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RESUMO

Morinda citrifolia L. (Rubiaceae), conhecida popularmente como noni, € utilizada pelos
polinésios para fins alimentares e medicinais ha mais de 2000 anos. Mesmo sendo uma espécie
amplamente utilizada com finalidade medicinal, poucos sdo os estudos voltados para o
isolamento e a avaliacdo do potencial biotecnoldgico de suas proteinas. Assim, este trabalho
objetivou prospectar proteinas nas folhas de noni e avaliar o seu potencial de aplicacdo em areas
de interesse econdmico e biotecnoldgico. As folhas, obtidas de plantas cultivadas em campo,
secas a temperatura ambiente por sete dias, foram postas em contato com 0s seguintes tampoes:
acetato de sédio 50 mM, pH 5,0 e fosfato de s6dio 50 mM, pH 7,0, Tris-HCl 50 mM, pH 8,0, na
propor¢ao de 1:10 (p/v). A condi¢@o mais alcalina foi capaz de extrair significativamente o maior
teor de proteinas (3,642 = 0,259 mgP/g de folha seca), com um perfil eletroforético (SDS-PAGE
12,5%) composto majoritariamente por bandas proteicas com massas aparentes de 18, 30 e 40
kDa. O extrato bruto mostrou a presencga de atividades hemaglutinante (154,95 + 3,34 UH/mgP),
proteolitica (197,02 %= 7,07 UAP/mgP), peroxidasica (4,15 =+ 0,17 UAPox/mgP) e,
principalmente, inibitéria de tripsina (1335,01 + 27,84 Ul/mgP). Utilizando a mesma condig¢do
alcalina de extragdo para folhas obtidas in vitro, foi possivel extrair 6,480 = 0,366 mgP/g de
folhas frescas, bem como detectar as atividades peroxidasica (1,00 £ 0,09 UAPox/mgP),
proteolitica (140,07 £ 2,82 UAP/mgP) e inibitdria de tripsina (200,00 + 14,14 Ul/mgP). Devido a
elevada atividade especifica obtida para a inibi¢cdo da tripsina no extrato bruto das folhas de noni
obtidas de plantas cultivadas em campo, foi delineado um protocolo para a purificacdo parcial de
um inibidor de tripsina dessa espécie. NLTI (Noni Leaf Trypsin Inhibitor) foi isolado utilizando
as etapas de particao trifasica e cromatografia de afinidade em matriz de Sepharose-4B contendo
tripsina bovina imobilizada, apresentando atividade especifica de 9.000 Ul/mg, massa molecular
aparente de 16 kDa, com um indice de purificacdo de 6,74 vezes e rendimento de 0,42%. Os
resultados obtidos mostraram que as folhas de M. citrifolia L. apresentam-se como uma
promissora fonte de proteinas com potencial biotecnoldgico, particularmente de inibidores de
tripsina, dando suporte para investigacdes futuras que permitam o desenvolvimento de produtos
biotecnoldgicos baseados nessas macromoléculas, bem como a obtencao destas a partir de tecidos
vegetais cultivados in vitro.

Palavras-chave: Morinda citrifolia L., proteinas de folhas, cultura in vitro de tecidos vegetais,

inibidor de tripsina.



ABSTRACT

Morinda citrifolia L. (Rubiaceae), popularly known as noni, has been used by Polynesians for
food and medicinal purposes for over 2000 years. Although it is a widely used species with
medicinal purpose, few studies are focused on the isolation and evaluation of the
biotechnological potential of its proteins. Thus, this work aimed to prospect proteins in the noni
leaves and to evaluate their potential for application in areas of economic and biotechnological
interest. The leaves obtained from field-grown plants were dried at room temperature for seven
days and used for protein extraction with the following buffers: 50 mM sodium acetate, pH 5.0,
50 mM sodium phosphate, pH 7.0 and 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, in the ratio of 1:10 (w/v). The
most alkaline condition was able to significantly extract the highest protein content (3.642 +
0.259 mg/g of dry leaf), with an electrophoretic profile (SDS-PAGE 12.5%) composed mainly of
protein bands with apparent masses of 18, 30 and 40 kDa. The crude extract showed the presence
of hemagglutinating activities (154.95 + 3.34 HU/mg), proteolytic (197.02 = 7.07 AU/mg),
peroxidase (4.15 £ 0.17 U/mg) and mainly inhibitory trypsin (1335.01 = 27.84 IU / mgP). Using
the same alkaline condition for protein extraction from leaves obtained in vitro, it was possible to
extract 6,480 + 0,366 mgP/g of fresh leaf, as well as to detect the peroxidase (1.00 = 0.09 U/mg),
proteolytic (140,07 £ 2, 82 AU/mg) and trypsin inhibitory activities (200.00 = 14.14 IU/mg). A
protocol for the partial purification of a trypsin inhibitor of this species was delineated due to the
high specific activity obtained for the inhibition of trypsin in the crude extract of the noni leaves
obtained from field cultivated plants. NLTI (Noni Leaf Trypsin Inhibitor) was isolated using the
steps of three-phase partition and affinity chromatography on Sepharose-4B matrix containing
immobilized bovine trypsin, exhibiting specific activity of 9,000 IU/mg, an apparent molecular
mass of 16 kDa, with an index of purification of 6.74 times and yield of 0.42%. The results
showed that the leaves of M. citrifolia L. are a promising source of proteins with biotechnological
potential, particularly trypsin inhibitors, supporting future investigations that allow the
development of biotechnological products based on these macromolecules, as well as the
production of these macromolecules from plant tissues grown in vitro.

Keywords: Morinda citrifolia L., leaf proteins, plant tissue culture, trypsin inhibitor.
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1. INTRODUCAO

1.1 Morinda citrifolia L.

1.1.1 Aspectos botanicos

Morinda citrifolia L. é uma planta pertencente a familia Rubiaceae, utilizada pelos
polinésios para fins alimentares e medicinais ha mais de 2000 anos. Possui porte arbustivo ou
arboreo, variando de 3-10 m de altura, com folhas abundantes e elipticas, de 5-17 cm de
comprimento e 10-40 cm de largura. As flores sdo pequenas, brancas, tubulares e todas ficam
agrupadas no pedunculo do fruto (KRISHNAIAH; NITHYANANDAM; SARBATLY, 2012). Os
frutos podem atingir 3 a 10 cm de comprimento e apresentam-se ovais, carnosos, ligeiramente
enrugados, semi-translicidos, com uma colora¢do que varia entre verde ao amarelo e, apds a
colheita, apresentam-se com odor forte e desagradavel, além de conterem muitas sementes, como
pode ser observado na Figura 01 (CHAN-BLANCO et al., 2006).

Outras denominacdes mais populares para M. citrifolia L. sdo amora indiana, nuna,
ach, mengkudu, nhau, fruta queijo, ou, como € mais conhecida no Brasil, noni. O noni é nativo do
Sudeste da Asia e Australia e é cultivado na Polinésia, india, Caribe, América Central e norte da
América do Sul (ASSI et al., 2015). No Brasil o cultivo é recente, sendo encontrados plantios no
Nordeste do pais, especialmente nos estados de Sergipe e Ceara, embora também possam ser
encontrados plantios no Acre, Sao Paulo e Minas Gerais (CORREIA ef al., 2011). Atualmente
existem trés variedades reconhecidas de noni, M. citrifolia var. citrifolia de frutos grandes, mais
comumente encontrada e que possui maior importincia terapéutica e econdmica, M. citrifolia var.
bracteata. e M. citrifolia var. potteri de distribuicdo mais restrita. M. citrifolia L. var citrifolia
apresenta-se ainda na forma dotada de frutos pequenos que sdo encontradas particularmente na
Micronésia (RAZAFIMANDIMBISON et al., 2010). A distribui¢ao geogréfica das variedades e

do cultivar de M. citrifolia L. € mostrada na Figura 02.



13

Figura 01 - Aspectos botanicos de Morinda citrifolia L.

(A) visdo geral da planta em campo; (B), (C) e (D), folhas, flores, frutos e sementes,

respectivamente. Fonte: SALES, 2016; EMBRAPA, 2009.
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Figura 02 — Distribui¢do geografica de M. citrifolia L.
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1.1.2 Atividades biolégicas relatadas para M. citrifolia L.

Os diversos usos de M. citrifolia L. tém se refletido no crescimento do seu mercado
consumidor. No inicio de 1990, foram lancados os primeiros produtos derivados do noni nos
EUA. Mais tarde, em 1996, o suco foi introduzido como uma bebida que promovia o bem-estar
devido aos numerosos relatos afirmando seus efeitos terapéuticos. Surpreendentemente, mesmo
com a auséncia de estudos que esclarecessem os mecanismos de acdo especificos para os efeitos
atribuidos a M. citrifolia, as vendas anuais chegaram até US $ 1,3 bilhdes (ASSI, 2015).

Nos ultimos anos, o nimero de trabalhos cientificos que descrevem aplicagcdes do
noni, principalmente suas propriedades terapéuticas, cresceu bastante.

Extratos de folhas de noni, obtidos com diferentes solventes (cloroférmio, acetato de
etila, benzeno, etanol e 4gua), apresentaram atividade antimicrobiana, sendo capazes de inibir o
crescimento in vitro de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans e Aspergillus
niger numa ordem dependente da concentracio (USHA; SANGHEETA; PALANISWAMY,
2010). Ja o extrato metandlico do fruto conseguiu inibir o crescimento em quase 50% espécies de
Penicillium, Fusarium e Rhizopus JAY ARAMAN; MANOHARAN; ILLANCHEZIAN, 2008).

Também foi atribuida atividade antiviral a planta, onde o damnacantal, um metabdlito
secundério presente no fruto, mostrou-se capaz de inibir a morte celular induzida pela proteina
viral R (ou Vpr), proteina acessodria presente no virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-
1). Contudo, o mecanismo de inibi¢do da apoptose pelo damnacantal ainda é desconhecido e
precisa ser elucidado (KAMATA et al., 2006). Ja extratos foliares obtidos com metanol, acetato
de etila e hexano mostraram atividade antiviral in vitro contra o virus da hepatite C
(RATNOGLIK et al., 2014).

Ja o suco dos frutos do noni apresentou atividade anti-inflamatéria, onde a resposta
inflamatoria e o edema da pata induzidos por bradicinina foram revertidos quando ratos foram
pré-tratados por administracdo oral ou intraperitoneal com o suco. Esse efeito pode ser um
resultado da interferéncia do mecanismo mediado pelo receptor B2 pelo qual a bradicinina induz
o edema de pata (SU et al., 2001). Outro estudo concluiu que o suco dos frutos de M. citrifolia
inibe seletivamente as enzimas ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) envolvidas na inflamacao
(DUSSOSSQY et al., 2011).

Campos et al. (2017) relatou o efeito anti-inflamatério de uma proteina transferidora

de lipideos obtida de sementes dos frutos de noni, denominada McLTP;, onde essa proteina
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conseguiu inibir significativamente a migracdo de células para o sitio inflamatério no modelo de
edema de pata induzido por carragenina e dextrana em camundongos. Este efeito pode estar
relacionado na capacidade desta molécula de modular a acdo das citocinas envolvidas no
processo de inflamacdo, j4 que McLTP; foi capaz de inibir a produ¢do de citocinas pro-
inflamatérias (IL-1P, IL-6 e TNF-a) e aumentar a produgdo de uma citocina antiinflamatoria (IL-
10). Além disso, McLTP; também apresentou efeito antinociceptivo, onde, administrada por via
oral na dose de 8 mg/kg, conseguiu reverter significativamente as contor¢cdes abdominais
induzida por 4cido acético em camundongos (CAMPOS et al., 2016).

Outras atividades na area de saide humana atribuidas ao noni incluem: anticancer,
hipoglicémica, hepatoprotetora, antioxidante, cicatrizante, nefroprotetora, entre outras (ALI;
KENGANORA; MANJULA, 2016; TORRES et al., 2017)

Embora estudos com o noni sejam, em sua maioria, sobre suas propriedades
terap€uticas, outras aplicacdes também tém sido relatadas, como, por exemplo, na indudstria de
alimentos. O hidroxitolueno butilado, presente em folhas, frutas e raizes, possui atividade
conservante e foi eficaz no bloqueio da perda de sabor pela a¢do do calor, em tortas de carne
bovina, mantidas em estufas, ao reduzir a oxidagdo lipidica, bem como melhorando a cor, a
estabilidade e a vida qtil das tortas aerobicamente embrulhadas (NATHAN et al., 2012).

Outra possivel aplicacdo industrial do noni seria na produgao de inseticidas, ja que foi
observada atividade inseticida das folhas de noni com sucesso em diferentes concentracoes. As
atividades de extratos de folhas em agua, hexano, cloroférmio, acetona e metanol foram
sequencialmente observadas nas fases de desenvolvimento do vetor da maldria, Anopheles
stephensi, vetor da dengue, Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus, vetor da filariose. Os estudos
foram realizados durante 24 e 48 h, onde o extrato metanodlico teve a maior taxa de mortalidade
das larvas e pupas (KOVENDAN et al., 2012). O extrato etandlico das folhas também apresentou
atividade larvicida e pupicida contra o vector da malaria Anopheles stephensi, tanto isoladamente,
quanto combinado com Metarhizium anisopliae (um fungo entomopatogénico), onde esta
combinacdo apresentou a maior taxa de mortalidade das larvas e pupas (KOVENDANA et al.,
2014).

Diferentemente do que foi observado para outras partes da planta, as folhas de noni
ndo tém apresentado casos de toxicidade aguda, subaguda ou subcrdnica, sendo consumidas

desde os tempos antigos, em razdo de suas propriedades antioxidantes, hepatoprotetoras e
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cicatrizantes (WEST et al, 2007). Lagarto et al. (2013) em estudo a partir de extratos aquosos das
folhas, demonstraram a inexisténcia de efeitos nocivos em camundongos que receberam o extrato
pela via oral em administragdes repetidas, mesmo na dose de 1000 mg/kg. Também ndo foram
observados efeitos danosos no teste de toxicidade cronica (SHALAN; MUSTAPHA;
MOHAMED, 2017). Além disso, as folhas M. citrifolia t€ém mostrado propriedades
farmacoldgicas promissoras, como atividade antibacteriana para bactérias Gram-positivas, efeitos
anti-inflamatdrio e analgésico (LAGARTO et al, 2013). Contudo, ainda sdo escassos os estudos
feitos com as folhas, principalmente aqueles que investiguem moléculas de cariter proteico

presentes nesta parte da planta.

1.2 Potencial biotecnolégico de proteinas de vegetais

As plantas sdo importantes fontes de substincias naturais biologicamente ativas,
utilizadas pelo homem desde os tempos antigos, com o objetivo de melhorar suas condicdes de
existéncia, e sdo frequentemente obtidas a partir de coleta predatéria e indiscriminada (BAQUE
et al., 2012). Dentre estas substincias, as proteinas e os peptideos podem ser considerados
produtos bioativos ideais porque intervém, essencialmente, em todos os processos bioldgicos e
reacoes, caracterizando-se por elevada eficiéncia e poténcia, ou seja, atuam especificamente e em
baixas concentracdes (WANG, 1999).

O estudo de proteinas vegetais, principalmente de partes naturalmente renovaveis
como as folhas, garantem a exploracdo sustentavel de plantas de interesse (PINHO et al., 2012).
Outra alternativa para a exploracio e uso dessas proteinas € a cultura de tecidos vegetais in vitro.
Entretanto, sdo escassos os estudos feitos com esta parte da planta, principalmente com moléculas
proteicas, pois essas sdo encontradas em baixas concentragdes nas folhas (por exemplo, paredes
celulares contém 90-95% de polissacarideos e proteinas 5-10%), necessitando, assim, de uma
grande quantidade de material (RIGHETTI; BOSCHETTI, 2016). Contudo, algumas proteinas de
defesa, como proteinas antiftingicas, expressas nas folhas, apresentam interesse biotecnoldgico, e
podem ser aplicadas em vérias areas (YAN et al., 2015).

Um bom exemplo sdo as lectinas. Em vegetais, as lectinas sdo frequentemente
isoladas de sementes, como também de raizes (SOUZA et al., 2011), tubérculos (KAUR et al.,
2006), caule (SA et al., 2008) e folhas (SILVA et al., 2010).
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Por serem as tnicas proteinas de plantas que reconhecem e se ligam especifica e
reversivelmente a glicoconjugados presentes na superficie de microrganismos ou expostos no
trato intestinal de insetos, mamiferos e herbivoros, acredita-se que elas podem desempenhar
importante papel de defesa na planta. As lectinas ligantes de quitina s@o as principais
responsaveis pelo mecanismo de defesa das plantas contra o ataque de insetos (CRUZ, 2015). O
estudo de suas propriedades bioldgicas tem sugerido importantes aplicagdes biotecnolodgicas,
como, por exemplo, a investigacdo de estruturas de proteinas e carboidratos em células; na
utilizacdo em matrizes comerciais de afinidade, empregadas na purificagdo e caracterizacdo de
polissacarideos e glicoconjugados. Ja na area da saude, sdo utilizadas na caracterizacdao de grupos
sanguineos; na estimulacdo da mitogénese de linfécitos; na aglutinagdo de células cancerigenas e
estudos de oncogénese (CRUZ, 2015).

Outras importantes moléculas com interesse biotecnoldgico sdo as enzimas. As
proteases, enzimas que hidrolisam ligacdes peptidicas entre residuos de aminoacidos, sdo
responsaveis por mais de 60% do mercado mundial de enzimas industriais e t€ém sido exploradas
comercialmente pelas industrias de alimentos, farmacéutica e de cosméticos (ISHWARYA;
SANGEETHA, 2013).

Assim como as proteases, as peroxidases também tém sido alvo de aplicagdes
biotecnoldgicas. Nas plantas, estdo envolvidas em muitas reagdes metabdlicas e processos
fisiologicos, influenciando o crescimento desde a fase de germinagdo até a senescéncia, nas
respostas as condigdes de estresses bidticos e abidticos (PANDEY et al., 2017). Em processos
biotecnoldgicos, elas tém sido utilizadas como biossensores. Ja na industria farmacéutica, devido
a capacidade das peroxidases de produzir produtos cromogénicos a baixas concentragdes e a sua
estabilidade relativamente boa, elas sao adequadas para a preparacdo de anticorpos conjugados
com enzimas e aplica¢do em Kkits de diagndstico. Na industria alimentar, as peroxidases tém sido
amplamente utilizadas como indicadores da adequacgdo de hortalicas no processo branqueamento,
devido a sua relativamente elevada estabilidade térmica e ampla distribuicio (SAKHAROV,
2001; HAMID; KHALIL-UR-REHMAN, 2009).

Uma outra classe de proteinas que tem atraido bastante interesse sdo os inibidores de
proteases. Os inibidores de protease sdo proteinas ou peptideos que formam complexos com
proteases, impedindo a catélise (FAN; WU, 2005). Estdo distribuidos de forma ubiqua em

animais, plantas e microorganismos (KATUNUMA et al., 2003). Em tecidos vegetais, além de
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serem considerados proteinas de armazenamento (MANDAL et al., 2002) estdo associados a
regulacdo e controle de proteases endogenas durante o desenvolvimento e germinacdo de
sementes (XAVIER-FILHO; CAMPOS, 1889; RICHARDSON, 1991), a morte celular
programada (SOLOMON et al., 1999), a resposta ao estresse abidtico (FRANCO; MELO, 2000)
e a protecdo contra patdgenos e insetos (RYAN, 2000; CARRILLO, et al, 2011).

Sua classificacdo € feita com base no modo de acdo ou no tipo de protease que
inibem. De acordo com esses parametros, os inibidores podem ser classificados em serinicos,
cisteinicos, asparticos e de metalo-proteinases. Outra forma de classificacdo, feita por Rawlings
et al. (2004), utiliza a estrutura primaria dos inibidores para agrupa-los em familias. Inicialmente,
essa classificacao tinha 48 familias que podiam ser agrupadas em 26 superfamilias.

Dentre as classes, os inibidores de proteases serinicas sdo os mais frequentemente
encontrados e estudados, mais especificamente aqueles pertencentes as familias de inibidores do
tipo Kunitz e de Bowman-Birk (OLIVEIRA et al., 2007).

Por serem altamente especificos, os inibidores t€ém sido utilizados no tratamento de
doencas, inibindo proteases-chave do processo patolégico. Um bom exemplo € o uso de
inibidores de protease no tratamento da AIDS. Estudos com inibidores de tripsina de Phaseolus
lunatus e Glycine max mostraram que essas moléculas foram capazes de inibir a transcriptase
reversa do HIV-1 (WANG; NG, 2001). Essas moléculas podem atuar também sobre micro-
organismos patogénicos, pois sdo capazes de inibir proteases extracelulares e/ou intracelulares,
promover danos na membrana e/ou parede celular, alterar a permeabilidade celular, inibir
transcricdo e/ou tradugcdo de proteinas e induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (PAIVA et al., 2013; MACEDO et al., 2016; MAJCHRZAK-GORECKA et al., 2016).

Os inibidores tém sido utilizados também no tratamento de outras doencas como
cancer, osteoporose, artrite reumatoide e problemas cardiovasculares (SHAMSI; PARVEEN;
FATIMA, 2016). Ja na agroindustria, sdo utilizados no controle de pestes, em especial de insetos,
onde agem contra proteases digestivas de lepiddpteros e coledpteros, levando a sua morte
(SHAMSI; PARVEEN; FATIMA, 2016). Estudos mostram que essas moléculas podem, também,

serem utilizadas na industria de alimentos como conservantes (BIJINA et al., 2011).
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1.3 Cultura de tecidos de vegetais para a produciao de moléculas bioativas

As plantas sdo utilizadas como fonte para a producdo de pigmentos, produtos
farmacéuticos, nutracéuticos, alimentares e cosméticos (BAQUE et al., 2012). Dessa forma, a
cultura de tecidos vegetais in vitro surge como uma técnica biotecnoldgica vidvel para a producio
de compostos bioativos que podem ser usados nas mais diversas areas e tendo sobretudo em vista
um esfor¢o adicional para a conservagdo sustentavel e utilizagdo racional da biodiversidade
(DIAS, 2017).

Essa técnica ja vem sendo empregada na producdo de metabodlitos secundarios, que
sdao utilizados como produtos farmacéuticos, agroquimicos, corantes, biopesticidas e aditivos
alimentares (FUMAGALI et al., 2008), bem como na produgdo de proteinas recombinantes de
interesse terapéutico e industrial, onde as células e/ou tecidos vegetais sdo utilizados como
sistemas de expressio (HUANG; MCDONALD, 2012). A cultura in vitro tem se mostrado
bastante eficiente na producdo dessas moléculas, pois € independente de variagdes geograficas,
sazonais e de varios fatores ambientais; oferece um sistema de producdo definido, que garante o
fornecimento continuo de produtos; qualidade uniforme e rendimento; e rapidez de producio
(RAO; RAVISHANKAR, 2002). Contudo, sdo poucos os relatos na literatura que utilizam essa
técnica para a produgdo de compostos de natureza proteica naturalmente expressos pelas plantas
cultivadas.

Morinda citrifolia L., por ser uma potencial fonte para moléculas de interesse, esta
exposta a erosdao genética provocada pela coleta indiscriminada e pelos frequentes
desmatamentos provocados pelo homem (PAWLUS; KINGHORN, 2007). Diante desse aspecto,
a adocdo de metodologias biotecnoldgicas para a conservaciao desta espécie in vitro adotada é
requerida. Atualmente, seu cultivo € feito de forma convencional, através de sementes ou por
estacas de raizes ou caule. No entanto, as sementes apresentam-se em estado de dorméncia e a
sobrevivéncia das estacas € de 83,3% (SHEKHAWAT et al., 2015).

Estudos anteriores mostraram que a culturas in vitro de raizes de M. citrifolia poderia
ser uma metodologia para a producdo comercial de metabdlitos secundarios de interesse, tais
como rubiadina, flavonoides, compostos fenolicos e antraquinonas (BAQUE et al., 2012). J4 a
presenca de proteinas de interesse biotecnoldgico presentes no noni foi reportada de maneira
pioneira no estudo realizado por Campos et al. (2016) que tratou do isolamento e da

caracterizacdo de uma proteina transferidora de lipideos (denominada McLTP;) a partir das
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sementes de Morinda citrifolia. Assim, devido a auséncia de estudos na literatura, este trabalhou
objetivou investigar a presenca de proteinas de interesse biotecnologico em folhas de noni,

moléculas estas ainda pouco exploradas nesta parte da planta.



22

3.0BJETIVOS

3.1 Geral
e Prospectar proteinas bioativas a partir das folhas de Morinda citrifolia L., cultivadas em
campo e in vitro, para criar bases para a realiza¢ao de estudos posteriores que viabilizem

sua aplicacdo biotecnoldgica.

3.2 Especificos
e Estabelecer um protocolo de extragdo para as proteinas das folhas de M. citrifolia de
cultivo ndo-experimental em campo.
e Obter extratos de tecidos foliares produzidos in vitro sob a melhor condi¢do observada para
folhas de cultivo ndo-experimental em campo.
e Realizar atividades peroxidésica, proteolitica, hemaglutinante, inibitoria de tripsina e
quimotripsina nos extratos proteicos de folhas de campo cultivadas em campo e in vitro.

e Purificar um inibidor de tripsina a partir de folhas de noni.
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4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Figura 03 - Esquema da estratégia experimental adotada no trabalho.
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5. MATERIAIS E METODOS

Parte I — Extracao e caracterizacao das proteinas de folhas de noni

5.1 Reagentes quimicos

Os reagentes: Acrilamida, N,N’-metileno bisacrilamida, albumina sérica bovina
(BSA), Coomassie Brilliant Blue R-250, azocaseina, ditiotreitol (DTT) e tripsina (Trypsin from
bovine pancreas, Type I, ~10,000 BAEE units/mg protein), foram adquiridos da Sigma-Aldrich
Co. (St. Louis, EUA). Os marcadores de massa molecular foram obtidos da GE Healthcare Life
Sciences (USA). A matriz cromatografica (Sepharose® 4B Ativada com Brometo de Cianogénio)
foi obtida da GE Healthcare®. Demais reagentes de grau analitico como: tris(hidroximetil)
aminometano, t-butanol, sulfato de amonio, acido cloridrico, hidréxido de sédio foram obtidos

comercialmente.

5.2 Obtencao do material vegetal

5.2.1 Material de campo

As folhas de noni, livres de injdirias mecanicas, foram coletadas no Setor de
Horticultura do Departamento de Fitotecnia, Centro de Ciéncias Agrérias, Campus do Pici Prof.
Prisco Bezerra, UFC, Fortaleza — Ceara (latitude: 3°44°24,1”S/longitude: 38°34°36,2”W). Apds a
coleta, as folhas foram lavadas exaustivamente com 4gua destilada e, em seguida, deixadas para
secar por sete dias a temperatura ambiente (25° C), sendo imediatamente utilizadas apds a

secagem para a extracdo de proteinas.

5.2.2 Material de cultura in vitro

As folhas de noni foram obtidas de plantas cultivadas in vitro originadas a partir de
segmentos nodais cultivados em meio MS (MURASHIGE E SKOOG et al., 1962) suplementado
com 5,0 mg/L de 6-benzilaminopurina (BAP), 1,0 mg/L cinetina (CIN) e 1,0 mg/L de 4cido indol
butirico, contendo 20 g/L. de sacarose, 7 g/l de &4gar e pH ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem (121 °C, 15 minutos), mantidas a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas, como

determinado por SALES (2016). As folhas foram coletadas de plantas com 5, 9 e 11 meses de
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idade. Esse material foi fornecido pelo Laboratério de Biotecnologia Vegetal, situado no
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, Campus do Pici Prof. Prisco Bezerra, UFC,
Fortaleza — Ceara. Apds a coleta, as folhas ainda frescas foram utilizadas para extracdo de

proteinas.

5.3 Estabelecimento do protocolo de extracao das proteinas de folhas de noni

Para determinag¢do da melhor condicdo de extragdo das proteinas, as folhas secas
foram homogeneizadas em liquidificador com os seguintes tampdes: Tris-HC1 50 mM, pH 8,0,
acetato de sédio 50 mM, pH 5,0 e fosfato de sédio 50 mM, pH 7,0; na proporcao de 1:10 (p/v)
durante trés minutos para a producdo do suco da folha. Posteriormente, o suco da folha foi
deixado sob agitacdo constante por 3 horas a 4 °C, sendo filtrado em pano de trama fina. O
material filtrado foi centrifugado a 10.000 x g; 30 min, 4 °C, sendo coletado o sobrenadante,
denominado como extrato bruto. A condi¢do que apresentou o maior rendimento proteico solivel
(mgP.gF ") foi utilizada para prosseguir com as etapas de fracionamento proteico. Todas as
extracOes foram realizadas em triplicata. As dosagens de proteina foram feitas de acordo com o
método de Bradford (1976) utilizando albumina sérica bovina como padrdo. A condi¢do de
extracdo com maior rendimento proteico foi adotada também para a obtencdo de proteinas

soliveis de folhas de plantas cultivadas in vitro.

5.4 Anilise eletroforética

As andlises eletroforéticas sob condi¢des ndo redutoras das proteinas das folhas de
noni foram realizadas em géis de poliacrilamida a 12,5% (PAGE-SDS) de acordo com a
metodologia descrita por Laemmli (1970). As amostras foram dissolvidas em tampdo de amostra
(1:1, v/v) contendo Tris-HCl 625 mM, pH 6,8, SDS 1% (m/v), glicerol 20% (v/v) e azul de
bromofenol 0,1% (m/v), para acompanhamento da corrida eletroforética. Antes de serem
aplicadas nos géis, as amostras foram aquecidas a 100 °C, por 10 minutos e centrifugadas a
10.000 x g, 5 minutos a temperatura ambiente. As corridas foram realizadas em sistemas verticais
(HOEFER SE 250, Amersham Biosciences), onde os géis foram submetidos a uma voltagem de
150 V e amperagem 20 mA. Como marcadores de massa molecular foram utilizados: fosforilase

b (97,0 kDa), albumina sérica bovina (66,0 kDa); ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbdnica
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bovina 34 (29 kDa), inibidor de tripsina de soja tipo Kunitz (20,1 kDa) e lactalbumina (14,4

kDa). As bandas proteicas foram reveladas pelo uso de Comassie Brilhant Blue R-250.

5.5 Atividade hemaglutinante

A atividade hemaglutinante do extrato bruto das folhas de noni foi avaliada segundo
metodologia descrita por Moreira e Perrone (1977), adaptada para tubos de ensaio. Para isto,
foram usados eritrécitos provenientes de sangue de coelhos albinos adultos (linhagem Nova
Zelandia). Os extratos brutos obtidos dos materiais de campo e in vifro, numa concentragao
inicial de 0,4 mgP/mL, foram diluidos em série com NaCl 150 mM (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, etc) e, a
cada diluicao, adicionada, na propor¢do de 1:1, uma suspensdo de 2,0% de eritrocitos de coelho,
tratados ou ndo com tripsina (1 mg de tripsina/10 mL da suspensao, por 1 hora, com agitagcdes
periodicas, seguida de centrifugacdes e lavagens com NaCl 150 mM). Os tubos foram incubados
a 37 °C, por 30 minutos, e posteriormente mantidos a temperatura ambiente por mais 30 minutos.
ApOs esse tempo, a aglutinagdo dos eritrécitos foi visualizada a olho nu. Os resultados foram
expressos como unidades de hemaglutinacdo (UH) por miligrama de proteina, sendo uma UH
correspondente ao valor reciproco da maior diluicdo na qual ainda se visualiza aglutinacio de

eritrocitos, em triplicata.

5.6 Atividade proteolitica (E.C. 3.4)

A atividade proteolitica foi avaliada segundo metodologia descrita por Xavier-Filho
(1989). Em tubos tipo eppendorf, foram adicionados 200 pL de uma solucdo de azocaseina 1%
(dissolvida em tampao fosfato de s6dio 25 mM, pH 6,0), 360 pL. desse mesmo tampao, 40 puL de
DTT 3 mM e 100 puL do extrato bruto na concentracao de 0,5 mg/mL, de ambas as folhas. Nos
brancos, ao invés da amostra, foram adicionados 500 pL do tampao mencionado e os demais
reagentes citados acima. Em seguida, a mistura foi incubada em banho-maria a 37 °C, por 1 hora.
Apo6s o periodo de incubagdo, foi adicionada a solugdo de 4cido tricloroacético (TCA) 20% para
interromper a reacdo e, posteriormente, os tubos foram centrifugados a 10.000 x g, por 10
minutos. Foi retirada uma aliquota de 500 puL do sobrenadante e a ele foi adicionado 500 pL da
solu¢do de NaOH 2 M, a fim de intensificar a cor do produto da clivagem da azocaseina pela
enzima. A absorbancia foi lida a 420 nm. A atividade proteolitica foi realizada em triplicata e

expressa em unidades de atividade por miligrama de proteina (UA/mgP).
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5.6.1 Atividade proteolitica utilizando a técnica de zimografia

A deteccdo de atividade proteolitica por zimografia foi realizada apds a separagdo das
proteases em gel de poliacrilamida 12,5%, adicionado de gelatina 0,1% (MACEDO et al., 2004).
Apbs a eletroforese, o gel foi imerso em solugdo de Triton X-100 2,5%, sendo suavemente
agitado por 40 minutos, a temperatura ambiente, para remocdo do SDS e renaturacdo das
proteinas. O gel foi, entdo, incubado em tampao fosfato de s6dio 25 mM, pH 6,0, contendo DTT
3 mM, durante 2 hora a 37 °C. As bandas proteicas foram reveladas pelo uso de Comassie

Brilhant Blue R-250.

5.7 Atividade peroxidasica (E.C. 1.11.1.7)

Para verificar a presenca de peroxidases no extrato de folhas de noni, foi usada a
metodologia descrita por Urbanek, Kuzniak-Gebarowska e Herka (1991). Nesse ensaio, o
guaiacol e o per6xido de hidrogénio foram utilizados como doador e aceptor de prétons,
respectivamente. Uma aliquota de 100 uL de extrato bruto (0,431 mg/mL e 0,703 mg/mL, das
folhas cultivadas em plantas de campo e in vitro, respectivamente) foi incubada por 10 minutos
(30 °C) com 500 pL de guaiacol 20 mM, 500 pL de peroxido de hidrogénio 60 mM e tampao
acetato de s6dio 50 mM, pH 5,2. Em seguida, registrou-se a variacdo de absorbancia da solucao
durante 3 minutos em intervalos de 30 segundos, em comprimento de onda de 480 nm. O branco
foi realizado substituindo-se o extrato por aliquota correspondente do tampao do ensaio. Uma
unidade de atividade peroxidasica (UAPox) equivale a quantidade de enzima necessaria para

aumentar a absorbancia em 1 a pH 5,2. Os ensaios foram realizados em triplicata.

5.8 Atividade inibitéria de proteases serinicas (tripsina e quimotripsina)

A presenca de inibidores de tripsina no extrato das folhas de noni foi determinada de
acordo com a metodologia descrita por Erlanger er al. (1961), com algumas modificagdes.
Primeiramente, foi realizada uma curva padrao utilizando aliquotas de 10, 20 e 30 pL de tripsina
(0,3 mg/mL). A reagado foi realizada adicionando-se tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, contendo
CaCl; 20 mM perfazendo um volume de 500 pL. Em seguida, os tubos foram incubados a 37 °C,
em banho-maria, por 15 minutos. Posteriormente, foram adicionados 200 pL de uma solugdo de
azocaseina 1% (substrato). Os tubos foram novamente colocados em banho-maria a 37 °C por 30

minutos e, em seguida, foi adicionada a solu¢do de parada, 300 puL de acido tricloroacético 20%.
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As leituras das absorbancias foram realizadas em espectrofotometro a 440 nm. Uma vez
determinado o volume de tripsina a ser utilizado no ensaio, a atividade inibitéria do extrato bruto
(folha de plantas cultivadas em campo e in vitro) foi conduzida nas mesmas condi¢des utilizando
amostras de 100 uL (0,2 mgP/mL, no estoque). A atividade inibitoria de tripsina, realizada em
triplicata, foi expressa em unidades de inibicdo por miligrama de proteina (UI/mgP).

A atividade inibitéria sobre a quimotripsina foi avaliada segundo metodologia
descrita por Erlanger et al. (1961). Primeiramente, foi realizada uma curva padrdo utilizando
aliquotas de 10, 20 e 30 uL de quimotripsina (0,3 mg/mL). A reagao foi realizada adicionando-se
tampao Tris-HC1 50 mM, pH 8,0, perfazendo um volume de 500 puL. Em seguida, os tubos foram
incubados a 37 °C, em banho-maria, por 15 minutos. Posteriormente, foram adicionados 200 pL
de uma solucdo de azocaseina 1% (substrato). Os tubos foram novamente colocados em banho-
maria a 37 °C por 30 minutos e, em seguida, foi adicionada a solug@o de parada, 300 pL de 4cido
tricloroacético 20%. As leituras das absorbancias foram realizadas em espectrofotometro a 440
nm. Uma vez determinado o volume de quimotripsina a ser utilizado no ensaio através da curva
padrdo, a atividade inibitéria do extrato bruto (folha de plantas cultivadas em campo e in vitro)
foi conduzida nas mesmas condigdes utilizando amostras de 100 pL (0,2 mgP/mL no estoque). A
atividade inibitéria de quimotripsina, realizada em triplicata, foi expressa em unidades de

inibi¢do por miligrama de proteina (Ul/mgP).

Parte II. Purificacido do inibidor de tripsina presente em folhas de noni cultivadas em
campo

As etapas de purificagdo foram guiadas de acordo com atividade inibitéria de tripsina
(como descrito no item 5.9). Em cada etapa, foi determinado teor de proteinas soldveis totais foi
pelo método de Bradford (1976) e o perfil eletroforético analisado por SDS-PAGE 12,5%
(LAEMMLL, 1970).

5.9 Concentracao e fracionamento por particao das proteinas extraidas das folhas de noni

5.9.1 Precipitacao com sulfato de amonio

As proteinas do extrato bruto das folhas de noni foram concentradas através de

precipitacdo com sulfato de amoénio a 90% de saturacdo, overnight. A seguir, a amostra foi
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centrifugada a 10.000 x g, 30 min, 4 °C, onde foi coletado o precipitado, que foi solubilizado no
tampao de extracdo e dialisado a 4°C em membrana de dialise de cut off 12 kDa contra dgua. O
dialisado coletado foi denominado como fracdo 0-90% (F0-90%), sendo utilizado na etapa

seguinte de clarificacdo.

5.9.2 Particao trifasica da F0-90%

Com o objetivo de fracionar as proteinas do extrato das folhas de noni, o material foi
submetido ao método de particdo trifasica descrito por Wati e al. (2009). A F0-90% j4 dialisada
foi adicionado sulfato de amonio 30% (m/v) de saturacdo sob agitagdo suave para dissolver o sal,
seguindo-se da adicao de t-butanol, na proporcao de 1:1 (v/v). A mistura foi deixada em repouso
durante 1 h a temperatura ambiente e, em seguida, submetida a centrifugacdo a 5.000 x g durante
10 minutos, 4° C, para formacdo e a separacao das trés fases (orginica, intermediaria e aquosa).
Dentre as trés fases, a fase aquosa (FA) se mostrou mais adequada para prosseguir com a
purificagdo do inibidor de tripsina, ja que a fase organica ndo € compativel com os métodos de
deteccao utilizados e pode levar a inativacdo de algumas proteinas e a fase intermedidria
apresentou problemas de solubilidade. Assim, FA foi coletada e dialisada contra dgua destilada a

4 °C para remocao o sulfato de amonio, posteriormente liofilizada e armazenada a -20 °C.

5.10 Purificacido do inibidor de tripsina de folhas de noni

A fase aquosa liofilizada foi ressuspensa em tampao Tris-HCl 50 mM, pH 8,0,
contendo NaCl 500 mM, perfazendo 2 mg/mL, e aplicada na matriz de Sepharose 4B com
tripsina imobilizada (dimensdes de 1 x 5,8 cm, perfazendo um volume de matriz de 4,55 mL),
previamente equilibrada com o mesmo tampdo. As proteinas ndo retidas foram eluidas com
tampao Tris-HCl 50 mM, pH 8,0, contendo NaCl 500 mM. Ja as proteinas retidas foram eluidas
com tampao Glicina-HCI 50 mM, pH 2,2, contendo NaCl 500 mM. A cromatografia foi realizada
com fluxo constante de 1 mL/minuto, sendo coletados 3 mL por tubo. A eluicdo de proteinas foi
monitorada pela leitura das absorbancias a 280 nm. A fracdo retida na cromatografia de afinidade

foi dialisada contra 4gua destilada e liofilizada.
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5.11 Analise estatistica
Os resultados obtidos foram expressos como média = desvio padrdo e submetidos as
andlises de variancia e a significancia das diferencas entre as médias, determinada pelo teste de

Tukey (P<0,05). O software utilizado foi o Graphpad Prism 5.0.
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6. RESULTADOS

6.1 Selecao do tampao de extracio

Na Tabela 01, encontram-se as concentragdes de proteinas extraidas das folhas de
noni, obtidas de plantas cultivadas em campo, quando utilizados diferentes tampdes. De um
modo geral, o tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 foi capaz de extrair significativamente o maior
teor de proteinas das folhas (3,642 * 0,259 mgP.gF!) quando comparado com as concentracdes
proteicas dos tampdes acetato de sddio S0 mM, pH 5,0 e fosfato de s6dio 50 mM, pH 7,0 (0,927
+0,077e¢ 1,583 £ 0,186 mgP.gF‘l, respectivamente).

Dessa forma, o tampao Tris-HCl foi escolhido para a extracdo de proteinas das folhas
de noni obtidas de plantas cultivadas in vitro. O rendimento proteico mostrou-se maior (6,480
+0,366 mgP.gF!), quando comparado aquele das folhas de plantas cultivadas em campo,
podendo estar relacionado ao material ser fresco. Contudo, apesar do maior rendimento, o perfil
eletroforético de folhas de plantas cultivadas em campo mostrou-se com bandas mais intensas e
definidas, de massas aparentes de 18, 30 e 40 kDa. A Figura 04 mostra o perfil eletroforético dos

extratos proteicos de ambas as folhas.



32

Tabela 01 - Extracdo de proteinas das folhas de noni utilizando diferentes tampdes

Concentracio de proteina (mgP.gF1)
Tampao
Campo In vitro
Tris-HCI (50 mM, pH 8,0) 3,642 +0,259% 6,480 +0,366¢
Acetato de Sodio (50 mM, pH 5,0) 0,927 +0,077° -
Fosfato de Sédio (50 mM, pH 7,0) 1,583 £0,186° -

Todos os valores representam médias de triplicatas = desvio padrao.
Letras diferentes representam valores que diferiram significativamente (P < 0,05) pelo teste de

Tukey.
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Figura 04 — SDS-PAGE (12,5%) dos extratos de folhas de noni de plantas cultivadas em campo
e in vitro em tampao Tris- HCI pH 8,0
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M: Marcadores de massa molecular. Raia 1: Extrato bruto de folhas de plantas cultivadas em
campo. Raia 2: Extrato bruto de folhas de plantas cultivadas in vitro. Foram aplicados 10ug de

proteina das amostras.
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6.2 Deteccao de proteinas bioativas no extrato de folhas de noni de plantas cultivadas em
campo e in vitro

O extrato bruto de folhas de plantas cultivadas em campo se mostrou capazes de
aglutinar hemécias de coelho, ndo sendo detectada nas folhas de plantas cultivadas in vitro. Os
extratos também se mostraram capazes de inibir a tripsina, uma protease do tipo serinica,
atividade peroxidasica e proteolitica para folhas de campo e in vitro (TABELA 02), sendo esta
dltima detectada também por zimografia (FIGURA 05). Em ambos os extratos ndo foi detectada
atividade inibitdria de quimotripsina.

Diante dos resultados obtidos, a atividade inibitoria de tripsina em folhas de plantas
cultivadas em campo foi a mais proeminente, e foi escolhida para dar prosseguimento a este

trabalho.
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Tabela 02 - Deteccio e quantificacdo de proteinas bioativas presentes no extrato bruto obtido a

partir de folhas de noni

Extrato Bruto
Atividade
Campo In vitro

Hemaglutinante (UH/mgP) 154,95 + 3,34 NDf
Inibitéria de Tripsina (Ul/mgP) 1335,01 = 27,842 200,00 + 14,14°

Inibitéria de Quimotripsina (Ul/mgP) NDf NDf
Proteolitica (UAP/mgP) 197,02 £7,07¢ 140,07 + 2,824

Peroxidasica (UAPox/mgP) 4,15+0,17° 1,00 = 0,09¢

Campo — Folhas de noni obtidas de plantas cultivadas em campo.

In vitro — Folhas de noni obtidas de plantas cultivadas in vitro.

Os valores representam médias de triplicatas = desvio padrao.

Uma unidade de hemaglutinacio (UH) correspondente ao valor reciproco da maior diluicao na
qual ainda se visualiza aglutinacdo de eritrocitos. O resultado expresso foi obtido com eritrdcitos
tratados com tripsina.

Uma unidade de inibi¢do de atividade tripsinica (UI) corresponde a quantidade de inbidor que
reduz a atividade da tripsina em 0,01 da absorbéncia a 440 nm.

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

Uma unidade de atividade peroxidasica (UAPox) equivale a quantidade de enzima necessaria
para aumentar a absorbancia em 1 a pH 5,2.

“Nao detectado

Letras diferentes representam valores que diferiram significativamente (P < 0,05) pelo teste t de

Student.
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Figura 05 — Deteccdo da atividade proteolitica dos extratos das folhas de plantas cultivadas em

campo e in vitro pela técnica de zimografia

Raia 1: Extrato bruto de folhas de plantas cultivadas em campo. Raia 2: Extrato bruto de folhas

de plantas cultivadas in vitro. Foram aplicados 10ug de proteina das amostras.



37

6.3 Isolamento de um inibidor de tripsina a partir das folhas de noni obtidas de cultivo nao
experimental em campo

Uma vez que o extrato bruto apresentou baixo rendimento, que dificultaria etapas
posteriores de isolamento do inibidor de tripsina, foi realizada uma concentragdo proteica com
sulfato de amonio 90% de saturacdo. O concentrado proteico (F0-90%) manteve o mesmo perfil
eletroforético do extrato bruto, sendo capaz de concentrar as proteinas cerca de 6,7 vezes,
passando de 0,42 + 0,04 mgP/mL (extrato bruto, EB) para 2,86 + 0,15 mgP/mL, sendo entdao
utilizado para posterior fracionamento proteico. Apos a realiza¢ao do processo de particdo, pode-
se observar a formacao das trés fases: a fase superior ou organica, correspondente ao t-butanol, a
fase intermedidria (precipitado), correspondente as proteinas que sofrem o processo de salting out
com sulfato de amo6nio a 30% (m/v) de saturacdo, e a fase inferior ou aquosa (FIGURA 06).
Como mencionado anteriormente, a fase aquosa (FA) foi escolhida para prosseguimento das
proximas etapas. O perfil eletroforético do EB, F0-90% e da FA pode ser observada na Figura 07.
As etapas de purificagdo foram guiadas de acordo com atividade inibitdria de tripsina (como

descrito no item 5.9).
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Figura 06 — Particdo trifasica do concentrado proteico obtido de folhas de noni de cultivo nio

experimental em campo

A

Em A, o concentrado proteico de folhas de noni antes do fracionamento por parti¢do trifasica. Em
B, formacdo das trés fases pds particdo trifdsica. Em C, fase aquosa, obtida no processo de

particdo, pos didlise.
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Figura 07 — SDS-PAGE (12,5%) do extrato bruto, da fracdo obtida a partir de precipitacio com

sulfato de amonio e da fase aquosa das folhas de noni de cultivo ndo experimental em campo
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M: Marcadores de massa molecular. As quantidades aplicadas foram de 5,27 ugP do EB (extrato

bruto), 2 ugP de FO-90% (concentrado proteico) e do 4,8 ugP FA (fase aquosa).
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6.4 Cromatografia de afinidade em coluna de tripsina-sepharose-4B

A fase aquosa liofilizada e ressuspensa em tampao Tris-HCl 50 mM pH 8,0,
adicionado de NaCl 500 mM, foi submetida a cromatografia de afinidade em matriz de tripsina-
sepharose-4B, previamente equilibrada com o tampao Tris-HCl 50 mM pH 8,0, adicionado de
NaCl 500 mM (FIGURA 08). O material ndo retido, eluido com o tampao de equilibrio, foi
composto por um unico pico destituido de atividade inibitoria de tripsina. O material retido,
eluido com tampao Glicina-HCl 50 mM pH 2,2, adicionado de NaCl 500 mM, apresentou
atividade inibitéria de tripsina de 9.000 Ul/mg, com massa aproximada de 16 kDa, sendo

denominado de NLTI (Noni Leaf Trypsin Inhibitor) (TABELA 03).
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Figura 08 - Perfil cromatografico de cromatografia de afinidade, em coluna de tripsina-

sepharose-4B, da fase aquosa
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Amostra de fase aquosa liofilizada (2 mg), obtida apds particdo trifasica, foi aplicada em coluna
(4,55 mL) de tripsina-sepharose-4B, equilibrada com tampao Tris-HCl 50 mM pH 8,0, contendo
NaCl 500 mM. As proteinas retidas foram eluidas com tampao Glicina-HCI 50 mM, pH 2,2,
contendo NaCl 500 mM. Fluxo: 60 mL/h; Fracao: 3 mL.



42

Figura 09 — SDS-PAGE (12,5%) do inibidor de tripsina purificado de folhas de noni cultivadas

em campo
M 1

97 ‘

14,4

M: marcadores de massa molecular. 1: Inibidor de tripsina de folhas de noni. Foram aplicados

300 ngP no poco. A revelacdo das bandas proteicas foi feita com nitrato de prata (BLUM et al,

1987).



Tabela 03 — Purificacdo e rendimento do inibidor de tripsina de folhas de Morinda citrifolia L.
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Proteina Total | Atividade total | Atividade especifica Rendimento Indice de
Flapa (mg) (UI) (UI/mgP) proteico (%)? Purificacio®
Extrato Bruto 57,60 76.896,58 1335,01 100 1
Fase Aquosa 14,85 23.673,57 1.594,18 25,78 1,2
Fracao Retida
0,24 2160,00 9.000,00 0,42 6,74

(Tripsina-Sepharose 4B)

Os valores representam médias (n=3)
0 rendimento foi calculado pela razdo entre a quantidade de proteina total em cada etapa e aquela do extrato bruto, multiplicado por

100.

®0O indice de purificacdo obtido em cada etapa foi calculado como sendo a razdo entre a sua atividade especifica e aquela do extrato

bruto.
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7. DISCUSSAO

Nos ultimos anos, varios estudos in vitro e in vivo foram realizados no intuito de
demonstrar o potencial farmacoldgico de M. citrifolia L., muitos deles associando seus efeitos a
metabolitos secundarios (TORRES ez al., 2017). Dessa forma, poucos sdo os relatos na literatura
que investiguem compostos proteicos, particularmente de suas folhas. Neste trabalho entdo,
foram utilizados tampdes com diferentes valores de pH para obtengdo de proteinas soldveis;
dentre eles, o tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 mostrou-se mais eficiente, onde a quantidade de
proteinas totais soliveis obtida (3,642 mgP/gF) foi a maior dentre os tampdes testados. De acordo
com as tabelas de composicdo de alimentos da Organizagdo Mundial da Saide (OMS) e
Organizagdo das Nacgdes Unidas para Agricultura e Alimenta¢do (FAO) (DIGNAN et al, 2004)
em 100 gramas de folhas de noni sdo encontradas 2,7 gramas de proteinas e com a condicao de
extracdo estabelecida é obtido cerca de um sétimo desse valor. Esta condi¢do foi adotada também
para a extracdo de proteinas de folhas de plantas cultivadas in vitro.

Para avaliar a presenca de proteinas bioativas, os extratos brutos de ambos os
materiais vegetais (de campo e in vitro) foram submetidos a atividades hemaglutinante,
proteolitica, peroxidasica e inibitdria de proteases serinicas (tripsina e quimotripsina).

O extrato bruto de folhas de campo se mostrou capaz de aglutinar hemacias de
coelho, tendo sido determinada uma atividade especifica de 154,95 UH/mgP, capacidade esta
relacionada a presencga de lectinas que ndo foi observada para o extrato bruto de folha de plantas
cultivadas in vitro.

As lectinas sdo proteinas que reconhecem e se associam de forma reversivel, com alta
afinidade e especificidade a carboidratos (SILVA et al., 2010). Por serem ricas dessas moléculas,
as plantas tém sido a principal fonte para a obtengado, isolamento e andlise dessas moléculas. As
lectinas sdo capazes de gerar vérios efeitos nas células como aglutinacdo, estimulacdo
mitogénica, redistribuicdo dos componentes da superficie celular, modificagdo da atividade de
enzimas de membrana, inibi¢do do crescimento bacteriano e filngico, agregacdo celular,
toxicidade, imunomodulag¢do, destacando-se assim em &reas bioquimica, biologia celular e

molecular, imunologia, farmacologia, medicina e analises clinicas (SANTOS ef al., 2014).
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A capacidade de aglutinar heméicias de coelhos ji foi reportada em extratos aquosos
de folhas de outras plantas, como por exemplo, de Bauhinia cheilantha (Caesalpinioideae)
(CRUZ, 2015), Manihot esculenta Crantz (Euphorbiaceae) (SILVA et al., 2010). Ja o extrato
salino (NaCl 0,15 M) de folhas Mussaenda alicia, uma planta pertencente a familia Rubiaceae,
assim como o noni, também foi capaz de aglutinar heméacias de coelho tendo sido determinada
uma atividade especifica 96,6 UH/mgP (SILVA et al., 2016), valor inferior ao observado para as
folhas de noni de plantas cultivadas em campo. Outras atividades bioldgicas destas moléculas de
bastante relevancia foram relatadas por Campos et al. (2016), onde uma lectina purificada a partir
de folhas de Bauhinia monandra apresentou efeitos anti-inflamatério por edema de pata, induzido
por carragenina, e antinociceptivo nas contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético em
camundongos. Ademais, essa lectina foi capaz de causar mortalidade a Zabrotes subfaciatus e a
Callosobruchus maculatus, coledpteros de interesse agroindustrial.

Os extratos brutos exibiram acdo proteolitica (197,02 £ 7,07 e 140,07 £ 2,82
UAP/mgP em folhas de plantas cultivadas em campo e in vitro, respectivamente). As atividades
especificas encontradas em ambos os materiais se mostraram superiores aquelas observadas para
os extratos brutos de folhas de outras plantas, como, por exemplo, Coriandrum sativum (2,47
UAP/mgP), Nicotiana tobaccum (5,6 UAP/mgP), Murraya koenigii (3,32 UAP/mgP), Moringa
oleifera (4,27 UAP/mgP) (SHARMILA et al., 2012) e Thespesia populnea (33,32 UAP/mgP)
(ISHWARYA; SANGEETHA, 2013).

As proteases sdao enzimas importantes na regulacdo dos processos de
desenvolvimento celular. Nas plantas, essas moléculas t€ém sido objeto de estudo por muitos anos,
ndo s6 para entender suas fungdes fisioldgicas, como também para identificar proteases com
aplicacdoes industriais (ISHWARYA; SANGEETHA, 2013). Sdo as enzimas mais
comercializadas e utilizadas no mundo, sendo empregadas na produ¢do de detergentes, alimentos,
produtos farmaceéuticos, couros e reagentes para diagnoéstico (JELLOULI et al., 2011).

A aplicacdo de proteases de folhas em processos industriais foi reportada por Piero;
Puglisi; e Petrone (2002), que isolaram uma protease denominada de “Lettucine”, a partir de
folhas de alface (Lactuca sativa L. cul. Romana), que foi capaz de hidrolisar a-caseina, B-caseina,
K-caseina, e leites com diferentes teores de gordura, com a maior atividade observada com leite
parcialmente desnatado. Além disso, essa protease se mostrou estavel a temperatura e pH, fatores

importantes durante o processamento industrial de coagulacao do leite.
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Ja a bromelaina, uma protease obtida a partir do caule, suco, casca e também das
folhas do abacaxi, é capaz de restringir o crescimento de células tumorais. E benéfica no
tratamento de doencas cardiovasculares, de queimaduras e como agente anti-inflamatdrio
(CHANALIA et al., 2011).

Outra avaliacdo feita no extrato bruto de folhas de noni foi quanto a presenga de
peroxidases, as quais foram detectadas (4,15 + 0,17 e 1,00 £ 0,09 UAPox/mgP em folhas de
plantas cultivadas em campo e in vitro, respectivamente), onde a atividade especifica encontrada
mostrou-se inferior as encontradas em extratos foliares de outras plantas.

As peroxidases sdo uma das enzimas mais amplamente em plantas, onde estdo
envolvidas em véarios processos fisioldgicos, formac¢do de parede celular, lignificacdo,
suberizacdo, etc (SAKHAROV, 2001). Essas enzimas sdo amplamente utilizadas em bioquimica
clinica e imunoensaios enzimaticos, no tratamento de residuos industriais, na degradacido de
corantes, na produc¢do de papel, etc. (PANDEY et al., 2017).

A presenca de peroxidases em folhas e suas aplicacdes ja tem sido descritas na
literatura. Extratos aquosos e metandlicos de folhas de Adhatoda vasica apresentaram atividade
peroxidasica, sendo sugerido o seu envolvimento na a¢do antibacteriana contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas detectadas nos extratos (KAUR er al.,, 2012). O potencial de
aplicacdo de peroxidases presentes em membranas de células de folhas de Yucca filamentosa foi
demonstrada por Yue et al. (2013), sendo utilizadas para detec¢ao de peréxido de hidrogénio, em
residuos industriais e hospitalares, para a preven¢do de chuvas 4cidas.

Outra importante ferramenta biotecnoldgica encontrada foi a capacidade dos extratos
de inibirem a acdo da tripsina, uma protease do tipo serinica, cuja atividade inibitdria especifica
foi maior nas folhas cultivadas em campo quando comparada a atividade inibitdria especifica das
folhas cultivadas in vitro, sendo de 1335,01 + 27,84 e 200,00 + 14,14 Ul/mgP, respectivamente.

Uma vez que inibidores de proteases podem ser constitutivamente expressos ou
induzidos pela presenca de patdégenos (SILVA-LOPEZ, 2009), fato este encontrado apenas em
situagdes de campo diferente da cultura in vitro. Contudo, esta resposta pode ser induzida na
cultura in vitro por meio de elicitores, compostos estes que sdo capazes de ativar respostas de
defesa localizada ou sistémica em plantas, incluindo a sintese de proteinas de defesa
(ZANARDO, 2009) . Como agentes elicitores, podem ser utilizados fragmentos de parede celular

e proteinas de patdgenos, acido salicilico, jasmonato, entre outros (SILVA, 2016).
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Inibidores de proteases ja tém sido isolados e purificados a partir de folhas de
diversas plantas, como, por exemplo, TesTI, um inibidor de tripsina isolado a partir de folhas de
Tecoma stans, capaz de inibir o crescimento de Candida albicans e Candida krusei, leveduras de
interesse médico, sem causar toxicidade as células humanas (PATRIOTA et al., 2016). Ja um
inibidor obtido de folhas de Moringa oleifera foi capaz de inibir a acdo da trombina, uma enzima
importante na coagulacdo sanguinea, além de inibir a proliferacio de micro-organismos
responsaveis pela degradacdo de espécies de camardes de interesse econdmico durante o seu
armazenamento (BIJINA et al., 2011).

Assim, dentre as diferentes proteinas detectadas, a atividade inibitéria de tripsina foi a
mais proeminente, em especial em plantas cultivadas em campo e foi escolhida para dar
seguimento a este estudo com este material vegetal.

Para a obtencdo de NLTI (Noni Leaf Trypsin Inhibitor), foi utilizado, inicialmente, o
método da parti¢do trifasica (do inglés, Three phase partioning - TPP), uma técnica emergente
que ¢ utilizada para a extragdo e purificagdo de biomoléculas, removendo interferentes, como
alguns compostos de massa molecular pequena, tais como lipideos, compostos fendlicos e alguns
detergentes (DENNISON; LOVREIN, 1997).

Esse método tem sido empregado no isolamento de inibidores de tripsina de sementes
de leguminosas, onde a fase inferior (aquosa) possui atividade especifica aumentada em relagcao
ao extrato bruto (WATI et al, 2009). Este fato também foi observado para a fase aquosa obtida a
partir da FO-90% de folhas de noni, a qual foi capaz de aumentar a atividade inibitoria especifica
cerca de 1,2 vezes. Este método ja tem sido utilizado na purificacio de moléculas de carater
proteico a partir de folhas (CHAIWUT; PINTATHONG; RAWDKUEN, 2010; NARAYAN;
MADHUSUDHAN; RAGHAVARAO, 2008), contudo ndo foram encontrados na literatura
relatos de sua utilizacdo na purificac@o de inibidores de proteases de folhas.

Outra vantagem do método € a sua capacidade de despigmentar o material, onde a
fase aquosa (FA), em comparagdo a F0-90% apresenta-se mais clarificada e transldcida, pois
alguns pigmentos, como a clorofila, apresentam-se na fase organica, por serem mais soliveis no
t-butanol (FIGURA 06).

Dando prosseguimento ao processo de purificacdo, a fase aquosa liofilizada foi
submetida a cromatografia de afinidade em matriz de tripsina-Sepharose 4B (FIGURA 08). O

resultado foi altamente satisfatdrio, ja que o inibidor de tripsina ficou retido na matriz, tendo sido
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eluido com tampao Glicina-HCl 50 mM, pH 2,2, acrescido de NaCl 500 mM, apresentando uma
atividade inibitéria de tripsina de 9.000 UI/mgP. O aumento da atividade inibitdria de tripsina foi
expressivo ao longo das etapas de purificacdo empregadas, tendo sido alcancado um indice de
purificagdo de 6,74 vezes e um rendimento de 0,42% (TABELA 03). Quando analisada por SDS-
PAGE (FIGURA 09), a fracdo retida da cromatografia apresentou uma banda majoritaria com
massa de aproximadamente 16 kDa.

Quando comparada aos inibidores purificados obtidos de folhas de Moringa oleifera
(rendimento proteico de 0,013% e atividade especifica de 547.4 Ul/mgP) (BUJINA et al., 2011) e
Coccinia grandis (rendimento proteico de 0,106% e atividade especifica de 377,9 Ul/mgP)
(SANTHEESH; MURUGAN, 2011), NLTI mostrou atividade inibitéria especifica maior, com
um rendimento proteico superior. Uma vez que as folhas sdo os principais tecidos atacados por
pragas e agentes patogénicos, a acumulacdo dessas moléculas é superior nas folhas, quando
comparado com outras partes da planta, indicando uma expressdo tecido especifica destas
proteinas (BIJINA et al., 2011).

Pode-se observar, entdo, que o extrato preparado a partir de folhas do noni possui
proteinas que podem ser exploradas de diferentes formas quanto ao seu potencial de uso. Assim
como a deteccdo dessas atividades em folhas obtidas de cultura in vitro abre novas perspectivas
para a exploracdo sustentdvel de Morinda citrifolia, além de ser um relato inédito, tanto em
relacdo ao uso dessa técnica na obtencdo de moléculas bioativas de caréter proteico, quanto para
a detec¢do das mesmas nessa espécie. E, apesar de Morinda citrifolia conter varios compostos
bioativos com aplica¢des farmacéuticas e industriais (ASSI ez al., 2015), inibidores de proteases

ainda ndo haviam sido relatados para esta espécie.
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8. CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostraram que as folhas de M. citrifolia L. apresentam-se como
uma promissora fonte de proteinas com potencial biotecnoldgico, como, por exemplo, lectinas,
peroxidases e proteases, dando suporte para investigacdes futuras que permitam o
desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos baseados nessas macromoléculas. Ademais, a
obten¢do de um inibidor de tripsina purificado traz como perspectivas diversas aplicacdes, tais
como na area médica como anti-inflamatérios e anti-hipertensivos, na produgdo de espécies
vegetais resistentes ao ataque de pragas e até mesmo no desenvolvimento de conservantes
biologicos de alimentos. Os resultados demonstram ainda que cultura de tecidos pode ser
utilizada como abordagem para a aquisicdo de material vegetal, particularmente nesse estudo

tecidos foliares de noni, visando a obtencao de proteinas com potencial biotecnologico.
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