podem ser internalizadas depois de se ligarem a receptores de
carboidratos presentes na superficie da membrana celular (NIELSEN e BOSTON,
2001). As células de exudato peritoneal (PEC) de ratos foram capazes de
internalizar a gelonina (uma RIP tipo 1 isolada de sementes de Gelonium
multifforum) através dos receptores de manose presentes nessa proteina.
Inibidores de manana também foram capazes de se ligarem especificamente aos
receptores manosidicos, alterando assim, o padréo de captacéo da gelonina pelas
PEC (MADAN e GHOSH, 1992). Diferentes estudos apontam o fato de que as
RIPs também podem ser internalizadas pelo mecanismo de endocitose fase-
fluida, a qual permite a entrada de moléculas sem um mecanismo mediador
receptor (NIELSEN e BOSTON, 2001; ROBERTUS e MONZINGO, 2004)

Um quarto mecanismo de internalizacéo tem sido proposto para ambas as
RIPs e estéa relacionado a presenca de receptores concentrados em invaginacdes
da membrana, denominadas coated pits e uncoated. Esse € um mecanismo nao
seletivo, o qual € menos eficiente na captacdo dessas moléculas quando
comparado aos demais. A clatrina € uma proteina fibrosa da superficie celular e
que possui a capacidade de promover um mecanismo energético (coated pits
clathrin), que combinado com a sua flexibilidade, ajuda a vesicula a ser contraida
(CROWTHER e PEARSE, 1981; SANDVIG e VAN DEURS, 1999). As RIPs
contendo manose podem utilizar esse mecanismo para internalizacao depois de
ligadas a receptores localizados nos coated pits (CAVALLARO, 1995;
MAGNUSSON, 1991).
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2.4, Distribuicdo das RIPs na natureza.

Nos ultimos anos, estudos revelaram que as RIPs estdo amplamente
distribuidas entre plantas, fungos, bactérias e algas (GIRBES et al., 2004; HAUF e
CHAKRABORTY, 2003; LIU et al., 2002).

A maioria das RIPs isoladas até o momento séo tipo 1. As RIPs tipo 2
foram encontradas em mais de 20 espécies de plantas de diferentes familias:
Euphorbiaceae, Curcubitaceae, Sambucaceae, Leguminosae, Passifloraceae,
Caprifoliaceae, Viscaceae e Liliaceae (GIRBES et al., 2004).

As RIPs ndo estdo presentes apenas em sementes, mas também podem
ser encontradas em outras partes das plantas (GIRBES et al., 2004; STIRPE et
al., 1992). Como exemplo dessa distribuicdo, as RIPs tipo 1 e tipo 2 j& foram
encontradas em: folhas de Dianthus sinensis e de Poligonatum multiflorum (CHO
et al., 2000; VAN DAMME et al., 2000); raizes de Mirabilis jalapa e de Curcubita
foetidissima (VIVANCO et al.,, 1999; ZHANG e HALAWIESH, 2003); frutos de
Cucurbita moschata e de Sambucus nigra (WU; GAN; XIA, 2000; CHEN et al.,
2002); sementes de Momordica charantia e de Cinnamomum camphora
(PARKASH et al., 2002; YANG et al., 2002); bulbos de Iris hollandica, latex de
Hura crepitans e de Euphorbia tirucalli (VAN DAMME et al., 1997; SANTANA et
al., 2014). Ja as RIPs tipo 3 somente foram detectadas em sementes, como a b-
32 de milho e a JIP60 de cevada (WALSH et al., 1991; CHAUDHRY et al., 1994;
BECKER e APEL, 1992).

2.5. Propriedades fisico-quimicas e estruturais das RIPs.

Pesquisas demonstram que as massas moleculares das RIPs variam entre
entre 27 e 31 KDa, tanto para as do tipo 1 como para a cadeia A das RIPs tipo 2.
Valores um pouco maiores foram encontrados para a cadeia B das RIPs tipo 2
(BARBIERI et al., 1993)

A maioria das RIPs tipo 1 apresentam um pl basico (> 9,5), no entanto
existem algumas excec¢des, como € o caso da camphorina (de sementes de
Cinnamomum camphora) que apresenta um pl de 6,1 (LING et al., 1995). J4 a
cadeia A das RIPs tipo 2 pode ser acida ou basica com o pl variando entre 4,6 (no
caso da abrina) e 8,6 (no caso de algumas isoformas da ricina) (BARBIERI et al.,
1993; FONG et al., 1991).
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Com os avancos biotecnolégicos, a composicdo de aminoacidos de um
grande numero de RIPs jA& é conhecida (ROBERTUS e MONZINGO, 2004;
HARTLEY e LORD, 2004). A cadeia B das RIPs tipo 2, semelhantes as lectinas
vegetais, sdo ricas em aminoacidos acidos e hidrofébicos, e possuem uma certa
quantidade de aminoacidos sulfurados, como é o caso da abrina e de suas
isoformas (HERMAN e BEHNKE, 1981; TAHIROV et al., 1995).

A grande maioria das RIPs conhecidas, sao glicoproteinas. Alguns
trabalhos relatam que os componentes carboidratos ndo tém um papel relevante
na atividade enzimatica das RIPs, pois essa atividade também tem sido
observada em algumas proteinas nao glicosiladas (DEN HARTOG et al., 2002;
QING e QU, 2002; CHAMBERY et al., 2008). Entretanto, esses carboidratos
apresentam uma grande importancia no processo de endocitose dessas proteinas
pelas células. A porgdo glicidica das diferentes RIPs varia tanto em quantidade
como na composicao do acucar (BARBIERI et al., 1993). A gelonina e a cadeia A
da ricina podem ser desglicosiladas sem afetarem sua capacidade de inibir a
sintese protéica em reticuldcidos lisados de coelho. As cadeias A recombinantes
da abrina e da ricina, expressas nao glicosiladas em Escherichia coli, séo
completamente funcionais (QING e QU, 2002). Os acuUcares presentes nas RIPs
sdo geralmente glicose, galactose, manose, fucose, xilose e N-acetil D-
glicosamina (BARBIERI et al., 1993; FALASKA et al., 1982).

Até o inicio dos anos 90, a ricina era a Unica RIP que tinha a estrutura
tridimensional resolvida em detalhe por difracdo de raios-X (MONTFORT et al.,
1987; KARZIN et al, 1991; HARTLEY et al., 1996), apesar dos estudos
cristalograficos com RIPs tipo 2 datarem de 1973. A partir da referida data, varias
outras RIPs tém sido cristalizadas e suas estruturas resolvidas pela mesma
técnica (ROBERTUS e MONZINGO, 2004). Como exemplo, a abrina-a, que
apresentou um cristal cujos dados estruturais foram obtidos com uma resolucao
de 2.14 A (TAHIROV et al., 1995). Esse estudo mostrou que o sitio ativo (na
cadeia A) da abrina € composto por cinco residuos invariantes (Tyrza, Tyriis,
Glues, Argie7 € Trpies) e cinco residuos conservados (Asn7z, Argizs, Glnieso, Gluigs
e Asnigs). Estudos envolvendo o alinhamento da sequéncia de aminoacidos
também revelaram que todos esses residuos sdo extremamente conservados em
diversas RIPs (KARZIN et al.,, 1991; FUNATSU et al, 1991). Analises
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cristalogréficas das estruturas da ricina, tricosantina, PAP, momordina e abrina-a
mostraram uma elevada identidade estrutural entre os sitios ativos dessas
proteinas. Porém, a estrutura fina incluindo a orientacdo de algumas cadeias
laterais, 0 numero de moléculas de agua e de pontes de hidrogénio pode variar
consideravelmente (TAHIROV et al., 1995).

2.6. Atividades e potencial biotecnoldgico das RIPs

Proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs) exibem importantes
propriedades antivirais de amplo espectro, sendo poderosas armas contra viroses
de animais, plantas e fungos. RIPs inativam os ribossomos da célula hospedeira,
levando a inibicdo da traducdo da proteina viral e morte desta célula. A atividade
enzimatica das RIPs ndo se limita a depurinacdo do RNA ribossomal (rRNA),
além disso eles podem depurinar DNA viral, assim como RNA. A investigagcédo
antiviral tem o foco sobre a capacidade de RIPs de agir contra o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (KAUR et al.,, 2011; PURI, 2010), mas elas
também tém acdo contra os virus da hepatite B e da herpes (BOURINBAIAR;
HUANG, 1996; FAN et al., 2009; HE; GUO; PAN, 2008).

Outra aplicacdo biotecnoldgica das RIPs faz uso das suas propriedades
antimicrobianas, tanto antifiungica como antibacteriana. Estas aplicacfes
direcionam-se a melhoria de culturas agronémicas, uma vez que o gene de uma
RIP com estas atividades pode ser inserido em espécies de interesse
agrondémico, tornando-as resistentes a microrganismos. A expresséao induzida de
um RIP de Phytolacca heterosepala e de aspargos (Asparagus officinalis) causou
aumento de resisténcia das plantas de tabaco frente aos fungos Alternaria
alternate e Botrytis cinerea (CORRADO et al.,, 2005). RIPs foram altamente
eficazes na inibicho do crescimento de Trichoderma reesei e Fusarium
sporotrichioides (patdégeno de cevada), Rhizoctonia solani (patégeno de batata) e
Botrytis cinerea (patdgeno de ervilha) (BARBIERI et al., 1993), e podem ser
usadas como ferramenta para producdo de plantas resistentes a estes fungos. Ha
possiveis diferencas tanto na atividade das diferentes RIPs quanto na
sensibilidade das espécies fungicas em relacdo a elas. Mais duas proteinas
avaliadas como RIPs, oriundas dos cogumelos Hypsizygus marmoreus e

Lyophyllum shimeji, ttm se mostrado ativa contra fungos (LAM; NG, 2001).
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J4 é sabido que as RIPs sao, geralmente, mais téxicas para células
tumorais do que para células normais. E sugerido que essas proteinas sejam
mais prejudiciais para células neoplasicas porque essas células possuem uma
alta taxa de sintese de proteinas resultado de sua proliferacdo ativa e também
porque sdo mais suscetiveis a toxinas (STIRPE; BATTELLI, 2006). Em geral
células tratadas com RIPs exibem eventos relacionados com a morte celular
programada, porém o mecanismo de inducdo dessa morte celular ndo é bem
entendido. Um dos mecanismos pelo qual essas proteinas induzem apoptose &
através da alteragdo de uma via mitocondrial dependente de caspase gerando
perda do potencial de membrana da mitocdndria, liberacdo rapida de citocromo c,
ativacdo de caspases e aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
(NARAYANAN et al., 2005). MAP30 mostrou efeito antitumoral contra
determinadas linhagens de células cancerigenas originarias de cancer de rins,
pulmdo e de mama. Também foi estudado o efeito antitumoral de MAP30
recombinante contra diversas linhagens tumorais. Os efeitos antitumorais de
MAP30 nativa e recombinante foram idénticos no que diz respeito a sua
sensibilidade a tipos particulares de tumores (PURI et al., 2009). Foi mostrado
recentemente que a RIP Tricosantina (TH-R) foi capaz de induzir a apoptose de
células de cancer de figado HEPG2 e que esse efeito foi potencializado pelo
glicocorticoide dexametasona (LI et al., 2010). Aralina uma RIP tipo 2 extraida da
planta Aralia elata induz apoptose seletivamente em varios tipos de células de
tumores humanos sendo muito mais toxica para células cancerigenas em
comparacdo com células ndo-cancerigenas. E sugerido que a aralina afeta a
atividade de uma proteina caspase-1 que participa em processos apoptoticos
dessa forma a RIP consegue afetar as células cancerigenas induzindo a morte
celular (TOMATSU et al., 2003). Visto isso nota-se a importancia dessas
proteinas na terapia do cancer.

Outra aplicacédo biotecnologica das proteinas inativadoras de ribossomos é
a construgcdo de imunotoxinas através da ligacdo dessas proteinas geralmente a
anticorpos monoclonais ou seus fragmentos. O anticorpo liga especificamente ao
antigeno na superficie da célula alvo e o conjugado € internalizadado por
endocitose. A RIP é entdo translocada para o citosol e mata a célula através da

inibicdo da sintese proteica e inducdo de apoptose. RIPs tipo 2 isoladas de
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algumas espécies do género Sambucus se mostraram bons candidatos como
componentes toxicos na construgdo de imunotoxinas e conjugados sendo
aplicados para direcionamento contra alvos especificos. No trabalho, nigrina b e
ebulina 1 foram conjugadas com transferrina e anti-CD105 para atingir alvos como
o receptor de transferrina ou células superexpressando endoglina, essas
imunotoxinas mostraram-se altamente seletivas para células tumorais indicando
importantes aplicacdes (FERRERAS et. al., 2011).

Moschatina uma RIP tipo 1 extraida de sementes de abdbora (Cucurbita
moschata) foi utilizada para a constru¢cdo de uma imunotoxina Moschatina-NG74
e testada quanto a sua toxicidade contra células de melanoma humano, como
resultado se verificou que a imunotoxina era bastante eficiente no direcionamento
e na inducdo de morte nas células tumorais (XIA et. al., 2003).

Tran et. al. (2013) estudaram a expressao heterdloga de uma imunotoxina
no sistema de expressdo Chlamydomonas reinhardtii. Utilizando-se técnicas de
biologia molecular foi realizada a fusdo de um gene codificante para um anticorpo
qgue reconhece o tipo de célula CD22 com o gene da gelonina, uma proteina
inativadora de ribossomos presente em sementes de Gelonium multiflorum, como
resultado se obteve que as imunotoxinas produzidas eram bastante efetivas
contra todas as linhagens de células tumorais testadas. Pirie et. al. (2011)
mostrou que a expressao recombinante dessa imunotoxina em bactéria mostrou-
se altamente eficiente na reducdo da viabilidade de células cancerigenas alvo.
Saporina-S6 é uma RIP tipo 1 extraida de sementes de Saponaria officinalis que
tem sido extensivamente utilizada para a construgéo de diversos conjugados com
atividade anticancer. A alta eficAcia desses conjugados € frequentemente
reportada em muitos modelos de tumores hematoldgicos. As imunotoxinas
baseadas em saporina também foram testadas contra tumores sélidos com
resultados interessantes, sendo geralmente mais eficientes do que outras drogas
testadas. Estudos clinicos mostraram a aplicacdo dessas imunotoxinas em terapia
de linfoma. Juntos, esses estudos mostraram que as imunotoxinas baseadas em
saporinas sdo quase sempre agentes muito poderosos in vitro e mantem bom
efeito antitumoral in vivo (POLITO et. al., 2011). Os dados mostrados aqui indicam
que esses conjugados RIPs anticorpos tem diversas aplicacfes terapéuticas de

alta importancia sendo considerados importantes produtos biotecnoldgicos.
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Muitos estudos tém sido realizados na aplicacdo das RIPs no
desenvolvimento de novos compostos de interesse para a agricultura devido a
toxicidade dessas proteinas contra insetos e fitopatégenos. Muitas RIPs estédo
envolvidas em mecanismos de defesa das células vegetais devido a sua
capacidade de interromper a sintese proteica em situagfes fisiologicas
apropriadas e seu envolvimento nos processos de regulagcdo metabdlica (RAJ;
VENNILA, 2011). Especificamente na aplicacdo de RIPs na agricultura utiliza-se a
tecnologia do DNA recombinante para introduzir o gene de uma RIP de outra
planta ou para manipular os niveis de RIPs enddgenas. PAP uma proteina
inativadora de ribossomos extraida de Phytolacca americana foi expressa em
tabaco e a planta transgénica mostrou aumento da resisténcia contra virus em
diversos casos (LODGE et. al., 1993). Muitas RIPs, como por exemplo ricina e
saporina mostraram alta toxicidade contra larvas de insetos e, devido a isso,
varias pesquisas tém sido realizadas no intuito de verificar se a transfeccao dos
genes codificantes para RIPs podem proteger as plantas contra a infestacdo de
insetos, o0s resultados obtidos por esses estudos tém sido bastante promissores
porque normalmente se observa o aumento da resisténcia das plantas a insetos
em diversos casos (STIRPE, 2013). Aumento de resisténcia a insetos também foi
conseguido pelo aumento da expressao de uma RIP endégena em milho (DOWD
et. al., 2012). Em uma abordagem mais recente se verificou que a expressao de
uma RIP de cevada em amoreira aumentou a resisténcia da planta contra seca,
salinidade e frio (CHECKER et. al., 2011). Isso mostra através de um ponto de
vista pratico que o aumento da expressao de RIPs em plantas transgénicas deixa-
las mais resistentes a infecches, infestacbes e estresses abidticos, com
consideraveis vantagens econdmicas se o0s resultados forem confirmados em
campo (STIRPE, 2013).

3. Curcina

O pinh&o-manso (figura 6) € uma espécie perene, pertencente a familia das
Euforbiaceas, a mesma da mamona, mandioca e seringueira (DIAS et al., 2007,
DHYANI et al., 2011). Embora varias evidéncias indiguem que o pinhdo-manso
nao ¢é originario do Brasil (ROSADO et al, 2010), a planta vegeta

espontaneamente em diversas regides do pais ha muito tempo. Apesar de serem
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ricas em proteinas, até o momento, 0 seu uso esta impossibilitado devido a
presenca de fatores toxicos, dentre eles a curcina (GONCALVES et al., 2009;
DURAES et al., 2011).

Figura 6 — Pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) e suas partes vegetativas.

Fonte: Adaptada do autor.

A curcina € uma RIP tipo 1 presente nas sementes de J. curcas (STIRPE et
al., 1976). Essa RIP é uma glicoproteina que representa 20% das proteinas
soluveis totais de sementes, sendo capaz de inibir fortemente a traducdo em
células livres obtidas a partir do lisado de reticul6citos de coelho apresentando um
ICso de 0,19 nmol/L. Quando administrada por via oral e por injecgao
intraperitoneal em ratos, curcina de sementes apresentou uma DLso (dose letal
média) de 104,7 + 29,4 mg/kg e 67,2 + 10,4 mg/kg, respectivamente, confirmando
a toxicidade aguda da proteina (LIN et al. 2010). Esses dados reforcam o fato de

que mesmo apdés a extracdo do O6leo das sementes de variedades nao
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comestiveis de pinh&o-manso, a utilizagdo do residuo para a alimentacéo animal
S0 é viavel se a curcina for inativada.

Estudos mostraram que variedades J. curcas possuem uma familia de genes
que codificam para 4 isoformas da curcina (HARTLEY e LORD, 2004).
Pesquisadores chineses identificaram e caracterizaram dois genes da curcina,
dos quais um é altamente expresso em sementes (LIN et al., 2003) e o outro é
expresso em folhas, mas apenas sob condi¢cbes de estresse (WEI et al., 2005).
Estes dois genes foram denominados CURCIN1 e CURCIN2. Outro gene
denominado CURCIN3 codifica uma terceira isorforma que so foi detectado em
folnas e sementes quiescentes de uma variedade comestivel mexicana de J.
curcas. Um quarto gene (CURCIN4) também foi identificado somentes em folhas
de uma variedade ndo comestivel de J. curcas encontrada na Tanzania.

As massas moleculares da curcina e de suas isoformas podem variar de
29,5 a 30,9 kDa, assim como os pls que variam de 8,3 a 4,8. Com relacdo a
sequencia de aminoacidos, o numero de residuos varia de 265 a 281 (HE et al.,
2011). De acordo com os dados obtidos nas analises de dicroiismo circular, a
estrutura secundaria da curcina é constituida predominantemente por folhas-
(LIN et al., 2010).

Em 2003, DNA gendmico e o cDNA da curcina de sementes foi clonado por
LIN e colaboradores. A sequéncia ORF (fase de leitura aberta) que codifica o
curcina foi usada para produzir a proteina recombinante em E. coli. No entanto, a
atividade catalitica da curcina recombinante foi menor do que a da proteina nativa
(WEI et al., 2005; LOU et al., 2006).

Ao longo dos anos as pesquisas com a curcina tém apresentado varias
abordagens. Um exemplo, € a utilizacdo dessa RIP como modelo em estudos
contra o cancer em células de animais (LUO et al.,, 2006). No entando,
abordagens basicas como o estudo do comportamento bioquimico da curcina
durante os diferentes estagios de desenvolvimento da planta e dos seus 6rgaos

sob condi¢fes naturais ou controladas, ainda séo escassas.
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OBJETIVO

2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a viabilidade do aproveitamento da torta residual de sementes de

pinh&o-manso (Jatropha curcas L.) para a obtenc&o da forma bioativa da curcina,

uma RNA-N-glicosidase com potencial biotecnologico.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver e validar um protocolo de extracdo de proteinas da torta
residual de sementes de pinhdo-manso;

Otimizar o processo de isolamento e purificacdo da curcina a partir da torta
residual de sementes de pinhdo-manso;

Avaliar a integridade e o grau de pureza da curcina obtida da torta residual
de sementes por métodos bioquimicos e biofisicos;

Avaliar as atividades biolégicas (RNA-N-glicosidase; toxicidade e inibicdo
da sintese proteica) da curcina isolada da torta residual de sementes;
Produzir anticorpos policlonais anti-curcina para o0s testes de
imunodeteccao;

Avaliar a eficiéncia de interacdo do anticorpo anti-curcina com a curcina da

torta residual através de técnicas de imunodeteccéo;
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MATERIAIS

4. Materiais

4.1. Vegetal

As sementes de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) foram utilizadas para a
obtencao 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 UFC. Os frutos foram colhidos maduros, na safra
que ocorre no periodo compreendido entre os meses de marco e julho. Depois de
removidas dos frutos, as sementes foram lavadas com agua destilada, secadas e

armazenadas na geladeira até o uso.

4.2. Animal

Foram utilizados camundongos Swiss, machos e sadios, pesando em
média entre 25 e 30 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal
do Ceara (UFC), mantidos em repouso por no minimo 24 horas em caixas de
plasticos forradas com serragem e de livre acesso a racdo e agua. Também foram
utilizados 3 coelhos albinos (raca Nova Zelandia) adultos e sadios obtidos do
Setor de Cunicultura do Departamento de Zootecnia-UFC, mantidos no Biotério
do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFC, em gaiolas
apropriadas de livre acesso a ra¢cao e agua.

A linhagen de Pichia pastoris usada foi a KM71.

4.3 Reagentes

Cloreto de soédio; corantes (Coomassie brilliant blue); albumina sérica
bovina; acrilamida; bis-acrilamida; adjuvante completo e incompleto de Freund’s;
acetona; 2-mercaptoetanol; tampéo fosfato de sédio (PBS); fenol; anticorpos
primarios e secundarios; metanol; matriz cromatografica de proteina A; Sephadex
G-100; Tris [2-Amino-2-(hidroximetil) propano-1,3-diol]; acido cloridrico; acido

acetico; sulfato de amonio e outros reagentes de grau analitico.
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METODOS

5. Métodos

5.1. Preparacao da torta residual das sementes de pinhdo-manso.

A torta foi obtida por meio de dupla prensagem dos gréos inteiros, em
prensa mecanica tipo “expeller’, de ago inoxidavel, com capacidade para extracao
de 150 kg/h. ApoOs a presagem para remocgdo do 6leo, a torta foi submetida ao
processo de secagem por 15 dias em estufa, a temperatura de 37 °C. ApGOs esse
periodo, a torta seca foi submetida a delipidacdo com hexano (1:5 p/v) por 12
horas, com trocas a cada 3 h. Ap6s a delipidacdo, amostra foi submetida a
secagem por mais 12 h, a temperatura ambiente. Em seguida, o material
delipidado foi triturado e peneirado até a obtencdo de uma farinha fina e
homogénea. Essa farinha foi acondicionada em tubos Falcon hermeticamente

fechados e armazenada até a realizacdo das analises previstas no trabalho.

5.2. Obtencdo do extrato protéico a partir da farinha da torta de pinhao-
manso.

O extrato protéico da torta foi obtido com tampédo PBS pH 7,2 (1:10, p/v)
sob agitacao constante, por 4 horas e a temperatura ambiente (25 °C). ApoOs esse
periodo, o extrato foi centrifugado a 12000 x g, por 20 min e a 4 °C. O precipitado
foi descartado e o sobrenadante (denominado extrato bruto da torta ou EB:) foi

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

5.3. Precipitacao das proteinas do EB com sulfato de amonio.

O EB: foi submetido a precipitacdo com sulfato de aménio (NHa4)2SOa,
utilizando 60% de saturacdo conforme a metodologia utilizada por Lin et al.
(2010). O EB: saturado foi mantido em repouso por 6 h a 5 °C e, em seguida,
centrifugado a 12000 x g por 20 min. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi coletado, solubilizado com PBS pH 7,2, dialisado por 12 h contra
agua destilada e por mais 4 h com o mesmo tampao PBS. Esse solubilizado

(denominado de Fracéo 0/60) foi submetido a dosagem de proteinas.
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5.4. Dosagem de proteinas da Frac&o 0/60.
As dosagens de proteinas da fracdo 0/60 da torta foi realizada conforme o
método de Bradford (1976), utilizando a albumina sérica bovina (BSA) como

padrao.

5.5. Purificagcdo da curcina da Fracdo 0/60 da torta por cromatografia de
exclusé&o molecular.

A fracdo 0/60, obtida conforme descrito no item 5.3, foi aplicada em coluna
de Sephadex G-100 (0.8 X 100 cm), previamente equilibrada com tampao PBS
pH 7,2 conforme a metodologia descrita por Lin et al. (2010). Em seguida, cada
coluna foi eluida com o0 mesmo tampédo PBS, utilizando um fluxo de 1 mL/min. As
fracbes cromatograficas foram coletadas, quantificadas em espectrofotdmetro
pela medida da absorbancia a 280 nm e analisadas por ensaios eletroforéticos
(SDS-PAGE).

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

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

moleculares da Ambresco®.

5.8. Atividade RNA N-glicosidase in vitro.

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 10
ng da fracdo referente ao pico cromatografico 4 (obtido conforme o item 5.5), num
volume final de 500 pL. A reacao foi interrompida pela adicdo de SDS 1%. O RNA
ribossomal foi obtido através da extracdo com fenol-cloroformio e precipitado pela
adicdo de 0,1 volume de NaOAc 2 M pH 6,0 e 2,5 volumes de etanol 100%. A
mistura de reacao foi congelada e o precipitado de rRNA foi obtido por

centrifugacéo a 13000 xg por 30 min a 4 °C. O precipitado foi lavado com etanol
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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 uL de anilina-acética 1 M, pH 4,5.
No controle negativo, foi usada agua no lugar da anilina. A reacéo foi interrompida
pela adicdo de 0,1 volume de NH4sOAc 2 M, 2,5 volumes de etanol 100% e
centrifugadas a 15000 rpm por 1 h a 4 °C. O precipitado obtido foi ressuspenso
em 15 uL de tampéao TPE (Tris 3,6 mM; NaH2PO4 3 mM; EDTA 0,2 mM) contendo
formamida 60%. A identificacdo dos fragmentos de rRNA depurinados foi
realizada através de eletroforese em gel desnaturante de agarose-formamida,
utiizando brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta (UV) do

transluminador.

5.7. Dicroismo circular e termoestabilidade da curcina obtida da torta de
sementes (CTS).

A avaliac@o do padrédo conformacional da CTS 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 de amostra proteica (contendo aproximadamente 20 ug
da CTS em tampao Tris-HCI 20 mM pH 7,2 com NaCl 150 mM). As medidas
foram feitas numa cubeta de quartzo com 1 mm de caminho 6ético, a temperatura
controlada de 25 °C. Primeiro, foi obtido um espectro do branco, ou seja, apenas
da solucdo do tampdo de solubilizacdo da proteina, para que ndo houvesse
interferéncia do tampao. As contribuicbes do tampdo, obtidas sob condicdes
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 190 a 250
nm aplicando a velocidade de 50 nm/min, registrando 8 acumulacgdes.

A termoestabilidade da CTS também foi avaliada por CD, utilizando um
intervalo de temperatura de 10 a 80 °C. A predi¢do quantitativa das contribuigbes
da estrutura secundaria foi realizada pela desconvolugédo 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™ ||
e Origin®
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5.9. Toxicidade aguda da CTS.

Para avaliar a toxicidade aguda, diferentes doses pré-estabelecidas da
CTS foram injetadas na cavidade intraperitoneal de camundongos (5 animais para
cada dose) sendo observadas as sintomatologias e o tempo de sobrevivéncia. A
mortalidade foi expressa em termos de DLso sendo esta definida como a
quantidade de proteina (mg de proteina/Kg de peso corpéreo) capaz de matar

50% dos animais testados.

5.10. Ensaio de inibi¢c&o da sintese protéica em sistema livre de células.

A capacidade da CTS de inibir a sintese de proteinas foi utilizando o kit
TNT Coupled Reticulocyte Lysate Systems (Promega). O funcionamento desse kit
baseia-se na medida da expressao in vitro da proteina repérter luciferase num
sistema livre de células e que tem a vantagem de ter acopladas as etapas de
transcricdo e de tradugcdo génica num extrato celular eucarioto. Portanto, esse
sistema pode ser aplicado para avaliar a capacidade inibitdria in vitro da sintese
protéicas das RIPs. Neste ensaio, diferentes concentracdes da FRCrt foram
usadas. Como controle positivo da reacdo da luciferase, apenas agua ultrapura
(MilliQ) foi adicionada a reagéo. Como controle positivo da reacdo de inibigéo, foi
utilizada a ricina (RIP tipo 2 de Ricinus commmunis) comercial. As reacdes
contendo a FRCt, bem como os controles foram incubados 45 min a 30 °C. Em
seguida, 2,5 uL da reacéo foram misturados com 25 uL do substrato da luciferase
(Luciferase Assay Reagent). A medida de luz emitida foi realizada em um
lumindmetro, com 2 segundos de tempo retardado e 20 segundos de aquisicéo
por amostra. Os resultados foram expressos em URL/s (unidades relativas de luz
por segundo) em funcéo da concentracdo das RIPs. Os ensaios foram realizados

em triplicata e os valores representados como média de trés medicdes.

5.11. Producéao de anticorpos policlonais anti-CTS.

Os anticorpos policlonais anti-CTS foram produzidas em um coelho macho
adulto, da raca Califérnia (com 8 meses de idade). Para a imunizacao inicial, foi
utilizado uma dose de 50 ug da CTS. Antes da imunizagao, o animal foi submetido
a uma primeira sangria para coletar o soro controle (pré-imune). A sensibilizacédo

inicial foi feita por via intramuscular, na parte interna da coxa do animal, com uma
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emulsdo contendo a proteina e o adjuvante completo de Freund (1:1; v/v). Apos
15 dias, foi administrada subcutaneamente, no dorso, uma dose-reforgo de igual
conteudo proteico emulsionado com adjuvante incompleto de Freund (1:1; v/v).
ApoOs 21 dias, uma nova sangria foi realizada e sangue coletado foi mantido em
repouso por 1 h a 37 °C para obtencéo soro. Esse soro foi entdo centrifugado a
4.000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi coletado e submetido a precipitacdo
com sulfato de amonio com 33 % de saturacdo, para obtencdo da fracdo rica em
imunoglobulinas (IgG). Esta fracdo foi posteriormente submetida a dialises
sequenciais com agua ultrapura e tampdo acetato 50 mM a pH 5,0,
alternadamente (3X). A fragéo dialisada foi centrifugada a 15.000 rpm por 20 mim
(a 4 °C) e o precipitado descartado. O sobrenadante (contento os anticorpos anti-
curcina) foi submetido a purificacdo de imunoglobulinas (IgGs) por cromatografia
de afinidade em Sepharose-Proteina A. A fracdo de IgGs (anti-CTS purificada na
coluna de afinidade foi dialisada e concentrada por dialofiltragem para ser

utilizada nos ensaios de imunodetecao

5.12. Ensaio de imunodeteccdo da curcina de sementes utilizando o
anticorpo anti-CTS.

Para esse ensaio foi utilizada a técnica de Western blotting. Inicialmente, a
curcina de sementes e a CTS foram submetidas a uma eletroforese em gel de
poliacrilamida (12,5%), na presenca de SDS e sob condi¢cdes redutoras. Apés a
eletroforese, as bandas proteicas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose utilizando PBS como tampéao de transferéncia e a aplicacédo de 38
mA e 40 V por 2 h. Apds a transferéncia, a membrana foi incubada em PBS pH
7,2 com 5% de leite Molico® (solugcéao de blogqueio) por 5 min sob agitacao lenta e
a temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi incubada (2 h, a 8 °C) com
0 anticorpo primario (anti-CTS). ApOs esse tempo, a membrana foi lavada (3X)
com o tampédo PBS e incubada com o anticorpo secundario (anti-lgG conjugado
com a peroxidase) por mais 2 h, a 8 °C. O processo de revelagdo da membrana
foi realizado com solucdo de peroxido 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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RESULTADOS E
DISCUSSOES

6. Resultados e discussodes

Apds os processos de prensagem das sementes e delipidacédo da torta
residual de sementes de pinh&o-manso utilizadas neste trabalho, o rendimento da
farinha produzida foi de 93,8 + 0,4 g por 100 g de residuo da torta. A
determinacao de proteinas solUveis da torta mostrou que a fracao precipitada com
(NH4)2S0O4 60% (denominada Fr0/60) apresentou um contetdo proteico de 1,8
mg/g da fracdo precipitada. Lin et al. (2010) obtiveram um valor menor (1,17
mgProteina/g da fracdo proteica precipitada) nas mesmas condi¢cdes, quando
analisaram o teor proteico da farinha de sementes pelo método de Lowry et al.
(1951). Devappa e Swamylingappa (2008), ressaltaram que uma caracteristica
marcante das sementes de J. curcas (pinhdo-manso) é o elevado teor de proteina
bruta.

A diferenca de resultados entre ensaios de quantificacdo proteica da
torta e das sementes pode ter ocorrido por que o método de Bradford (1976) é
mais sensivel e esta sujeito a bem menos interferentes que o método de Lowry et
al. (1951). O sulfato de amodnio, usado na precipitacdo de proteinas, € um
interferentre no método de Lowry et al. (1951) e pode ter sido, também, um motivo
de um menor valor de concentracdo proteica quando este método foi usado. O
sulfato de amoénio, na concentragdo maior que 15%, diminui a absortividade
devido ao aumento do pH (alcalinizagdo) da amostra (LOWRY et al.,, 1951;
FRYER et al., 1986).

Aliquotas, tanto do extrato bruto (EBt) quanto da fracdo Fr0/60 da torta,
foram submetidas a eletroforese (PAGE-SDS) para comparar o perfil proteico das
duas amostras. Conforme pode ser observado na figura 7, fica evidente que o
fracionamento com sulfato de amonio permite uma concentracdo significativa das

proteinas presentes no EB: de sementes de pinhdo manso.
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Figura 7 — Andlise eletroforética (SDS-PAGE 15%) do extrato bruto da
farinha da torta de sementes de pinh&o-manso e da fragcdo proteica
precipitada com sulfato de aménio. MM — Marcadores moleculares; coluna 1 —
Extrato protéico bruto; colunas 2 — Fracao proteica saturada com (NH4)2S04 60%.

Foram aplicadas no gel, 20 uL de cada amostra analisada.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2015)

Quando submentida a cromatografia de exclusdo molecular em
coluna de Sephadex G-100, a fracdo 0/60 apresentou cinco picos proteicos bem
distintos (Figura 8A). A eficiéncia dessa etapa cromatogréafica na separacao das
proteinas foi melhor do que a utilizada por Lin et al. (2010), o quais, utilizando a
mesma matriz cromatografica, observaram a presenca de apenas dois picos
proteicos.

As fracdes correspondentes aos picos cromatograficos foram coletadas
e analisadas separadamente por eletroforese e quanto a presenca de atividade
RNA N-glicosidase. Somente a fracdo proteica correspondente a ao pico
cromatografico 4 apresentou uma Unica banda de peso molecular aparente de 28
KDa (Figura 8B), correspondente ao valor de peso citado na literatura para a
curcina (STIRPE et al., 1976). Essa fracao foi analizada quanto a atividade RNA
N-glicosidase, caracteristica das RIPs. As outras fracbes foram descartadas por
apresentarem bandas contaminantes e por nao terem o peso molecular esperado

para curcina de sementes (dados ndo mostrados).
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Figura 8 - Isolamento e analise eletroforética da curcina da torta de
sementes de pinhdo-manso. (A) Cromatografia de exclusdo molecular em
coluna de Sephadex-G100: A coluna foi equilibrada e eluida com o PBS pH 7,2. A
cromatografia foi realizada numa coluna de 70 mL, utilizando um fluxo de 1
mL/min e coletando fragBes de 2 mL. (B) Andlise eletroforética feita sob condicéo
redutora em gel de poliacrilamida (15%) na presenca de SDS. Aliquotas de 15 uL

da fragéo Fr0/60 e da fracdo 4 foram aplicadas no gel.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2015)

Na avaliacdo da atividade RNA N-glicosidase in vitro, a fracéao referente
ao pico cromatografico 4 foi incubada com ribossomos isolados de levedura
(Pichia pastoris). Em seguida o RNA ribossomal (RNAr) foi extraido e tratado com
anilina. Como resultado, 10 pg dessa fragdo foi capaz de depurinar o RNAr
(Figura 8). Diferentes estudos apontam que as RIPs promovem a depurinacao da
subunidade maior do RNA ribossémico, liberando um pequeno fragmento de 130-
400 nucleotideos da porcado 3’ do rRNA (ENDO et al., 1987; Van Damme et al.,

2001). Este fragmento é conhecido como fragmento de Endo, sendo considerado
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um diagnostico da atividade enzimatica das RIPs e pode facilmente ser observado
através de eletroforese em gel de agarose/formamida (SMITH et al., 2003). De
acordo com a figura 9, a amostra tratada com a FRCt apresentou uma banda
similar ao fragmento de Endo liberado da subunidade 26S do rRNA de levedura e
detectado apOs o tratamento com anilina. Este fragmento néo foi detectado nas
amostras controle (contendo apenas o RNAr e o RNAr tratado somente com a
anilina). Esses resultados confirmaram que a fracdo referente ao pico
cromatografico 4 é rica em curcina ativa. Essa fracdo passou a ser representada

pela abreviatura CTS (curcina da torta de sementes).

Figura 9 - Analise da atividade RNA N-glicosidase da CTS através de
eletroforese em gel de agarose/formamida. Colunas: 1) RNA ribossomal de
levedura (Pichia pastoris) incubado com 10 ug da CTS; 2) RNA ribossomal
incubado apenas com anilina; 3) RNA ribossomal sem tratamento (controle
negativo). A seta indica o fragmento de Endo liberado e detectado apds o
tratamento com RIP e a anilina.

rRNA
26S -

18S -

Fonte: Elaborada pelo autor (2015)

Para avaliar toxicidade aguda da CTS, diferentes doses da proteina foram

injetadas na cavidade intraperitoneal de camundongos adultos e os resultados
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foram expressos como dose letal média (DLso). Conforme demonstrado na tabela
1, apés 48 h de ensaio, a dose equivalente a 60 mg de proteina/Kg de peso
corporeo do animal foi capaz de matar 50% dos animais. Esse resultado foi
similar ao obtido por Lin et al. (2010) que estabeleceram uma DLso de
aproximadamente 67 mg/Kg. Esses resultados reforcam a caracteristica de que
as RIPs tipo 1, geralmente apresentam uma toxicidade para mamiferos, bem
menor que as das RIPs tipo 2, cujas doses letais para ratos ficam na ordem de
Mg/Kg. Foi observado também que os animais testados apresentaram o0s
seguintes efeitos da intoxicagdo: diarréia, olhos semi-fechados, pélos ericados e
hipoatividade. Segundo Batelli e colaboradores (2004), esses sintomas S&o

bastante comuns em casos de intoxicacdo com RIPs.

Tabela 1 — Toxicidade aguda determinada através de injecdo intraperitoneal

em camundongos, utilizando diferentes doses da CTS.

Dose (mg.kg?)* Mortalidade(%)
100 100
80 100
60** 50
40 30
20 -

*mg de proteina por Kg de peso corporeo animal
**DLso: dose letal capaz de matar 50% dos animais testados

Para avaliar a integridade conformacional em termos de estrutura
secundaria, a CTS foi analisada por espectrofotometria de dicroismo circular
(CD). A CTS apresentou um padrdo conformacional caracteristico de
enovelamento proteico e com predominancia de estruturas folhas-p (44,2 %),
representado pela presenca de uma banda negativa com minimo em 217 nm, e
uma banda positiva em torno de 200 nm (Figura 10). Esse resultado reforca
aquele obtido no ensaio da atividade RNA-N-glicosidase, quando se relaciona
estrutura e funcéo. Os dados de CD obtidos da variacdo térmica foram analisados
assumindo-se que este € um processo irreversivel de dois estados (nativo e
desnaturado) (ARROYO-REYNA e HERNANDEZ-ARANA, 1995). A curva de
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transicéo foi determinada em funcdo da temperatura, monitorando-se o ponto em
217 nm. Como resultado, foi constatado que a CTS manteve sua estrutura
praticamente estavel até 40 °C. No entanto, mudancas significativas foram
observadas a partir da temperatura de 50 °C, sugerindo a perda de estrutura
secundéaria e consequentemente a desnaturacdo da proteina. O ensaio de
termoestabilidade da CTS também demonstrou que essa RIP apresenta uma
temperatura de melting em torno de 65 °C (Tabela 2). O fato da curcina ser uma
proteina monomérica (SRIVASTAVA et al.,, 2012), glicosilada e por ligacdo

dissulfeto intracadeia, pode ser o motivo dessa termoestabilidade.

Figura 10 — Espectro de dicroismo circular da CTS. As medidas foram
realizadas com uma solucéo protéica de aproximadamente 20 ug de CTS em 100
uL de PBS 5 mM pH 7,2 contendo NaCl 0,2 M. Os espectros foram obtidos
variando o comprimento de onda entre 200 a 250 nm e registrados como uma
média de 8 varreduras, a temperatura ambiente (25 °C), utilizando cubeta

retangular de caminho 6ptico de 1 mm.

13 4
10

[o]1 03.cm2.deg.dmol' 1)

15 -

-18

r I : I r I r I r
200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Elaborada pelo autor (2015)
Tabela 2 — Predicdo da estrutura secundaria e da temperatura de transi¢cao
(melting) da CTS.
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Estrutura secundéria (%)

Folhas-f3 44,2
Hélices-a 22,4
Voltas 23,1
Nao ordenadas 10,1
“Tm (°C) 65

*Temperatura de Melting calculada com base no monitoramento
do ponto em 217 nm dos espectros de CD da CTS obtidos em
diferentes valores de temperatura.

A capacidade da CTS de inibir a sintese protéica foi avaliada in vitro
utilizando sistema acoplado de transcricdo-traducao da luciferase, livre de células,
denominado TNT Coupled Reticulocyte Lysate System (Promega). A vantagem
desse sistema é acoplamento do processo de transcricdo génica ao processo de
sintese proteica sem que seja necessaria a utilizacdo de células. Se a proteina de
interesse exercer atividade inibitoria da sintese proteica, esta acdo sera detectada
pela reducdo na intensidade de luz gerada pela luciferase. De acordo com o0s
resultados obtidos, a CTS apresentou maior inibicdo da sintese proteica da
luciferase nas concentracdes de 20 e 50 ug (Figura 11). Pesquisas mostram que
as RIPs apresentam uma variacdo na sua capacidade de inativar a sintese
proteica in vitro e que esta diferenca engloba valores de concentracao que vao da
ordem de picomol (no caso das RIPs tipo 1) a nanomol (no caso das RIPs tipo 2).
Isso pode ser comprovado quando os resultados da CTS sdo comparados com 0s
do controle positivo, no qual foi utilizado 10 pg de ricina. Apesar da notavel
diferenca de atividade entre as duas RIPs, esses resultados mostram que a CTS

se encontra na sua forma bioativa e capaz de inibir a sintese proteica in vitro.

Figura 11 — Ensaio da inibicdo da sintese proteica promovida pela CTS em
sistema livre de células (TNT® Coupled Reticulocyte Lysate System). Na

auséncia das RIPs (coluna 2, controle negativo) o gene reporter da luciferase é
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expresso normalmente e a sua atividade pode ser quantificada em URL/s
(unidades relativas de luz por segundo, emitidas pela reacao da luciferase). A RIP

tipo 2 ricina foi utilizada como controle positivo da inibicdo da sintese proteica.

250.000.000 _. - Controle positivo - Ricina 10 pg
4 [:] Controle negativo
200.000.000 - l [ cTs 1 ug
150.000.000 - B c7s 1045
| [ Jcrs20pg
100.000.000 - R crs 50 ug
50.000.000 - i
% 1 —— ]
z 7 T
= 350 5
300 +
250
200 +
150 -
100 +
0~ T T T T
1 2 3 4 5 6
Amostras

Existem poucos trabalhos envolvendo a produgcdo de anticorpos
policlonais anti-RIPs, possivelmente devido a toxicidade dessa classe de
proteinas e a dificuldade do estabelecimento de doses sub-letais que permitam a
imunizacdo do animal. O fato de a curcina ser uma RIP tipo 1 e de se trabalhar
com uma quantidade de proteina bem menor que a DLso, permitiu a imunizacéo
dos animais sem ocasionar a morte dos mesmos.

Antes de ser utilizado nos ensaios de Western blotting, o soro obtido
apos 28 dias de imunizacdo do coelho com a CTS foi submetido ao processo de
purificacdo em coluna de Sepharose-Proteina A. As IgGs purificadas foram
dialisadas, concentradas por dialofiltragem e usadas no ensaio de Western
blotting. Como resultado, foi observado que o anticorpo policlonal anti-CTS
reconheceu e interagiu fortemente tanto com a curcina de sementes quanto com a

CTS imobilizadas na membrana de nitrocelulose (Figura 12).
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Figura 12 — Ensaio de Western blotting da curcina de sementes e da CTS
utilizando anticorpos policlonais anti-CTS. Amostras: MM - Marcador
molecular Full Ranger Rainbow™ Recombinant (GE Healthcare); 1) Curcina

curcina de sementes; 2) Curcina da torta de sementes (CTS)

KDa

30

MM 1 2

Fonte: Elaborada pelo autor (2015)

Todos os resultados mencionados reforcam a hipétese de que a CTS é
mesmo a RIP tipo 1 que esta presente nas sementes de pinhdo-manso e
confimam o éxito da obteng&o da curcina ativa a partir do residuo resultante da

extracdo do Oleo das sementes.

CONCLUSOES

7. Conclusdes
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Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que mesmo apos 15
dias de armazenamento, o residuo proveniente da extracdo de Oleos das
sementes de pinhdo-manso (também conhecido como torta) pode ser aproveitado
como matéria-prima para o isolamento da curcina bioativa. Essa RIP do tipo 1, foi
facilmente isolada da torta utilizando métodos de preciptacdo proteica e
cromatografia de exclusdo molecular, apresentando atividades biologicas,
caracteristicas bioquimicas e biofisicas similares aos da curcina isolada das
sementes. Ressaltando que, a curcina, assim como RIPs, apresenta um variado
potencial de aplicagcdes biotecnologicas, que inclui seu uso na producédo de
imunotoxinas com acao anticancer.

Por fim, podemos afirmar que a torta residual de sementes do pinh&o-
manso pode ser utilizada como matéria-prima em outros estudos de prospeccao
molecular, agregando valor a esse residuo como uma forte aternativa para

obtencdo de compostos biativos e funcionais.
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