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RESUMO

O numero de doencas causadas por bactérias resistentes a antibioticos tem aumentado, dentre
elas aquelas ocasionadas por Staphylococcus aureus. Além das infecgbes bacterianas, ha
aquelas oriundas da acdo de protozoarios, como a toxoplasmose, causada pelo Toxoplasma
gondii. Tais fatos justificam a busca de novos agentes ativos contra patoégenos causadores de
infeccbes. Da torta de Jatropha curcas (Pinhdo-manso), uma glicoproteina com atividade
inibitdria de tripsina e acdo contra bactérias patogénicas ao homem, denominada JcTI-I, foi
previamente isolada por nosso grupo de pesquisa. Os objetivos desse trabalho foram
prosseguir com a caracterizagdo estrutural e cinética do JcTI-I e avaliar sua atividade contra
patégenos causadores de infeccdo no homem, com énfase no modo de acéo antibacteriana e
atividade contra T. gondii. Espectrometria de massas revelou que JcTI-I é uma proteina de
10,252 kDa, formada por duas cadeias polipeptidicas de 7,133 e 3,124 kDa, unidas por
ligagBes dissulfeto. Dados da sequéncia primaria gerados por degradacdo de Edman e
espectrometria de massas permitiram a classificagdo do JcTI-I como uma albumina 2S.
Anélises in silico possibilitaram a identificacdo de genes codificadores do precursor
(JcrdS00619.70) do JcTI-1 no genoma de J. curcas. O precursor (pré-alboumina) contém um
peptideo sinal de 39 residuos de aminoécidos na extremidade N-terminal, oito cisteinas
conservadas, varios sitios de glicosilacdo e um sitio de fosforilagdo. JcTI-I € composto
principalmente por a-hélices (70%), estabilizadas por quatro ligacdes dissulfeto, e estruturas
ndo ordenadas. Modelagem in silico e anélise por SAXS sugerem uma estrutura estendida,
com longa cauda e regido globular, para o JcTI-I. Essa proteina possui alta afinidade pela
tripsina (Ki = 2 x 10'M), inibindo sua agdo proteolitica por mecanismo do tipo n&o
competitivo, o qual é mantida, parcialmente, mesmo na presenc¢a do ditiotreitol (0,1 M, 60
minutos). Além disso, JcTI-I inibiu o crescimento das bactérias S. aureus e Salmonella
enterica (MIC de 5 pg proteina/mL), provavelmente em decorréncia de sua ligagdo a célula
bacteriana, causando aumento da permeabilidade da superficie celular. Isso deve ter
possibilitado o acesso do JcTI-I para o meio intracelular e a consequente inativacdo das
proteases e ligacido ao DNA bacterianos. E possivel que JcTI-I tenha acarretado degradacio
do DNA bacteriano, dada a sua atividade desoxirribonucleasica detectada in vitro. JcTI-I
também teve acdo deletéria sobre T. gondii, causando reducdo nos numeros de células Vero
infectadas com o parasita e de taquizoitos intracelulares. Adicionalmente, JcTI-1 promoveu
alteracdes nas membranas pelicular interna e plasmaética do protozoério, além da formacéao de
vesiculas no seu citoplasma. Digno de nota nesse contexto, é que o JcTI-I ndo causou
citotoxicidade para célula Vero, lise de hemacias humanas e toxicidade aguda (letalidade) em
camundongos. Os dados demonstram o potencial de uso do JcTI-I como um novo agente
antimicrobiano, agregando valor a torta de J. curcas.

Palavras-chave: Torta de pinhdo manso. JcTI-1. proteina de reserva. inibidor de tripsina.
Staphylococcus aureus. Toxoplasma gondii.



ABSTRACT

The number of diseases caused by antibiotic-resistant bacteria has increased, amongst them
those occasioned by Staphylococcus aureus. In addition to bacterial infections, there are
parasitic diseases, such as toxoplasmosis, caused by Toxoplasma gondii. Such scenarios
support the search for new agents that are active against most pathogens. Recently a
glycoprotein with trypsin inhibitory activity and action against human bacterial pathogens,
named JcTI-1, was previously purified to homogeneity by our research group from Jatropha
curcas cake. The goals of this present study were to proceed with the structural and kinetic
characterization of JcTI-1 and to assess its potential activity against human pathogenic
bacteria, with emphasis on the mode of antibacterial action and activity against T. gondii.
Mass spectrometry analysis showed that JcTI-I is a protein of 10,252 kDa composed of two
polypeptide chains of 7,133 and 3,124 kDa, linked by disulfide bonds. Primary sequence data
obtained by Edman degradation and mass spectrometry allowed to classify JcTI-I as a 2S
albumin. In silico analysis permitted to identify the JcTI-I precursor-coding genes
(Jcr4S00619.70) in the genome of J. curcas. The precursor (pro-albumin) contains a signal
peptide of 39 amino acid residues at the N-terminus, eight conserved cysteine residues,
multiple sites of glycosylation and one phosphorylation site. JcTI-1 is mainly composed of a-
helices (70%) stabilized by four disulfide bonds and disordered structures. In silico modelling
and SAXS analysis suggest an extended structure with long tail and globular region for JcTI-
I. Moreover, JcTI-1 has high affinity for trypsin (Ki = 2 x 10"** M), which is inhibited by a
non-competitive mechanism, and maintained, at least partially, in the presence of
dithiothreitol (0.1 M, 60 minutes). JcTI-1 inhibited S. aureus and S. choleraesuis growth (MIC
of 5 ug protein/mL), probably due to its physical interaction with the bacteria, which might
have increased the cell surface permeability to this protein that, after internalization to
intracellular environment, inactivated proteases and bound to DNA. It is possible that JcTI-I
has caused bacterial DNA degradation due to its desoxirribonucleasica activity detected in
vitro. Furthermore, JcTI-I was also toxic to T. gondii decreasing the numbers of infected Vero
cells and intracellular tachyzoites. In addition, T. gondii treated with JcTI-I presented changes
in their internal pelicular and cellular membranes and increased formation of cytoplasm
vesicles. Importantly, JcTI-I did not show cytotoxicity to Vero cells, lysis of human red blood
cells, and acute toxicity (lethality) to mice. The data demonstrate that JcTI-1 has potential to
be used as a new antimicrobial agent, adding value to J. curcas cake.

Keywords: Jatropha curcas seed cake. JcTI-l. storage protein. trypsin inhibitor.
Staphylococcus aureus. Toxoplasma gondii.
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1 CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

J. curcas (pinhdo-manso) € uma planta rica em 0leo e, por isso, uma fonte desse
recurso para a producéo de biodiesel (RASHID et al., 2010). Do processo de extracdo do 6leo
a partir das sementes, um residuo é obtido, a chamada torta. Essa torta é extremamente toxica
devido a presenca de varios compostos, dentre eles os ésteres de forbol e a curcina, uma RIP
tipo 1 (GOEL et al., 2007; ZHAO et al., 2012). Além desses compostos, a torta possui
inibidores de tripsina e de papaina, lectina e fitato (SAETAE; SUTORNSUK, 2011; COSTA
etal., 2014).

A toxicidade da torta € um impedimento para seu uso como fertilizante
(JONGSCHAARP et al., 2007; PATOLIA et al., 2007) ou na alimentacdo animal (MAKKAR,;
BECKER, 1999). Entretanto, alguns desses compostos toxicos e/ou antinutricionais quando
isolados e bem caracterizados podem ser explorados quanto as suas aplicacbes médicas
(SUNDARI; SELVARAJ, 2011). Partes da planta de J. curcas, por exemplo, folhas, frutos e
latex tém sido usadas na medicina popular (JONGSCHAAP et al., 2007).

Nos ultimos anos, a humanidade tem passado por sérios problemas com casos de
resisténcia bacteriana (HUTTNER et al., 2013). O uso excessivo de antibidticos presentes no
mercado tem selecionado organismos resistentes aos antimicrobianos disponiveis
(STAPLETON; TAULOR, 2002; TURNIDGE et al., 2009; WHO, 2014). A resisténcia de
microrganismos a medicamentos representa um grande problema mundial que leva a
consequéncias, como a elevacdo dos custos para o tratamento de infecgdes, além do
crescimento do numero de dbitos em decorréncia das dificuldades de controle dessas
infeccdes (HUTTNER et al., 2013; AMR, 2015). A situacdo se agrava quando é somada a
caréncia de novos agentes ou moléculas antimicrobianos (COSTELLOE et al.,, 2010;
COUTER et al., 2015).

Alguns dos principais agentes infecciosos presentes em ambiente hospitalar séo as
bactérias Gram-positiva Staphylococcus aureus resistente a meticilina (sigla em inglés,
MRSA — Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus) e Gram-negativa Salmonella enterica
resistente a multidrogas (ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfametoxazol e
tetraciclina, dentre outras), responsaveis pelos principais casos de infeccdo no ambiente
hospitalar ou ndo, levando a altos custos anuais com a salde e estresses psicolOgicos
associados a estigmas sociais (AMR, 2014; CHIU; SU; CHIU, 2004, COSGROVE et al.,
2003; GUPTA et al., 2003; STAPLETON; TAYLOR, 2002). A resisténcia aos

antimicrobianos existentes somada a caréncia de novos agentes ativos contra patdgenos
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causadores de infeccdo tém levado a uma realidade extremamente preocupante no que se
refere ao aumento de ébitos em decorréncia de infec¢cbes (OVERDEVEST et al., 2011). Além
disso, muitas classes de antibidticos apresentam modo de acdo semelhante, atuando
principalmente sobre a sintese da parece celular (LECLERCQ; COURVALIN, 1991). Assim,
a descoberta de novos agentes que sejam capazes de atuar sobre outros alvos celulares torna-
se imperativa.

Outro patégeno de ampla distribuicdo mundial é o protozoario Toxoplasma
gondii, causador da toxoplasmose. Estima-se que esse microrganismo esteja presente em
cerca de 1/3 da populacdo mundial (LAMBERT; BARRAGAN, 2010). A toxoplasmose é
uma doenca sem muitas complicacdes quando no estagio crénico, mas quando transmitida via
placenta pode causar muitos problemas congénitos (DOWSE et al., 2005; LAMBERT;
BARRAGAN, 2010) e, também, se tornar uma infeccdo grave em individuos com sistema
imune comprometido (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). O tratamento da toxoplasmose é
feito através da combinacdo de varias drogas que apresentam uma diversidade de efeitos
adversos e casos de resisténcia do parasita (PFERFFEKORN; PFERFFEKORN, 1979;
HOLMES et al., 2011).

A partir da torta de J. curcas, foi isolada, por nosso grupo de pesquisa, uma
proteina com atividade antimicrobiana, denominada JcTI-1 (Inibidor de tripsina purificado da
torta de J. curcas; o | esta relacionado ao fato de ter sido o primeiro inibidor de tripsina
purificado da torta dessa espécie). JcTI-1 mostrou atividade contra fungos fitopatogénicos de
importancia agricola (Colletotrichum gloeosporioides, C. lindemuthianum, Fusarium
oxysporum e F. solani) e bactérias patogénicas ao homem [Salmonella enterica subespécie
enterica serovar choleraesuis (S. choleraesuis) e S. aureus] (COSTA, 2012). JcTlI-I
caracteriza-se por possuir massa molecular de 10 kDa e tratar-se de uma glicoproteina com
6,4% de carboidrato, pl de 6,6, apresentando uma sequéncia N-terminal
(VRDICKKEAERQDLSSCENYITQRRGY) com cerca de 60% de identidade com albuminas
2S. JcTI-1 se mostrou altamente estavel ao calor, mantendo sua atividade inibitoria de tripsina
quase inalterada ap6s tratamento térmico (90°C) por 2 horas e reduzindo a atividade em cerca
de 8%. JcTI-1 também apresentou estabilidade frente a diferentes concentragdes de NaCl (0-
3%) e pH (2,2-10), e ndo foi capaz de inibir quimotripsina, papaina ou a-amilase (COSTA,
2012, COSTA et al., 2014).

As propriedades do JcTI-I citadas acima suscitam seu potencial para aplicagdo
como um provavel agente antimicrobiano. Entretanto, mais estudos, particularmente com foco

na sua caracterizacao bioquimica, séo necessarios para subsidiar sua utilizacdo contra agentes
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infecciosos. Assim, o presente trabalho da énfase a caracterizacdo bioquimica e bioldgica do

JcTI-1, tendo como foco principal as seguintes perguntas:

L)

% Que parametros estruturais o JcTI-1 apresenta, 0s quais seriam capazes de colaborar

L)

para seu enquadramento em uma determinada classe de proteinas?

¢+ Que propriedades cinéticas o JcTI-1 possui, que sejam essenciais a definicdo do seu

mecanismo de inibicdo da tripsina?

% Quais propriedades estruturais e cinéticas do JcTI-I poderiam corroborar com sua

utilizacdo como agente antimicrobiano?

++ Qual seria 0 modo de acéo do JcTI-I frente a bactérias de interesse clinico?

% A acdo deletéria do JcTI-1 é seletiva para bactérias ou essa proteina teria atividade

contra outro patégeno causador de infeccdo no homem, como é o caso do T. gondii?

s+ O JcTI-I teria algum risco potencial de toxicidade aguda para animais superiores?
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Jatropha curcas L. (Pinh&do-manso)

2.1.1 Aspectos bioldgicos e importancia econdmica

J. curcas é uma planta arbustiva pertencente a familia Euphorbiaceae,
popularmente conhecida como pinhdo manso. Essa espécie ainda pode ser conhecida por
varias outras denominacgdes, compreendendo pinhdo-do-Paraguai, purgueira, pinha-de-purga,
grdo-de-maluco, pinhdo-de-cerca, pinhdo-bravo, dentre outras. E uma planta nativa da
Ameérica tropical, podendo ser encontrada desde o México até a Argentina, e nas Antilhas
(ARRUDA et al., 2004; SATURNINO et al., 2005; DRUMOND et al., 2007;). A espécie
também pode ser encontrada abundantemente em vérias regides tropicais e subtropicais da
Africa e Asia (SCHMOOK; SERRALTA-PERAZA, 1997) (FIGURA 1).

Quanto as caracteristicas fenotipicas (FIGURA 2), o pinhdo manso atinge entre
dois e trés metros de altura, seu caule, possui coloragdo variando de esverdeado a cinzento-
castanho, é liso e macio, de lenho mole e medula desenvolvida, porém, pouco resistente. O
floema apresenta longos canais, nos quais circula latex, e as raizes sdo curtas e pouco
ramificadas. As folhas sdo verdes, largas e alternas, em forma de palma com 3 a 5 I6bulos e
pecioladas, com nervuras esbranquicadas e salientes na face inferior. Trata-se de uma espécie
monddica, ou seja, apresenta na mesma planta flores masculinas (em maior nimero) e
femininas (nas extremidades das ramificacdes), com coloragdo amarelo-esverdeada
(CORTESAO, 1956). Seus frutos caracterizam-se como capsulas ovoides, com extremidades
achatadas de 2,7 cm de comprimento e 2,0 cm de largura, em média. J& a semente, é ovalada,
com améndoa rija revestida por uma pelicula branca rica em 6leo, mede entre 1,5 e 2 cm de
comprimento e de 1,0 a 1,3 cm de largura e pesa entre 0,551 e 0,797 g, dependendo da
variedade, dos tratos culturais etc. (PEIXOTO, 1973).

Em relacdo a constituicdo da semente, cerca de 33 a 45% corresponde a casca, 0
restante, entre 55 e 66%, representa a améndoa. Cada semente contém entre 33 e 39% de um
6leo incolor, inodoro e muito fluido (GINWAL et al., 2004). Esse 6leo pode ser usado para
lustrar moveis, na produgdo de sabdo, em inddstrias de tintas ou, ainda, na producdo de
biodiesel (LAVIOLA; DIAS, 2008).
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Figura 1 - Indicacéo global das melhores condic6es climaticas para o crescimento de J. curcas
(30°N e 35°9S)
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Figura 2 - J. curcas L. (Pinh&o manso)

Fonte: Costa (2012).
Inflorescéncia (A), detalhes das flores feminina (B) e masculina (C), folha (D), sementes (E), frutos (F) e planta

adulta de pinhdo manso.
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O pinhd& manso também é usado como cerca viva e na recuperacdo de areas
degradadas, no controle da eroséo e na contencdo de encostas e dunas (SATURNINO et al.,
2005). Além disso, o pinhdo manso tem se mostrado capaz de adaptar-se e sobreviver em
solos contaminados por metais pesados, atuando como um fitoextrator (CHAVES et al., 2010;
CAMARGO et al., 2013). Essa oleaginosa também se caracteriza por ser uma planta perene e
altamente adaptavel a condi¢bes adversas sendo, inclusive, resistente a muitas pragas e
patdgenos (OPENSHAW, 2000; DIAS et al.,, 2007; DEVAPPA; MAKKAR; BECKER,
2010a). E uma planta que se desenvolve bem em quase todos os tipos de solo e requer pouca
irrigacdo, por isso, apropriada ao cultivo no semiarido (SATURNINO et al., 2005; KUMAR
et al., 2011). Isso se deve, em parte, ao fato de suas folhas adultas suportarem altas
intensidades de radiacbes (BAUMGART, 2007).

Levando em consideracdo todas as caracteristicas do pinhdo manso, seu cultivo
visa, principalmente, a extracdo de Gleo para a producdo de biodiesel (TEIXEIRA, 1987;
MAKKAR et al., 1997). O pinhdo manso contém varios componentes toxicos, o que impede a
sua utilizacdo na alimentacdo. Assim, nos Ultimos anos, o pinhdo manso tem recebido a
atencdo de organizacdes de pesquisa, governantes, agéncias de desenvolvimento internacional
e industrias localizadas nas regides tropicais e subtropicais devido a possibilidade do uso de

seu Oleo na producdo de biodiesel e no controle de erosdo (HERRERA et al., 2010).

2.1.2 Torta — Defini¢éo, composicgao e propriedades

A torta de pinhdo manso € originada da prensa das améndoas de suas sementes
sem tegumento para extracdo do Oleo. Essa torta contém, em média, 24% de proteinas
(MAKKAR; FRANCIS; BECKER, 2008), um teor proteico elevado, muito embora néo téo
alto como aqueles detectados em tortas de outras culturas, incluindo algodao (49,5%), soja
(44%) e girassol (35%) (FRIESECKE, 1970; UZUN; PUTUN; PUTUN, 2006; GENEAU-
SBARTAI et al., 2008. Em adigdo, a torta de pinhdo manso contém altos teores de
aminoacidos essenciais, com excecdo da lisina, superiores aos valores de referéncia para
criancas de 3 a 5 anos (FAO/WHO/UNU, 2007). Essas caracteristicas sao um indicativo para
sua utilizacdo na dieta animal. Entretanto, as tentativas voltadas para esse fim ndo foram
satisfatorias, dada a ocorréncia de sintomatologias adversas, ocorrendo, em alguns casos,
morte (GOONASEKERA et al., 1995; MAKKAR; BECKER, 1999; RAKSHIT et al., 2008;
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ANNONGU; BELEWU; JOSEPH, 2010; BELEWU; AKANDE, 2010; DEVAPPA,
MAKKAR; BECKER, 2010b).

Os efeitos adversos oriundos do consumo da torta de pinhdo manso sao oriundos
da presenca de componentes toxicos e/ou antinutricionais, incluindo ésteres de forbol,
lectinas, proteinas inativadoras de ribossomos, inibidores de proteases, dentre outros (GOEL
et al., 2007; SUTORNSUK; SAETAE, 2011; ZHAO et al., 2012; COSTA et al., 2014). A
Tabela 1 mostra alguns dos componentes toxicos e/ou antinutricionais detectados na torta de
pinhdo manso. E importante salientar, entretanto, a existéncia de acessos de pinhdo manso néo
toxicos ou de baixa toxicidade. Esses acessos sdo minoria, alguns deles encontrados no
México (MARTINEZ HERRERA et al., 2006). Nesse caso, a torta pode ser utilizada na
alimentacdo animal e/ou como fertilizante (JONGSCHAAP et al., 2007). Além de sua
utilizacdo, a toxicidade da torta de pinhdo manso dificulta seu descarte. Varias metodologias
ja foram testadas na tentativa de eliminar a toxicidade e, assim, agregar valor a torta. Essas
tentativas incluiram meios fisicos e quimicos (SAETAE; SUTORNSUK, 2010;
PHENGNUAM; SUNTORSUK, 2012; GUEDES et al., 2014).

Os ésteres de forbol sdo considerados as substancias mais toxicas presentes no
pinh&o manso. Essas moléculas sdo indutoras da formagdo de tumores e estdo envolvidas na
resposta inflamatdria (GOEL et al., 2007). Os ésteres de forbol sdo lipossollveis e, embora
grande parte seja extraida juntamente com o 6leo, vestigios de tais componentes podem estar
presentes na torta (GONCALVES; MENDONCA; LAVIOLA, 2009). Assim, tem sido
atribuida a denominacdo de “comestiveis” ou “ndo toxicos” aos genodtipos que apresentam
baixos niveis de ésteres de forbol e de “ndo comestiveis” ou “toxicos” aqueles que contém
altos teores desses compostos (HE et al., 2011). Vale ressaltar que os ésteres de forbol,
diferentemente de outros compostos, ndo sdo inativados por processos de detoxificacdo
convencionais, tais como o tratamento térmico (MAKKAR; FRANCIS; BECKER, 2008).

Dentre as proteinas bioativas presentes na torta de pinhdo manso, um destaque
tem sido dado a curcina, uma proteina inativadora de ribossomos (RIP tipo 1), apresentando
massa molecular de 28,2 kDa. Essa RIP também tem sido apontada como um dos
componentes responsaveis pelos efeitos toxicos da torta de pinhdo manso (LI et al., 2010). A
curcina foi, inclusive, utilizada em estudos contra o cancer na forma de imunoconjugado
(DEVAPPA; MAKKAR; BECKER, 2010a).
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Tabela 1 - Componentes antinutricionais e/ou toxicos presentes na torta de J. curcas

Componente Fonte

Makkar; Aderibgibe;  Suntornsuk; Saetae Costa

Becker (1998) (2011) (2012)

Lectina b 13,15 3,51
(UH/mg proteina)?
Inibidor de protease cisteinica - - 2716
(Ulng proteina)*
Inibidor de tripsina
(Ul/mg proteina) 18,4-213 ) 24,92
Protease
(UA/mg proteina)® ) ) 0,03
Quitinase - - NDf
Toxina - - ND
Urease - - ND
Saponina (g de equivalentes de 20-3.4 504 i
diosgenina/g de massa seca) B '
Fitato (% pp) 7,2-10,1 8,55 -
Ester de forbol 0.11-2.79 073 ]

(mg/g de massa seca)

aUma unidade de hemaglutinacdo (UH) correspondente ao valor reciproco da maior diluicdo na qual ainda se
visualiza aglutinagdo de eritrocitos. O resultado expresso foi obtido com eritrocitos de coelho tratados com
tripsina.

®N&o determinado.

®Uma unidade de atividade antipapainasica (Ul) corresponde a quantidade de inibidor que diminui a atividade da
papaina em 0,01 da absorbancia a 540 nm.

dUma unidade de inibicéo de atividade tripsinica (UI) corresponde a quantidade de inibidor que reduz a atividade
da tripsina em 0,01 da absorbancia a 410 nm.

¢Uma unidade de atividade proteolitica (UA) equivale a quantidade de enzima necessaria para aumentar a
absorbancia em 0,01 a pH 5,6.

fN4o detectado.
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Na torta de pinhdo manso também foi observada atividade hemaglutinante,
passivel de inativacdo pelo tratamento térmico, atribuida a presenca de lectina (CANO-
ASSELEIH; PLUMBLEY; HYLANDS, 1989; MARTINEZ-HERRERA et al., 2006).
Adicionalmente, atividade inibitoria de tripsina foi encontrada (GOONASEKERA et al.,
1995; MAKKAR; BECKER, 1999; MARTINEZ-HERRERA et al., 2006; MAKKAR;
FRANCIS; BECKER, 2008; RAKSHIT et al., 2008; ANNONGU; BELEWU; JOSEPH,
2010; BELEWU; AKANDE, 2010; DEVAPPA; MAKKAR; BECKER, 2010b). Essas
biomoléculas também sdo apontadas como importantes fatores antinutricionais.

Embora a torta de pinhdo manso, em geral, tenha se mostrado inadequada para o
consumo animal, esse residuo pode representar uma fonte de moléculas bioativas, com
potencial de aplicacdo particularmente na satde (SUNDARI; SELVARAJ, 2011; COSTA et
al., 2014, SOARES et al., 2015). Exemplos desses compostos compreendem peptideos
ciclicos com potencial uso farmacéutico, tais como jatrofidina (atividade antifungica) e
curcacidiclina (atividade antimalarica) (DEVAPPA; MAKKAR; BECKER, 2010a).

2.2 Albuminas 2S — Uma classe de proteinas abundante nos vegetais

Albuminas 2S sdo proteinas de reserva encontradas em sementes de
dicotiledbneas, pertencentes a superfamilia das prolaminas (FIGURA 3), grupo ao qual
também pertencem os inibidores de o-amilaseAripsina, as prolaminas e proteinas
transferidoras de lipidios ndo especificas (ns LTPs) (KREIS et al., 1985). Essas proteinas
foram inicialmente definidas com base no seu coeficiente de sedimentacdo, de
aproximadamente 2, o que deu origem ao nome do grupo (YOULE; HUANG, 1981).

As albuminas 2S sdo consideradas proteinas estruturalmente homologas,
tipicamente heterodiméricas (compostas por subunidades de aproximadamente 3 kDa e 9
kDa) e globulares. Apresentam um esqueleto composto por residuos de cisteina conservados,
tipicos dos membros da superfamilia das prolaminas, os quais formam quatro pontes
dissulfeto intermoleculares, mantendo as duas subunidades unidas e contribuindo para a
estabilidade e compacidade da molécula (SHEWRY; NAPIER; TATHAM, 1995; MILLS et
al., 2004). Nas albuminas 2S, trés regides (A, B e C) sdo conservadas. A regido A esta
presente na subunidade menor, enquanto as regides B e C ocorrem na subunidade maior
(SHEWRY; TATHAM, 1990). Nessas regioes, sdo encontrados 0os motivos Cys-Cys e Cys-X-



Figura 3 - Evolucdo dos membros da superfamilia das prolaminas

Adaptado de: Mills et al. (2004).

Prolaminas
de reserva
Prolamina X
Albuminas 25
ancestral
ns LTPs

29



30

Figura 4 - Esqueleto representando os residuos de cisteina conservados na estrutura primaria

de proteinas da superfamilia das prolaminas
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Cys, 0s quais estdo envolvidos na formagao das pontes dissulfeto, onde X representa qualquer
qualquer outro residuo de aminoacido (FIGURA 4). As albuminas 2S apresentam dobramento
incluindo, pelo menos, quatro a-hélices, estabilizadas por pontes dissulfeto (MURZIN, 1998).

Em relacéo a sintese das albuminas 2S, a maioria delas é sintetizada como uma
Unica cadeia polipeptidica de 10 a 15 kDa que, posteriormente, sofre mudancas pos-
traducionais, com consequente formacdo das duas subunidades (maior e menor). A proteina
precursora apresenta um peptideo sinal, além de sequéncias que serdo perdidas durante o
processo pos-traducional. Entretanto, os residuos de cisteina sdo conservados (MILLS et al.,
2004). Outra caracteristica importante dessas proteinas é a presenca de varios residuos de
metionina fazendo parte de sua composicdo (NORDLEE et al., 1996).

As albuminas 2S exibem diversas atividades bioldgicas, dentre elas estdo a
inibicdo de proteinases (tripsina, quimotripsina e subtilisina) (SVENDSEN et al., 1989, 1994;
GENOQV et al., 1997; COSTA et al., 2014), antibacteriana (COSTA et al., 2014), antifingica
(FREIRE et al., 2015), DNasica (TOMAR et al., 2014a,b), ribonucleasica (FANG et al.,
2010; TOMAR et al., 2014a) e alergénica (PASTORELLO et al., 1998; MILLS et al., 2003).

2.3 Antibioticos - Propriedades e desafios

Agentes antimicrobianos sdo usados no tratamento e prevencdo de infec¢cbes
(WHO, 2014), entretanto, bactérias e outros patdégenos podem resistir a essas drogas usadas
no seu combate (INFECTIOUS DISEASES SOCIETY OF AMERICA et al., 2011). Isso tem
se tornado um problema crescente, pois a descoberta de novas drogas diminuiu drasticamente,
enguanto o surgimento de organismos resistentes aumentou vertiginosamente (FIGURA 5).
Dentre 0s microrganismos preocupantes quanto a resisténcia, destacam-se as bactérias
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Staphylococcus aureus (BOUCHER et al., 2013;
AMR REVIEW PAPER, 2015; HUTTNER et al., 2015).

A resisténcia a antibidticos € um problema mundial (WHO, 2014). Fleming, o
descobridor da penicilina, ja alertava para a possibilidade de surgimento de bactérias
resistentes a esse antibidtico, mesmo em laboratorio, caso a exposigdo ocorresse em
concentragfes ndo suficientes para matar tais agentes (FLEMING, 1945). Nos ultimos anos,
cerca de 2 milhdes de pessoas foram infectadas por bactérias resistentes a antibidticos e, pelo
menos, 25.000 morreram por ano resultante dessas infecgdes. Além disso, a resisténcia a

antibioticos tem elevado os custos com a saude (SMITH; COAST, 2013). Esse cenério tem



Figura 5 - Linha do tempo de resisténcia para os principais antibioticos
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levado ao receio de um futuro “pré era dos antibidticos”, onde uma simples infeccdo podera
ser fatal (DAVIES, 2013; CARS; NATHAN, 2014).

O surgimento de linhagens resistentes é devido, em parte, ao uso inadequado de
antibidticos (ARIAS; MURRAY, 2009; PHARMD, 2015) (FIGURA 6). Na medicina
humana, os antibidticos sdo utilizados indiscriminadamente no tratamento de infecgdes; por
exemplo, 80-90% das infeccdes respiratorias na Europa sdo tratados com prescricdo de
antibidticos (EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL;
CENTER FOR DISEASE CONTROL RESISTANCE, 2014). Além disso, hd a
automedicacgdo, que se caracteriza pelo mau uso ou uso exagerado de antibidticos (ARIAS;
MURRAY, 2009).

Outro fator importante para o surgimento de bactérias resistentes € a utilizacao de
antibidticos na producdo de alimentos. Sua utilizacdo em baixos niveis tem como finalidade
promover o crescimento rdpido dos animais e em altas concentragdes é usado na
“metafilaxia”, uma forma de tratamento que permite tratar os que estdo doentes e prevenir as
doencas nos animais sadios que tiveram contato com aqueles ja clinicamente doentes
(MATHEW et al., 2007; HUTTNER et al., 2013).

A resisténcia microbiana causa um atraso na administracdo do tratamento
adequado, além de limitar a viabilidade da terapia (COSGROVE; CARMELI, 2003). Nesse
contexto, busca-se além do controle de uso de antibiéticos em humanos e animais, a
descoberta de novos agentes antimicrobianos como novas alternativas no tratamento de

infeccOes e na aquisi¢do de antibidticos de segunda linha (COSTELLOE et al., 2010).

2.4 Exemplos de patogenos causadores de infec¢cbes no homem

2.4.1 Staphylococcus aureus

S. aureus é uma bactéria Gram positiva na forma cocos, suas células podem
ocorrer sozinhas ou, quando em divisdo, como células ndo separadas aos pares, tétrades ou na
forma de “cachos de uva”. Essa bactéria coloniza naturalmente o homem, podendo ser
encontrada na pele e no trato respiratorio superior, particularmente nas passagens nasais,
correspondendo a um dos mais importantes patégenos do homem (STAPLETON; TAYLOR,
2002; WHO, 2014). Algumas linhagens de E. coli sdo capazes, ainda, de produzir fatores

toxicos, causadores de sintomas especificos, incluindo a sindrome do choque toxico (WHO,
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Figura 6 - Principais vias de transferéncia de genes de resisténcia em humanos, animais,
alimentos e ambiente
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2014). Outras infecgdes graves também causadas por S. aureus incluem a pneumonia, sepse e
endocardite infecciosa (SALGADO-PABON; SCHLIEVERT, 2014).

O tratamento de infec¢bes causadas por S. aureus era feito, primeiramente, com o
uso da penicilina (benzilpenicilina), um antibiético B-lactamico. Porém, nas décadas de 40-50,
casos de resisténcia a esse antibiotico foram registrados. A resisténcia decorre da producao de
enzimas, chamadas B-lactamases, pela bactéria, capazes de inativar o antibiotico. Isso levou a
sintese de derivados da penicilina resistentes a hidrolise por PB-lactamases. Um desses
derivados, é a meticilina, uma molécula que contém o grupo fenol, também presente na
benzilpenicilina, porém com grupos metoxi ligados a ele (FIGURA 7). Esses grupos metoxi
diminuem a interagdo com as B-lactamases (STAPLETON; TAYLOR, 2002). Entretanto,
logo depois da introducdo da meticilina no tratamento de infec¢bes por S. aureus, linhagens
resistentes (MRSA) ja foram identificadas (BARBER,1961; JEVONS, 1961; ROLINSON,
1961).

Os antibidticos B-lactamicos agem sobre a parede celular bacteriana, interferindo
em sua biossintese e estrutura. Seu efeito bacteriostatico resulta de interacdes e concomitantes
inibicBes de enzimas (transpeptidases e carboxipeptidases) envolvidas nos estagios finais da
biossintese dos peptideoglicanos. O efeito bactericida é devido a um segundo passo seguindo
a inibicdo da divisdo celular e do crescimento, no qual ha a ativacdo de um sistema autolitico
que leva a morte celular (LECLERCQ; COURVALIN, 1991; WILLIAMSON; COLLATZ;
GUTMAN, 1986). As linhagens de MRSA ndo dependem da sintese das B-lactamases e sim
da expressdao das proteinas ligantes a penicilina (PBP), que induzem a resisténcia ao
antibiético (SELIGMAN, 1966). As PBP evoluiram de proteases serinicas e sua atividade é
mecanisticamente semelhante a dessas proteases (PAUL et al., 2010; ROUZIC et al., 2010).

MRSA sdo os patégenos mais comuns em infec¢cbes humanas e estdo amplamente
espalhados no mundo (TURNIDGE et al., 2009). O tratamento de infeccdes por MRSA é
feito, principalmente, com vancomicina. No entanto, esse antibiotico apresenta limitagdes,
incluindo uma pouca penetragdo no tecido, lento efeito bactericida e emergéncia de resisténcia
durante terapia. Outros aspectos importantes sdo o fato do tratamento com vancomicina
prolongar a estadia no hospital e expor o paciente a complicacdes associadas a toxicidade
renal (CEPEDA et al., 2004; SCHRENZEL et al., 2004). As consequéncias da monoterapia
com vancomicina sdo altas taxas de hospitalizacdo (CHAN et al., 2012), falhas no tratamento
(CHANG et al., 2003) e mortalidade (KHATIB et al., 2006; SCHWEIZER et al., 2011). Por

1SS0, um segundo agente é utilizado, a fim de suprir as deficiéncias da vancomicina. Entre



Figura 7 - Estruturas quimicas dos antibioticos B-lactdmicos, benzilpenicilina e meticilina
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esses agentes, podem ser citados a daptomicina e linezolida (DAVIS; VAN HAL; TONG,
2015; WHO, 2014). Em casos mais graves, é feita a combinacdo da vancomicina com um
antibidtico B-lactdmico, como nafcilina e cefazolina (CALFEE et al., 2014; DAVIS; VAN
HAL, TONG, 2015). As terapias citadas ndo sdo totalmente eficazes e, assim, ainda se busca
novas alternativas para a prevencdo e tratamento de infecgdes por MRSA, incluindo novas
drogas e producéo de uma vacina (SALGADO-PABON; SCHLIEVERT, 2014).

2.4.2 Salmonella enterica

Salmonella sdo bactérias Gram-negativas, mdveis, anaerdbias facultativas, bacilo
intracelular. Infecgbes por Salmonella ssp. sdo um dos principais problemas de salide em
humanos e outros animais.. As principais manifestacdes clinicas de infec¢bGes causadas por
bactérias do género sdo: enterocolitis, bacteremia, febre entérica, e, em alguns casos, um
estado assintomatico. Caracterizadas por uma diarreia e inflamacdo gastrointestinal até uma
infeccdo sisttmica com altas taxas de letalidade (PUBLIC HEALTH AGENCY OF
CANADA, 2010). A Salmonella ap6s ser ingerida através de alimentos contaminados passa
do estbmago para o intestino, se ligando a sua parede. O mecanismo de patogénese da bactéria
¢ bem similar ao do Vibrio cholerae, causando diarreia secretéria devido a inducdo de
secrecdo de cloreto (GIANELLA et al., 1975).

O numero de infecgdes por bactérias do género tem sido crescente nos ultimos
anos. No final dos anos 90, cerca de 2 a 3 milhdes de pessoas foram infectadas, causando
entre 500 e 2000 mortes, s6 nos Estados Unidos. Em 2010, o numero de pessoas infectadas
atingiu cerca de 10 milhdes de pessoas no mundo (MAJOWICZ et al., 2010) e 378 mortes
anuais nos Estados Unidos (SCALLAN et al., 2011).

Salmonella enterica subespécie enterica serotipo choleraesius € um sorotipo
altamente invasivo entre os de Salmonella ndo-tiféide, geralmente causador de sepse ou
infeccBes extra-intestinais focais em humanos (CHIU et al., 2005). Suas infecgdes tém se
tornado particularmente dificeis de tratar devido ao aparecimento de cepas resistentes a
multiplos agentes antimicrobianos (CHIU et al., 2005, 2004, 2002). O genoma da bacteéria foi
sequenciado, a fim de se identificar e investigar os fatores de viruléncia, especificidade ao
hospedeiro e mecanismo de resisténcia antimicrobiana, o qual envolve delecdo de genes e

alternancias de sequéncias (CHIU et al., 2005).
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2.4.3 Toxoplasma gondii

Parasitas sao organismos encontrados em praticamente todos os nichos, incluindo
uma sobrevivéncia intracelular, como é o caso dos protozoarios. O T. gondii € um protozoario
capaz de infectar muitos mamiferos e aves em todo 0 mundo, acometendo cronicamente 1/3
da populacdo mundial (DUBEY, 2010; LAMBERT; BARRAGAN, 2010). Esse parasita
intracelular obrigatorio foi isolado primeiramente do roedor Ctenodactylus gundi, encontrado
na Tunisia, Norte da Africa (NICOLLE; MANCEAUX, 1908). Esse roedor deu origem ao
nome da espécie; o género € derivado do grego toxon (arco) e plasma (molde) devido ao seu
formato encurvado e crescente (SOUZA et al.,, 2010). No Brasil, ele foi encontrado
originalmente em coelho (SPLENDORE, 1908).

O ciclo de vida do T. gondii apresenta uma fase assexuada (presente na maioria
dos animais, incluindo o homem) e outra, sexuada (apenas em felideos) (FIGURA 8). Dentro
desse ciclo, o protozoario apresenta trés formas infectivas: taquizoitos, bradizoito e
esporozoito (oocistos) (DUBEY; LYNDSAY; SPEER, 1998; BLADER; SAEIL], 2009).
Taquizoitos apresentam alta taxa de proliferacdo, levando a resposta inflamat6ria no
hospedeiro. Essa forma também é responsavel pela transmissdo via placenta (TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000). Bradizoitos sdo resultantes de diferenciacGes de taquizoitos
sob pressdo do sistema imunoldgico. Essa forma infectiva apresenta multiplicacdo lenta e
metabolismo baixo e é capaz de formar cistos teciduais ou tissulares (DENKERS;
GAZZINELLI, 1998). Esses cistos podem ser encontrados no sistema nervoso central e
tecidos musculares esquelético e cardiaco, podendo permanecer toda a vida do hospedeiro
sem causar resposta inflamatoéria. Os cistos também séo fonte de contaminacdo do homem
quando ingeridos na carne malcozida de animais contaminados, pois sdo resistentes as
enzimas presentes no suco gastrico (DUBEY; FRENKEL, 1976).

A fase sexuada ocorre apenas em felideos; o gato doméstico é o hospedeiro mais
provavel. O ciclo tem inicio com a ingestdo de cistos teciduais através do carnivorismo. Apos
a ingestdo dos cistos, ocorrem varios ciclos sucessivos, bastante complexos, que resultam na
geracdo de micro e macrogomantes, cuja fusdo resulta os oocistos, eliminados nas fezes e

disseminados no ambiente, capazes de infectar mamiferos e aves (BOYER; McLEOD, 2007).



Figura 8 - Ciclo de vida do protozoario T. gondii
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Estes esporozoitos, no aparelho digestivo, d& origem aos taquizoitos na fase aguda da infecgédo
(SOUZA et al., 2010). A infeccdo por T. gondii raramente leva a complicacdes da saude, mas
em individuos com imunidade comprometida (AIDS, neoplasias, transplantados), o parasita
pode causar doencas e mesmo a morte (MONTOYA,; LIESENFELD, 2004). Além disso, a
infeccdo por T. gondii pode causar defeitos congénitos graves (DOWSE et al., 2005).

A invasdo do hospedeiro pelo protozoario ocorre de forma ativa e rapida. Durante
sua internalizacdo, 0 protozoario passa por uma constricdo na membrana plasmaética do
hospedeiro (HIRAI; HIRATO; YANAGAWA, 1966). Essa invasdo € iniciada pela adeséo do
parasita, através de sua regido apical, seguida por invaginacdo da membrana celular do
hospedeiro, formando um vacutolo que o circunda, chamado de vacuolo parasitéforo (JONES;
YEH; HIRSCH, 1972; NICHOLS; O’CONNOR, 1981). O parasita modifica o vacuolo
parasitoforo secretando proteinas no interior do espaco vacuolar, tornando-o metabolicamente
ativo para o crescimento do parasita. 1sso o protege da acidificacédo e da fusdo de lisossomos
(JONES; HIRSCH, 1972; SIBLEY; WEIDNER; KRAHENBUHL, 1985).

O tratamento da toxoplasmose se da durante a fase aguda, combinando
peritramicina e sulfadiazina ou clindomicina. Essas drogas também sdo usadas no tratamento
de infecgdes causadas por outros protozodarios, porém apresentam diversos efeitos colaterais
(HOLMES et al., 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

X/
°e

X/
L X4

Proceder com a caracterizagdo estrutural e cinética da proteina com atividade inibitéria
de tripsina purificada da torta de J. curcas (JcTI-1);

Conhecer o potencial de uso do JcTI-I contra patogenos causadores de infeccbes no
homem, dando énfase a investigacdo do seu modo de acdo antibacteriana e avaliacdo
de sua atividade contra o protozoario T. gondii, agente causador da toxoplasmose.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito de agente redutor sobre a estrutura do JcTI-I;

Identificar possiveis sitios funcionais do JcTI-I;

Determinar a estrutura secundaria do JcTI-I;

Propor um modelo representativo da estrutura do JcTI-I;

Propor o mecanismo de inibi¢&o do JcTI-I;

Realizar testes de atividade do JcTI-1 contra as bactérias Gram-positiva
Staphylococcus aureus e Gram-negativa Salmonella enterica, visando a constatacao
de sua atividade antibacteriana ap6s o processo de purificacdo e determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM);

Identificar o modo de acédo antibacteriana do JcTI-I, usando como modelo S. aureus e
Salmonella enterica;

Avaliar a acdo do JcTI-I sobre o ciclo de vida do protozoério T. gondii;

Avaliar o risco do uso do JcTI-1 para animais superiores.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Torta de J. curcas

A torta oriunda da prensa das sementes de J. curcas, no processo de extracdo do
6leo a temperatura ambiente, foi fornecida pelo Instituto Fazenda Tamandud, localizado no
municipio de S&o Jodo do Bonfim, Paraiba.

4.1.2 Bactérias

As bactérias patogénicas Gram-positiva (Staphylococcus aureus - ATCC 25923) e
Gram-negativa (Salmonella enterica subespécie entérica serovar choleraesuis - ATCC 14028)
foram fornecidas pelo Laboratorio de Ecologia Microbiana e Biotecnologia do Departamento
de Biologia da UFC, mantidas em meios de cultura estéreis (agar nutriente). As bactérias
foram crescidas por 24 horas em estufa a 37 °C e acondicionadas em geladeira a 4 °C, no

Laboratorio de Toxinas Vegetais.

4.1.3 Célula hospedeira e parasita

As células Vero e o parasita Toxoplasma gondii foram fornecidos pelo
Laboratorio de Biologia Celular e Tecidual da Universidade Estadual do Norte Fluminense —
UENF.

4.1.4 Reagentes quimicos

Acrilamida, N,N’-metileno bisacrilamida, acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), acido tricloroacético (TCA), albumina sérica bovina (BSA), Coomassie Brilliant
Blue G-250, acetonitrila, N-a-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BApNA), azocaseina,
inibidor de tripsina de soja tipo Kunitz (tipo I-S), papaina, trizma-base, ditiotreitol (DTT) e
iodoacetamida (IAA) foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (USA).
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Os marcadores de massa molecular e matrizes cromatograficas foram obtidos da
GE Healthcare Life Science (USA).

Kits e placas de cristalizacdo foram adquiridos da Hampton Research (USA).

Meio DMEM 1152 (Meio de Eagle modificado por Dulbecco), tripsina, soro fetal
bovino (FBS), estreptomicina, tripsina, azocaseina, fosfato de sodio, formaldeido, tris
hidroximetil aminometano, triton X-100, isotiocianato de fluoresceina (FITC), carbonato de
sodio, dimetilsulfoxido (DMSO), albumina sérica bovina (BSA), inibidor de tripsina de soja
(SBTI), acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) e
iodeto de propidio foram adquiridos da Sigma-Aldrich (USA).

Matrizes cromatograficas foram obtidas da GE Healthcare Life Science (Reino
Unido).

Os meios de cultura agar nutriente, &gar Mueller Hinton e caldo Mueller Hinton
foram adquiridos da Himedia (india).

DNase | recombinante, livre de RNase foi adquirida da Roche (Alemanha).

Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico e obtidos comercialmente.

4.2 Métodos

4.2.1 Processamento da torta de J. curcas

A torta de J. curcas (200 g) foi inicialmente macerada utilizando-se cadinho de
porcelana e, posteriormente, triturada em moinho de café, para obtencéo de uma farinha fina a
fim de possibilitar a extracdo de proteinas. Posteriormente, a delipidacdo da farinha foi
realizada utilizando n-hexano, na proporcao de 1:3 (m/v), até remocdo total dos lipidios. Em
seguida, o solvente foi evaporado em capela de exaustdo a temperatura ambiente. A farinha

delipidada foi acondicionada em recipientes plasticos hermeticamente fechados a 4 °C.

4.2.2 Extracéo e purificacéo do JcTI-I

JcTI-1 foi purificado a partir da torta de J. curcas, seguindo a metodologia descrita
por Costa et al. (2014) (FIGURA 9). A farinha delipidada da torta de J. curcas foi posta em
contato com tampéo borato de sodio 0,1 M, pH 10,0 na propor¢do de 1:10. A mistura foi
agitada por 4 horas a 4 °C e, posteriormente, filtrada em pano de trama fina. O filtrado foi
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centrifugado a 10.000 x g, 4 °C, por 30 minutos, e o sobrenadante dialisado (cut off de 12
kDa) contra tampao fosfato de sddio 0,05 M, pH 7,5 e submetido a precipitacdo proteica com
acido tricloroacético (TCA) 2,5%. O material foi, entdo, deixado em repouso por 30 minutos a
4 °C e, em seguida, centrifugado a 10.000 x g, 30 minutos, 4 °C. O precipitado foi descartado
e 0 sobrenadante submetido a dialise contra 4gua destilada, por 14 horas. O sobrenadante
dialisado foi liofilizado, ressuspendido (30 mg) em 6 mL de tampé&o fosfato de sddio 0,05 M,
pH 7,5, contendo NaCl 0,2 M e aplicado na matriz de tripsina-Sepharose 4B, previamente
equilibrada com o mesmo tampdo. Apds percolacdo da coluna com o proprio tampdo de
equilibrio para remocdo das proteinas nédo retidas, foi aplicada uma solugdo tampéo glicina-
HCI 0,1 M, pH 2,6. A fracdo retida na cromatografia de afinidade foi dialisada contra agua
destilada e liofilizada. Esse material foi ressuspendido em tampéo fosfato de soédio 0,05 M,
pH 7,5, contendo NaCl 0,2 M, e submetido a cromatografia de exclusdo molecular em matriz
Sephacryl S-200 acoplada ao AKTA Prime, previamente equilibrada com esse mesmo

tampao.

4.2.3 Dosagem de proteinas solGveis

A dosagem de proteinas soluveis foi feita pelo método de Bradford (1976). A uma
aliquota de 100 pL da amostra teste, foram adicionados 2,5 mL do reagente de Bradford. A
mistura foi levemente agitada e ap6s 10 minutos foram realizadas as leituras das absorbancias
a 595 nm em espectrofotbmetro. A concentracdo de proteina foi estimada em relacdo a uma

curva padréo obtida utilizando diferentes concentracGes de BSA.

4.2.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida, na presenca de SDS, segundo a
metodologia descrita por Laemmli (1970), adaptada ao uso de placas. Para a montagem das
placas, foram usados gel de aplicacdo, encerrando 3,5% de acrilamida e 1% de SDS,
preparados em tampédo Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8, e gel de separacdo contendo 12,5% de
acrilamida e 1% de SDS em tampdo Tris-HCI 3,0 M, pH 8,8. As amostras foram dissolvidas
em tampé&o de amostra (Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,8, contendo 1% de SDS, 20% de glicerol e
tracos de azul de bromofenol) e acrescidas ou ndo de B-mercaptoetanol 1%. Em seguida, as

mesmas foram aquecidas a 100 °C, durante 10 minutos, e centrifugadas a 10.000 x g, por 5
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Figura 9 - Esquema de extracao e purificacdo do JcTI-I

Farinha delipidada

l Tampéo borato de sodio 0,1 M, pH 10,0

Agitacio por 4 h (4 °C)

l Filtracdo em pano de trama fina

Filtrado

l Centrifugacdo (10.000 x g, 30 min, 4 ° C)

Sobrenadante (EB)

Drdlise (fosfato de sodio 0,05 M, pH 7,5, NaC1 0,2 M) Centrifugaio (10.000 x g, 30 min, 4 ° C)
Precipitagio com TCA 2,5% ’ ’

Sobrenadante
(FTCA)

Cromatografia em matriz Sepharose 4B-Tripsina
(Fostato de sodio 0,05 M, pH 7.5, NaCl 0.2 M)

l Glicina 0,1 M, pH 2,6
 ometida Fragdo retida
Wcryl $-200, Akta
Pico majoritirio

(J<TL)



46

minutos, a temperatura ambiente. Aliquotas de cada amostra foram aplicadas em pocos e a
corrida foi conduzida a uma corrente de 20 mA, por aproximadamente 2 horas. A coloracao
das bandas proteicas foi feita utilizando Coomassie G-250 (Blue Silver) (CANDIANO et al.,
2004). Ja o descoramento do gel foi feito com solu¢do de metanol, &cido acético e agua
(1,0:3,5:8,0 v/Viv).

(BLUM et al., 1987). Como padrdes de massa molecular foram usados fosforilase B (97
kDa), albumina sérica bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carb6nica (30 kDa),
inibidor de tripsina de soja tipo Kunitz (20,1 kDa) e 2-lactoalbumina (14,4 kDa). A massa
molecular aparente das amostras foi estimada a partir de uma curva padrdo construida com os

Rfs dos marcadores de massa molecular utilizados.

4.2.5 Espectrometria de massas

JcTI-1-1 (0,1 mg/mL) foi dissolvido em solucdo de agua/acetonitrila (1:1, v/v).
JcTI-1-1 foi analisado tanto em sua forma integra como reduzida. Para redu¢do, 50 pL da
solucdo de JcTI-1-1 foram aquecidos por 15 minutos a 80 °C. Apos isso, foram adicionados
2,5 uL de DTT 0,1 M, seguido do aquecimento a 60 °C, por 20 minutos, e posterior adi¢ao de
2,5 puL de iodoacetamida 0,3 M, protegendo da luz. Os espectros de massa do JcTI-I foram
adquiridos pelo instrumento Synapt G1 HDMS Acquity UPLC (Waters Co., Milford, MA,
EUA). O deslocamento RF (MS perfil) do quadrupolo foi ajustado para que os dados de
CL/MS fossem efetivamente adquiridos, de relacdo m/z de 400 a 3000, assegurando a
obtencdo de ions com mudltiplas cargas. As analises foram feitas utilizando NanoLockSpray
como fonte de ionizacdo, operando no modo de ion positivo (ESI). Para todas as analises, 0
espectrdmetro de massas foi operado no modo "V" com poder de resolucdo de, no minimo,
1000. Na deconvolugdo do espectro, foi utilizado o principio de otimizacdo de entropia
maxima (MaxEnt).

JcTI-1 reduzido (0,1 mgmL) foi submetido a digestdo com 20 uL de uma solugéo
de tripsina (Promega) em bicarbonato de amoénio (Sigma), na propor¢do 1:100
(enzima:proteina), por 14 horas, a 37 °C. Ao final desse processo, a amostra foi centrifugada a
12.000 x g, por 30 minutos, a 6 °C e o sobrenadante coletado para ser analisado por
cromatografia liquida capilarvespectrometria de massas em tandem, ionizagdo do tipo
nanoeletrospray (ESI-LC-MSMS), usando o mesmo equipamento descrito acima. A

separagdo da amostra foi realizada em coluna C18 (75 um x 10 cm), sob um fluxo de 0,35
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uL/minuto. Os trés picos principais foram submetidos a MSMS e os espectros de massa
foram obtidos utilizando a funcdo DDA (Data Dependent Acquisition). As fases mdveis A e
B consistiram em acido férmico 0,1% em &gua e &cido formico 0,1% em acetonitrila,
respectivamente. A coluna foi previamente equilibrada com 3% da solugdo A e as condicdes
de gradiente usadas foram as seguintes: 2-40% da solugédo B por 20 minutos, 40-70% de B
por 40 minutos, 70% de B até 50 minutos e 70-3% de B por 10minutos. Os espectros de ions
resultantes foram coletados, processados e analisados utilizando o programa Protein Lynx
Global Server (Waters Co., Milford, MA, USA) e as buscas foram realizadas assumindo o
maximo de uma perda pela clivagem com tripsina, que os peptideos eram monoisotopicos e
os residuos de metionina estavam parcialmente oxidados e os de cisteina completamente

carboximetilados.

4.2.6 Determinacao da sequéncia primaria e de parametros relacionados

A estrutura priméaria do JcTI-1 foi estabelecida atraveés da sobreposicdo das
sequéncias de peptideos obtidas por espectrometria de massas, e da sequéncia N-terminal
determinada anteriormente (COSTA et al., 2014), com sequéncias de proteinas preditas
constantes no genoma da espécie J. curcas (SATO et al., 2011). As sequéncias genémicas
estao disponiveis em http/Awvww.kazuza.org.jpjatropha/.

Uma vez obtida a sequéncia primaria da proteina, esta foi submetida a busca de
similaridade com sequéncias de aminoacidos depositadas no National Center of
Biotechnology Information (NCBI). A sequéncia priméria do JcTI-1 foi submetida ao
programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (ALSTCHUL et al., 1997) e as
proteinas com maior escore e identidade acima de 40% foram selecionadas para alinhamento
de sequéncias, com auxilio da ferramental Clustal dmega (SIEVERS et al., 2011) e ESPript
2.2 (GOUET; ROBERT; COUCELLE, 2003). As informacGes tedricas do ponto isoelétrico
(p!) e da massa molecular média da proteina foram obtidas usando a ferramenta PeptideMass
(http: 7 http://web.expasy.org/peptide_mass/) e ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/)
(WILKINS et al., 1997; GASTEIGER et al., 2005). A presenca de sitios de N-glicosilacdo foi
avaliada usando as ferramentas NetGlycate (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGlycate-
1.0/output.php)  (JOHANSEN; KIEMER; BRUNAK, 2006) e YinOYang
(http://www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/ (GUPTA; BRUNAK, 2002). Também foi



48

avaliada a presenca de peptideo sinal com a ferramenta  SignalP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (PETERSEN et al., 2011).

4.2.7 Determinacdo da estrutura secundaria

Para verificar a estrutura secundaria do JcTI-1 nas condicBes a serem utilizadas
nos testes de cristalizacdo, foi utilizada a técnica de dicroismo circular (DC), usando
espectropolarimetro JASCO 815 (JASCO International Co. Ltda). A analise foi feita com
solugéo de JcTI-I (1 mgmL), em tampao Tris-HCI 0,1 M, contendo Na,SO4 0,15 M e CaCl;
0,02 M, pH 7,5. O caminho 6ptico usado foi de 1 mm e os espectros foram coletados entre 0s
comprimentos de onda de 190 a 260 nm, em intervalos de 0,5 nm, fazendo o uso de quatro
leituras acumuladas para obtencdo da média. As analises dos resultados de DC foram feitas
pelo programa CD spectra deconvolution - CDNN (BOHN; MURH; JAENICKE, 1992).
Analises de CD foram também realizadas submetendo JcTI-1 a temperaturas variando de 20 a
90 °C, em intervalos de 10 minutos. Os resultados obtidos com JcTI-1 foram, também,
comparados com estruturas secundarias de albuminas 2S com estruturas resolvidas por
difracdo de raios-X ou NMR e depositados no PDB, incluindo 2DS2 - mabinlin Il (LI et al.,
2006), 30B4 (LEHMANN et al., 2006), 1PSY (PANTOJA-UCEDA et al., 2003), 2LVF -
Albumina 2S da castanha do Para Ber e 1 (RUNDQVIST et al., 2012) e 1MS7 - rproBnlb,
albumina 2S de colza (PANTOJA-UCEDA et al., 2004).

4.2.8 Determinacdo da estrutura terciaria
4.2.8.1 Modelagem in silico

A sequéncia do JcTI-1 foi submetida & modelagem in silico, utilizando softwares
disponiveis no portal Expasy (The protein model portal), usando os méetodos Mod web, M4T,
Swiss-Model, HHPred, Phyre 2, IntFOLD2 e Raptor X. Os modelos foram comparados com

as estruturas de proteinas semelhantes ao JcTI-1.

4.2.8.2 Testes de preé-cristalizacao
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Para determinacdo da concentragdo 6tima de JcTI-1 a ser usada no screening de
cristalizacdo, foi realizado um teste de pré-cristalizacdo (PCT — Pre-Crystallization Test,
Hampton Research), seguindo as orientacdes do fabricante. Nesse kit, constavam as seguintes
solugdes:

Solucdo Al: Tris-HCI 0,1 M, pH 8,5, contendo sulfato de aménio 2,0 M;
Solucédo B1: Tris-HCI 0,1 M, pH 8,5, contendo sulfato de aménio 1,0 M;
Solucao A2: Tris-HCI 0,1 M, pH 8,5, contendo cloreto de magnésio hexahidratado 2,0 M;

Solugdo B2: Tris-HCI 0,1 M, pH 8,5, contendo cloreto de magnésio hexahidratado 2,0 M,
polietilenoglicol 4.000 15% (m/V).

Esse teste teve como objetivo minimizar ou prevenir a formacao de precipitados
amorficos ou gotas claras e foi realizado com a proteina soltvel em tampéo fosfato de sddio
0,05 M, pH 7,5, acrescido de NaCl 0,2 M, na concentragdo de 5 mg/imL.

4.2.8.3 Espalhamento de luz dinamico (DLS — Dynamic Ligth Scattering)

O DLS é um método indicado para determinar o tamanho de moléculas pequenas
na faixa de submicron. Essas particulas quando em suspensdo ou emulsdo seguem o

movimento browniano. O coeficiente de difusdo D é calculado através da formula:

_ kXT
S 3XmXn Xy,

Onde: k = constante de Boltzman; T = Temperatura; n = viscosidade e r, = raio hidrodinamico
das particulas.

Solucgdes de JcTI-1 em vérias concentracdes e condi¢cdes foram mantidas em gelo
até a realizacdo do experimento. Todas as amostras foram filtradas em microfiltro
(membranas de 0,02 um) e centrifugadas por 1 hora em rotagdo maxima (centrifuga 5417R,
Eppendorf). As solugdes (20 pL) foram colocadas em cubetas e postas na camara para
avaliacdo da homogeneidade da proteina, sendo realizadas 10 leituras de 15 segundos por
amostra.

Determinada a condi¢cdo na qual a proteina se apresentava monodispersa, foi
realizado um teste de estabilidade. Nesse teste, a proteina (1 mgmL), sozinha ou na presenga

de tripsina (proporcéo 2:1, JcTI-1:enzima), foi acondicionada por 5 dias nas temperaturas 4 °C
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e 25 °C, tendo sido feito leituras nos dias 0, 3 e 5 de modo a avaliar a homogeneidade da

amostra no periodo de incubag&o.

4.2.8.4 Testes de cristalizagdo

JcTI-1 (5 mgmL e/ou 10 mgmL, em Tris-HCI 0,1 M, pH 7,5, contendo NaCl 0,15
M e CaClz 0,02 M) foi submetido a cristalizacdo, utilizando o robd Honeybee 963TM
(Genomic Solutions, USA). Amostras contendo tripsina também foram testadas nas mesmas
concentragdes descritas acima. Os Kits utilizados foram PACT Premier™, Morpheus® HT-96,
JCSG-plus™ HT-96, Stura Footprint Screen, Classic, AmSO4 suite (Molecular Dimension,
UK), onde as variaveis foram pH, presenca de sal e precipitantes. O método utilizado foi o de
difusdo de vapor em placas MRC para cristalizacdo de proteinas (Hampton Research, US),
gota de 0,2 pL contendo a solucdo da proteina e solucdo precipitante (1:1). 100 pL da solucao
precipitante foram utilizados no reservatdrio.

Outras condi¢cfes baseadas em pesquisa no banco de dados de proteinas (Protein
Data Bank — PDB) foram realizadas manualmente em placas MRC-Maxi (Hampton Research,
US). Nessas condig@es, JcTI-I (10 mgmL, em Tris-HCI 0,1 M, pH 7,5, contendo NaCl 0,15
M e CaCl, 0,02 M) foi usado e como solucdes precipitantes foram testadas: acetato de sodio
trihidratado 0,1 M, pH 4,6, contendo malonato de so6dio 1,4 M; acetato de so6dio 0,1 M, pH
4,6, contendo sulfato de ambnio 2,3 M; citrato de sédio 0,1 M, pH 6,5, contendo sulfato de
amonio 1,8 M; HEPES 0,1 M, pH 8,4, contendo citrato trisédico 1,2 M e Tris-HCI 0,1 M, pH
8,5, contendo MgCl2 0,2 M e PEG 400 40% (m/).

Depois de preparadas, as placas foram acondicionadas a 25 °C e deixadas em
repouso por, pelo menos trés dias, para evitar qualquer perturbacdo no meio que pudesse
interferir na formagdo dos cristais. O acompanhamento do desenvolvimento de cristais foi
realizado apo0s trés dias da preparagdo das placas. Quando do surgimento de cristais, as gotas
eram previamente observadas sob luz UV (XtalLigth 100C — Xtal Concepts, Germany), para
avaliar se os cristais eram de sal ou proteina; cristais de proteina fluorescem sob a luz
ultravioleta. As condicGes nas quais houve formacéo de nucleos de cristalizagdo ou estruturas
cristalinas positivas na presenca de luz ultravioleta foram submetidas a modifica¢Ges variando

as concentragbes de sais e dos agentes precipitantes, de modo a identificar as melhores
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condigdes de cristalizagdo do JcTI-1. Outras técnicas também foram utilizadas com essa

finalidade, estando descritas a seguir.

4.2.8.5 Semeadura

Gotas nas quais se observou nucleacdo ou formacdo de pequenos cristais,
positivos para UV, foram utilizadas no processo de semeadura (seeding process). A gota, foi
adicionado um volume do reservatorio completando ao final 10 puL. Apos a adi¢do da solugéo,
os cristais em formagdo foram macerados e todo o material foi coletado em tubo Eppendorf,
sendo, posteriormente, o volume completado para 50 pL. Depois, o tubo foi agitado em
agitador de tubos tipo vortex, por 3 minutos. Novas gotas para teste de cristalizacdo foram
formadas contendo a solucdo de proteina na mesma concentracdo do teste anterior, solugdo
precipitante e solucdo diluida do macerado, na proporc¢do de 1:1:1. A gota ao final teve 3 uL e
0 reservatorio consistiu em 300 pL da solucdo precipitante. Nos testes foram usadas aliquotas
da suspensdo obtida, diluidas 10, 100 e 1000 vezes. O restante da suspensdo final (seeding

stock) foi reservada e armazenada em freezer a -80 °C para uso posterior.

4.2.8.6 Counter diffusion GAME (Gel Acupuncture Method)

As condicBes onde foram observadas nucleac6es e formagdo de pequenos cristais
também foram testadas no método counter diffusion, no qual a solucdo de proteina, nas
condigdes citadas acima, foi coletada em capilares de 0,1 mm e estes capilares mergulhados
em tubos contendo a solucdo precipitante, sendo fixados por uma camada de gelatina 1%. A
solucdo precipitante foi entrando aos poucos nos capilares, gerando um gradiente de

concentracao.

4.2.8.7 Difusao de vapor sob 6leo (Microbatch)

Em testes de otimizacdo das condi¢des de cristalizagdo, também foi utilizado o
método microbatch, onde placas Greiner (Hampton Research) foram previamente revestidas
com oOleo de parafina e nos pocos foram aplicadas solucGes de proteina, nas condicOes

descritas anteriormente, e solucdo precipitante na proporcéo 1:1. O volume final da gota foi 4

ML,
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4.2.8.8 Anélise por espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS)

JCTI-1 (2, 4, 8 ¢ 16 mgmL, em tampao Tris-HCI 0,1 M, contendo NaCl 0,15 M e
CaCl2 0,02 M) foi previamente avaliado por DLS, para confirmacdo de sua homogeneidade e,
posteriormente, analisado por SAXS. As medi¢Ges por SAXS (MERTENS; SVERGUN,
2010) foram feitas no beamline X33 (HASYLABEMBL). Os resultados foram analisados
usando os softwares GNOM (SVERGUN, 1992), ATSAS e o servidor online ATSAS
(ATSAS, 2015). Para modelagem foi usado o programa DAMMIF (SVERGUN, 1999). O
modelo obtido a partir dos dados de SAXS foi comparado as estruturas resultantes pela

modelagem in silico (item 3.2.8.1).

4.2.9 Determinacdo da atividade inibitoria de tripsina

A atividade inibitdria de tripsina foi determinada de acordo com a metodologia
descrita por Erlanger; Kolowsky; Cohen (1961), com modificagfes. Primeiramente, foi
realizada uma curva padrdo utilizando aliquotas de 10 a 30 pL de tripsina (0,3 mg/mL).
Depois, foi adicionado o tampédo Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5, contendo CaCl, 0,02 M até o
volume de 800 pL. Os tubos foram, entdo, incubados a 37 °C, em banho-maria, por 10
minutos. Posteriormente, foram adicionados 500 pL da solucdo de BApNA 1,25 x 10° M
(substrato). Os tubos foram novamente colocados em banho-maria a 37 °C, por 15 minutos e,
em seguida, foi adicionada a solucédo de parada, 120 pL de &cido acético 30%. As leituras das
absorbancias foram realizadas em espectrofotémetro a 410 nm.

No ensaio de determinacdo da atividade inibitoria de tripsina, foi utilizado o
volume de tripsina determinado pela curva, 100 puL da amostra e tampéo Tris-HCI 0,05 M, pH
7,5, contendo CaCl, 0,02 M, de modo a alcangar o volume de 800 pL, e seguido o
procedimento acima descrito. A atividade inibitéria de tripsina foi expressa em unidades de
inibicdo, que representa a diminuicéo de 0,01 da absorbancia da atividade da enzima.

A atividade inibitdria de tripsina também foi realizada apds tratamento da amostra
com o agente redutor DTT nas concentragdes 0,001, 0,01 e 0,1 M, pelos tempos de 15, 30 e
60 minutos a 60 °C. Nesse caso, a amostra estava a 0,035 mgmL, uma concentrag¢do capaz de

inibir a atividade da tripsina entre 50-70%, nas condi¢cdes do ensaio.
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4.2.10 Determinacao da constante de inibigdo (Ki)

A constante de inibicdo (K;) foi determinada através do ensaio de inibicdo de
tripsina, realizado conforme metodologia descrita no item anterior. Varias concentraces
(0,63 x 10° M; 0,83 x 102 M; 1,0 x 10° M e 1,25 x 10 M) do substrato BApNA foram
utilizadas. A concentracdo da tripsina foi mantida constante. Concentracfes diferentes do
JcTI-1 (0,5 x 10°% M e 1 x 10 M) foram utilizadas. O inibidor foi incubado com 10 pL de
uma solucgéo de tripsina 8,0 uM, em tampéo Tris-HCI 0,05 M contendo CaCl» 0,02 M, pH 7,5.
A reacdo foi iniciada com a adicdo de 500 pL de BApNA nas diferentes concentragdes
mencionadas anteriormente. Ap6s 15 minutos, a reacdo foi interrompida com a adi¢do de 120
uL de solucéo de acido acético 30%. O ensaio foi realizado em banho-maria a 37 °C e leituras
de absorbancia a 410 nm foram realizadas em espectrofotdmetro. Com os resultados obtidos,
foi feito o gréfico de Lineweaver-Burk, 1/v versus 1/[S], a fim de avaliar o mecanismo de
inibicdo. Posteriormente, o valor de K; foi determinado de acordo com Dixon et al. (1979).
Para tanto, foi realizado um segundo grafico, 1/v versus concentracdo de inibidor (UM) em
estudo. A interse¢do no eixo x indica o valor de Ki (CORNISH-BOWDEN, 1995).

4.2.11 Avaliacdo da atividade antibacteriana do JcTI-I

4.2.11.1 Teste de atividade antibacteriana in vitro

A atividade antibacteriana do JcTI-1 foi avaliada segundo metodologia descrita
por Hancock (1999). As bactérias patogénicas S. aureus e S. choleraesuis previamente
repicadas em meio de cultura agar nutriente, foram transferidas para caldo Mueller-Hinton (5
mL) e incubadas em estufa a 37 °C, por 12-16 horas. Suspensdo de células (D.O.s00 nm = 0,08
a 0,1) encerrando 10°-10® UFC/mL foram utilizadas no ensaio. O ensaio foi conduzido em
placas de 96 pocos, atraves da adicdo de 100 pL da suspenséo de células e 100 pL de JcTI-I,
encerrando concentracdes finais de 5, 50, 150 e 500 pg/mL, visando a determinacdo da MIC.
Como controles negativo e positivo, foram utilizados tampéo fosfato de sodio 0,05 M, pH 7,5,
e formaldeido 0,4% (v/v), respectivamente. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.

4.2.11.2 Avaliacdo da inibicéo das proteases bacterianas pelo JcTI-I
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A atividade inibitoria do JcTI-1 sobre as proteases das bactérias S. aureus e S.
choleraesuis foi avaliada de acordo com a metodologia descrita por Lima et al. (2011), com
modificacBes. Primeiramente, células de S. aureus e S. choleraesuis foram cultivadas em 5
mL de caldo Mueller-Hinton, por 12 horas, a 37 ° C. Apo0s esse periodo, as bactérias foram
sub-cultivadas (37 °C, 240 rpm) em 300 mL de caldo Mueller-Hinton até a fase log. O
crescimento bacteriano foi medido a 620 nm. As células bacterianas foram coletadas ao fim
da fase de crescimento exponencial por meio de centrifugagédo a 4000 x g, por 15 minutos, a 4
°C. O sedimento foi ressuspendido na solugéo extratora de proteases (Tris 0,005 M, contendo
HCI 0,1%, CaCl, 0,005 M e Triton X-100 0,1%, pH 7,5) e incubado em gelo durante 15
minutos. Posteriormente, seguiu-se um ciclo de congelamento e descongelamento da
suspensdo, o qual foi repetido por trés vezes, procedido por centrifugagdo a 4000 x g, por 30
minutos, a 4 °C. Depois disso, 0 sobrenadante coletado foi considerado ser a fonte de
proteases bacterianas. O ensaio de inibicdo das proteases foi realizado de acordo com a
metodologia descrita no Capitulo Il (item 3.2.9), utilizando azocaseina como substrato. Como

controle positivo, o inibidor de proteases serinicas PMSF 0,001 M foi usado.

4.2.11.3 Avaliacdo da interacéo do JcTI-I conjugado ao FITC com células de S. aureus

Primeiramente, uma solugcdo (2 mg/mL) de JcTI-I foi preparada em tampé&o
carbonato de sodio 0,1 M, pH 9,0 e o FITC solubilizado em DMSO anidro (1 mg/mL). A 4
mL da solucdo de JcTI-1, 0,2 mL da solucdo de FITC foi adicionado e a mistura incubada a 4
°C, por 14 horas. Posteriormente, foi adicionado cloreto de amonio para uma concentracdo
final de 0,05 M e a mistura incubada a 4 °C, por 2 horas. Passado esse tempo, a proteina
conjugada ao FITC foi separada por meio de cromatografia de filtracdo em gel, em coluna
HiTrap™ Desalting (SephadexG-25), e armazenada a 4 °C, sob protecdo da luz para evitar a
degradacéo do fluoréforo.

Uma suspensdo (5 mL) de células de S. aureus (D.O. 620 nm = 0,1) foi
centrifugada a 2.000 x g, 4 °C, por 2 minutos, tendo sido o sobrenadante descartado e o
precipitado ressuspendido em 1 mL de agua grau Milli Q estéril. Esse processo (centrifugacéao
e ressuspensao) foi repetido mais duas vezes e a D.O. 620 nm ajustada para 0,4. A suspensdo
de células (100 pL) foi incubada com o mesmo volume do JcTI-1-FITC nas concentracGes de
5, 50 ou 500 pg/mL, 37 °C, 14 horas. Tampéao fosfato de sodio 0,05 M, pH 7,5, foi utilizado
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como controle negativo. A interacdo ou ndo da proteina conjugada com S. aureus foi

observada em microscopio de fluorescéncia.

4.2.11.4 Avaliacao da integridade da superficie celular de S. aureus apds contato com JcTI-I

O processo para obtencdo da suspensdo (D.O. 620 nm = 0,4) de células de S.
aureus foi semelhante ao descrito no item anterior. A suspensdo (100 pL) foi incubada com
solucéo do JcTI-1 (5, 50 ou 500 pg/mL) ou tampéo fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,5 (controle
negativo), a 37 °C, por 14 horas. Apés o periodo de incubacdo, 0,4 uL de uma solucdo de
iodeto de propidio 0,001 M foi adicionado. A mistura ficou em contato, sob agitacdo branda,
por 1 hora, a 37 °C. Ap6s esse periodo, laminas foram preparadas e visualizadas em

microscopio de fluorescéncia.

4.2.11.5 Avaliacado de atividade desoxirribonucleasica do JcTI-I

A avaliacdo da atividade desoxirribonucledsica foi conduzida segundo
metodologia descrita por Tomar et al. (2014). DNA gendmico (1 pg) de Chomobaterium
violaceum foi incubado com JcTI-I (1 pg), ambos na presenga do tampao Tris-HCI 0,05 M,
pH 7,4, 37 °C, por 30 minutos e, em seguida, submetidos a eletroforese em gel de agarose
0,8%. A eletroforese foi realizada a uma voltagem constante de 100 V, com gel de agarose
0,8% submerso em tampdo de corrida TAE (Tris-acetato 0,04 M, pH 8,0, contendo EDTA
0,001 M), em cuba horizontal. Tris-HCI 0,05 M, pH 7,4 e as proteinas BSA e SBTI, nas
mesmas quantidades utilizadas do JcTI-I, foram utilizados como controles negativos. Como
controle positivo, 0,5 pL de DNase I recombinante, livre de RNase (aproximadamente 5

unidades da enzima) foi utilizado.

4.2.12 Avaliacéo da atividade do JcTI-1 contra o parasita T. gondii

4.2.12.1 Manutencao das células hospedeiras (células Vero) e obtencéo do parasita T. gondii
A cultura de células Vero (fibroblastos de rim de macaco de floresta africana) foi

mantida em meio de cultura DMEM 1152, suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB)

e estreptomicina (1 pg/mL), em garrafas plasticas estéreis de 25 cm? As garrafas
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permaneceram em estufa a 37 °C e atmosfera de CO2 5%, tendo sido o meio de cultivo
trocado a cada 48 horas. A cultura celular em monocamada foi lavada com 3 mL de tampé&o
fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,1, contendo NaCl 0,15 M (trés vezes) e, em seguida, tratada
com tripsina. A partir das células tratadas, novas culturas foram constituidas.

Taquizoitos de T. gondii (da linhagem virulenta RH) foram mantidos em cultura
de células Vero (relacdo parasito/hospedeiro 10:1) até o estidgio de semi-confluéncia ser
atingido, ou seja, até a cultura ocupar cerca de 50% do substrato disponivel. As garrafas
plasticas de cultura infectadas permaneceram em estufa a 37 °C, por 48 horas, tempo
necessario para a lise das células e liberacdo dos parasitas no meio. O meio foi centrifugado a
1000 x g, 20 °C, por 10 minutos, e o sedimento suspendido em 1 mL de meio. Aliquotas de
0,01 mL do meio contendo parasitas foram retiradas para contagem em camara de Neubauer,
utilizando microscépio Optico (Zeiss Axioinvert 135, equipado com objetiva de 20X). Os
parasitas obtidos foram transferidos para uma cultura nova de células Vero. Essas células
permitem a obtencdo do parasita vidvel, em alta porcentagem e baixa contaminacao
(SAADATNIA et al., 2010).

4.2.12.2 Interagdo T. gondii e célula Vero

A cultura de células Vero, em semi-confluéncia, foi tratada com tripsina (0,5
mg/L) e colocada em placas de 24 pocos contendo laminulas estéreis (3 x 10* células por
poc¢o). As placas foram mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera de CO2 5% por 24 horas,
antes da interacdo com os parasitas. Posteriormente, 0s parasitas recém-liberados, conforme
descrito no item 3.2.2.1, foram colocados em contato com as células Vero, na proporc¢do de
5:1 (parasita/hospedeiro). Ap6s 2 horas de contato, nas condicBes de temperatura e CO2
citadas, as células foram lavadas duas vezes com meio DMEM 1152 para remocdo de
taquizoitos extracelulares. As placas contendo células infectadas foram mantidas em estufa a
37 °C e atmosfera de CO2 5% por 24 horas, para posterior uso no ensaio com JcTI-I
(CARVALHO et al., 2010).

4.2.12.3 Avaliagéo da citotoxicidade do JcTI-I para células Vero

Antes do ensaio de avaliacdo da atividade anti-toxoplasma do JcTI-I, a sua

citoxicidade para células Vero foi avaliada. Inicialmente, células Vero recém-liberadas, isto €,
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logo apos tratamento com tripsina, foram colocadas em placas de 24 pogos (2 x 10* células
por pogo) e incubadas a 37 °C, por 48 horas. Apés esse tempo, JcTI-I em diferentes
concentracdes (0,05, 0,1, 0,5 e 1 mg/mL em tampdo fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,1,
contendo NaCl 0,15 M) foi incubado com as células Vero a 37 °C e atmosfera de CO2 5% por
24 horas. Como controle negativo, tampéo fosfato de sodio 0,05 M, pH 7,1, contendo NaCl
0,15 M foi utilizado.

4.2.12.4 Avaliago da atividade anti-toxoplasma do JcTI-I

JcTI-1 em diferentes concentracdes (0,05, 0,1, 0,5 e 1 mg/mL) foi solubilizado em
DMSO (1% v/v) e diluido em meio DMEM 1152 suplementado com soro fetal bovino. Apds
diluicdo, o meio contendo a amostra foi filtrado (Millipore 0,22 pm) e incubado com (1)
células Vero infectadas com T. gondii ou (2) taquizoitos livres.

Para o ensaio com ceélulas Vero infectadas, a infeccdo pelo T. gondii foi realizada
como descrito anteriormente no item 3.2.2.2, seguida com a incubagdo do JcTI-I, preparado
como descrito anteriormente. J& para o teste com taquizoitos livres, esses parasitas tao logo
liberados das células hospedeiras foram coletados, centrifugados e suspensos no meio
contendo JcTI-1 por 30 minutos. Em seguida, foram lavados com meio DMEM 1152 e postos
em contato com células Vero em placas. Ambos os tratamentos foram incubados em estufa a
37 °C e atmosfera de CO2 5% por 24 horas. Como controle, taquizoitos ou células Vero
infectadas foram incubados apenas com o meio DMEM 1152 suplementado com soro fetal
bovino.

Decorrido o tempo de incubacdo, as células Vero foram lavadas com tampao
fosfato de sodio 0,05 M, pH 7,1, contendo NaCl 0,15 M (trés vezes) e fixadas em solucdo de
Bouin (&cido picrico/acido acético, 19:1, v/v) por 5 minutos. Em seguida, foram lavadas com
tampéo fosfato de sodio 0,05 M, pH 7,1, contendo NaCl 0,15 M (quatro vezes). Depois as
células foram coradas com solugdo Giemsa (10%, v/v) a temperatura ambiente, por 6 horas, e
desidratadas com solugdes decrescentes de acetona-xileno, montadas em Iaminas histolégicas
e incubadas por 48 horas para secagem. As preparacdes foram examinadas em microscopio
optico (Zeiss Axioinvert 135, equipado com lente objetiva de 40X). As imagens foram
obtidas usando o software analySIS (Soft Imaging System) (MELO; MAYERHOFFER,;
SOUZA, 2000). Para cultura de células Vero ndo infectadas com T. gondii, porém tratadas

com JcTI-1, foi avaliado o numero de células morfologicamente viaveis. Com relagdo a
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cultura infectada e tratada com JcTI-1, os seguintes pardmetros foram avaliados: nimero de
células infectadas, nimero de células nao infectadas e nimero de parasitas intracelulares com
morfologia caracteristica de meia-lua. Pelo menos 400 células na mesma amostra foram
contadas, a partir de 3 campos aleatorios de 4 laminulas, a um aumento de 400X. Resultados
foram expressos como média * desvio padréo. Diferencas significativas entre as médias foram
examinadas com auxilio do GraphPad Prism 5.0 (two-way analysis variance — ANOVA)

seguido pelo teste de Tukey.

4.2.12.5 Anélise estrutural e ultraestrutural

Taquizoitos livres e células Vero infectadas foram tratados com JcTI-1 0,06
mg/mL (DLso), conforme descrito no item 3.2.2.4. ApGs 24 horas, as culturas foram lavadas
com tampdo fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,1, contendo NaCl 0,15 M a 37 °C e fixadas a
temperatura ambiente em tampdo cacodilato 0,1 M, pH 7,2, contendo glutaraldeido 1%,
paraformaldeido 4%, CaCl2 0,005 M e sacarose 5%. As células foram pos-fixadas em solucéo
contendo tetroxido de 6smio 2% e ferrocianeto de potassio 0,8% por 1 hora. Em seguida, as
amostras foram lavadas com tampéo cacodilato, pH 7,2, desidratadas em acetona, embebidas
em PolyBed812 (Polyscience Inc., Alemanha) e polimerizadas a 60 °C por 2 dias. Sec¢des
ultrafinas obtidas com ultramicrétomo Leica (Nussloch, Alemanha) foram coradas com
acetato de uranila e observadas em microscépio eletrdnico de transmissdo Zeiss 900 a uma
aceleracdo de 80 kV (CARVALHO et al., 2014).

4.2.13 Avaliacdo de risco de lesdo celular e de toxicidade aguda do JcTI-I para animais

superiores

4.2.13.1 Teste de atividade hemolitica

O ensaio hemolitico foi conduzido utilizando hemacias humanas seguindo a
metodologia descrita por Kim et al. (2006), com pequenas modificagdes. O sangue foi
coletado na presenca de heparina e centrifugado a 2000 x g, 10 minutos, & temperatura
ambiente. Em seguida, as hemacias foram lavadas trés vezes com solugéo salina (NaCl 0,15
M) tamponada com tampéo fosfato 0,035 M, pH 7,0, e suspensas no mesmo tampéao. A

atividade hemolitica de JcTI-I, nas concentraces variando de 5 a 500 pg/mL, foi avaliada
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através da liberacdo de hemoglobina. Aliquotas (25 pL) de uma suspensdo de hemécias
(2,5%) foram transferidas para placas de 96 pocos e incubadas com 25 pL da solucéo de JcTI-
I, preparada no mesmo tampéo acima, a 37 °C, por 30 minutos, seguida da centrifugacéo a
5000 x g, 5 minutos, a temperatura ambiente. O percentual de hemolise foi determinado por
medicao da densidade Optica do sobrenadante a 540 nm. Tampéo fosfato de sddio 0,05 M, pH
7,1, contendo NaCl 0,15 M foi utilizado como controle negativo (sem hemdlise, 0%); Triton
X-100 0,2% foi usado como controle positivo (hemolise completa, 100%). Cada ensaio foi

realizado em triplicata.

4.2.13.2 Teste de toxicidade aguda

Na avaliacdo da toxicidade aguda do JcTI-1 para camundongos, foi seguida a
metodologia descrita por Aune et al. (2006), com modificagdes. JcTI-1 foi administrado por
via intraperitoneal em camundongos (n = 5), na dose de 5 mg/kg de massa corporea que, por
sua vez, € 100 vezes maior que a MIC estabelecida para as bactérias S. choelerasius e S.
aureus. Ap6s administracdo da proteina, os animais foram monitorados durante as primeiras
24 horas para avaliagdo dos seguintes pardmetros: sinais clinicos (incluindo pardmetros

comportamentais) e mortalidade.
4.3 Anélise estatistica
Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e a significancia

das diferencas entre as médias, determinada por teste de Tukey (p < 0,05), através do software

Graphpad Prism.
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5 RESULTADOS

5.1 Purificacdo do JcTI-I

Para purificacdo do JcTI-1, a farinha da torta de J. curcas foi previamente
delipidada, uma vez que encerrava um teor de 6leo residual de cerca de 20% (COSTA, 2012).
A purificacdo do JcTI-1 ocorreu a partir da precipitacdo do extrato proteico da torta com TCA
2,5% (v/v), seguida por dois passos cromatograficos. O extrato proteico apresentou uma
atividade inibitoria de tripsina de 24,92 Ul/mg de proteina que, ap6s precipitagdo com TCA
2,5%, aumentou para 584,13 Ul/mg de proteina. A fragdo obtida apds precipitacdo com TCA
qguando aplicada na matriz de tripsina-Sepharose 4B rendeu um material ndo retido, composto
por um Unico pico, o qual foi obtido com o tampé&o de equilibrio (fosfato de sodio 0,05 M, pH
7,5, contendo NaCl 0,2 M), e um material retido, eluido com tampé&o glicina 0,1 M, pH 2,6,
concentrando uma atividade inibitéria de tripsina de 6.644,4 Ul/mg proteina (FIGURA 10).
Essa fracdo com atividade inibitdria de tripsina apds cromatografia de filtracdo em gel em
matriz de Sephacryl S-200 apresentou um pico majoritario (FIGURA 11), com atividade
inibitéria de tripsina de 28.366,67 Ul/mg proteina e rendimento proteico de 2 mg,
correspondendo a 1,2% do total de proteina extraida da torta de J. curcas.

5.2 Caracterizacdo quanto a massa molecular e niamero de cadeias polipeptidicas do
JcTI-1

Por PAGE-SDS, na presenca de S-mercaptoetanol 1%, JcTI-1 apresentou uma
banda difusa de massa molecular aparente de 10 kDa (FIGURA 12, Raia 3). Todavia, na
auséncia desse agente redutor, uma banda em torno de 20 kDa foi observada (FIGURA 12,
Raia 2).

Espectrometria de massas do JcTI-I, em condicdes nativas, revelou uma massa de
10,252 kDa (FIGURA 13A). Quando reduzido (DTT 0,1 M) e alquilado (IAA 0,3 M), JcTI-I
gerou dois picos principais com massas de 7,133 e 3,124 kDa (FIGURA 13B e 12C),

correspondendo as cadeias polipeptidicas maior e menor, respectivamente.


http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=one-dimentional%20sds-page&source=web&cd=5&ved=0CFMQFjAE&url=http%3A%2F%2Fwww.invitrogen.com%2Fsite%2Fus%2Fen%2Fhome%2FReferences%2Fprotocols%2Fproteins-expression-isolation-and-analysis%2Fsds-page-protocol%2Fone-dimensional-sds-and-non-denaturing-gel-electrophoresis.html&ei=tDrWTtmqCsjv0gHnz_3bAQ&usg=AFQjCNHZI1AL4vcmn1GKSDxPWmyLsKUClw
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Figura 10 - Cromatografia de afinidade em coluna de tripsina-Sepharose 4B
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Fragdo 2,5% (30 mg), sobrenadante obtido apés fracionamento do extrato bruto com &cido tricloroacético
(2,5%), foi aplicada em coluna (2,2 x 11,5 cm) de tripsina-Sepharose 4B, equilibrada com tampéo fosfato de
sodio 0,05 M, pH 7,5 contendo NaCl 0,2 M. As proteinas retidas foram eluidas com tampé&o glicina-HCI 0,1 M,
pH 2,6. Fluxo: 60 mL/hora; Fragdo: 4 mL.
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Figura 11 - Cromatografia de exclusdo molecular em coluna de Sephacryl S-200
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Fracédo retida em coluna de tripsina-Sepharose 4B (2 mg) foi aplicada em coluna de Sephacryl S-200, acoplada
ao sistema Aktaprime Plus, equilibrada com tampdo fosfato de sodio 0,05 M, pH 7,5, contendo NaCl 0,2 M.

Fluxo: 0,5 mL/minuto; Frag&o: 1 mL.
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Figura 12 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%), em presenca de SDS, do JcTI-I
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Foram aplicados 5 g de proteina por raia. Raia 1: Marcadores de massa molecular; Raia 2: JcTI-1; Raia 3: JcTI-
I tratado com B-mercaptoetanol 1%. A coloragdo das bandas proteicas foi feita utilizando Coomassie G-250

(Blue Silver) (CANDIANO et al., 2004).
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Figura 13 - Espectros de massas deconvoluido do JcTI-1 nativo ou apos tratamento com
agente redutor, usando fonte de ionizag&o nanoeletrospray
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A: JcTI-I nativo; B e C: JcTI-I ap6s reducdo com DTT 0,1 M e alquilagdo com IAA 0,3 M, representando a
cadeia polipeptidica maior e menor, respectivamente.
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5.3 Estrutura primaria do JcTI-I

A estrutura priméria do JcTI-I foi determinada através da sobreposi¢do de sua
sequéncia N-terminal e dos peptideos obtidos por digestdo triptica e submetidos a analise por
espectrometria de massas (MSMS) com sequéncias de proteinas preditas deduzidas a partir
do genoma da espécie J. curcas.

A sequéncia N-terminal do JcTI, determinada por degradacdo de Edman, foi
VRDICKKEAERRDLSSCENYITQRRGY. Essa sequéncia foi submetida a analise
comparativa usando o programa BLAST na base de dados do genoma de J. curcas. As
sequéncias de amino&cidos apresentando similaridade foram submetidas ao programa de
alinhamento multiplo de sequéncias ClustalX. Foram identificadas oito proteinas com alta
similaridade, isto é, igual ou superior a 80% (TABELA 2).

As sequéncias dos peptideos gerados a partir dados de MS/MS estdo mostradas na
Tabela 3. Quando tais sequéncias foram comparadas com sequéncias deduzidas a partir do
genoma de J. curcas, chegou-se a sequéncia identificada como Jcr4S00619.70 (FIGURA 14),
cuja descricao se refere a uma proteina com funcgéo ainda desconhecida, mas que, com base na
sua sequéncia, poderia estar presente no grupo das prolaminas, com possibilidade de ser um
inibidor bifuncional (tripsinaa-amilase). Logo é muito provavel que a sequéncia identificada
como Jcr4S00619.70 corresponda a proteina JcTI-1. Diante desse pressuposto, Jcr4S00619.70
é o precursor de JcTI-1, com 140 residuos de aminoacidos e um pl tedrico de 6,75. Essa pro-
proteina contém um peptideo sinal de 39 aminoacidos (FIGURA 15).

Analises in silico da sequéncia da pré-proteina revelaram possiveis pontos de
glicosilacdo. Pontos de glicosilacdo foram observados nas posi¢des 45, 46 e 127, em residuos
de lisina (FIGURA 15 e FIGURA 16A). Adicionalmente, foram identificados pontos de O-
glicosilacdo com N-acetil-D-glucosamina (O-GIcNAc) envolvendo o0s residuos de
amino&cidos nas posi¢des 7, 23, 30 e 37 (FIGURA 15 e FIGURA 16B). O residuo de
aminoéacido 30 (treonina), alem de glicosilacéo pode sofrer fosforilacdo (FIGURA 16B).

A comparagdo da sequéncia aminoacidica completa do JcTI-I com outras
sequéncias depositadas no banco de dados ndo redundantes de proteinas do NCBI ndo
mostrou similaridade com membros da familia dos inibidores de tripsina e sim com albuminas
2S (FIGURA 17).
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Tabela 2 - Sequéncias das proteinas preditas baseadas no genoma de J. curcas apresentando alta similaridade (> 80%) com o N-terminal do JcTI-I

Identificacéo

Sequéncia

Similaridade’
(%)

Identidade?
(%)

JCTI-1 (N-terminal)®
Jcr4S00619.70

Jer4U31701.10

Jcr4S00619.30

Jcr4S00619.40

Jcr4S00619.50

Jcr4S00619.80

Jcr4S00619.60

Jcr4S00619.90

VRDICKKEAERRDLSSCENYITQRRGY

MANLITSTALLCVLLVIIANAVTGYRTIITTVEVDDSSNVRDICKKEAERRDLSSCENYITQR
RGRSEDMLAMPGIENPRQQVPRQCCNQAKELSAICRCESIHYLLEKQLEEGEVGSEDEARR
RTKNIIDVCFGSICPR
MAKLITSTPLICILLVHASAVPGYTTTTTTATDGKDHSFYVREICKEEANRKDLSSCENYIIG
QSRRISEDMSAKRGIKNRHHVYPRRCCNQAMKSASHPFCGLTRNFWSRSDHMQISTMVSST
KNGDDELPVFCVAAILIMNRHKIIKETRSIDDMIKAGALILSTSILAKS
MAKLITSTPLICILLVIASAVPGYTTTTTTATDGKDHSFYVREICKEEANRKDLSSCENYIIG
QSRRISEDMSAKRGIKNRHHVPRRCCNQASKLWAICRCESIMYLLEKQGHIGSQDFDEGKR
RIKNIIDVCFSSVCPY

MAKLAISTSLICVLLAIIANAVSGYLTATAITVEMEDAYRVQGICKKEAEKKDLSSCENYVR
LSRTRSEETPAIRRIGNRQQQVPGQCCNQAWKLSGFCRCQSIRYLPEKQGYVGSQEYDEAM
RRADDIISVCFDNICPR
MAKLMTSTALICILLVIITNAFSGYITAATISLEKEEDAYEVREICKWEARRKDLSSCESYVR
QSRTRSEETSAKQRIGNRHHVPTQCCDQAWKLHPVCQCEAIMYLAQKQGHIGSQEYDEAE
RRAFNIIDVCFGSVCPR

MAKLITLTALLCILLVIIANAVSGYRTLSTTVETDSSSNVRKICKWEAERKDLSFCENYIRQS
GRRSEAMLAMRGIENPKQQVPRQCCNQAEKLGPLCQCESIEYLLEKQVEEGQIGSQEYDEA
KRRTNNIIDVCFDSICPR
MAKLITSTALICILLVIHANAVSGHMTTTTTTTTVEMDDAYEVREMCKREAERTNLSSCERY
IRQSRTRSEALLAMKGIENRHHNVPRQCCDQARKLRAICRCESILYLPEKQGFVGSEEYEEA
ESRSYNIIDVCFGSACPR

MCRLGINVEIRDAAAMGKCVLFCQGYEYKFNINLLSHPYKKLALHIANAVSGYVTTTITTV

EIDDDSSNTSQRKCRREAERADLSSCESYMRSSRRPSEEMLALRGIENQQQRDLRQCCNEL
ROLSHDCPCEGIKYVLEQQLEQGQRERLEAVRRARSIPSACGLRTSCDIRS

100

95

95

84

84

82

84

80

96

80

76

68

68

78

68
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Fonte: http: /Awww .kazuza.org.jpjatropha.

! Porcentagem calculada a partir do pareamento idéntico entre as sequéncias alinhadas.
2 Porcentagem de residuos com propriedades quimicas semelhantes.

30 N-terminal do JcTI-1 foi determinado por degradagdo de Edman.
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Tabela 3 - Sequéncias de peptideos gerados apds digestdo triptica do JcTI-1, utilizando dados
de MS/MS

/174 Carga Delta (ppm) Sequéncia Modificagdes
821.13901 2 4.091931  (R)RDLSSCENYITQR(R)  Carbamidometil C (6)
743.3438 2 10.359877  (R)DLSSCENYITQR(R) Carbamidometil C (5)
424.7177 2 -2.8809798 (K)ELSAICR(C) Carbamidometil C (6)
646.3268 2 7.850316  (R)CESIHYLLEK(Q) Carbamidometil C (1)

774.3472 2 2.6834285 (K)QLEEGEVGSEDEAR(R)
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Figura 14 - Alinhamento das sequéncias dos peptideos gerados ap0s digestéo triptica do JcTI-

I, utilizando dados de MS/MS, com a sequéncia da proteina predita Jcr4S00619.70, deduzida

a partir do genoma de J. curcas
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MANLITSTALLCVLLVIIANAVTGYRTIITTVEVDDSSNVRDICKKEAERRDLSSCENYT
—————————————————————————————————————————————————— RDLSSCENYI
——————————————————————————————————————————————————— DLSSCENYI

PEP1-PEP5: Peptideos identificados a partir dos dados de MS/MM.
O alinhamento das sequéncias foi feito com auxilio da ferramenta Clustal 6mega. Regibes idénticas na proteina
predita Jcr4S00619.70 e nos peptideos do JcTI-I estdo demarcadas em amarelo.
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Figura 15 - Sequéncia do precursor do JcTI-I com indicagbes de possiveis pontos de
mudancas pos-traducionais

>Jcr4S00619.70
MANLITSTALLCVLLVIIANAVTGYRTIITTVEVDDSSNVRDI
lKKEAERRDLSSlENYITQRRGRSEDMLAMPGIENPRQOVP
RQ.NQAKELSAIIR.ESIHYLLEKQLEEGEVGSEDEARRRT

KNIIDVEBFGSIBPR

Peptideo sinal determinado com base na localizagao da sequéncia N-terminal do JcTI-I.
___ Peptideo sinal predito pelo programa SignalP 1.4.
[ Ponto de glicosilagdo identificando residuos de lisina glicosilados.

Predi¢do de sitios de O-glicosilacdo com N-acetil-D-glucosamina.

___Regibes presentes no precursor Jcr4S00619.70, porém ndo cobertas pelas sequéncias determinadas da regiao
N-terminal e dos peptideos obtidos por MS/MS do JcTI-I.

B Residuos de cisteina conservados no precursor Jcr4S00619.70, identificados com base no alinhamento de sua
sequéncia com sequéncias de proteinas ndo redundantes.
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Figura 16 - Diagrama do potencial de glicosilacdo no JcTI-I
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Posicdo na sequéncia

Pontos que estdo acima do limiar, identificado pela linha vermelha horizontal, correspondem aos provaveis
pontos de glicosilacdo. A: Pontos de glicosilacdo em residuos de lisina, situados nas posicdes 45, 46 e 127. B:
Pontos de O-glicosilagdo com N-acetil-D-glucosamina (O-GIcNAc) envolvendo os residuos de aminoacidos nas

posicdes 7, 23, 30 e 37. *: Residuo de treonina (posi¢do 30) que, além de glicosilacdo, pode sofrer fosforilagao.
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Figura 17 - Alinhamento da sequéncia do precursor do JcTI-1 (Jcr4S00619.70) com outras sequéncias de proteinas depositadas no NCBI
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5.4 Estrutura secundaria do JcTI-I

O espectro de dicroismo circular UV-distante (190-260 nm) mostrou que JcTI-I é
constituido principalmente por a-hélices (70%), ndo havendo a presenca de estruturas em
folhas-B. O espectro de dicroismo circular de JcTI-I apresentou absorbancias minimas a 208
nm e 222 nm e uma absorbancia maxima a 190 nm, espectro caracteristico de estrutura em o-
hélices. Os 30% restantes da proteina sdo representados por estruturas ndo ordenadas
(FIGURA 18).

O aquecimento do JcTI-1 a diferentes temperaturas (20 a 90 °C), por 10 minutos
em cada temperatura, resultou em apenas pequenas deformacdes no espectro da proteina

nativa, evidenciando sua estabilidade estrutural (FIGURA 19).

5.5 Estrutura terciaria do JcTI-I

As estruturas do JcTI-I preditas pelos diversos servidores tiveram como base
estruturas de outras albuminas 2S. Essas estruturas apesar de terem se mostrado
diversificadas, elas apresentaram algumas caracteristicas comuns, compreendendo a presenca
de varias a-hélices e segmentos de estruturas ndo ordenadas (FIGURA 20).

Dentre as condicOes testadas, o tampéo Tris-HCI 0,1 M, pH 7,5, contendo NaCl
0,15 M e CaCl, 0,02 M foi o que se mostrou mais adequado para manter o JcTI-1 em solugéo,
encontrando-se a proteina nesta condi¢do na forma homogénea (FIGURA 21).

Quando testada a estabilidade do JcTI-I, foi observado que a proteina sozinha
formava agregados ao longo do tempo, caracterizados pelo surgimento de focos na
distribuicéo radial, cuja ocorréncia se deu nas duas temperaturas testadas, 4 °C e 25 °C, e ao
longo de todo periodo experimental (5 dias) (FIGURA 22). Porém, quando o JcTI-I foi
analisado na presenca de tripsina, a 25 °C, a distribuicdo radial da proteina se concentrou em
um dnico ponto, mostrando-se monodispersa, ao longo dos 5 dias do teste. Esse mesmo
resultado ndo foi observado a 4 °C (FIGURA 23). Ja a tripsina sozinha em solucdo, nas
mesmas condigdes usadas com o JcTI-I, ndo se mostrou estavel, ou seja, monodispersa
(FIGURA 24). A partir desse experimento, a temperatura de 25 °C foi usada nos
experimentos de cristalizacao.

Os testes de pré-cristalizacdo indicaram uma concentragdo minima da solucéo de

JcTI-1 de 5 mg/L para ser usada nos experimentos de cristalizagdo. Quando testados os kits
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PACT Premier™, Morpheus® HT-96, JCSG-plus™ HT-96, Stura Footprint Screen, Classic,
AmSOQs suite, cristais de proteina ndo foram observados, mesmo ap6s seis meses. Todos 0s
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Figura 18 - Espectro de dicroismo circular do JcTI-I
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Comprimento de onda

JcTI-1 (1 mg/mL) foi solubilizado em tampao Tris-HCI 0,1 M, contendo Na;SO4 0,15 M e CaCl, 0,02 M, pH 7,5.
O espectro foi registrado entre 190 e 260 nm. A: proteina nativa; B: proteina submetida ao tratamento em

diferentes temperaturas (°C), conforme mostrado no eixo z, com variacao a cada 10 minutos.
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Figura 19 - Avaliacédo da estabilidade estrutural do JcTI-I frente a diferentes temperaturas, por

monitoramento através de dicroismo circular
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Comprimento de onda

JcTI-1 (1 mg/mL) foi solubilizado em tampao Tris-HCI 0,1 M, contendo Na;SO4 0,15 M e CaCl, 0,02 M, pH 7,5,
e incubado previamente em temperaturas variando de 20 °C a 90 °C, por 10 minutos. O espectro foi registrado
entre 190 e 260 nm.
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Figura 20 - Modelos estruturais preditos para 0 JcTI-I

A B

Os modelos estruturais foram gerados a partir da analise in silico utilizando diferentes servidores. A: IntFOLD;
B: M4T Server; C: Phyre2 e D: Swiss-Model.
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Figura 21 - Teste de homogeneidade do JcTI-I
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JcTI-I (1 mg/mL) foi solubilizado em tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 7,5, contendo NaCl 0,15 M e CaCl, 0,02 M.
A: Grafico bidimensional de DLS mostrando a distribuigdo radial do JcTI-I em funcgéo do tempo. A abundéancia
relativa de cada fracdo radial esta representada em escala de cor (vermelho: maior; azul: menor). B: Histograma
de distribuicéo do tamanho do JcTI-1 em solucéo.
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Figura 22 - Teste de estabilidade do JcTI-I
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JcTI-I (1 mg/mL), solubilizado em tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 7,5, contendo NaCl 0,15 M e CaCl, 0,02 M, foi acondicionado por 5 dias, a 4 °C e 25 °C, e medicGes feitas por
DLS em diferentes dias. As medicGes foram realizadas nos dias 0 (A), 3 (B, D) e 5 (C, E) a4 °C e 25 °C, respectivamente.
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Figura 23 - Teste de estabilidade do JcTI-I conjugado a tripsina
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JcTI-I (1 mgmL), solubilizado em tampdo Tris-HCI 0,1 M, pH 7,5, contendo NaCl 0,15 M e CaCl, 0,02 M e conjugado a tripsina (proporcdo 2:1, JcTl-l:enzima), foi

acondicionado por 5 dias, a 4 °C e 25 °C, e medicGes feitas por DLS em diferentes dias. As medi¢des foram realizadas nos dias 0 (A), 3 (B, D) e 5 (C, E) a4 °C e 25 °C,
respectivamente.
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Figura 24 - Teste de estabilidade da tripsina
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Tripsina solubilizada em tamp&o Tris-HCI 0,1 M, pH 7,5, contendo NaCl 0,15 M e CaCl, 0,02 M foi acondicionada por 5 dias, a 4 °C e 25 °C, e medices feitas por DLS em

diferentes dias. As medicGes foram realizadas nos dias 0 (A), 3 (B, D) e 5 (C, E) a4 °C e 25 °C, respectivamente.



81

cristais avaliados em anodo rotativo por difracdo de raios-X foram salinos.

Uma nova tentativa foi feita usando uma solucéo de JcTI-1 10 mg/mL, no mesmo
tampdo e condicdes ja citados. Dessa vez, foram observados pequenos cristais ou formacao de
nacleos de cristalizacdo em algumas condigdes testadas. Os pequenos cristais ndo foram
vidveis para andlise em anodo rotativo, mas foi detectada fluorescéncia dessas formas na
presenca de luz ultravioleta, sugerindo a probabilidade de serem proteicos (FIGURA 25).
Diante desse fato, novas condicGes foram testadas variando as concentracfes de agentes
precipitantes e técnicas de cristalizacdo, conforme descritas na se¢cdo Métodos. Porém, por um
periodo de observagdo de trés meses, ndo foi verificada a formacédo de cristais nas condigdes
testadas. Em adicdo, foi observado que, quando a proteina era usada em concentracGes mais
elevadas (> 13 mg/mL), havia precipitagao.

A analise do estado oligomérico do JcTI-I por SAXS revelou que, nas
concentragoes testadas (2, 4, 8 ¢ 16 mgmL em Tris-HCI 0,1 M, pH 8,5, contendo NaCl 0,15 e
CaCl; 0,02 M), a proteina mostrou padrdo similar, apresentando-se monodispersa (FIGURA
26). Através do uso do programa GNOM, foi observado que JcTI-1 em solucdo € monomodal,
isto é, a proteina apresenta uma Unica distribuicdo em solucdo, conforme demonstrado na
Figura 21B. Os valores calculados do raio de giro (Rg) e da massa molecular aparente foram
2,0 e 10 kDa, respectivamente, indicando que JcTI-1 em solucdo apresenta-se como um
mondmero. Estas informacbes foram usadas na modelagem ab initio para determinacdo da
estrutura de baixa resolucdo do JcTI-I. A aplicacdo dos programas ATSAS e DAMMIF nos
dados de SAXS processados pelo GNOM mostrou que JcTI-1 em solugédo se apresenta na
forma alongada (FIGURA 27).

Através da comparacdo do modelo ab initio construido a partir dos dados de
SAXS (FIGURA 27) com os modelos preditos in silico (FIGURA 20), foi predito um modelo
para o0 JcTI-I, possivelmente bastante préximo a sua estrutura real. O encaixe do modelo in
silico com 0 modelo ab initio estd mostrado na Figura 28. O modelo final proposto para o
JcTI-1 também levou em consideracdo dados de proteinas contendo estruturas secundarias
semelhantes, incluindo a albumina alérgena de Bertholletia excelsa (codigo de acesso do
PDB: 2LVF), proteina recombinante pro-napina (codigo de acesso do PDB: 1SM7) e a cadeia

D da sweet-proteina mabinlina-2 (codigo de acesso do PDB: 2DS2).



Figura 25 - Formag&o de nucleacdo e microcristais do JcTI-1

JCTI-I (10 mgimL) solubilizado em tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 7,5, contendo NaCl 0,15 M e CaCl, 0,02 M, foi submetido a diferentes condi¢des de cristalizacdo.
A-B-C-D: Acetato de sédio 0,1 M, pH 4,76, contendo fosfato de amdnio 0,2 M e PEG 600 60% (PACT Premier™); E-F: Bis-Tris propano 0,1 M, pH 8,5, contendo

formato de sédio 0,2 M e PEG 3350 20% (m#) (PACT Premier™); G-H: Bis-Tris propano 0,1 M, pH 8,5, contendo sulfato de sédio 0,2 M e PEG 3350 20% (m/)

(PACT Premier™); 1-J: Citrato de sodio 0,1 M, pH 6,5, contendo sulfato de amonio 1,8 M; L-M: HEPES 0,1 M, pH 8,2, contendo PEG 550 MME 15-50% (m/v)
(Stura Footprint Screen); N-O Tris-HCI 0,1 M, pH 8,5 contendo MgCl, 0,2 M e PEG 4000 20% (m/v).
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Figura 26 - Andlises de SAXS do JcTI-I
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Curvas de espalhamento experimental do JcTI-1 em diferentes concentragdes. JcTI-I foi solubilizado em tampéo Tris-HCI 0,1 M, pH 7,5, contendo NaCl 0,15 M e CaCl, 0,02

M, encerrando as seguintes concentra¢des: 2 mgmL (A); 4 mgmL (B); 8 mg/mL (C) e 16 mgmL (D).



Figura 27 - Modelo ab initio do JcTI-I construido a partir dos dados de SAXS

O ajuste do modelo ab initio foi calculado pelo programa DAMMIF.
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Figura 28 - Modelo final proposto para o JcTI-1

Na defini¢do do modelo acima foi considerado o encaixe do modelo obtido através de analises in silico (estrutura
em verde) com o modelo ab initio construido a partir dos dados de SAXS (esferas em azul). Foi também levado

em consideragdo dados de albuminas 2S contendo estruturas secundarias semelhantes.
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5.6 Cinética de inibicédo do JcTI-I

Os dados da cinética de inibicdo da tripsina pelo JcTI-I estdo mostrados na Figura
29. Para obtencdo dos dados, uma concentracéo fixa de tripsina (8 x 10 M) foi incubada na
presenca (0,5-1,0 x 10° M) e auséncia do JcTI-1. O grafico 1/V versus 1/[S] mostra que, na
presenca do JcTI-I, 0 Ky ndo foi alterado, porém a Vmax sofreu reducgdo. Tais informagdes
indicam que o mecanismo de inibi¢éo da tripsina pelo JcTI-1 é do tipo ndo competitivo.

A constante de inibicdo (Ki) calculada para o JcTI-I foi cerca de 2,4 x 107 M,
levando a conclusdo de que a inibicdo da tripsina por essa proteina se da em baixa

concentragéo.

5.7 Efeito do agente redutor DTT sobre a atividade inibitéria de tripsina do JcTI-I

O tratamento do JcTI-I com DTT em todas as concentragdes e tempos testados
resultou na reducdo de sua atividade inibitdria frente a tripsina. Ja na menor concentracao de
DTT e tempo testados (0,001 M, 15 minutos), a interferéncia desse agente redutor sobre a
atividade inibitéria do JcTI-1 foi notavel. Nessa condicdo, a atividade residual da tripsina
passou de 18% (sem tratamento com DTT) para 54%. Quando a concentracdo de DTT foi
aumentada para 0,1 M, considerando os mesmos 15 minutos, a atividade residual da tripsina

subiu para 73%.

5.8 Atividade antibacteriana do JcTI-I

Ensaios para avaliacdo da atividade antibacteriana in vitro do JcTI-1 foram
realizados periodicamente, ap0s cada processo de purificacdo, a fim de verificar se a proteina
pura estava realmente ativa. A proteina pura sempre se mostrou capaz de inibir o crescimento
de S. aureus e S. choelerasius (FIGURA 31)

Na determinagdo da MIC do JcTI frente a essas duas bactérias, foram utilizadas
concentracdes desse inibidor que variaram de 5 a 500 pg/mL (FIGURA 32). De um modo
geral, em todas as concentracdes testadas, o JCTI apresentou efeito deletério sobre as bacterias
ensaiadas, sendo a inibicdo do crescimento bacteriano mais visivel a medida que a
concentracdo do inibidor aumentava. Aparentemente, a espécie S. aureus foi a menos

suscetivel aos efeitos inibitérios do JcTI, tendo mostrado retardo no crescimento em todas as
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Figura 29 — Cinética da inibic&o de tripsina pelo JcTI-I
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(A) Grafico de Linewearver-Burk da inibigéo de tripsina pelo JcTI-1. O mecanismo de inibigdo do JcTI-I sobre a
tripsina ¢ do tipo ndo competitivo (Km = Km’; Vmax > Vmax’). (B) Gréfico de Dixon. O Ki determinado foi de
2,4 x107 M.
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Figura 30 - Atividade inibitoria de tripsina do JcTI-I apds tratamento com o agente redutor
DTT
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JcTI-1 foi usado a 0,035 mgmL, uma concentragdo capaz de inibir a atividade da tripsina entre 50-70%, nas

condi¢Bes do ensaio. A atividade inibitoria de tripsina foi avaliada ap6s incubagéo do JcTI-I com DTT 0,001,
0,01 ou 0,1 M por 15, 30 ou 60 minutos a 60 °C.
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concentracOes utilizadas. Contrariamente, S. choleraesuis se mostrou bastante vulneravel aos

efeitos desse inibidor, sendo completamente inibida em quase todas as concentragdes usadas.

5.9 Modo de ac¢do antibacteriana do JcTI-I

Quando avaliada a acdo do JcTI-1 0,001 M sobre as proteases bacterianas, essa
proteina se mostrou capaz de inibir em torno de 84,6% e 100% as atividades das enzimas
proteoliticas de S. aureus e S. choelerasius, respectivamente (FIGURA 33). Esses valores
foram semelhantes aos encontrados para o PSMF (0,001 M), um inibidor de proteases
serinicas utilizado como controle positivo.

O efeito antibacteriano do JcTI-1 provavelmente resulta de sua interacdo prévia
com a célula bacteriana, dada a constatacdo de sua presenca em células de S. aureus,
observada através do acoplamento da proteina ao composto fluorescente FITC (FIGURA 34).

O tratamento de células de S. aureus com JcTI-I (5 pg/mL) causou aumento na
permeabilidade da superficie da bactéria, permitindo a entrada do composto iodeto de
propidio e sua posterior reacdo com moléculas de &cidos nucleicos, havendo emissdo de
fluorescéncia (FIGURA 35B). Contrariamente, células de S. aureus incubadas com tampé&o
fosfato de sddio 0,05 M, pH 7,5 ndo mostraram fluorescéncia no seu interior (FIGURA 35A).

O teste para verificacdo da atividade DNasica do JcTI-I foi positivo, ou seja, a

proteina foi capaz de degradar o DNA da bactéria C. violaceum (FIGURA 36, Raia 3).

5.10. Atividade anti-toxoplasma do JcTI-I

JcTI-1, nas quatro concentracdes testadas, 0,05, 0,1, 0,5 e 1 mg/mL, ndo se
mostrou citotoxico para células Vero, usadas como células hospedeiras do parasita T. gondii.
Esses resultados mostram que qualquer uma dessas concentracGes poderia ser usada nos
ensaios de atividade anti-parasita (TABELA 4).

Culturas de células Vero previamente infectadas com T. gondii mostraram
taquizoitos em estagio proliferativo, com aumento do nimero de parasitas dentro do vacuolo
parasotoforo, confirmando a progressdao da infeccdo. Uma vez constatada a infeccdo, as
culturas de células Vero foram tratadas com JcTI-1 nas concentragdes de 0,05, 0,1, 05e 1
mg/mL por 24 horas. Apds esse tempo, foi observado que no grupo controle (ndo tratado com
JcTI-1) o numero de células infectadas com o parasita era 60,5 + 5, enquanto nas culturas de

células tratadas com JcTI-lI esse numero se apresentava menor, exceto quando usado a



Figura 31 - Curva de crescimento bacteriano na presenca do JcTI-I
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As bactérias S. choleraesuis (A) e S. aureus (B) foram postas em contato com JcTI-I (500 pgP/mL). Controle:

tampao fosfato de so6dio 0,05 M, pH 7,5.
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Figura 32 - Efeito do JcTI-I para bactérias a diferentes concentragdes sobre o crescimento de
S. aureus e S. choleraesius
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A concentragdo inibitéria minima (MIC) do JcTI-I foi estimada com base em suas diferentes concentragoes (5 -
500 pg/mL) testadas frente & avaliagdo do crescimento das bactérias S. choleraesuis (A) e S. aureus (B).
Controle: tampédo fosfato de sodio 0,05 M, pH 7,5. O ensaio foi realizado em triplicata para cada concentra¢do
do JcTI-1. O desvio padréo foi menor do que 10%.
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Figura 33 - Efeito inibitdrio do JcTI-I sobre proteases extraidas de S. aureus e S. choelerasius

120+
100+
45
= 80_
= -
e 4 S
S A
:3 2 60 . . HEl Tripsina
= 2 Proteases de S. aureus
=8 |
= =4 All E= Proteases de S. choelerasius
20+
0" T

JcTI-1 PMSF

O efeito do JcTI-1 0,001 M sobre proteases de S. aureus e S. choelerasius foi avaliado. Tripsina bovina (0,3
mg/mL) foi utilizada como padrdo de protease serinica. PMSF 0,001 M, um inibidor de protease serinica, foi
utilizado como controle positivo. Asterisco representa diferenca significativa (P < 0.05) em comparacdo ao

tampao fosfato de s6dio 0,05 M, pH 7,5 (controle). O ensaio foi realizado em triplicata e cada valor representa a
média + desvio padréo.
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Figura 34 - Microscopia Optica e de fluorescéncia de células de S. aureus tratadas com JcTI-I
acoplado ao FITC

Células de S. aureus (D.O. 620 nm = 0,4) foram tratadas com (A) tampéo fosfato de sddio 0,05 M, pH 7,5 ou (B)
JcTI-1 (5 pg/mL) acoplado ao FITC. Células tratadas com JcTI-I1 acoplado ao FITC emitiram fluorescéncia,

indicando ligacéo da proteina a bactéria. Barra: 10 pm.
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Figura 35 - Microscopia Optica e de fluorescéncia de células de S. aureus tratadas previamente
com JcTI-1 e posteriormente incubadas com iodeto de propidio

Células de S. aureus (D.O. 620 nm = 0,4) foram previamente tratadas com (A) tampao fosfato de sédio 0,05 M,
pH 7,5 ou (B) JcTI-I (5 pg/mL), a 37 °C, por 14 horas. Apds o periodo de incubacéo, 0,4 pL de uma solucéo de
iodeto de propidio 0,001 M foi adicionado, ficando em contato por 1 hora, a 37 °C. A presenca de pontos de
fluorescéncia em células de S. aureus indica a entrada do iodeto de propidio decorrente do aumento da

permeabilidade da membrana celular da bactéria causado pelo JcTI-I. Barra: 10 pm.
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Figura 36 - Gel de agarose (0,8%) de DNA gendémico de C. violaceum incubado com JcTI-I
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A eletroforese demonstra a atividade DNasica do JcTI-I. Nas raias, foi aplicado 1 pg de cada uma das proteinas
testadas e 1 pug do DNA. M: marcador; Raia 1: Controle positivo (Dnase | recombinante, livre de RNase, 5
unidades; Raia 2: JcTI-1; Raia 3: DNA gendmico; Raias 4, 5 e 6: Controles negativos, representados por BSA,
SBTI e Tampdo Tris-HCI 0,05 M, pH 7,4, respectivamente.
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proteina na concentragdo de 0,05 mg/mL. JcTI-1 a 0,1 mg/mL causou 33% de reducdo no
namero de células infectadas. Essa reducdo foi mais acentuada (67%) quando a concentracdo
testada foi 1 mg/mL (TABELA 5).

Com relacdo ao numero de taquizoitos intracelulares, o tratamento das células
hospedeiras com JcTI-1 na menor concentracdo testada (0,05 mg/mL) ja reduziu em cerca de
50% o numero desse parasita dentro das células. Essa taxa de redugdo subiu progressivamente
com o aumento da concentracdo da proteina no meio. Na maior concentracdo de proteina
testada (1 mg/mL), foi observada uma reducdo proxima a 90% no numero de taquizoitos
intracelulares (TABELA 5).

Células Vero infectadas com o parasita na auséncia (controle) do JcTI-I
preservaram suas caracteristicas morfoldgicas, tendo sido observado propagacao, citoplasma
ndo vacuolizado e vacuolos parasitéforos contendo taquizoitos proliferativos (FIGURA 37A).
Ja as células infectadas e incubada com JcTI-I por um periodo de 24 horas, apesar de
apresentarem caracteristicas morfoldgicas semelhantes ao controle, exibiram diferencas
expressivas em relacdo aos parasitas, uma vez que estes foram progressivamente destruidos
ou totalmente eliminados na medida em que a concentracdo da proteina foi aumentando
(FIGURA 37B-E).

Para verificar se JcTI-1 estaria agindo sobre organelas ou proteinas envolvidas no
processo ativo da invasao e formacdo do vacuolo parasitéforo, parasitas recém liberados das
células hospedeiras foram tratados por 30 minutos com JcTI-I nas concentragfes de 0,05, 0,1,

0,5 e 1 mg/mL, lavados e, posteriormente, incubados com novas células hospedeiras. Apés 24
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Tabela 4 - Citotoxicidade do JcTI-1 para células Vero

JcTI-I NUmero de células Vero
(mg/mL)

0 (controle) 214,0 £ 17,42

0,05 226,7 + 31,22

0,1 198,1 + 14,42

0,5 227,8 + 20,02

1,0 220,5 + 13,12

Células Vero foram usadas como hospedeiras do parasita T. gondii. Células Vero foram colocadas em placas de
24 pogos (2 x 10* células por poco) e incubadas a 37 °C, por 48 horas. Apds esse tempo, JcTI-1 em diferentes
concentragdes (0,05, 0,1, 0,5 e 1 mg/mL em tampao fosfato de sodio 0,05 M, pH 7,1, contendo NaCl 0,15 M) foi
incubado com as células Vero a 37 °C e atmosfera de CO, 5% por 24 horas. Tampao fosfato de sédio 0,05 M, pH

7,1, contendo NaCl 0,15 M foi utilizado como controle negativo.
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Tabela 5 - Efeito do JcTI-1 sobre os nimeros de células Vero infectadas com T. gondii e de

taquizoitos intracelulares

JcTI-I NUmero de células NuUmero de parasitas
(mg/mL) infectadas intracelulares

0 (controle) 60,5+ 5,02 504,0 + 29,02
0,05 60,1 + 13,0 275,7 +29,0°

0,1 40,5 + 2,0° 186,5 + 4,0°

0,5 27,8 +2,0° 113,8 +10,0¢

1,0 20,0 + 3,01 58,0 + 7,0°

JcTI-1 em diferentes concentragdes (0,05, 0,1, 0,5 e 1 mg/mL) foi solubilizado em DMSO (1% v/v) e diluido em

meio DMEM 1152 suplementado com soro fetal bovino. Na contagem, apenas taquizoitos com morfologia

caracteristica em meia-lua foram considerados viaveis. Tampdo fosfato de sodio 0,05 M, pH 7,1, contendo NaCl

0,15 M foi utilizado como controle negativo.
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Figura 37 - Microscopia Optica de células Vero infectadas com T. gondii tratadas ou ndo com
JcTI-1 em diferentes concentragcOes

Cultura controle (A) e células Vero infectadas e tratadas com JCTI-I nas concentragdes de 0,05 mg mL (B), 0,1
mg/mL (C), 0,5 mg/mL (D) e 1 mg/mL (E), por um periodo de 24 horas. Setas: N — nucleo de células Vero, P —

vacuolo parasitéforo.
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horas de incubacdo, nenhuma diferenca foi observada no nimero de células infectadas nem no
namero de parasitas intracelulares, mesmo quando JcTI-1 foi utilizado na concentracdo de 1
mg/mL (TABELA 6). Em ambos o0s casos, 0s vactolos parasitoforos apresentaram taquizoitos
replicativos (FIGURA 38). Entretanto, a analise da ultraestrutura dos parasitas tratados com
JcTI-1 mostrou desorganizacdo e descaracterizagdo do complexo interior pelicular e da
membrana plasmatica, além da multipla formacéo de bolhas no citoplasma (FIGURA 39).

5.11 Perspectivas de uso seguro do JcTI-1 para animais superiores

Para avaliar se JcTI-I teria acdo citotoxica ou mesmo seria causaria toxicidade
aguda, foram realizados dois ensaios: um in vitro e outro in vivo; em ambos os testes foram
usadas concentracdes bem mais elevadas do que aquelas usadas nos testes de atividades
antibacteriana e anti-toxoplasma no presente trabalho, nos quais a proteina se mostrou ativa.
JcTI-1 (500 pg/mL) ndo causou lise de hemécias humanas, diferindo dos resultados
observados com Triton X-100 0,1% (FIGURA 40). Adicionalmente, JcTI-I (5 mg/mL) néo

causou alteracdes comportamentais visiveis e letalidade em camundongos.
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Tabela 6 - Efeito do pré-tratamento de taquizoitos de T. gondii com JcTI-I e posterior
infecgdo de células Vero

JcTI-1 Numero de células infectadas Numero de parasitas intracelulares
(mg/mL)

0 (controle) 121,0 £ 3,02 389,0 + 31,02

1,0 117,5+ 5,02 387,0 = 3,0°

Parasitas recém liberados das células hospedeiras foram pré-tratados por 30 minutos com JcTI-I a 1 mg/mL,

lavados e, posteriormente, incubados por 24 horas com novas células Vero. Tampao fosfato de sédio 0,05 M, pH
7,1, contendo NaCl 0,15 M foi utilizado como controle negativo.
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Figura 38 - Microscopia Optica de células Vero infectadas com taquizoitos de T. gondii pré-
tratados com JcTI-I

Parasitas recém liberados das células hospedeiras foram pré-tratados por 30 minutos com JcTI-l1 a 1 mg/mL,
lavados e, posteriormente, incubados por 24 horas com novas células hospedeiras. Células Vero infectadas com
taquizoitos incubados previamente em meio de cultura DMEM 1152 suplementado com 5% de soro fetal bovino

(A) ou pré-tratados com JcTI-1 (B). Setas: N — nlcleo de células Vero, P — vactolo parasitéforo.
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Figura 39 - Microscopia eletronica de taquizoitos extracelulares de T. gondii pré-tratados com
JcTI-1

Taquizoitos foram previamente tratados com JcTI-1 1 mg/mL, por 30 minutos, antes da infeccdo das células
Vero. A prévia incubacdo levou a desorganizacdo da membrana pelicular interna, membrana plasmatica e a
formacdo vérias vesiculas no citoplasma. Seta branca: nicleo do parasita (N). Seta preta: membrana plasmética

(PM). Ponta de flecha preta: membrana pelicular interna (IPC). Estrelas: vesiculas.
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Figura 40 - Avaliacéo da agdo citotoxica de JcTI-I usando hemacias humanas
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Lise de hemécias humanas foi avaliada na presenca de JcTI-1 (500 pg/mL). Controle positivo: Triton X-100
0,1%. Controle negativo: tampéo fosfato de sddio 0,05 M, pH 7,0, contendo NaCl 0,15 M (PBS). Os valores de
D.O. 540 nm foram normalizados contra 100% de hemécias lisadas com Triton X-100 0,1%. Cada ponto

representa a média de trés experimentos. O desvio padrédo foi menor do que 10%.
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6 DISCUSSAO

Para o alcance dos objetivos pretendidos no presente trabalho, com énfase na
caracterizacdo estrutural e cinética do JcTI-I, o ponto de partida foi a elucidacdo de sua massa
molecular. A principio, foi pensado que JcTI-1 seria uma proteina de 20 kDa. Essa predigéo
resultou da andlise prévia do JcTI-1 por eletroforese (PAGE-SDS) em condi¢des nédo
redutoras, na qual mostrou essa proteina como uma banda de massa molecular aparente de 20
kDa. O seu tratamento com f-mercaptoetanol 1%, resultou em uma massa molecular aparente
de 10 kDa, observada, também, através da analise por PAGE-SDS. Para uma determinacao
mais precisa da massa molecular, o JcTI-I foi submetido a andlise por espectrometria de
massas, tendo a proteina intacta apresentado massa molecular de 10,252 kDa. Através dessa
mesma técnica, foi analisada a proteina tratada previamente com DTT 0,1 M e IAA 0,3 M,
tendo sido verificadas massas moleculares de 7,133 e 3,124 kDa. Atraves dos dados obtidos,
foi concluido que JcTI-1 é uma proteina de 10,252 kDa, formada por duas cadeias
polipeptidicas unidas por pontes dissulfeto. E possivel que, nas condices brandas em que
JcTI-1 é purificado, essa proteina sofra agregacdo, o que justificaria a massa molecular
aparente de 20 kDa, observada por PAGE-SDS na auséncia do agente redutor. Além disso, 0
tratamento empregado na reducdo do JcTI-I para analise por espectrometria de massas foi
bem mais drastico do que aquele utilizado na avaliacdo por PAGE-SDS, o que também
poderia contribuir para a ndo formacéo de agregados.

Para obtencdo de dados da estrutura priméaria do JcTI-I, buscou-se, inicialmente, a
determinacdo de sua sequéncia N-terminal. A sequéncia N-terminal do JcTI-I, constituida por
27 aminoacidos, VRDICKKEAERQDLSSCENYITQRRGY, mostrou similaridade com as de
outras proteinas, em particular com albuminas 2S (COSTA et al., 2014). Essa semelhanca
corrobora com os dados de massa molecular do JcTI-I, pois assim como verificado para esta
proteina, varias albuminas 2S sdo constituidas por cadeias polipeptidicas, uma maior e outra
menor, com massas moleculares bem préximas as encontradas no presente trabalho. Algumas
dessas albuminas estdo presentes em sementes de Sesamum indicum (MORENO et al., 2005),
Brassica napus L. (MONSALVE et al., 1991), B. juncea (MANDAL et al., 2002), Ricinus
communis (IRWIN et al., 1990; DA SILVA et al., 1996), Arabidopsis thaliana (D'HONDT et
al., 1993) e Glicine max (LIN et al., 2004).

De posse da sequéncia N-terminal do JcTI-1, também foi possivel seu alinhamento
com Vvarias outras sequéncias de proteinas preditas a partir dos dados do genoma de J. curcas.

No alinhamento realizado, oito proteinas foram identificadas como provaveis candidatas a
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serem o0 JcTI-I. Posteriormente, com os dados adicionais acerca da sequéncia primaria do
JcTI-1 gerados por espectrometria de massas, foi possivel o reconhecimento da proteina
predita identificada como Jcr4S009.70 como sendo o JcTI-I.

A proteina Jcr4S009.70 trata-se de uma pro-albumina, contendo um peptideo sinal
de 24 residuos de aminoédcidos, predito pelo programa SignalP. No entanto, com base na
sequéncia N-terminal do JcTI-I, determinada por degradacdo de Edman, o peptideo sinal teria
39 residuos de aminoacidos. Em geral, as proteinas de reserva, como albuminas 2S, sao
sintetizadas com um peptideo sinal. O peptideo sinal é importante para a identificacdo e
enderecamento da pro-albumina ao reticulo endoplasmatico e vactolo de armazenamento,
favorecendo a ocorréncia das mudangas pos-traducionais necessarias (VON HEIINE, 1990;
KOO et al., 1998; JOLLIFFE et al., 2004; VITALE; HINZ, 2005). E também no reticulo
endoplasmatico que a proteina é enovelada e as pontes dissulfeto sdo formadas (SHEWRY;
NAPIER; TATHAM, 1995). Assim, a diferenca entre o tamanho do segmento do peptideo
sinal predito pelo programa SignalP e o observado experimentalmente pode ser justificada por
mudancas pos-traducionais ocorridas no reticulo endoplasmatico e vacltolo de
armazenamento, de forma semelhante ao verificado com a albumina 2S da castanha do Para.
Essa albumina 2S sofre uma primeira clivagem na extremidade N-terminal, onde esta
localizado o peptideo sinal, tdo logo alcanca o reticulo endoplasmatico. Posteriormente, ao
chegar no vacuolo de armazenamento, essa albumina 2S sofre uma segunda clivagem na
porcdo N-terminal, causando a remocdo de 14 residuos de aminoacidos (SAALBACH,;
ROSSO; SHUMANN, 1996).

Na verdade, o peptideo sinal presente nas albuminas 2S normalmente apresenta 3
dominios: um N-terminal, um central e um C-terminal (VON HEIJNE, 1990). Os dados
encontrados para o JcTI-I condizem com essa informacédo. Além do peptideo sinal presente no
dominio N-terminal, é provavel que o JcTI-I apresente regides localizadas nos dominios
central e C-terminal, as quais sdo removidas por mudancas pds-traducionais, uma vez que tais
segmentos ndo foram cobertos pela sequéncia N-terminal e sequéncias dos peptideos
identificados por espectrometria de massas. Esse tipo de processamento € observado para a
albumina 2S da castanha do Para que, apds chegada ao vacuolo de armazenamento, além de
sofrer a remocao de residuos de aminoacidos da extremidade N-terminal, sofre a clivagem de
um segmento constituido por 5 residuos de amino&cidos situados na regido central e de um
outro com 4 residuos de aminoéacidos localizado no dominio C-terminal (SAALBACH,;
ROSSO; SHUMANN, 1996). Um peptideo sinal interno também foi identificado na pro-
albumina de R. communis (JOLLIFFE et al., 2004).
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O alinhamento da sequéncia do JcTI-1 maduro, portanto sem o peptideo sinal,
apresentou similaridade com albuminas 2S ou seus precursores, mostrando a presenca de oito
residuos de cisteina conservados, seguindo o padrdo ----C----C-----CC----CXC----C----C---.
Tais residuos de cisteina estdo envolvidos na formacdo de quatro pontes dissulfeto, duas
intercadeias e duas na cadeia maior (MORENO; CLEMENTE, 2008). A rigor, as albuminas
2S sdo geralmente sintetizadas como uma cadeia polipeptidica de 10 a 15 kDa que,
posteriormente, passa por mudancgas pos-traducionais, levando a formacao das duas cadeias
(uma maior e outra menor). Além disso, essa classe proteica apresenta grande variacdo de
aminoacidos e mesmo sequéncias divergentes, o0 que justificaria a similaridade apenas em
torno de 40% observada entre o JcTI-1 e albuminas 2S ja sequenciadas. No entanto, apesar da
divergéncia na sequéncia de aminoacidos, o padrdo de posicionamento dos residuos de
cisteina é conservado (HSIAO et al., 2006). Assim, considerando os dados de sequéncia de
aminoacidos determinados para o JcTI-1, sua semelhanca com outras albuminas 2S e o padrao
de conservacdo dos residuos de cisteina, a predicdo é que as pontes dissulfeto na proteina em
estudo envolva as cisteinas nas posicdes 5-59, 17-87, 88-94 e 61-99. Essas pontes dissulfeto
conferem estabilidade a molécula proteica, que podem favorecer a manutencéo das estruturas
em a-hélices (CHHABRA; DIXIT, 2013).

A possibilidade de ocorréncia de sitios de glicosilagdo no JcTI-1 também foi
investigada através de andlises in silico. Varios dos sitios de glicosilagdo preditos se
mostraram presentes no peptideo sinal. Possiveis sitios de glicosilacgdo também foram
previstos na proteina madura, corroborando com os achados prévios de Costa et al. (2014) de
que JcTI-1 é uma glicoproteina, contendo 6,4% de carboidratos. Outras albuminas 2S também
sdo glicosiladas, como as proteinas ligantes a quitina de Moringa oleifera, denominadas Mo-
CBP3 (GIFONI et al., 2012) e Mo-CBPs+ (PEREIRA et al.,, 2011). Adicionalmente, o
programa YinOYang, usado na identificacdo de sitios de glicosilacdo, também identificou um
possivel ponto de fosforilacdo no residuo 30, que se trata de uma tirosina, fazendo parte do
peptideo sinal. E possivel que tais sitios de modificagdo pos-traducionais no peptideo sinal
contribuam para identificacdo e enderecamento do JcTI-I na célula vegetal.

Quanto a estrutura secundaria do JcTI-1I, dados de dicroismo circular mostraram
que essa proteina é formada, principalmente, por estruturas em a-hélices e ndo ordenadas.
Esses dados corroboram para classificagdo do JcTI-1 como uma albumina 2S. Essas proteinas,

em geral, sdo formadas por 4-5 a-hélices, posicionadas entre voltas e estruturas nao
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ordenadas. Tais estruturas em a-hélices sdo estabilizadas e mantidas por ligagdes dissulfeto
(MILLS et al., 2004; CHHABRA; DIXIT, 2013).

De posse da sequéncia da pro-proteina do JcTI-1, foram conduzidas analises in
silico voltadas a determinacédo de sua estrutura tridimensional, utilizando servidores presentes
no Portal Model. As estruturas obtidas mostraram diferencas entre si, 0 que pode ser devido a
similaridade apenas em torno de 40% entre a proteina em estudo e as sequéncias das proteinas
depositadas no PDB, conforme ja mencionado. As regides mais conservadas foram aquelas
onde se encontravam os residuos de cisteina. Apesar das divergéncias, foi observado que
todos os modelos continham, pelo menos, quatro o-hélices, estabilizadas por pontes
dissulfeto, uma caracteristica bastante comum para a classe das albuminas 2S (MURZIN et
al., 1995). Essa predominancia de a-hélices no JcTI-I, observada através de andlises in silico,
se mostrou condizente com os dados experimentais obtidos por dicroismo circular.

Os experimentos de cristalizagdo foram iniciados com avaliagdo da
homogeneidade do JcTI-I em solucdo por DLS, visto se tratar de uma condicao essencial para
obtencdo do cristal. Essa homogeneidade é observada por meio da natureza monodispersa da
proteina em solucdo (DEV; SUROLIA, 2006). Apos determinada a solucdo em que a proteina
se apresentava monodispersa (Tris-HCI 0,1 M, pH 7,5, contendo NaCl 0,15 M e CaCl, 0,02
M), prosseguiu-se com os testes de estabilidade, tendo sido observado que a temperatura
ambiente (25 °C) era a mais indicada para os testes de cristalizacdo. Além disso, foi
verificado que a proteina incubada com tripsina, na proporcdao de 1:2, se apresentava mais
estavel. De fato, alguns inibidores sdo mais facilmente cristalizados quando complexados com
a enzima alvo (SWEET et al., 1974; BODE et al., 1989; ZHOU et al., 2013). Além da
tripsina, CaCl> 0,02 M foi também incluido na solugdo de incubacdo do JcTI-1, conforme
mencionado. Cétions divalentes sdo capazes de aumentar a atividade enzimatica da tripsina,
por alterarem sua conformacéo, resultando na melhor interacdo entre o inibidor e a protease
(GREEN; NEURATH, 1953).

Apesar do estabelecimento de condicdes favoraveis da solucdo de JcTI-I a
obtencdo de cristais, isso ndo foi possivel! N&o obstante, o crescimento de cristais proteicos
de tamanho suficientemente adequado para realizacdo do experimento, € o passo mais dificil
da cristalografia. A rigor, o processo de cristalizacdo € caracterizado por dois passos:
nucleacdo e crescimento do cristal, requerendo a formacdo de uma solucdo supersaturada de
proteina precipitante; entretanto, € necessario um nivel maior de supersaturacdo para a
nucleacdo do que para o crescimento do cristal, o que dificulta o controle individual desses
parametros (MCPHERSON; MALKIN; KUZNETSOV, 1995; MCPHERSON, 2004). No
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caso especifico do JcTI-I, testes adicionais variando a concentra¢ao da proteina entre 5 e 10
mgmL e incluindo pequenas modificacdes das solugdes precipitantes nas quais foram
observadas nucleacdo devem ser conduzidos.

Quando a amostra foi submetida a analise por SAXS, foi obtida uma estrutura ab
initio de baixa resolucdo, correspondente a superficie proteica. Essa técnica é muito utilizada
para refinamento de estruturas obtidas por difracdo de raios-X (SKOU; GILLILAN; ANDO,
2014). No presente trabalho, a analise por SAXS foi realizada com finalidade de contribuir na
avaliacdo de qual modelo gerado in silico para o JcTI-I seria 0 mais préximo do real. Com
base na comparacao entre os modelos e a estrutura obtida, chegou-se a uma estrutura baseada
na proteina 1PSY (RicC3, albumina 2S de R. communis) deposita no PBD (PANTOJA-
UCEDA et al., 2003). Essa proteina é uma albumina 2S isolada de sementes de R. communis
e caracteriza-se por apresentar quatro o-hélices, estabilizadas por pontes dissulfeto entre
regides de loops. Trata-se de uma estrutura estendida, com uma longa cauda e uma regido
globular.

Uma das caracteristicas do JcTI-I é sua capacidade de inibir tripsina. Inclusive,
essa é a razdo pela qual foi dado o nome JcTI-1 a proteina em estudo, ja que essa propriedade
foi uma das primeiras observadas. Inibidores de o-amilase/tripsina e albuminas 2S,
juntamente com as nsLTPs constituem o grupo das prolaminas. Essas classes proteicas
provém de um ancestral comum, o que justificaria a similaridade entre elas e ocorréncia de
albuminas 2S com atividade inibitoria de tripsina (SHEWRY; NAPIER; TATHAM, 1995;
MILLS et al., 2004). Inibidores exibindo sequéncias de aminoacidos similares as de
albuminas 2S podem ser exemplificados através dos inibidores de tripsina purificados de
sementes de Brassica juncea (TERRAS et al., 1993; MANDAL et al., 2002).

A avaliacdo da cinética de inibi¢do do JcTI-1 mostrou que essa proteina € capaz de
inibir a tripsina por um mecanismo do tipo ndo-competitivo, a exemplo do observado com as
proteinas denominadas AETI, APTI e TTI, purificadas de sementes de Archidendron
ellipticum (BHATTACHARYYA et al., 2006), Adenanthera pavonina (MACEDO et al.,
2004) e Tamarindus indica (ARAUJO et al., 2005), respectivamente. JcTI-1 interagiu com a
tripsina numa razdo molar de 1:1,7, indicando uma estequiometria de 1:2, com dois sitios de
ligagéo equivalentes. Nesse tipo de inibicdo, o inibidor ndo compete com o substrato pelo sitio
ativo da enzima, logo a constante de Michaelis-Menten permanece constante; o inibidor de
liga em outro local da enzima, provocando alteracdo conformacional, que resulta na
diminuicdo de sua velocidade méxima (Vmax). Resultado semelhante foi observado para um
inibidor de tripsina isolado de folhas de M. oleifera (BIJINA et al., 2011).
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JcTI-1 apresentou uma constante de inibicdo (K;) de 2 x 10"** M, indicando alta
afinidade pela tripsina. Essa Ki € menor do que aquelas calculadas para os inibidores CBTI-2,
de Caesalpinia banduc (BATTACHARYYA et al., 2007), e AETI (BATTACHARYYA et
al., 2006), cujos valores de sd0 2,4 x 10°M e 2,7 x 1071° M, respectivamente, demonstrando
uma menor afinidade destes inibidores pela tripsina, em comparagédo a proteina em estudo no
presente trabalho.

Tendo em vista a observacdo da presenca de pontes dissulfeto no JcTI-I, a
influéncia do DTT na atividade inibitdria de tripsina foi avaliada. A incubacdo do JcTI-1 com
DTT na menor concentracdo e tempo (0,001 M, 15 minutos) testados ja foi capaz de reduzir
sua atividade inibitéria. Essa perda de atividade certamente resultou da quebra de pontes
dissulfeto e, consequentemente, da alteracdo da conformacdo nativa do JcTI-l. Todavia, a
atividade inibitdria do JcTI-I ndo foi abolida completamente, mesmo quando a concentracdo
de DTT foi aumentada 100 vezes (0,1 M) e o tempo de incubacéo estendido para 60 minutos.
E provavel que isto seja devido & localizagio das pontes dissulfeto que, uma vez situadas no
interior da molécula, dificultaria 0 acesso do agente redutor e, por conseguinte, sua acdo
(BRAAKMAN; HELENIUS; HELENIUS, 1992). A propdsito, a capacidade de inibi¢do da
tripsina de muitos inibidores proteicos tem sido diretamente relacionada a manutencao de suas
pontes dissulfeto. Isso pode ser observado para inibidores classicos, como os do tipo
Bowman-Birk (DANTZGER et al., 2015) e Kunitz (SHAH et al., 2016), visto que esse tipo
de ligacdo parece estar proximo ao dominio vinculado as suas respectivas atividades anti-
tripticas (SINGH; APPU RAO, 2002). Um inibidor de tripsina isolado de sementes de
Clitoria fairchildiana teve sua atividade reduzida em 77% nas menores concentracfes de
DTT (0,001 M) e tempos utilizados (15 minutos) (DANTZGER et al., 2015).

Varios peptideos e proteinas antimicrobianos tém sido isolados de diversas fontes,
tais como bactérias, plantas e fungos (PELLEGRINI et al., 2006). Nas plantas, essas
moléculas estdo presentes em varios 6rgdos, mas é das sementes que, geralmente, foram
isoladas, dada a sua presenca em maior quantidade (CHU; NG, 2003; FRANCO et al., 2006).
Incluidas nessa classe de moléculas, estdo as albuminas 2S (PELLEGRINI et al., 2008;
RIBEIRO et al., 2007; ODINTSOVA et al., 2010), que apresentam a funcdo de reserva como
seu mais importante papel fisiologico, devido a grande quantidade de residuos de glutamina
em sua estrutura primaria, o qual representa uma fonte de nitrogénio, elemento fundamental
para o desenvolvimento das sementes (HSIAO et al., 2006; MORENO; CLEMENTE, 2008).
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Entretanto, essas moléculas também tém mostrado agdo contra fitopatdgenos, o que sugere
seu envolvimento na defesa vegetal (MARIA-NETO et al.,, 2011; GIFONI et al., 2012;
BATISTA et al., 2014; COSTA et al., 2014).

Na tematica acima abordada, encontra-se incluida a proteina denominada JcTI-I,
purificada a partir da torta de J. curcas pelo nosso grupo de pesquisa, que apresenta N-
terminal com similaridade as albuminas 2S e capacidade de inibir o crescimento de bactérias
de importancia na clinica médica, mas, também, se mostra capaz de inibir a tripsina (COSTA,
2012). Porém, até a realizacdo do presente trabalho, nada havia feito no sentido de contribuir
para o conhecimento do modo de acdo antibacteriana do JcTI-I e de saber se essa proteina
teria outros alvos. Diante disso, a obtencdo de tais informagdes passou a ser 0 objetivo
principal do presente trabalho e para isso foi, inicialmente, indispensavel a obtencdo de
quantidades do JcTI-I puro e, sobretudo, com atividade bacteriana.

Atividade antibacteriana do JcTI-I foi verificada com S. aureus e S. choleraesuis.
A concentracdo inibitéria minima (MIC) do JcTI-I para ambas bactérias foi 5 pg/mL. Esta
concentracdo € inferior, cerca de 6 vezes, aquela do inibidor de proteases serinicas purificado
de tubérculos de Solanum tuberosum (MIC em torno de 30 pg/mL), que se mostrou efetivo
contra varias bactérias, incluindo S. aureus (KIM et al., 2006) e, também, menor, em torno de
50 vezes, a determinada para Xb-KTI (MIC em torno de 256 pg/mL), um inibidor de tripsina
tipo Kunitz purificado de cormos de Xanthosoma blandum, ativo contra Salmonella
typhimurium (LIMA et al., 2011). Em adi¢cdo, a MIC do JcTI-I foi aproximadamente 25
menor do que aquela da cloxacilina (MIC em torno de 128 pg/mL), um antibidtico -
lactdmico usado como droga terapéutica contra MRSA (ISLAM et al., 2008). De acordo com
Hancock (2000), os melhores peptideos ou proteinas candidatos a drogas bacterianas possuem
MIC variando de 1 a 8 pg/mL. Com base nesses dados, JCTI-I pode ser considerado um
potente inibidor do crescimento bacteriano, com perspectiva de uso como proteina antibidtica.
No entanto, para que isso venha a ser concretizado, o conhecimento do seu modo de agdo é
mandatdrio. Para dar inicio a essa investigacao, a bactéria S. aureus foi aqui selecionada como
modelo, por se tratar de um patdgeno de inequivoca relevancia na clinica médica.

E sabido que, em geral, um agente antimicrobiano atua por meio de quatro
possiveis mecanismos. O primeiro deles seria destruindo ou impedindo a sintese da parede
celular, o que tornaria a célula vulneravel a acdo osmotica. Uma segunda possibilidade seria
através de danos causados a membrana celular do microrganismo. Outro modo de acdo
possivel seria através da inibicdo da sintese de proteinas ou enzimas cruciais ao

desenvolvimento do microrganismo. Finalmente, o quarto mecanismo seria inibindo a sintese
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de DNA ou causando danos a essa biomolécula (IBRAHIM; AOKI; PELLEGRINI, 2002).
Considerando que dois desses mecanismos envolvem o comprometimento da superficie
celular do microrganismo e, particularmente, ja tendo sido reportado que albuminas 2S podem
causar alteracdo na permeabilidade de membranas (MARIA-NETO et al., 2011), os primeiros
experimentos aqui realizados tiveram voltados a avaliagdo da interagdo do JcTI-I com S.
aureus e da alteracdo na permeabilidade da superficie da célula bacteriana porventura
induzida por essa proteina.

Um ensaio classico utilizado na avaliacdo da interacdo de proteinas com a
superficie celular de microrganismos é o acoplamento da proteina-teste com o fluoréforo
FITC. Este composto ¢ um derivado da fluoresceina, capaz de se ligar aos grupos amina da
proteina, gerando conjugados fluorescentes. Células de microrganismos postas em contato
com proteinas conjugadas ao FITC sdo capazes de emitir fluorescéncia, caso ocorra interacao
entre elas, sugerindo ligagdo da proteina a superficie da célula alvo. Nesse trabalho, células de
S. aureus incubadas com o conjugado JcTI-I — FITC apresentaram fluorescéncia, quando
visualizadas por microscopia de fluorescéncia, sugerindo a interacdo da proteina com a
membrana celular desse microrganismo. Essa ligacdo pode ser decorrente de interacGes
eletrostaticas, mediadas por regides negativas dos lipidios de membrana e regides positivas do
JcTI-1. De fato, ja foi proposto o envolvimento de interacBes eletrostaticas em um processo
semelhante (SCHIMDT et al., 2010). Ha casos, como o observado para a albumina 2S
SIAMP-2, isolada de sementes de gergilim, que tais interacdes eletrostaticas sdo estabilizadas
por forcas de Van der Waals (MARIA-NETO et al., 2011).

Além da capacidade de interacdo com a superficie da bactéria, JcTI-I parece
causar danos a membrana celular de S. aureus, pois quando células desse microrganismo
foram previamente tratadas com a proteina em estudo e postas na presenca de iodeto de
propidio, fluorescéncia caracteristica da ligacdo desse composto quimico aos acidos nucleicos
foi observada. A célula é impermeavel a esse marcador nuclear e, em principio, ele néo
atravessa a membrana da célula viva. Assim, quando esse composto se liga a &cidos nucleicos
é porque a célula perdeu a integridade de sua membrana periférica, por rupturas ou formacéo
de poros e, provavelmente, estd morta (PINA-VAZ et al., 2001). Alguns peptideos e proteinas
antimicrobianos se acumulam sobre a superficie da membrana celular causando um colapso,
resultante da formacgéo de poros oriundos de interacbes com lipidios mediadas pelas por¢coes
catibnicas e/ou hidrofobicas da macromolécula (REDDY; YEDERY; ARANHA, 2004;
PELLEGRINI; FRANCO, 2005; NAWROQOT et al., 2014).
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A formacéo de poros na membrana bacteriana poderia ocasionar a internalizagéo
do JcTI-I e, consequente, interagdo com moléculas intracelulares. Isso poderia resultar,
inclusive, na ligacdo do JcTI-I a proteases bacterianas. De fato, JCcTI-1 se mostrou capaz de
inibir em torno de 84,6% e 100% as atividades das enzimas proteoliticas de S. aureus e S.
choelerasius, respectivamente, valores similares ao verificado com PMSF, um inibidor
sintético de proteases serinicas. A inibicdo verificada poderia ser de proteases enddgenas ou
daquelas secretadas no meio pelas bactérias. Em ambos 0s casos, essas proteases poderiam
estar desempenhando papel importante na aquisicdo de nutrientes. Em adicdo, tem sido
mostrado que proteases serinicas estdo implicadas na viruléncia de cepas bacterianas
(SPERANSKAYA et al., 2006; TRIPATHI et al., 2011). Portanto, 0 uso de substancias
capazes de interferir com a atividade proteolitica dessas enzimas, como sdo os inibidores de
proteases, pode ser uma estratégia efetiva no controle de infecgdes bacterianas (GONZALEZ-
LAMOTHE et al., 2009).

JcTI-1, uma vez internalizado, poderia também interagir com o DNA bacteriano.
Assim, a atividade desoxirribonucleasica (DNasica) do JcTI-I foi investigada, utilizando
DNA gendmico da bactéria C. violaceum. JcTI-I (1 pug) se mostrou capaz de degradar DNA e
essa atividade provavelmente deve ter contribuido para inibicdo do crescimento de S. aureus.
A atividade nucledsica (DNasica e RNasica) de albuminas 2S j& € conhecida (BATHIA,
LODHA, 2005; TOMAR et al., 2014a,b), suportando os resultados encontrados com JcTI-I.

Com base nos dados obtidos com S. aureus, um modelo € aqui proposto na
tentativa de explanar o modo de acdo antibacteriana do JcTI-I. Inicialmente, ocorre interacdo
fisica do JcTI-1 com a célula bacteriana, resultando na alteracdo da permeabilidade de sua
superficie celular (parede e/ou membrana), o que possibilita 0 acesso da proteina para o0 meio
intracelular. Uma vez internalizada, a proteina é capaz de atingir multiplos alvos, dentre eles
as proteases e 0 DNA bacterianos, causando sua inativacdo e degradacdo, respectivamente.
No caso do DNA, a degradacdo é suposta com base na atividade desoxirribonucleasica do
JcTI-1 detectada in vitro. Esse conjunto de eventos resulta na inibicdo do crescimento da
bactéria.

Com o proposito de avaliar se a acdo deletéria do JcTI-1 seria seletiva para
bactérias ou ndo, essa proteina foi testada contra o patdégeno causador da toxoplasmose, T.
gondii. As analises realizadas tiveram como foco a avaliagdo do efeito do JcTI-1 sobre o ciclo
de vida desse protozoario, visto que ja é relatada na literatura a importancia de proteases
serinicas no processo de invasdo da célula hospedeira e biologia do parasita. Na verdade, o

proprio T. gondii j& produz inibidores de proteases serinicas (TgPI1 e TgPI2), os quais estdo
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envolvidos na regulacdo da invasdo celular e formacdo de bradizoitos. Esses inibidores se
mostraram capazes de inibir vérias proteases serinicas, incluindo a tripsina (MORRIS;
CARRUTHERS, 2003; PSZENNY et al., 2011). Além disso, inibidores de proteases serinicas
3,4-dicloroisocumarina (3,4-DCI) e 4-(2-aminoetil)-benzenosulfonil fluoreto (AEBSF) foram
capazes de inibir a invasdo de taquizoitos & célula hospedeira (CONSEIL; SOETE;
DUBREMETZ, 1999).

Nos ensaios de avaliacdo dos efeitos do JcTI-I sobre T. gondii foram utilizadas
como modelo de célula hospedeira a célula Vero. Tais células sdo fibroblastos de rim de
macaco verde africano que apresentam caracteristicas como homogeneidade de populagdes e
boa aderéncia a substratos solidos, além de suportarem longos periodos de infeccdo com
taquizoitos do parasita T. gondii. Assim, essas células sdo bastante apropriadas para o estudo
de interacdo com esse parasita. Inicialmente, células hospedeiras infectadas com o parasita e,
posteriormente, postas em contato com diferentes concentragcbes de JcTI-1 mostraram, de
maneira geral, uma diminui¢do do nimero de células infectadas, bem como do numero de
parasitas intracelulares. Apenas taquizoitos com a morfologia em forma de meia-lua séo
considerados viaveis. Porém, nesse estudo, muitas células contendo taquizoitos arredondados,
e provavelmente inviadveis, foram consideradas infectadas, o que pode ter subestimado a
capacidade de JcTI-1 em reduzir o nimero de celulas hospedeiras infectadas.

O efeito téxico do JcTI-1 sobre T. gondii também foi avaliado incubando o
parasita com essa proteina antes que ele infectasse as células hospedeiras. Foi observado que
0 contato prévio da proteina com o parasita ndo alterou sua capacidade de infectar as células
hospedeiras. Isso significa que a proteina ndo agiu sobre as organelas do parasita envolvidas
na invasdo e/ou formacdo dos vacuolos parasitéforos. Outra possibilidade é que o tempo de
incubacdo (30 minutos) ndo tenha sido suficiente para causar danos ao parasita, de modo a
impedir ou reduzir sua capacidade de infeccdo. Um tempo maior ndo pode ser testado devido
as necessidades do protozodrio, uma vez que este é um parasita intracelular obrigatorio ndo
poderia ficar muito tempo fora de seu hospedeiro. Acredita-se que no processo de invasdo do
T. gondii hd o envolvimento de, pelo menos, uma protease serinica, pois conforme ja
mencionado, os inibidores dessa classe enzimatica 3,4-DCI e AEBSF impediram a invasdo de
células hospedeira pelo T. gondii, inibindo o crescimento do parasita. Além disso, tais
inibidores causaram mudangas significativas na morfologia, metabolismo e mobilidade do T.
gondii (RENSLO; CONSEIL et al., 1999; MCKERROW et al., 2006; BECKER, 2011).

Apesar do JcTI-1 ndo ter interferido na capacidade de infeccdo do protozoério,

essa proteina interagiu com membranas celulares desse parasita, pois a andlise da
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ultraestrutura desse protozoario mostrou desorganizacdao tanto de sua membrana pelicular
interna quanto da membrana plasmatica. Além disso, foi observada a formagdo de inimeras
vesiculas no citoplasma do protozoario; fato este ainda ndo bem compreendido. No entanto, €
sabido que o antibiotico aureobasidina A também é capaz de levar a formacdo de vesiculas no
parasita, apos tratamento por 24 horas, acarretando a diminuicdo do espago intracelular e
afetando sua divisdo celular (SONDA et al., 2005). Estudos mais aprofundados devem ser
realizados para explicar essa vacuolizacdo do citoplasma de T. gondii causada pelo JcTI-1.
Diante dos dados promissores de atividades antibacteriana e anti-toxoplasma do
JcTI-1, a seguranca do uso dessa proteina foi questionada. Assim, estudos preliminares para
avaliar os efeitos da proteina sobre individuos ndo-alvo foram realizados, compreendendo 0s
testes de citotoxicidade para célula Vero, lise de hemécias e toxicidade aguda. Nas mesmas
concentragdes (0,05, 0,1, 0,5 e 1 mg/mL) em que o JcTI-1 se mostrou ativo contra T. gondii,
citotoxicidade ndo foi observada para célula Vero, tendo sido preservada sua viabilidade.
Ainda com células, foi avaliado se JcTI-1 seria capaz de promover lise de hemécias. Essa
proteina na concentracdo de 500 pg/mL, portanto 100 vezes maior do que sua MIC (5 pg/mL)
para as bactérias S. aureus e S. choelerasius e 500-10.000 vezes superior as concentracdes que
mostraram atividade contra T. gondii, ndo ocasionou lise de hemacias. Avaliacdo da acdo
citotoxica geralmente é feita para peptideos e proteinas antimicrobianos, visando sua
aplicacdo segura, requerendo uma atividade citotoxica baixa ou ausente (KLUVER et al.,
2005; QI et al., 2010; VORONTSOVA et al., 2011). Em adicdo, JcTI-I a 5 mg/mL ndo
causou mortalidade, nem sinais de toxicidade, em camundongos. Nesse caso, a dose usada foi
ainda bem maior, variando de 1.000 a 100.000 vezes, do que aquelas nas quais JcTI-1 mostrou
atividades antibacteriana e anti-toxoplasma. Tais dados sugerem que o uso de JcTI-I no
tratamento de doencas infecciosas ocasionadas por bactérias e T. gondii parece seguro para

mamiferos, dentre eles o homem.
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7 CONCLUSOES

JcTI-1 € uma albumina 2S de com atividade inibitéria de tripsina, com massa
molecular de 10,252 kDa, formada por duas cadeias polipeptidicas de 7,133 e 3,124 kDa. A
sua estrutura apresenta-se parcialmente estendida, com cauda e regido globular, onde estdo
localizadas, pelo menos, quatro a-hélices, estabilizadas por quatro pontes dissulfeto, duas
intra- e duas intercadeias. Trata-se de uma proteina com alta afinidade pela tripsina, mantida
parcialmente mesmo na presenca de agente redutor, causando inibicdo dessa enzima por
mecanismo do tipo ndo competitivo.

JcTI-1 se mostrou ativo contra patdégenos causadores de infeccGes no homem, tais
como as bactérias S. aureus e S. choelerasius e o protozoario T. gondii, agindo em baixas
concentracdes e de forma seletiva, visto que ndo apresentou atividades citotdxicas e
toxicidade aguda para mamiferos nao-alvo.

JcTI-1 foi capaz de interagir com as células microbianas causando alteracdes na
superficie celular. Em bactérias, essas alteracfes poderiam levar a internalizacdo da proteina
e, consequentemente, sua interacdo com moléculas intramoleculares como proteases e outras
enzimas, inibido-as, e 0 material genético dessas bactérias, degradando-o. Além disso, induziu
a formacdo de inumeras vesiculas em T. gondii, 0 que poderia afetar a divisdo celuar do

protozoario.
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CONSIDERACOES FINAIS

O uso de uma nova molécula para o tratamento de doengas no homem é um
processo que envolve multiplas etapas, abrangendo diversas atividades complexas e
requerendo muito critério, que leva varios anos até que ocorra sua liberacdo a
populacdo. O presente trabalho se propds a analisar os aspectos estruturais, cinéticos e
funcionais (farmacolégicos e toxicolédgicos) do JcTI-1, uma proteina purificada da torta
de J. curcas, pertencente a classe das albuminas 2S, mas com capacidade de inibir a
tripsina e atividade antimicrobiana, como uma continuacdo da pesquisa realizada
anteriormente por nosso grupo de pesquisa.

A realizacdo do presente trabalho permitiu o conhecimento de propriedades
importantes do JcTI-I, vinculadas as suas caracteristicas estruturais, parametros
cinéticos, modo de acdo e seguranca de uso. Esses achados, somados aos obtidos
anteriormente, demonstram o potencial do JcTI-1 para uso como agente antimicrobiano,

além de agregarem valor a torta J. curcas.
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