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RESUMO

A planta Moringa oleifera (Moringaceae) esta presente na regiao do semiarido. Suas sementes
possuem elevado teor de lipidios e a farinha obtida a partir de suas sementes ¢ utilizada para
induzir a floculagdo de particulas soélidas em dguas turvas, permitindo a remog¢do e
melhorando a qualidade da 4gua para consumo humano. Pelo menos trés proteinas que se
ligam a quitina, sem atividade quitinasica, foram detectadas e estudadas a partir das sementes
de moringa. Entretanto, uma atividade nucledsica parece coexistir em uma das fracdes
purificadas das proteinas ligantes de quitina. Esta foi a problematica que motivou esta
pesquisa. Por meio de cromatografia de afinidade a quitina, uma fragdo proteica com
afinidade (PAC) ¢ obtida e esse pico cromatografica foi submetido a troca id6nica dando
origem a 3 picos caracteristicos, sendo o pico 3 (CM-PIII) designado como Mo-CBP3.
Estudos preliminares com essa amostra demonstraram atividades nucleoliticas contra DNA
plasmidial na quantidade de 1,25 pg de proteina e 1 pg de acido nucléico. Eletroforese em gel
de poliacrilamida 15% revelou 3 bandas previamente ndo descritas. Diferentes abordagens de
purificacdo foram utilizadas para separar a Mo-CBP3 de seus contaminantes: cromatografia
de fase reversa, filtragdo por ultra-centrifugagdo e cromatografia de exclusdo molecular
(SEC). A cromatografia por exclusdo molecular utilizando PAC demonstrou a melhor
recuperagao de proteinas e apresentou 4 picos, que foram submetidos a analise por
eletroforese. A eletroforese revelou a separagao das proteinas desconhecidas das proteinas
conhecidas como MOCBPs (Moringa oleifera chitin-binding proteins). Os picos da SEC
foram submetidos a ensaios de clivagem de DNA e RNA plasmidiais obtidos de Klebsiella
pneumoniae ATCC 10031, apresentando atividade comparada as nucleases comerciais no pico
3 (P3-SE). Em resumo, a purificacao refinada por cromatografia de exclusao molecular (SEC)
foi crucial para isolar a atividade bioldgica. Os resultados demonstraram que o P3-SE da SEC,
correspondente a proteina Mo-CBP3, possui notavel atividade nucleolitica contra DNA e
RNA plasmidial de Klebsiella pneumoniae. Esta descoberta de uma nova atividade para a
Mo-CBP3 amplia o vasto potencial das sementes de Moringa oleifera como uma fonte

promissora para a bioprospec¢ao de nucleases.

Palavras-chave: Moringa oleifera; atividade nucleasica; proteinas de reserva vegetal.



ABSTRACT

The plant Moringa oleifera (Moringaceae) is present in the semi-arid region. Its seeds have a
high lipid content, and the flour obtained from its seeds is used to induce the flocculation of
solid particles in turbid waters, allowing for removal and improving water quality for human
consumption. At least three chitin-binding proteins, without chitinase activity, have been
detected and studied from moringa seeds. However, a nuclease activity seems to coexist in
one of the purified fractions of the chitin-binding proteins. This was the problem that
motivated this research. Through chitin affinity chromatography, a protein fraction with
affinity (PAC) is obtained, and this chromatographic peak was subjected to ion exchange,
giving rise to 3 characteristic peaks, with peak 3 (CM-PIII) designated as Mo-CBP3.
Preliminary studies with this sample demonstrated nucleolytic activities against plasmidial
DNA in the amount of 1,25 ug of protein and 1 ug of nucleic acid. 15% polyacrylamide gel
electrophoresis revealed 3 previously undescribed bands. Different purification approaches
were used to separate Mo-CBP3 from its contaminants: reverse phase chromatography, ultra
centrifugation filtration, and size exclusion chromatography (SEC). Size exclusion
chromatography using PAC showed the best protein recovery and presented 4 peaks, which
were subjected to electrophoresis analysis. Electrophoresis revealed the separation of the
unknown proteins from the known proteins as Mo-CBPs (Moringa oleifera chitin-binding
proteins). The SEC peaks were subjected to plasmidial DNA and RNA cleavage assays
obtained from Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, showing activity comparable to
commercial nucleases in peak 3 (P3-SE). In summary, the refined purification by size
exclusion chromatography (SEC) was crucial to isolate the biological activity. The results
demonstrated that the P3-SE of the SEC, corresponding to the Mo-CBP3 protein, possesses
remarkable nucleolytic activity against plasmidial DNA and RNA from Klebsiella
pneumoniae. This discovery of a new activity for Mo-CBP3 expands the vast potential of

Moringa oleifera seeds as a promising source for nuclease bioprospection.

Keywords: Moringa oleifera; nucleolitic activity; plants reserve proteins.
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1 INTRODUCAO

A corrida pela descoberta de novas moléculas bioativas frequentemente direciona os
esforcos cientificos para ambientes extremos ou organismos exoticos, na esperanga de
encontrar compostos inéditos. No entanto, um potencial imenso e muitas vezes subestimado
reside na reavaliagdo de fontes biologicas ja exaustivamente exploradas, como plantas
medicinais tradicionais, microrganismos comumente cultivados ou subprodutos da
agroindustria. Nesse contexto, a prospec¢ao de moléculas bioativas oriundas de fontes
naturais ja exploradas tem se mostrado uma abordagem promissora para a descoberta de
novas funcionalidades em compostos ja descritos. Entre essas fungdes, destaca-se a atividade
nucleolitica, capaz de degradar acidos nucleicos, um importante mecanismo de defesa de

bactérias e plantas (SHARMA et al., 2019; WANG et al., 2018).

No reino vegetal, diversas proteinas com atividades que contribuem para a defesa
demonstram multifuncionalidade, apresentando simultaneamente afinidade por carboidratos
estruturais — como a quitina — e capacidade de degradar DNA e/ou RNA. (ITO; FUKUDA,
2002; LIN et al., 2008). Essa combinagdo de atividades pode ampliar o espectro de agao
contra fungos, bactérias e virus, permitindo que uma unica proteina seja funcionalmente capaz
de simultaneamente provocar danos a parede celular e, em sequéncia, danificar o material
genético do microrganismo invasor. Apesar desse potencial, a diversidade e as aplicagdes
dessas proteinas, as nucleases vegetais permanecem pouco exploradas, sobretudo em espécies

tropicais como Moringa oleifera (GOPALAKRISHNAN; DORIYA; KUMAR, 2016).

A esse respeito, nucleases sdo enzimas que hidrolisam ligacdes fosfodiéster em acidos
nucleicos, sendo classificadas como dnases, que atuam em DNA, RNases, que atuam em
RNA, ou mesmo capazes de atuar sobre os dois. Ainda, essas enzimas podem ser
endonucleases, que hidrolisam ligagdes internas, dentro, da cadeia, ou exonucleases que
clivam ligacdes covalentes pelas extremidades (GARCIA GONZALEZ; HERNANDEZ,
2022). As primeiras evidéncias da ocorréncia dessas proteinas foram descobertas na década de
90, por quimicos ainda em estudos para a descoberta da composicao dos acidos nucleicos

(KUNITZ, 1939).

O estudo de novas proteinas nucleoliticas vegetais contribui ndo apenas para elucidar
aspectos fundamentais da biologia e defesa das plantas, mas também para o desenvolvimento

de agentes terapéuticos, biopesticidas e ferramentas de biotecnologia molecular. Assim,


https://www.zotero.org/google-docs/?G7bOG7
https://www.zotero.org/google-docs/?G7bOG7
https://www.zotero.org/google-docs/?tAhRfR
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investigar proteinas nas sementes de Moringa oleifera (figura 1) representa uma oportunidade
estratégica para a descoberta de compostos inovadores com potenciais aplicagdes em saude,

agricultura e industria (PEREIRA et al., 2011; LOPES et al., 2017).

Figura 1 — Aspectos morfoldgicos da Moringa oleifera

Aspectos morfologicos da Moringa oleifera: (A) arvore adulta; (B) detalhe das folhas; (C) flores; (D)
fruto (vagem com sementes em seu interior); (E) sementes de Moringa oleifera; (F) sementes destegumentadas.

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

Nas sementes de M. oleifera, existem proteinas de ligacdo a quitina (CBPs) de
Moringa oleifera — Mo-CBP:, Mo-CBP: e Mo-CBP: — sdo glicoproteinas basicas com
propriedades antifiingicas e estruturais distintas. A Mo-CBP: tem cerca de 13,3 kDa, pI ~10,9,
atua contra espécies de Candida, aumentando a permeabilidade celular, induzindo producao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e causando danos ao DNA (NETO et al., 2017). A
Mo-CBP3, uma albumina 2S (~14 kDa, pl ~10,8), inibe fungos fitopatogénicos como

Fusarium solani, é termoestavel, e interfere na membrana plasmatica dos fungos (BATISTA
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et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2019). J4 a Mo-CBP4 (~28 kDa) apresenta forte atividade
contra dermatofitos como Trichophyton mentagrophytes, além de propriedades
anti-inflamatdrias e analgésicas demonstradas em modelos animais, sem apresentar toxicidade
(LOPES et al., 2020). Todas demonstram alta estabilidade e potencial aplicacdo nas areas
farmacéutica, agricola e cosmética, e o extrato protéico das sementes passa por um processo
laborioso até o isolamento destas proteinas (PEREIRA et al., 2011).

Diante do crescente desafio global da resisténcia antimicrobiana, que ameaga a
eficacia dos tratamentos convencionais, as proteinas nucleoliticas vegetais emergem como
alternativas promissoras devido a sua capacidade unica de degradar acidos nucleicos
(GOBERT et al., 2021). As sementes de Moringa oleifera, em particular, t€m revelado um
rico repertorio de proteinas multifuncionais, como as Mo-CBPs, que apresentam atividades
antimicrobianas.

Até o inicio deste trabalho, trés proteinas ligantes a quitina eram conhecidas no extrato
de albuminas de sementes de Moringa oleifera. No entanto, estudos preliminares revelaram a
presenca de proteinas minoritarias co-purificadas na fracdo designada Mo-CBP3.
Paralelamente a essas observacoes, foi observada uma atividade nucleolitica na referida
fragdo (Mo-CBP3), levantando a duvida se a fun¢do nucleasica ¢ exercida pelo contaminante,
ou a proteina Mo-CBP3 possui dupla atividade, possuindo agdo catalitica. Diante destas
observagoes, este estudo foi guiado pelo objetivo de confirmar a atividade nucleolitica da
fragdo denominada Mo-CBP3 e identificar se a mesma estaria relacionada as proteinas
minoritarias da amostra ou seria uma atividade catalitica presente na proteina Mo-CBP3, a

qual tem capacidade de ligagdo a quitina, sem, entretanto realizar catalise.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Moringa oleifera

A moringa ou arvore-de-rabanete, chama-se Moringa oleifera, uma planta com origem
no norte da India, presente em regides tropicais e subtropicais devido ao seu alto valor
nutritivo e propriedades medicinais. Suas folhas, sementes, flores e raizes apresentam uma
composicdo quimica rica em metabolitos, incluindo vitaminas, minerais, polifendis e
proteinas de alto valor biologico (ABD et al., 2022).

O género Moringa engloba treze espécies, que tém sido amplamente pesquisadas
devido a presencga de substancias floculantes em suas sementes. Essas propriedades permitem
seu uso no tratamento de 4gua, tornando-a potavel tanto para humanos quanto para animais.
Dentre as espécies desse género, a Moringa oleifera se destaca ndo apenas por sua eficiéncia
na purificagdo hidrica, mas também por sua resisténcia a pragas, adaptabilidade a diferentes
condi¢gdes de cultivo e crescimento acelerado (GOPALAKRISHNAN; DORIYA; KUMAR,
2016).

No Nordeste brasileiro, a Moringa oleifera foi introduzida nos anos 1950 e, desde
entdo, tem sido amplamente utilizada para diferentes finalidades. Essa planta ¢ bastante
empregada na decoracdo de areas verdes, como parques e jardins, além de servir como
suplemento nutricional para animais ¢ humanos. Também ¢ conhecida por suas propriedades
medicinais, sendo aproveitada na fitoterapia e na medicina popular (PINHEIRO et al., 2008).

Além das aplicagdes ja mencionadas, a Moringa oleifera tem um histérico milenar de
uso na medicina tradicional em diversas regides do mundo. Esse fato tem motivado pesquisas
cientificas para a identificacdo e isolamento de compostos bioativos com aplicagdes
biotecnoldgicas. Um estudo significativo conduzido por Lipipun comprovou a atividade
antiviral do extrato etanolico das folhas dessa planta contra o HSV-1 (Herpes simplex virus
tipo 1) (2003). Os resultados demonstraram ndo apenas a inibi¢do da replicagao viral in vitro,
mas também a redugdo da mortalidade em camundongos infectados experimentalmente com o

virus.
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2.2 Fracoes ligantes a quitina

As sementes de Moringa oleifera sao bastante estudadas por seu alto teor proteico,
aproximadamente 37,8% de sua composicdo total, e a partir do extrato aquoso das sementes
foram descobertas proteinas ligantes a quitina, denominadas de Mo-CBP’s (Moringa oleifera
chitin binding proteins). A nomenclatura representa ‘“Moringa-Chitin-binding proteins”
porque as proteinas foram retiradas do extrato salino proteico total por meio de cromatografia
de afinidade em coluna de quitina. As proteinas ligantes a quinta e retidas na coluna, apos
eluidas com 4acido aético, e sdo submetidas a uma cromatografia de troca idnica em coluna
CM-Sepharose Fast Flow, por meio da qual 3 novas fragdes proteicas sdo obtidas e

denominadas de Mo-CBP2, Mo-CBP3 e Mo-CBP4 (PEREIRA et al., 2011).

2.2.1 Mo-CBP2

Descrita por Jodo X. S. Neto, Mo-CBP2 (Fig. 2) ¢ uma glicoproteina basica (pI 10,9)
com massa molecular de aproximadamente 13,3 kDa, capaz de formar oligdmeros estaveis.
Ademais, essa proteina apresenta atividade inibitoria sobre leveduras Candida, como C.
albicans, C. parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis, com seu mecanismo de a¢do incluindo o
aumento da permeabilidade da membrana celular fingica, a indugdo de estresse oxidativo por
meio da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a degradacgdo de 4cidos nucleicos

(NETO, 2020).

Figura 2 — Modelo tridimensional da proteina Mo-CBP2

Fonte: criado pelo autor utilizando o programa PyMol e a sequéncia COHKC5 do UniProt (2025).
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2.2.2 Mo-CBP3

A Mo-CBP3 (Fig. 3), uma proteina termoestavel de 14 kDa, presente nas sementes de
Moringa oleifera, também apresenta atividades antifingicas e antibacterianas. Os peptideos
sintéticos projetados com base na sequéncia da Mo-CBP3 demonstraram capacidade de inibir
o crescimento de espécies patogénicas de Candida, e apresentaram atividade antibacteriana
contra bactérias do tipo Staphylococcus aureus (FREIRE et al., 2019). Além disso, ha relatos
na literatura acerca do potencial antiviral de peptideos sintéticos desta proteina contra o virus
SARS-CoV-2 (SOUZA, 2020). Portanto, o potencial antimicrobiano destas proteinas ja foi
devidamente documentado.

Estudos conduzidos por Batista e colaboradores (2013) revelaram que essa proteina
atua inibindo as bombas de protons (H+-ATPase) da membrana plasmatica fungica,
comprometendo o equilibrio i6nico e o gradiente eletroquimico essencial para a sobrevivéncia
celular. Paralelamente, a proteina chamada de Mo-CBP3 induz alteragdes estruturais
significativas na parede celular de fungos fitopatogénicos, levando a deformagdes que
prejudicam sua integridade e fung@o. Entre os patdgenos sensiveis a essa proteina destacam-se
importantes agentes de doencas em plantas, como fungos Fusarium solani, Fusarium
oxysporum, Colletotrichum musae e Colletotrichum gloeosporioides (GIFONI et al., 2011). A
ampla acdo sobre diferentes espécies fungicas, combinada com seu duplo mecanismo de a¢ao
- que atua simultaneamente na membrana e na parede celular -, sugere que a Mo-CBP3 possui

grande potencial biotecnologico para o desenvolvimento de agentes antifingicos inovadores.

Figura 3 — Estrutura cristalografica da Mo-CBP3

Fonte: criado pelo autor utilizando o programa PyMol e a sequéncia 5DOM do PDB (2025).
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No estudo de Ullah, a estrutura cristalina da proteina Mo-CBP3 foi determinada com
uma resolugdo de 1,7 A. A analise estrutural revelou que a proteina é composta por duas
cadeias a-helicoidais processadas proteoliticamente e estabilizadas por quatro pontes
dissulfeto. Essa estrutura apresenta alta estabilidade, resisténcia a variagdes de pH e um ponto
de fusdo de aproximadamente 98 °C. Os residuos de arginina, nas posicdes: 4, 14, 18, 21, 22,
63, 64, 68, 75, 81, 98, 103, 117 ¢ 121; presentes na superficie, e a poliglutamina, conjunto de
glutaminas sequenciais nas posi¢oes 1-3, 10-12, 87-90 e 94-95, sdo os principais fatores
estruturais responsdveis por suas atividades de floculagdo, antibacteriana e antifingica
(FREIRE et al., 2019). Este estudo descreveu o primeiro modelo de uma albumina 2S baseado
na proteina cristalizada, e esse modelo sugere modificagdes que ocorrem durante a formagao
da Mo-CBP3, além de demonstrar padroes da conformacao e da distribuicao de cargas que

podem explicar suas diversas atividades biologicas (ULLAH et al., 2015).

2.2.3 Mo-CBP4

A proteina Mo-CBP4 (Fig. 4), isolada das sementes de Moringa oleifera, ¢ uma
glicoproteina ligante a quitina com importantes propriedades farmacoldgicas, sendo anti
inflamatoria e reduzindo a sensibilidade a dor. Trata-se de uma proteina basica (pl =10,55),
com massa molecular aproximada de 11,78 kDa, . Estudos demonstraram que a administragao
de Mo-CBP4 em modelos animais apresenta atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria
significativa — tanto por via intraperitoneal (3,5 e 10 mg/kg) quanto oral (10 mg/kg)
(PEREIRA et al., 2011).


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=x8xV3e
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Figura 4 — Modelo tridimensional da Mo-CBP4
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Fonte: criado pelo autor utilizando o programa PyMol e a sequéncia 6VJ0 do PDB (2025).

Além disso, investigagcdes publicadas em 2020 mostraram que o Mo-CBP4 possui
forte potencial antidermatofitico, uma vez que, in vitro, a proteina reduziu em 50% a
germinagdo de microconidios de Trichophyton mentagrophytes a 45 uM sem inibir o
crescimento tubular, persistindo o efeito mesmo na presenga de N-acetil-D-glucosamina, a
unidade de carboidrato formadora da quitina. Os mecanismos envolvidos incluem aumento da
permeabilidade de membrana, produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e dano a
parede celular. Em modelos in vivo de dermatofitose, Mo-CBP4 (5, 10 e 20 mg-g™) reduziu
tanto a gravidade quanto o tempo da infeccdo em modelo murino utilizando o fungo
Trichophyton mentagrophytes. Essas evidéncias indicam seu potencial para desenvolvimento
como tratamento antifingico clinico, inclusive em forma de hidrogel topico (LOPES et al.,
2020). A Tabela 1 apresenta um conjunto suscito das informagdes sobre o conjunto de
proteinas ligantes de quitina que foram descritas estudadas a partir do extrato aquoso de

farinha de sementes de M. oleifera.


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=zFE8Ai
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=zFE8Ai
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Tabela 1 — Principais informagdes conhecidas das proteinas ligantes de quitina isoladas de

sementes de Moringa oleifera

Proteina Massa molecular | Atividades Patégenos alvo Referéncia
(kDa) P conhecidas g
Antifine] ;
ntifingica (Cajadzda C. albicans, C.
Mo-CBP2 13,3 10,9 spp.), degradagdo de o NETO et al., 2020
tropicalis

acidos nucleicos

Antifingica,
Mo-CBP3 14 - antibacteriana, antiviral
(SARS-CoV-2)

Fusarium spp., S. SOUZA, 2020

aureus

Antidermatofitica, Trichophyton

Mo-CBP4 11,8 10,5 . -
anti-inflamatoéria mentagrophytes

LOPES et al., 2020

Fonte: criado pelo autor (2025).

A tabela 1 apresenta um comparativo estrutural e funcional entre as proteinas
Mo-CBP2, Mo-CBP3 e Mo-CBP4 de Moringa oleifera, destacando seu potencial
biotecnoldgico diversificado. Enquanto a Mo-CBP2 (13,3 kDa; pl 10,9) demonstra atividade
antifiingica especifica contra Candida spp. e capacidade de degradacdo de 4cidos nucleicos, a
Mo-CBP3 (14 kDa) exibe um espectro de acdo mais amplo, incluindo agdo contra fungos
(Fusarium spp.), bactérias (S. aureus) e até virus (SARS-CoV-2). Ja a Mo-CBP4 (11,8 kDa;
pl 10,5) destaca-se por sua aplicagdo terapéutica, com efeitos anti dermatofiticos (contra 7.

mentagrophytes) e anti-inflamatdérios comprovados in vivo.
2.3 Albuminas 28

O termo "albumina" foi originalmente utilizado como uma denominagao genérica para
proteinas hidrossoluveis, conforme destacado por Mylne, Hara-Nishimura e Rosengren
(2014). Historicamente, essas proteinas também receberam a designacdo de "arabinas",
devido as suas semelhancgas estruturais com a napina (Brassica napus), a primeira albumina
2S caracterizada na literatura cientifica (HEATH et al., 1986). As albuminas 2S, integrantes
da superfamilia das prolaminas, representam um grupo de proteinas de reserva predominantes
em sementes e frutos com casca rigida. Sua ocorréncia ¢ amplamente documentada em
espécies vegetais de diferentes grupos taxondmicos, incluindo tanto monocotileddneas quanto

dicotiledoneas (BREITENEDER; RADAUER, 2004; GUPTA; GAUR; SALUNKE, 2008).


https://www.zotero.org/google-docs/?kbNzTt
https://www.zotero.org/google-docs/?X6zYb1
https://www.zotero.org/google-docs/?bfQr7B
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As albuminas 2S vegetais constituem uma classe de proteinas de reserva de baixo peso
molecular, geralmente formadas por heterodimeros estabilizados por pontes dissulfeto em
uma propor¢ao de 1:1, com uma subunidade pequena (~4 kDa) e uma maior (~10 kDa)
(SOUZA, 2020). Embora tradicionalmente associadas a nutrigdo de sementes, estudos
recentes t€m revelado fungdes adicionais para essas proteinas. Em espécies como Putranjiva
roxburghii, Bougainvillea buttiana, Petunia inflata ¢ Cucurbita sp., certas albuminas 2S
demonstraram atividade nucleasica, ou seja, a capacidade de degradar acidos nucleicos
(CHOUDHARY; YADAV; LODHA, 2008; SINGH; AI; KAO, 1991; PRATAP et al., 2014,
TOMAR et al.,, 2014). Essas descobertas ampliam o entendimento sobre a versatilidade
funcional desse grupo de proteinas e levantam a hipdtese de que outras albuminas 2S, como a
Mo-CBP3 de Moringa oleifera, também possam desempenhar papéis semelhantes.

Tendo em vista que a Mo-CBP3 ¢ uma albumina 2S com propriedades de inibi¢do da
germinacdo e crescimento de fungos fitopatogénicos, além de ser altamente termoestavel e
resistente a variagdes no pH (BATISTA et al., 2014), torna-se relevante investigar outras
possiveis atividades dessa proteina, como sua agdo nucledsica, a fim de ampliar o

entendimento de seu potencial biotecnolédgico.


https://www.zotero.org/google-docs/?UiZKmt
https://www.zotero.org/google-docs/?UiZKmt
https://www.zotero.org/google-docs/?9AB74x
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2.4 Atividade nucleolitica em proteinas vegetais

As nucleases sdo enzimas que promovem a clivagem de ligagdes fosfodiéster entre
nucleotideos, resultando na degradagcdo de acidos nucleicos. Tais proteinas podem ser
classificadas como endonucleases, que atuam internamente na cadeia, ou exonucleases, que
removem nucleotideos das extremidades. Além disso, podem apresentar especificidade por
DNA, RNA ou ambos, e diferir quanto a dependéncia de cofatores metalicos para a atividade
catalitica (SHARMA et al., 2019). Em plantas, as nucleases desempenham fungdes vitais,
incluindo reciclagem de 4acidos nucleicos durante a senescéncia, diferenciacdo de tecidos,
morte celular programada (PCD) e respostas de defesa contra patdogenos. Diversos exemplos
de nucleases vegetais ilustram sua diversidade funcional. A BFN1 (Bifunctional Nuclease 1)
de Arabidopsis thaliana participa ativamente da degradacdo de DNA e RNA durante a
senescéncia (FARAGE-BARHOM et al., 2008). Ja a ZEN1 (Zinnia Endonuclease 1), presente
em Zinnia elegans, estd envolvida na clivagem de DNA nuclear durante a diferenciacio de
elementos traquearios, etapa essencial para a formagdo do xilema (ITO; FUKUDA, 2002).
Outras nucleases, como a CaMNUCI, regulada por calmodulina em Nicotiana tabacum, estao
associadas a respostas rapidas contra estresses bidticos e abioticos (MA et al., 2004). Em
sementes, nucleases como a NUC1 de Phaseolus vulgaris auxiliam na mobilizacdo de

nucleotideos durante a germinagdo (LAMBERT et al., 2016).

O mecanismo de acdo das nucleases vegetais geralmente envolve a coordenagdo de
ions metalicos (Zn*", Mn*" ou Ca?’) no sitio ativo, promovendo o ataque nucleolitico a ligacao
fosfodiéster. Em alguns casos, essas enzimas podem ser multifuncionais, como observado em
proteinas vegetais que combinam afinidade a polissacarideos estruturais (ex.: quitina) e
atividade nucleolitica, o que amplia seu potencial de defesa contra patdégenos ao degradar
tanto componentes da parede celular quanto o material genético invasor (SHARMA et al.,

2019).
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Tabela 2 — Exemplos de nucleases vegetais

Funcéo fisiologica Cofatores /

Nuclease vegetal Tipo / Classe Espécie de origem principal Condicdes étimas Referéncia
D da DNA e RNA .
BFN1 (Bifunctional Endo/Exonuclease Arabidopsis egraca ? . Zn*; pH 4&cido FARAGE-BARHOM
. . ) durante senescéncia e
Nuclease 1) bifuncional thaliana PCD a neutro et al., 2008
li DNA
ZENI (Zinnia Nuclease S1-like Zinnia 1 ge;\;af:?igeerenia do  Zn*;pH~5,5 Io;

Endonuclease 1) " elegans Y ¢ P ’ FUKUDA, 2002

le elementos traquearios

Resposta a estresse

Nucl d dent Nicoti Ca?/Calmo-
CaMNUC1 teiease €ep en. ene reottana bidtico/abidtico; defesa a .a o LIN et al., 2008
de calmodulina tabacum i dulina
contra patdogenos
Mobilizacs L.
NUC1 Endonuclease Phaseolus iblci?c?(?s éier:i:os 72 MOURA
. u u
(Seed Nuclease) acida vulgaris o etal., 2016
germinagao
Diversas fungdes:
defesa
Arabidopsi. ’ SHARMA
S1-like nucleases Endonuclease Ija waopsis reciclagem de Zn* ou Mn*
thaliana e outras g etal., 2013
nucleotideos,

senescéncia

Fonte: criado pelo autor (2025).

O quadro 2 apresenta uma andlise comparativa de nucleases vegetais, destacando sua
diversidade funcional e mecanismos cataliticos. Enquanto a BFN1 (Arabidopsis thaliana)
atua na degradagdo de DNA/RNA durante a senescéncia, dependendo de Zn** em pH &cido a
neutro, a ZEN1 (Zinnia elegans) especializa-se na clivagem de DNA durante a formagao do
xilema, com atividade 6tima em pH mais acido (~5,5). J4 a CaMNUCI (Nicotiana tabacum),
regulada por Ca*/calmodulina, estd associada a resposta a estresses bidticos e abioticos,
revelando uma adapta¢do dindmica a condi¢cdes ambientais adversas. Em contraste, a NUC1
(Phaseolus vulgaris) atua principalmente na mobilizacdo de nutrientes durante a germinagao,

dependente de Zn?".

Essa comparacdo evidencia como as nucleases vegetais evoluiram para desempenhar
funcdes distintas, desde a defesa contra patogenos até o desenvolvimento tecidual, oferecendo
insights valiosos para aplicagdes biotecnoldgicas, como o desenvolvimento de enzimas para
ferramentas de edi¢do genética mais especificas ou agentes antimicrobianos. O estudo dessas
diferencas estruturais e funcionais pode orientar a exploracdo de novas nucleases, como a

proteina ndo caracterizada da Moringa oleifera, alvo desta pesquisa.
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2.5 Mecanismos de resisténcia antimicrobiana

Conforme citado anteriormente, a resisténcia antimicrobiana (RAM) emergiu como
um dos maiores desafios a satde global no século XXI. Segundo o relatério de O'Neill
(2016), estima-se que at¢ 2050 a RAM podera causar at¢ 10 milhdes de mortes anuais,
superando o numero de Obitos por cancer. A Organizagdo Mundial da Satde (WHO, 2021)
classificou este fendmeno como uma crise de saude publica, particularmente preocupante
devido ao surgimento de patdégenos multirresistentes (MDR) que desafiam os tratamentos
convencionais e aumentam significativamente os custos hospitalares.

No caso das bactérias, os mecanismos de resisténcia sdo particularmente
diversificados. Peacock e Paterson (2015) demonstraram como mutagdes nas proteinas
ligantes de penicilina (PBPs) conferem resisténcia a Staphylococcus aureus (MRSA).
Paralelamente, Bush e Jacoby (2010) descreveram a agdo das P-lactamases de espectro
estendido (ESBLs) em Enterobactérias, enquanto Blair et al. (2015) elucidaram os sistemas de
efluxo ativo em Salmonella enterica. O caso do MRSA, analisado por Lakhundi e Zhang
(2018), ilustra bem a gravidade do problema, mostrando resisténcia simultinea a

B-lactamicos, macrolideos e fluoroquinolonas.

Os fungos patogénicos também desenvolveram estratégias sofisticadas de resisténcia.
Pfaller e Diekema (2007) documentaram mutagdes no gene ERG11 em Candida albicans,
enquanto Lockhart et al. (2017) descreveram a formagdo de biofilmes em Candida auris.
Hagiwara et al. (2016) complementam este panorama ao analisarem os transportadores ABC
em Aspergillus fumigatus. O CDC (2019) alerta para o carater especialmente preocupante do
C. auris, resistente a multiplas classes de antifiingicos.

No ambito viral, Clavel e Hance (2004) detalharam as mutagdes do HIV-1 contra
antirretrovirais, enquanto Moscona (2005) analisou a resisténcia do virus influenza ao
oseltamivir. Tang e Shafer (2012) aprofundaram esta analise para o caso do HIV
multirresistente (MDR-HIV).

Face a este cenario alarmante, Luepke et al. (2017) defendem a necessidade urgente de
novas estratégias terapéuticas, incluindo o desenvolvimento de antimicrobianos inovadores,
terapias combinadas e aplicagcdo de inteligéncia artificial no desenho de farmacos. Ademais, a
busca por novas biomoléculas com atividades promissoras no ambito desse desenvolvimento

¢ de suma importancia, A compreensdo detalhada dos mecanismos de resisténcia aqui
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apresentados ¢ fundamental para orientar pesquisas futuras e politicas publicas de controle da

RAM, que se configura como uma das maiores ameacas a medicina moderna e a saude global.

2.6 Aplicacdes biotecnologicas de nucleases vegetais

2.6.1. Agricultura

As nucleases vegetais emergiram como ferramentas promissoras para o
desenvolvimento de biopesticidas sustentdveis. Sharma et al. (2019) demonstraram que
nucleases do tipo SI1, isoladas de plantas, podem atacar seletivamente o DNA/RNA de
insetos-praga, como Spodoptera frugiperda, sem afetar organismos ndo-alvo. Essa
especificidade ¢ atribuida as diferengas na composicao de acidos nucleicos entre pragas e

mamiferos.

2.6.2 Aplicacbes Terapéuticas e Medicinais

Nucleases derivadas ou inspiradas por plantas, especialmente as da familia RNase T2,
tém despertado interesse em terapias para cancer, inflamagdo, infec¢des virais e outras
doengas. A RNase T2 possui fungdes conservadas em plantas, animais e microrganismos,
estudos recentes indicam que pode atuar ndo s6 degradando RNA, mas também modulando o
microambiente tumoral, a angiogénese e a resposta imune (WU et al., 2020).

Além disso, utilizam-se conceitos de imunotoxinas — em que RNases sdo conjugadas
a anticorpos ou peptideos direcionadores — para entregar seletivamente atividade citotoxica
as células tumorais. Em paralelo, embora ainda incipiente, ha o estudo de plataformas de
entrega (como vesiculas extracelulares derivadas de plantas) que poderao viabilizar o uso de

nucleases ou moduladores de RNA em terapias humanas (AREZOO MESRI et al., 2025).

2.6.3. Bioprocessos Industriais e Biorremediacio

As nucleases vegetais vém ganhando destaque crescente em aplicacdes industriais e
processos de biorremediacdo, oferecendo solugdes sustentaveis para diversos desafios
ambientais e produtivos. No campo da biorremediagdo, estudos pioneiros como o de
Farage-Barhom et al. (2008) demonstraram a eficacia da nuclease BFN1 na degradacao de
acidos nucleicos presentes em efluentes industriais. Avangos mais recentes, como o0s

desenvolvidos por Akbarian e colaboradores (2022), elevaram essa tecnologia a novos
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patamares através da imobilizagdo dessas enzimas em biorreatores de fluxo continuo,
permitindo o tratamento eficiente de residuos da industria farmacéutica com reducdo
significativa de contaminantes gendmicos.

Contudo, a plena implementagdo dessas tecnologias enfrenta desafios consideraveis. O
escalonamento industrial ainda se depara com altos custos de produ¢do (ZHAO et al., 2023),
enquanto questdes de estabilidade enzimatica em condi¢des operacionais exigem melhorias,
particularmente no que diz respeito a termotolerancia (GONZALEZ et al., 2023). Além disso,
o marco regulatdrio para organismos geneticamente modificados que expressam nucleases

requer avaliacdes ambientais mais abrangentes, como destacado pela EFSA (2023).

2.6.4. Perspectivas futuras

As perspectivas futuras sdo animadoras, com abordagens inovadoras como a predi¢ao
estrutural assistida por inteligéncia artificial (AlphaFold3) e sistemas CRISPR de ultima
geracao (JINEK et al.,, 2023) acelerando o desenvolvimento de nucleases vegetais com
propriedades otimizadas. Esses avancos sugerem um cenario promissor para a aplicagdo
dessas biomoléculas em solugdes biotecnoldgicas sustentaveis, capazes de aliar eficiéncia

produtiva com menor impacto ambiental.
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3 HIPOTESE

Neste trabalho, formulou-se a seguinte hipotese:

“A atividade nucleédsica detectada na fracdo proteica ¢ mediada por uma proteina
desconhecida co-purificada junto a Mo-CBP3, uma proteina ligante a quitina presente nas
sementes de Moringa oleifera, sugerindo que Mo-CBP3 mantém sua funcionalidade primaria

(ligagdo a quitina/atividade antifingica) e ndo possui dupla funcionalidade.”

4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Purificar a proteina Mo-CBP3 das demais proteinas minoritarias co-isoladas com essa
e identificar a origem da atividade nucledsica presente na fragdo proteica estudada,
determinando se esta fungdo ¢ intrinseca a proteina ligante a quitina (Mo-CBP3) ou se ¢

atribuida a proteina desconhecida co-purificada.

4.2 Objetivos Especificos

1- Purificar e isolar a proteina contaminante da fracdo Mo-CBP3, buscando obter cada
componente de forma separada.

2 - Buscar outras estratégias de purificacdo em adi¢do ao protocolo ja estabelecido a
fim de se ter proteinas purificadas.

3 - Caracterizar as proteinas isoladas.

4- Avaliar a atividade nucledsica das proteinas isoladas.
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5S METODOLOGIA

5.1 Material biologico

5.1.1 Sementes de Moringa oleifera

Sementes maduras de Moringa oleifera, foram obtidas de arvores que crescem
naturalmente no Campus do Pici, Fortaleza, Ceara, Brasil. Exemplares de exsicatas (Voucher
specimens — EAC 54112) foram depositados no Herbario Prisco Bezerra, da Universidade
Federal do Ceard. Como M. oleifera ¢ uma espécie introduzida e ndo nativa do Brasil, ndo
foram necessarias permissoes especificas das autoridades locais para a obteng¢ao das amostras
utilizadas neste trabalho. Os estudos de campo ndo envolveram espécies ameagadas ou

protegidas. Apos a colheita, as sementes maduras foram armazenadas a temperatura ambiente

(25 °C) em sacos fechados até o processamento que sera abordado na se¢do Extracdo de

proteinas das sementes.

5.1.2 Acidos nucleicos

O material genético utilizado neste trabalho, compreendendo DNA e RNA, foi obtido
a partir de cepas de Klebsiella pneumoniae ATCC 10031. A extracao de acidos nucleicos foi
realizada conforme as instrugdes do fabricante, utilizando-se o Kit Miniprep para DNA
plasmidial da HiPurA para o DNA e o SV Total RNA Isolation da Promega para o RNA.
Apobs a extragdo, o material foi quantificado por espectrometria no equipamento Nanodrop e

armazenado a -20°C até seu uso.

5.2 Extracao de proteinas das sementes

A extracdo das proteinas ligantes a quitina foi realizada segundo protocolo descrito
por Neto (2015). Sementes de M. oleifera foram destegumentadas, trituradas e a farinha
obtida foi delipidada com hexano (1:10, m/v). Para a extra¢do, 30 g de farinha delipidada
foram homogeneizados em 300 mL de tampao Tris-HC1 0,05 M, pH 8,0, contendo NaCl 0,15
M, sob agitagdo por 4 h a 4 °C. A suspensdo foi filtrada em tecido de nylon e centrifugada
(15.000 x g, 30 min, 4 °C). O sobrenadante, denominado extrato total, foi filtrado, dialisado
contra agua destilada por 2 dias (4 trocas diarias) e centrifugado em dias alternados,
permitindo a separagdo da fracdo insoluvel (globulina) e soluvel (albumina). A fracdo solivel

foi congelada e liofilizada.
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Uma aliquota de 1 g de albumina foi solubilizada em tampao Tris-HC1 0,05 M, pH
8,0, contendo NaCl 0,15 M, e submetida a cromatografia de afinidade em matriz de quitina
equilibrada no mesmo tampao. As proteinas ndo retidas foram eluidas com tampdo de
equilibrio, enquanto as adsorvidas foram eluidas com 4cido acético 0,05 M, em fluxo de 60
mL/h, coletando-se fracdes de 4,5 mL. A eluicdo foi monitorada a 280 nm e o pico obtido,
denominado PAC, foi dialisado contra agua e liofilizado.

Uma amostra de 400 mg do PAC foi solubilizada em 20 mL tampao acetato de sddio
0,05 M, pH 5,2, e aplicada em coluna de troca idnica utilizando a matriz CM Sepharose™
Fast Flow previamente equilibrada no mesmo tampao. As proteinas nao ligadas foram eluidas
com tampao de equilibrio, e as proteinas Mo-CBP2, Mo-CBP3 e Mo-CBP4 foram eluidas
sequencialmente com o tampao contendo NaCl 0,4 M, 0,5 M e 0,6 M, respectivamente. A
cromatografia foi conduzida a 45 mL/h, coletando-se fracdes de 4,5 mL. Os picos obtidos,
denominados P1-TI, P2-TI e P3-TI, foram dialisados contra agua, liofilizados (exceto P1) e

utilizados em etapas experimentais subsequentes.

5.3 Estratégias de purificacido

5.3.1 Cromatografia de fase reversa

A partir do pico P2-TI, vindo da cromatografia de troca idnica, uma cromatografia por
fase reversa foi realizada. Uma coluna RESOURCE RPC 3 mL da GE Healthcare acoplada a
um equipamento acoplada a um sistema Cromatografia Liquida Rapida de Proteinas
(AKTApurifier - FPLC). Os parametros da cromatografia foram fluxo de 1 mL/min, fracdes
de 1 mL por tubo, eluente A 0,1% TFA + 5% Acetonitrila e eluente B 0,1% TFA + 80%
Acetonitrila. Assim, 1 mL do P2-TI foi injetado no equipamento, a coluna foi equilibrada
previamente com 12 mL do eluente A, e a cromatografia seguiu um gradiente linear de

0-100% do eluente B por 30 minutos.

5.3.2 Filtrac¢ao por ultracentrifugacio

A partir do PAC, ressuspendido em agua na propor¢do de 400 mg em 20 mL, foi
utilizado um Amicon de 30 kDa, em repetidas centrifugagdes de 2000 G, 4°C por 30 minutos,
até que o volume do concentrado fosse de 0,5 mL. A fragdo superior concentrada e a fragao

inferior foram submetidas a SDS-PAGE para avaliar a pureza das bandas.
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5.3.3 Cromatografia por exclusao molecular

Adicionalmente também a partir do PAC, ressuspendido em tampao PBS 0,05 M +
NaCl 0,15 M na concentragdo de 10 mg/mL, uma cromatografia de exclusdo molecular foi
realizada utilizando uma coluna Superdex 75 10/300 GL da GE Healthcare, acoplada a um
sistema Cromatografia Liquida Rapida de Proteinas (AKTApurifier - FPLC) utilizando o
mesmo tampao o qual a amostra foi ressuspendida. Foi criado um método de Exclusao
Molecular no software UNICORN 5.11, com fluxo de 0,5 mL/min, quantidade de amostra
injetada 1 mL e as fragdes coletadas foram de 1 mL, o volume total da cromatografia foi de 25
mL totalizando 50 minutos. Os picos coletados foram chamados de P1-SE, P2-SE, P3-SE ¢
P4-SE, e foram submetidos a SDS-PAGE para averiguar as massas moleculares aparentes das
bandas, seguindo o protocolo, com adaptacdes, de Laemmli (1970).

A partir disso, foi realizada a quantifica¢do utilizando o kit de fluorimetria “Qubit
Protein Assay Kit” da Introvigen e o equipamento de leitura Qubit™ da Thermo Fisher

Scientific seguindo as orientagdes do fabricante indicadas na embalagem do produto.

5.4 Atividade nucleolitica

A atividade nucleolitica, tanto para DNA quanto para RNA, foi determinada
realizando a incubagdo da proteina contaminante em concentracdes graduais (10 ng - 3 ug)
contra 1 ug de 4cidos nucleicos. Essa mistura entdo foi submetida a temperatura de 37 °C por
30 minutos e a reacdo foi parada com uma solu¢do 5 mM de EDTA. As amostras foram
analisadas em gel de agarose (1,5%), as quais foram coradas com brometo de etidio e
visualizadas em um transiluminador UV. Protocolo baseado no ensaio nucleolitico de Stefan
(2011) com adaptacdes.

Utilizando a concentracdo minima de atividade nucleolitica da proteina contaminante
(1,2 ug), foi incubado 1 ug de DNA e 1 ug de RNA, em tubos separados. As amostras foram
mantidas a 37 °C para que a reacao pudesse ocorrer naturalmente. Utilizando um equipamento
NanoDrop, uma primeira leitura foi realizada na absorbancia de 260 nm, e a partir disso, a
cada minuto uma nova leitura foi realizada até um total de 30 minutos, e entdo a reagdo foi
finalizada com uma solu¢do de 5 mM de EDTA. Para controles, dnase I (2 U/uL) da Ambion
foi utilizada como controle positivo da atividade contra DNA, e rnase III (1 U/uL) da Ambion
foi utilizada como controle positivo na atividade contra RNA. Para controles negativos,

ambos os 4cidos nucleicos foram incubados com agua ultrapura. As leituras foram


https://www.zotero.org/google-docs/?PwkfZd
https://www.zotero.org/google-docs/?0CoWxU
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documentadas para analise da degradacdo do material genético ao longo do tempo, minuto a

minuto.

5.5 Espectrometria de massas

5.5.1 Digestao por tripsina

Um volume correspondente a 50 pLL de amostra (1 pg/uL) foi depositado em um tubo
para microcentrifuga lacrado. O tubo foi colocado em um bloco térmico a 80 °C e aquecido
por 15 minutos. Apds o aquecimento, o tubo foi retirado do bloco térmico e centrifugado a
4000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente (25°C). Em seguida, foram adicionados 2,5
pL de ditiotreitol (DTT 100 mM, 15,4 pg/ul) para abrir a estrutura das proteinas, tornando-as
mais acessiveis para a alquilagdo e digestdo. A mistura foi agitada vigorosamente em

equipamento vortex e aquecida a 60 °C por 15 minutos. Apds o aquecimento, o tubo foi

retirado e deixado esfriar até a temperatura ambiente (25 °C), sendo centrifugado novamente.

Na sequéncia, foi adicionada entdo uma solugdo de 2,5 puL de iodoacetamida (IAA 300
mM, 55,5 pg/ul), a mistura foi vortexada e deixada em repouso em ambiente escuro a
temperatura ambiente por 30 minutos para permitir a reagdo. Apos esse tempo, foram
adicionados 10 pL de uma solu¢do de tripsina da Promega em 50 mM de bicarbonato de
amonio (preparada adicionando 400 puL de 50 mM bicarbonato de aménio a um frasco de 20
pug de tripsina Promega, PART No. V511A), e a mistura foi novamente vigorosamente
agitada. A digestdo ocorreu a 37 °C em bloco térmico durante a noite (19-21 horas).

Os tubos foram incubados a 37 °C por 90 minutos e depois centrifugados a 10.000 xg,
a 4 °C, por 30 minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente transferido para um novo tubo,
mediu-se o volume total e o solvente foi evaporado completamente. Foi retirada uma aliquota
de 5 pL para determinar a concentragdo de peptideos utilizando o Micro BCA™ Protein
Assay Kit.

Por fim, as amostras foram ressuspendidas em uma solugdo de 0,1% de acido formico
em agua grau LC-MS , ajustando a concentracao de peptideos para 1 pg/uL, e transferidas
para um frasco de recuperagao total da Waters (Waters PART No. 186000385C, 100/pKg, com
tampas de PTFE/silicone pré-cortadas).

Apos isso, as amostras foram aplicadas no equipamento de espectrometria de massas

SYNAPT XS da empresa Waters segundo as recomendacdes do fabricante.
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5.5.2 Processamento dos dados

A analise de aquisi¢cdo independente de dados (DIA) por LC-MS/MS teve inicio com a
quantificagdo das amostras utilizando Kits de Ensaio de Proteinas Pierce™ BCA, definindo a
carga total para cada amostra em 50 pg de proteina, que foi digerida por tripsina na propor¢ao
de 1:50 (Promega Corporation), descrita na se¢do acima. Para o perfil quantitativo de
expressdao proteica livre de rotulos (label-free), utilizou-se o sistema ACQUITY UPLC
M-Class acoplado ao espectrometro de massa SYNAPT XS (Waters).

A separagdo cromatografica de 1 pL (1 pg) de peptideos tripticos ocorreu em uma
coluna de fase reversa HSS T3 C18 (106 A" de poro, 1,8 um de particula, 75 mmx>200 mm,
Waters Corp) a um fluxo de 300 nl/min e 37 oC. O processo durou 112 min com um gradiente
agua/acetonitrila de 0—85% (solvente A: 0,1% &cido férmico em agua; solvente B: 0,1% acido
féormico em acetonitrila). As amostras foram analisadas em triplicatas, com o equipamento

operando em modo "V" com resolugao >18.000 m/z e polaridade positiva.

As configuracdes do instrumento foram otimizadas no software MassLynx (versdo 4.1,
SCN870). A calibragdo foi realizada por meio de infusdo de canal de nanoLockSpray probe
(500 nl/min) de Glu-Fib (Glul), derivado do fibrinopeptideco B humano
(M +2H)2+=785.2486. Os fragmentos MS/MS Glu-Fib foram empregados para a calibracao

final, cobrindo o intervalo de massa de 50 a 1.500.

Para a identificacdo e quantificacdo proteica, as massas de peptideos geradas foram
pesquisadas no banco de dados de sequéncia de proteinas espécie-especifica UniProt usando o
Progenesis QI V2.0 (QIfp) (Nonlinear Dynamics/Waters). O software realizou a extragdo de
caracteristicas, alinhamento cromatografico/espectral, filtragem de dados e andlise estatistica.
Foram filtradas caracteristicas dentro das faixas de tempo de retencao de 0—5 min e 90-112
min, bem como aquelas com carga >+8. Um fator de normalizacao foi calculado para cada

corrida para corrigir as diferengas de carga de amostra.

O algoritmo, com o delineamento experimental agrupando inje¢des por corrida,
calculou e tabulou as abundancias brutas e normalizadas, a maxima variacdo (max fold
change) e os valores de ANOVA. Os requisitos minimos para o pareamento de ions foram >2
fragmentos por peptideo, >5 fragmentos por proteina e >1 peptideo por proteina. Os
parametros de busca no banco de dados incluiram: Carbamidometil (Cys, fixa) e Oxidagao

(Met, variavel) como modificagdes; tolerancia de massa de peptideo de £20 ppm; e tolerancia
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de massa de fragmento de +0,4 Da. A busca foi realizada com Decoy search (busca isca) para
calcular a Taxa de Falsa Descoberta (FDR), estabelecendo o limiar de significancia do escore

16nico com base em uma FDR de 1% ou menos.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

A purificacdo das proteinas ligadas a quitina de sementes de Moringa oleifera
(Mo-CBPs) ¢ uma etapa crucial para a elucidagdo de suas propriedades bioldgicas e potenciais
aplicagdes. Conforme o protocolo estabelecido, o extrato bruto foi submetido a cromatografia
de afinidade em coluna de quinta, seguida de cromatografia de troca idnica, resultando na
separacao de trés fracdes protéicas distintas ja descritas na literatura: Mo-CBP2, Mo-CBP3 e
Mo-CBP4.

No entanto, a andlise da fracio Mo-CBP3 revelou um achado intrigante: a
co-purificacdo de uma proteina, com bandas diferentes da Mo-CBP3 no SDS-PAGE, que até
entdo nao havia sido caracterizada. Ademais, estudos preliminares desta mistura (Mo-CBP3)
haviam demonstrado uma clara atividade nucleésica, sugerindo que o contaminante, ou a
Mo-CBP3, possui algum mecanismo de degrada¢do de acidos nucleicos. Esta questdo em
aberto foi abordada neste estudo.

Diante desse cenario, esta se¢do de Resultados e Discussao abordara a investigacao de
duas frentes: (1) o desenvolvimento e a implementacdo de uma estratégia cromatografica
visando a separagdo e por conseguinte, a purificacdo da Mo-CBP3 e da proteina desconhecida
da proteina; e (2) caracterizagdo e andlise da atividade nucledsica observada,
correlacionando-a com a presenca da proteina deSconhecida ou atribuindo a mesma a ja
conhecida proteina denominada Mo-CBP3. O sucesso na separacao desses componentes ¢
mandatorio para a atribui¢do inequivoca das atividades bioldgicas a Mo-CBP3 isolada, bem

como para a caracterizagdo individual da nova proteina nucledsica da semente de M. oleifera.



Figura 5 - Esquema de estratégias de purificagdo

PROTOCOLO CONVENCIONAL#*

Extrato de Cromatografia por
albuminas afinidade a quitina
v
Cromatografia por
exclusdo molecular
&
SDS-PAGE i o
nucleasica
LEGENDA

s Cromatografia por

Mo- CBP2
Mo-CBP3
Mo-CBP4

troca ionica

---------------------------

v

Cromatografia por

fase reversa

ESTRATEGIAS DE PURIFICACAO

PROCESSOS

38

a  SDS-PAGE

Atividade
nucleasica

Filtragdo por
ultracentrifuga

*, Cromatografia por

exclusdo molecular

SDS-PAGE

Atividade
nucleasica

H]

% Espectrometria de
massas

* Protocolo descrito por Neto (2015) Fonte: elaborado pelo autor (2025).

6.1 Separacio das proteinas ligantes a quitina a partir do extrato protéico de farinha de

sementes

Utilizando 1 grama do extrato liofilizado das albuminas das sementes de Moringa

Oleifera, dissolvido em Tris-HCI 0,05 M + NaCl 0,15 M, pH 8,0, foi realizada uma

cromatografia de afinidade a quitina, o pico eluido foi chamado de PAC (Pico afinidade a

quitina), apresentando leituras de 2800 mAU no comprimento de onda de 280 nm, sendo

observado no grafico 01 abaixo. Esse resultado estd de acordo com o protocolo descrito por

Neto (2015).
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Grafico 01 - Cromatografia de afinidade a quitina.
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Grafico da leitura da absorbancia a 280 nm (eixo vertical) pelo volume de reteng@o (eixo horizontal),

com velocidade de 1 mL/min, durante o processo de cromatografia de afinidade a quitina. Fonte: elaborado pelo

autor no software GraphPad Prism 8 (2025).

6.2 Analise eletroforética das proteinas fracionadas por cromatografia de troca ionica

A partir da cromatografia de afinidade a quitina, um pico de afinidade a quitina (PAC)
foi gerado, e a partir dele uma cromatografia de troca idnica foi feita gerando 3 picos,
chamados de CM-PII, CM-PIII e CM-PIV, equivalentes a Mo-CBP2, Mo-CBP3 ¢ Mo-CBP4
(GIFONI, 2009). A partir do pico equivalente a Mo-CBP3 (CM-PIII), um SDS-PAGE dessa
amostra (Fig. 01) revelou 3 bandas, chamadas de B1, B2 ¢ B3. A banda B3, chama ateng¢ao
por seu caracteristico arrasto e difusdo para outras raias do gel, e posicionamento abaixo da
banda de 14,4 kDa do marcador. Esse perfil eletroforético ¢ muito parecido com o perfil da
proteina Mo-CBP3 (Fig. 02) descrita na literatura no trabalho de Batista (2013), apresentando
0 mesmo arrasto e posicionamento abaixo de 14 kDa no respectivo marcadores. Além de B3,
apareceram bandas desconhecidas e ndo descritas na literatura, com pesos moleculares

aparentes de 65 kDa em Bl e ~26 kDa em B2.
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Grafico 02 - Cromatografia por troca ionica CM-Sepharose Fast Flow.

159 CM-PIV

CM-PII

-
s
1

CM-PIII

ABS (280 nm)
o
9]
[ |

0.0 -
0 50 100

Volume de retencio (mL)

Grafico da leitura da absorbancia a 280 nm (eixo vertical) ao do volume de retengéo (eixo horizontal)

com fragdes de 4,5 mL, com velocidade de 0,75 mL/min, durante o processo de cromatografia por troca ionica.

Fonte: elaborado pelo autor no software GraphPad Prism 8 (2025).

Figura 06 - Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes do CM-PIII da

troca idnica

Gel de poliacrilamida 15% separando proteinas e corado com Coomassie coloidal (G-250 0,1%). A raia M
representa o marcador Unstained Protein Molecular Weight Marker da Thermo Fischer, nas raias 1 e 2 temos a mesma

amostra mostrando 3 bandas, B1 proximo a 66 kDa, B2 proximo de 26 kDa e B3 proximo de 9 kDa, na presenca de

beta-mercaptoetanol. Fonte: elaborado pelo autor (2025).
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Figura 07 - Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes da Mo-CBP3
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Marcador molecular na raia 1; Mo-CBP3 na presenga de beta-mercaptoetanol na raia 2; Mo-CBP3 na

auséncia de beta-mercaptoetanol. Fonte: extraido de Batista (2013).
6.3 Ac¢ao nucleasica do pico CM-PIII

A atividade nucleésica do pico CM-PIII, vindo da cromatografia por troca ionica, foi
avaliada com concentragcdes graduais da proteina, iniciando em nanogramas (Fig. 03), que
apresenta um gel de agarose corado com brometo de etidio. Na raia (a), a quantidade de
proteina ¢ de 1,25 ug, na qual a degradacao de DNA comeca a ficar mais evidente, na raia
(b), com 1,75 ug, a degradagdo se equipara ao controle positivo (raia +), onde nenhuma
fluorescéncia ¢ notada. O mesmo ocorre na raia (c), com 2,25 ug. A atividade nucleasica ¢
intrigante pois a proteina presente no pico 3, Mo-CBP3, cuja sequéncia de aminoacidos e
estrutura cristalografica ja foram determinadas por Ullah (2015) e ndo apresenta nenhum
dominio catalitico descrito que sugira essa atividade catalitica. Levanta-se o questionamento
das outras bandas visualizadas, B1 e B2 na figura 01, se essas outras proteinas estdo
realizando essa atividade, mesmo que em concentragdes baixas, pois nucleases como a dnase |
recombinante humana conseguem realizar suas atividades enzimdticas em quantidades

baixissimas (9,5 ng) contra acidos nucléicos na quantidade de 0,5 ug (PRINCE et al., 1998).
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Figura 08 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% mostrando a a¢do do pico CM-PIII

(troca i6nica) sobre DNA

Quantidades graduais de CM-PIII contra 1 ug de DNA gendmico em cada pogo. Nas raias a, b ¢ c,
temos uma atividade mais pronunciada, com 1,25, 1,75 e 2,25 ug de CM-PIII. As raias (-) ¢ (+) representam os
controles negativos, com DNA incubado com agua e positivos, DNA incubado com dnase I comercial, onde

atividade de CM-PIII pode ser equiparada a dnase comercial. Fonte: elaborado pelo autor (2025).

6.4 Picos da cromatografia de fase reversa

Com os questionamentos acerca da pureza da amostra utilizada para realizar os
ensaios nucledsicos, diferentes abordagens de purificacdo foram testadas a fim de conseguir
separar de forma eficiente a Mo-CBP3 (B3) de seus contaminantes (B1 e B2). A priori uma
cromatografia de fase reversa utilizando uma coluna RESOURCE RPC foi realizada gerando
2 picos distintos, como observados na figura abaixo, chamados de RP-PII e RP-PIIl. Na
figura 4, RP-PII apresentou as mesmas caracteristicas de arrasto e difusdo no SDS-PAGE,
indicando a presenga purificada de Mo-CBP3. J4 em RP-PIII , uma banda proeminente se
mostra préximo a linha da banda 66,2 kDA do marcador, e outras bandas antes nao

visualizadas comegam a aparecer, muito provavelmente pela concentragcdo mais elevada.
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Grafico 03 - Cromatografia por fase reversa do pico CM-PIII (troca idnica)

Fonte: elaborado pelo autor utilizando o programa UNICORN 7. (2025).

Figura 09 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% mostrando os picos da cromatografia

por fase reversa
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As raias RP-PII e RP-PIII representam os picos da fase reversa, mostrando bandas separadas nas
faixas de 9 kDa e 60 kDa.
Fonte: elaborado pelo autor (2025).
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Os picos RP-PII e RP-PIII foram submetidos ao mesmo ensaio de atividade nucleésica
(Fig. 05) nas mesmas condi¢des que as atividades iniciais. RP-PII, ou Mo-CBP3, apresentou
atividade, enquanto RP-PIII, os contaminantes, ndo tiveram nenhuma atividade nucleasica
sobre DNA. Contudo, uma cromatografia de fase reversa ¢ um processo muito agressivo que
pode desnaturar proteinas de forma irreversivel, a Mo-CBP3 é uma proteina muito estavel,
resistente a temperatura e mudangas no pH, o que corrobora com sua atividade nucleasica ter
sido mantida mesmo apods a fase reversa (ULLAH, 2015; AKBARIAN; CHEN, 2022). Ja os
contaminantes podem ter sido desnaturados de forma permanente, ainda deixando duvidas
quanto a atividade nucleasica que essas proteinas também podem apresentar, apesar da

atividade mostrada pela Mo-CBP3 ter sido bastante significativa.

Figura 10 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% mostrando a a¢do dos picos RP-II e RP-PII da fase

reversa contra DNA.

Raia M representa o marcador GeneRuler; (-) controle negativo com DNA incubado somente com agua; (+)
controle positivo com dnase I; P2-FR representando o pico 2 da fase reversa; P1-FR o pico 1 da fase reversa. A

acdo ¢ clara em P1-FR e se equipara a dnase comercial. Fonte: elaborado pelo autor (2025).
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6.5 Espectrometria de massas dos picos da cromatografia por fase reversa

6.5.1 RP-PI

A analise protedmica, realizada via aquisi¢gdo DDA (Data-Dependent Acquisition) e
digestao ndo especifica, permitiu a identificagdo e quantificagao de 3 peptideos na amostra. A
quantificagdo foi baseada na média das abundancias normalizadas dos peptideos identificados
para cada uma dessas proteinas, em triplicata bioldgica, refletindo a composi¢do proteica
majoritaria da amostra.

A amostra revelou uma distribuicdo de abundancia dominada por componentes de
interesse e contaminantes. A ATP synthase epsilon chain, chloroplastic foi a proteina com a
maior Abundancia Normalizada Média de 1498,24 , sendo identificada por 1 peptideo. Esta
proteina, sendo um componente cloroplastico, sugere a persisténcia de material celular
fotossinteticamente ativo na amostra. Em seguida, foi identificado um fragmento de Proteina
ligante a quitina 2, uma das proteinas extraidas de sementes de Moringa oleifera, importante
na defesa da planta com uma Abundancia Normalizada Média de 820,73 (NETO, 2015).

Por fim, foram detectadas entradas para a Proteina ligante a quitina 3, de Moringa
oleifera, uma outra proteina ligante de quitina. A entrada AOA3G6IGT2 teve uma
Abundancia Normalizada Média de 671,08 , identificada por 1 peptideo (ion 3354) com um
Score de 6,84.

Em resumo, a espectrometria de massas sugere a presenca das proteinas ligantes de
quitina Mo-CBP2 e Mo-CBP3 na amostra, o que se justifica, pois a Mo-CBP2 ¢
estruturalmente muito parecida com a Mo-CBP3, e quando submetidas a uma digestao nao
especifica podem apresentar peptideos em comum (NETO, 2015). Assim, a presenca de

peptideos de Mo-CBP3 que a purificagdo foi bem sucedida.
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Grafico 04 - Grafico de abundancias normalizadas a partir da espectrometria de

massas do RP-PII da cromatografia de fase reversa
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A: Proteina ligante de quitina 2 (Fragmento); B: Proteina ligante a quitina 3; C: ATP sintase cadeia
epsilon; D: Proteina ligante a quitina 3.

Fonte: elaborado pelo autor no programa GraphPad Prism 8 (2025).

6.5.2 RP-PII

A andlise protedmica, realizada via aquisicdo DDA (Data-Dependent Acquisition) e
digestao ndo especifica, permitiu a identifica¢do e quantifica¢do de 4 peptideos na amostra. A
quantificagdo foi baseada na média das abundancias normalizadas dos peptideos identificados
para cada uma dessas proteinas, em triplicata biologica, refletindo a composicao proteica
majoritaria da amostra.

A amostra revelou uma distribui¢do de abundancia claramente dominada por quatro
componentes, sendo a Proteina de Ligacdo a Quitina 2, ou Mo-CBP2 (Chitin-binding protein
2, Accession: COHKCS5) a mais proeminente, apresentando a maior abundancia média
normalizada, como ¢ possivel observar no grafico 02. Assim, tal proteina ¢ associada a
mecanismos de defesa celular, sugerindo que os peptideos da por¢do proteica analisada sao
ricos em componentes relacionados a protecdo e resposta a estresses ambientais (NETO,

2015).
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Gréfico 05 - Gréfico de abundancias normalizadas e desvio padrdo de espectrometria

de massas do RP-PIII da cromatografia de fase reversa
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A: Proteina ligante de quitina 2 (Fragmento); B: Cadeia grande da ribulose bisfosfato carboxilase
(Fragmento) ; C: Inositol-1-monofosfatase; D: Cadeia alfa de tubulina (Fragmento) Fonte: elaborado pelo autor

no programa GraphPad Prism 8 com os dados gerados pela espectrometria de massas (2025).

Em seguida, foi identificada em alta abundancia a Cadeia Grande da Rubisco
(Ribulose bisphosphate carboxylase large chain, P48708). Sendo a enzima essencial para a
fixacdo de carbono na fotossintese, sua alta concentracdo confirma a origem vegetal da
amostra e sua riqueza em proteinas de metabolismo primario, servindo como um controle
positivo para a presenca de material fotossinteticamente ativo (RODMAN et al., 1993).

As outras duas proteinas identificadas — a Inositol-1-monofosfatase (AOA097ZMQ1)
e a Tubulina alfa (I3VF83) — também sdao vitais para o funcionamento celular. A
Inositol-1-monofosfatase participa de vias de sinalizacdo importantes e metabolismo de
fosfolipidios, enquanto a Tubulina alfa ¢ um componente estrutural fundamental do
citoesqueleto. A presenca dessas proteinas de metabolismo e estrutura celular confirma a
complexidade e a natureza funcional da amostra proteica analisada (HERWIG PONSTINGL
et al., 1981; NOURBAKHSH; COLLAKOVA; GILLASPY, 2015).

A anélise protedmica, embora tecnicamente bem-sucedida ao identificar e quantificar
quatro peptideos majoritarios — fragmentos de Mo-CBP2, Cadeia Grande da Rubisco,
Inositol-1-monofosfatase e Tubulina alfa — nao resultou na identificagdo da proteina
desconhecida, pois muitos peptideos de menor abundancia ndo foram identificados. Contudo,
a auséncia de peptideos de Mo-CBP3 nos confirma que a separacdo da fragdo CM-PIII foi

bem sucedida, separando Mo-CBP3 de seus contaminantes.
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6.6 Pico CM-PIII em cromatografia por exclusio molecular

Outra abordagem utilizada para separar as proteinas observadas na fragdo CM-PIII,
procedente da cromatografia de troca i0nica, realizada na coluna CM-Sepharose Fast Flow,
foi uma cromatografia de exclusdo molecular, pois baseados nas massas aparentes do
SDS-PAGE inicial (Fig. 01), as massas das bandas B1, B2 e B3 poderiam ser eluidas em
fracdes separadas. A cromatografia foi realizada e gerou 4 picos, porém as leituras (Grafico
03) foram muito baixas, e a recuperagdo dessas proteinas nao foi possivel ser feita de forma
eficiente. Métodos de quantificacdo convencionais como Bradford e BCA foram utilizados
mas sem sucesso. SDS-PAGE também foi feito mas nenhuma banda foi possivel ser

visualizada.

6.7 Purificacio via filtracao por ultracentrifuga

Uma das abordagens a fim de separar a Mo-CBP3 de seus contaminantes foi a
utilizagao de um concentrador por ultracentrifuga de 30 kDa, pois a Mo-CPB3 apresenta pelo
molecular de 14 kDa e seus contaminantes uma massa proxima de 60 kDa. Como descrito na
metodologia, seguiu-se as recomendacdes do fabricante para a separagdo e recuperagdo das
proteinas, no esquema abaixo (Fig. 06), as fracdes estdo sendo mostradas como porcao

concentrada (C) e por¢ao diluida (D).

Figura 11 - Esquema de concentrador por ultracentrifugacdo mostrando as porc¢des

concentrada (C) e diluida (D).
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Fonte: elaborado pelo autor no Biorender (2025).



Contudo, como ¢ possivel observar na figura abaixo (Fig. 7), a separagdo nao foi
eficaz, moléculas maiores que 30 kDa estdo presentes na porg¢ao filtrada. Esse fendmeno
¢ descrito e pode ocorrer por alguns fatores, o limite de exclusao molecular (MWCO)
das membranas ndo representa um valor absoluto, mas uma média estatistica — definida
geralmente como a massa molecular em que 90% das moléculas sdo retidas. Assim, uma
fragdo de moléculas maiores pode atravessar a membrana, especialmente sob altas
forgas centrifugas, que aumentam a pressdao hidrostatica e promovem deformacgao
temporaria dos poros. Além disso, fatores como tempo excessivo de centrifugacao,
degradagdo da membrana, adsor¢do ou repulsdo eletrostatica entre proteina e material
do filtro, e o acimulo de proteinas na interface da membrana podem alterar a
seletividade do sistema e favorecer a passagem de macromoléculas (HANEY;
HERTING; SMITH, 2013). Entdo mesmo utilizando concentradores novos, a separagao

foi inefetiva.

Figura 12 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% do CM-PIII apos filtracao

concentrador de 30 kDa.
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Raia M: marcador molecular de proteinas; Raia C: por¢do concentrada; Raia D: por¢ao diluida

Fonte: elaborado pelo autor(2025).
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6.8 Exclusdo molecular do pico de afinidade a quitina

O perfil cromatografico do pico de afinidade a quitina (PAC) submetido a uma
cromatografia de exclusdo molecular (SEC), revelou a presenca de quatro picos distintos,
conforme ilustrado no grafico 4 e resumido nas tabelas 1 e 2 . A separagdo ocorreu de acordo
com o principio da SEC, na qual as espécies de maior massa molecular e volume
hidrodindmico eluem primeiro, enquanto as menores ficam retidas nos poros da fase
estacionaria por mais tempo. O cromatograma apresentou 53 picos apontados pelo software
UNICORN 5.11, porém, 4 picos apresentaram 99,76% da area total dos picos, como mostrado
nas tabelas 1 e 2 abaixo.

O Pico 1 (P1-SE) representou a primeira fragao eluida e, sua eluicdo precoce confirma
que ele compreende as espécies moleculares de maior massa que foram fracionadas com
sucesso pela matriz. Contudo, analisando esta fragdo por SDS-PAGE (em condigdes
desnaturantes) revelou um perfil de quatro bandas peptidicas distintas, indicando que P1-SE
ndo ¢ homogéneo, mas sim um complexo proteico. Na condicdo nativa da SEC, essas quatro
subunidades estavam associadas, resultando em um Unico volume hidrodindmico grande o
suficiente para eluir no inicio da separag¢do. Esse padrao de 4 bandas ¢ muito parecido com o
padrao de bandas apresentado nas figuras 8 e 9, o que confirma a separacdo dos
contaminantes co-purificados por cromatografia de afinidade a quitina inicialmente. Sua area
representou 10.94% da area total dos 4 picos relevantes no cromatograma mostrado na tabela
1, que se refletiu na recuperacdo de proteina, que apds concentracdo por evaporacio, foram

atingidas concentracdes de 1-1,5 mg/mL.
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Figura 13 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% mostrando picos de cromatografia de

exclusao molecular na presenca de DTT.
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Raia M: marcador molecular para proteinas; A: P1-SE; B: P2-SE; C: P3-SE; D: P4-SE.
Fonte: elaborado pelo autor (2025).

P3-SE constitui o resultado mais significativo desta etapa de purificacdo,
representando 80,02% (tabela 1) da éarea total dos picos relevantes. Sua alta abundancia na
SEC esta de acordo com estudos anteriores, onde a MoCBP3 ¢ a proteina ligante a quitina
mais abundante. Para confirmar a pureza desta fragdo, o material correspondente ao Pico 3 foi
submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida. Conforme demonstrado nas figuras 8 ¢ 9, a
analise revelou a presenca de uma unica banda polipeptidica com um perfil eletroforético que
mimetiza padrdo da proteina Mo-CBP3 previamente caracterizada. Ainda, a auséncia de
outras bandas no gel desta fracdo ¢ um forte indicativo do sucesso da purificacdo, atendendo
ao critério de homogeneidade analitica frequentemente exigido para a caracterizagdo de
proteinas. Ademais, a recuperacao foi alta, com concentragdes variando de 2,5-3,5 mg/mL

apOs concentragdo por evaporacao.
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Figura 14 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% mostrando PAC e os picos de

cromatografia de exclusao molecular na auséncia de DTT.
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Raia M: marcador molecular para proteinas; A: pico de afinidade a quitina; B: P1-SE; C: P2-SE; D:
P3-SE; E: P4-SE. Fonte: elaborado pelo autor (2025).

Os picos P2-SE e P4-SE, apresentaram as menores leituras de 138,25 e 191,55 mAU,
respectivamente, o que se refletiu na recuperacdo das proteinas, que apds concentradas por
evaporagdo apresentaram concentracdes de 215 ng/mL e 333 ng/mL respectivamente.
Contudo, P2-SE apresentou uma banda forte na altura de 20 kDa e ainda uma mancha
arrastada, tanto na presenca (fig. 8), quanto na auséncia de DTT (fig. 9). Essa banda corrobora
com a literatura, que, em condicdes desnaturantes, Mo-CBP2 apresenta o mesmo perfil, de
uma banda forte na altura de 20 kDa (NETO, 2015). Ademais, P4-SE, apresentou um perfil

eletroforético com uma banda arrastada e fraca.
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Grafico 06 - Cromatografia de exclusdo molecular do pico de afinidade a quitina.
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Cromatograma revelando 4 picos em diferentes volumes de elui¢do, com P3-SE sendo o mais abundante.

Fonte: extraido do programa UNICORN 5.11. (2025).

Tabela 3 - Areas e alturas SEC

Picos Retencao (mL) Area (mAU*mL) Altura (mAU) % (Area do pico/ area total)

P1-SE 9,48 461,625 384,502 10,94
P2-SE 12,4 145,0419 138,255 3,44
P3-SE 15,3 3377,07 1801,83 80,02
P4-SE 19,27 236,4882 191,578 5,6

Fonte: elaborado pelo autor a partir dos dados extraidos do programa UNICORN 5.11. (2025).



Tabela 4 - Dados adicionais SEC

Parametro Valor
Total de picos detectados 53
Area total (mAU*mL) 4.229,99
Area dos picos avaliados
(mAU*mL) 4.220,24
Razao da area dos picos
avaliados / area total 0,997696
Total de picos (mL) 12,5
Altura da coluna (cm) 30
Coluna Vo (mL) ~24

54

Fonte: elaborado pelo autor a partir dos dados extraidos do programa UNICORN 5.11. (2025).

Grafico 07 - Picos encontrados na cromatografia de exclusdo molecular de PAC.
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Grafico da absorbancia 280 nm (eixo horizontal) pelo volume de retengdo (eixo vertical) mostrando os 53 picos

encontrados, onde os picos P1-SE a P4-SE sdo mais proeminentes.

Fonte: elaborado pelo autor no software GraphPad Prism 8 (2025).
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Grafico 08 - Altura e area dos picos de elui¢ao obtidos na SEC.
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Fonte: elaborado pelo autor no software GraphPad Prism 8 (2025).

6.9 Atividade nucleasica contra DNA com os picos da exclusdo molecular com PAC.

A atividade nucleasica contra DNA utilizando os picos da exclusao molecular revelou
resultados interessantes, como ¢ possivel observar na figura. X. PI-SE ndo apresentou
atividade, o que ja era esperado pois em experimentos anteriores, 0 mesmo padrao de bandas
ndo apresentou atividade. J& o P2-SE apresentou uma degradacdo parcial dos dacidos
nucleicos, nao podendo ser equiparada a agdo da dnase I comercial. Esse resultado concorda
com experimentos de Neto (2015), partindo do principio que o padrdo de bandas e peso
molecular aparente de P2-SE, mostrado nas figuras X e Y, se assemelha com a proteina
Mo-CBP2, que tem acdo contra 4cidos nucleicos ja descrita na literatura.

Continuando, P3-SE teve a atividade que melhor se compara com o resultado da
atividade da dnase I utilizada como controle positivo, confirmando a hipdtese inicial do
trabalho, de que a Mo-CBP3 tem atividade nucleésica, apesar de ser uma proteina de reserva
participante da familia das albuminas 2S, excluindo a possibilidade da atividade estar presente
em seus contaminantes, eluidos em P1-SE que nao teve atividade. Outras albuminas 2S ja
foram descritas na literatura por terem atividade nucledsica, embora tradicionalmente
associadas a nutricdo de sementes, estudos recentes tém revelado func¢des adicionais para

essas proteinas. Em espécies como Putranjiva roxburghii, Bougainvillea buttiana, Petunia
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inflata e Cucurbita sp., albuminas-2S presentes nessas plantas demonstraram atividade
nucleésica, ou seja, a capacidade de degradar acidos nucleicos (CHOUDHARY; YADAYV;
LODHA, 2008; SINGH; AI; KAO, 1991; TOMAR et al., 2014a, 2014b). Essas descobertas
ampliam o entendimento sobre a versatilidade funcional desse grupo de proteinas e dao
suporte a hipétese de que Mo-CBP3, de Moringa oleifera, também possa desempenhar papéis
semelhantes. Por ultimo, P4-SE teve uma leve atividade comparada ao controle, o que sugere
uma possivel contaminag¢do por P3-SE ou uma atividade desconhecida até entdo da proteina

Mo-CBP4.

Figura 15 - Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando a agdo dos picos da SEC contra

DNA plasmidial.

Raia M: Marcador para acidos nucleicos; Raia (+): controle positivo com dnase I (1U¥); Raia (-): controle
negativo dna + dgua ultra pura; Raia 1: P1-SE; Raia 2: P2-SE; Raia 3: P3-SE; Raia 4: P3-SE.
* 1 U é a quantidade de proteina necessaria para degradar 1 ug de DNA em 10 minutos a 37°C. Fonte: elaborado

pelo autor (2025).



57

6.10 Atividade nucleasica contra RNA utilizando PAC

Como a atividade nucleasica contra DNA foi eficiente, um teste preliminar contra
RNA foi realizado a fim de saber se o pico de afinidade a quitina apresenta alguma
especificidade quanto sua acdo de degradagdo de acidos nucleicos. Assim, foi realizado um
ensaio em gel de agarose 1% utilizando RNA plasmidial de Klebsiella pneumoniae ATCC
10031, na figura. Quantidades crescentes de PAC foram utilizadas, e ja com 1 ug da mistura
de proteinas ja foi suficiente para uma leve atividade se mostrar, até o ponto de 6 ug de
proteinas ter uma atividade comparavel a atividade da rnase III comercial. Esse aumento de
quantidade de proteina se da pois as quantidades de proteinas dentro da mistura PAC sdo
muito variaveis, sendo necessario mais quantidade de mistura para termos quantidade

suficiente de Mo-CBP3 para degradar RNA.

Figura 16 - Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando a atividade de PAC contra

RNA em quantidades crescentes de proteina.
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Raia M: marcador para 4cidos nucleicos; Raia (-): controle negativo RNA + agua ultrapura; Raia (+): rnase III
(1U*); Restante das raias sdo quantidades crescentes de PAC contra 1 ug de RNA, sendo atividade que
equipara-se a rnase comercial quando se atinge 6 ug de proteina.

*1 U ¢ a quantidade necessaria de proteina para degradar 1 ug de RNA em 10 minutos a 37°C. Fonte: elaborado

pelo autor (2025).
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7 CONCLUSAO

Inicialmente, a suspeita da atividade nucleolitica presente na fragdo proteica era
atribuida a uma possivel proteina contaminante. No entanto, a utilizacdo de uma etapa de
purificacdo mais refinada, como a Cromatografia de Exclusdo Molecular (SEC), permitiu o
isolamento eficiente da proteina. O ensaio de clivagem subsequente confirmou que a atividade

nucleasica reside na propria Mo-CBP3, presente no pico P3-SE (SEC).

Esta descoberta ¢ de grande relevancia, pois estabelece a atividade nucleédsica da
Mo-CBP3 contra DNA e RNA plasmidiais, com uma poténcia comparavel a nucleases
comerciais. A natureza multifuncional da Mo-CBP3 — que agora combina a ja conhecida
atividade antifungica/antibacteriana com a degradagdo de acidos nucleicos — sugere um

mecanismo de defesa vegetal mais complexo e eficiente do que se supunha.

Portanto, esta dissertagdo nao apenas estabelece um protocolo de purificacdo para a
proteina Mo-CBP3, mas também elucida uma nova atividade da Mo-CBP3. Assim, solidifica
o papel da Moringa oleifera como uma fonte inestimavel para a bioprospec¢do de moléculas

bioativas de interesse global.
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