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RESUMO

Proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs) s&o toxinas que possuem atividade
enzimatica rRNA-N-glicosidase. Essas proteinas inibem a sintese proteica clivando
especificamente o residuo da adenina 4324 (A324) do RNA ribossomal 28S da
subunidade ribossomal maior 60S. Esse processo para a maquinaria celular de
sintese proteica, levando a morte celular. As RIPs podem ser classificadas nos tipo 1,
2 e 3. O objetivo deste trabalho foi detectar, purificar e caracterizar a RIP de Jatropha
podagrica Hook. Em adicao, testar as suas diferentes atividades bioldgicas in vitro.
Apds os processos de coleta, limpeza das sementes, produgdo da farinha e
delipidacdo das mesmas, foi realizada a extracdo de proteinas de J. podagrica e
estabelecidas as melhores condi¢bes de extragdo e purificagdo da RIP podagrina.
Foram realizadas extragcdes com diferentes tampdes e pHs. A condicao de extracao
com maior quantidade de proteinas soluveis foi a realizada em tamp&o Tris-HCI 20
mM pH 7,4, seguida de precipitacdo com (NH4)2SO4 60%. A fracdo 0/60 (Fr0/60) foi
entdo utilizada em cromatografia de exclusdo molecular Sephadex G-100. Apds o
processo cromatografico foi obtido uma RIP tipo 1 pura denominada de podagrina. A
podagrina possui atividade rRNA-N-glicosidase com padrdes de estrutura secundaria,
avaliados por dicroismo circular, com predominancia de folhas-. A podagrina foi
ainda avaliada quanto sua agao anti-helmintica, contra Ascaridia galli, apresentando
a maior eficiéncia na concentragédo de 5 mg/mL, sendo a taxa de mortalidade de 100%
apos 72h de ensaio. Com os resultados, € possivel concluir que a podagrina € uma
RIP tipo 1.

Palavras-chaves: proteinas inativadoras de ribossomos; Jatropha podagrica Hook;

Podagrina.



ABSTRACT

Ribosome inactivating proteins (RIPs) are toxins with enzymatic activity rRNA-N-
glycosidase. These proteins inhibit protein synthesis by specifically cleaving the
adenine residue 4324 (A43s24) from ribosomal RNA 28S of the ribosomal subunit 60S.
This process stops the protein synthesis, leading to cell death. RIPs can be classified
in type 1, 2 e 3. The main goal of this work was to isolate e characterize Jatropha
podagrica Hook RIP and test its different in vitro biological activities. After collecting,
cleaning the seeds, producing a flour and removing the lipids, the best protein
extraction condition and purification protocols were determined. For the crude extracts
(CE) the best buffer were Tris-HCI 20 mM pH 7,4. After that, a proteins precipitation
with (NH4)2SO4 at 60% saturation was performed and denominated Fr0/60. The Fr0/60
was used for size exclusion chromatography (Sephadex G-100). After
chromatography, it was obtained only one type 1 RIP, named podagrin. The podagrin
showed rRNA-N-glycosidase activity and when submitted to dichroism circular
analysis, podagrin presented a conformational pattern with predominance of 3 sheet
secondary structures. It was also performed with podagrin an anti-helminth assay,
against Ascaridia galli. The most efficient concentration was 5 mg/mL of podagrin, with
a 100% mortality of the parasite after 72 h. With these data, it is possible to conclude
that podagrin is a type 1 RIP.

Keywords: ribosome inactivating proteins; Jatropha podagrica Hook; Podagrin.
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1 INTRODUGAO

O uso de plantas para fins medicinais remonta aos tempos mais antigos da
humanidade. Extratos vegetais sdo usados na medicina popular para diversos fins
desde colicas estomacais até ferimentos externos. Esse conhecimento popular vem
sendo utilizado pelos cientistas para prospectar alvos na natureza que possuam
moléculas com elevado potencial farmacologico (INTA et al., 2013).

Dentro da grande diversidade de moléculas de origem vegetal, as toxinas
vegetais possuem grande valor farmacolégico quando administradas em doses
subletais. Tais toxinas vem sendo relatadas com diversas acdes de interesse médico
como atividade anti-leishmania (VASCONCELOS et al., 2018), anticancer
(BORTOLOTTI, 2018) e antiviral (HASSAN et. al., 2018). Dentre essas moléculas, as
Proteinas Inativadoras de Ribossomos (RIPs) vém tendo um destaque importante
devido sua elevada toxicidade e potenciais aplicagbes biotecnolégicas (STIRPE,
2013).

1.1 Proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs)

Proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs) sédo toxinas que possuem
atividade enzimatica rRNA-N-glicosidase (EC 3.2.2.22) (ENDO E TSURUGI, 1986).
RIPs inibem de forma irreversivel a sintese proteica clivando especificamente um
residuo de adenina, comumente o residuo 4324 (A4324), do RNA ribossomal 28S que
compoe a subunidade ribossomal maior 60S. Esse processo para a maquinaria celular
de sintese proteica, levando a morte celular (ENDO e TSURUGI, 1986; SCHROT et
al., 2015).

A primeira RIP foi identificada em Ricinus communis, conhecida popularmente
como mamona, e nomeada ricina. Os primeiros casos registrados de intoxicagao por
ingestdo de R. communis datam do século XIX e continuam acontecendo até os dias
atuais, principalmente devido ao extenso uso do 6leo de mamona pela industria
(BOZZA et al., 2014). Apesar de serem relatadas mais comumente em plantas, essa
classe de enzimas sao também encontradas em fungos, bactérias e insetos
(LAPADULA e AYUB, 2017).

Tradicionalmente é adotada como norma a classificagdo sugerida por Stirpe

e Barbieri (1986), onde as RIPs podem ser classificadas em 3 tipos. As RIPs tipo 1
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possuem uma unica cadeia polipeptidica na qual pode ser encontrado o sitio catalitico
com a atividade enzimatica rRNA-N-glicosidase. Ja as RIPs tipo 2 sao proteinas
formadas por duas cadeias ligadas por uma ligagdo dissulfeto. As cadeias séo
denominadas por cadeia A e cadeia B. A cadeia A possui a fungdo catalitica (rRNA-
N-glicosidase), caracteristica dessa classe de enzimas. A cadeia B possui dominios
ligantes a carboidratos (dominio lectinico). As RIPs tipo 3, diferem das demais devido
a presenca de estruturas proprias. A primeira a ser identificada foi a Proteina Induzida
por Jasmonato (JIP60) identificada em folhas de cevada que sofreram estresse pelo
uso de jasmonato (REINBOTHE et al, 1994). A segunda enzima membro desse grupo
foi encontrada no milho e chamada de b-32 na forma de pré-toxina e somente
demonstrava agao catalitica apds sofrer acao proteolitica (HEY et al., 1995). Ambas
as RIPs pertencentes a classe 3 possuem suas agdes enzimaticas, porém suas
estruturas e mecanismos de acdo sdo muito diferentes das demais classes. Alguns
autores consideram as RIPs tipo 3 como uma classe especial de RIPs tipo 1 (GIRBES
et al., 2004; SCHROT et al., 2015; STIRPE, 2004).

As RIPs tipo 1 possuem geralmente um peso molecular variando entre 26 a
32 KDa com rarissimas excecgdes, como no caso de proteinas inibidoras da sintese
proteica de baixo peso molecular (8 a 13,5 KDa). RIPs tipo 2 possuem peso molecular
variando entre 60 a 65 KDa, tendo sua cadeia A com peso molecular similar as RIPs
tipo 1 e a cadeia B variando de 30 a 35KDa (GIRBES et al., 2004).

1.2 Mecanismos de agao

O mecanismo, pelo qual ocorre a depurinagédo caracteristica das rRNA-N-
glicosidases, foi inicialmente descrito por Endo e Tsurugi (1987). O mecanismo
consiste no rompimento da ligagdo N-glicosidica que une a A4324 ao esqueleto de
fosfatos do RNA ribossomal 28S da subunidade 60S do Ribossomo isolado do figado
de ratos (Figura 1) (ENDO e TSURUGI, 1987). Essa adenina se encontra em uma
estrutura conhecida como /oop da Sarcina/Ricina. Este loop da Sarcina/Ricina é
extremamente conservado entre diferentes espécies e é responsavel pela interagao
dos fatores de elongacéo 2 e G, componentes da maquinaria de sintese proteica, em

eucariotos e procariotos, respectivamente (STIRPE e BARBIERI, 1986).
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Figura 1 — O mecanismo de agao das proteinas inativadoras de ribossomos
(RIPs).
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A maioria das RIPs cliva uma adenina (A4324 em rato) do RNA ribossomal (da subunidade maior 60S)
impossibilitando a interacdo do rRNA com o Fator de Elongacao 2 (EF2). Algumas RIPs sdo capazes

de excisar mais de um residuo de adenina.
Fonte: Adaptado de Girbes et al., (2004)

Entretanto, para que ocorra sua acdo, a rRNA-N-glicosidase necessita
alcancar ao citoplasma celular. As membranas celulares (membrana celular e o
sistema de endomembranas das organelas) sdao as principais barreiras que
necessitam ser vencidas para que a RIP seja capaz de exercer sua agao enzimatica.

As RIPs tipo 2 sdo normalmente mais toxicas do que as RIPs tipo 1 devido a
presenca da cadeia lectinica que desenvolve um papel essencial para entrada da RIP
na célula. O mecanismo de entrada das RIPs tipo 2 é iniciado quando sua cadeia
lectinica interage com glicoproteinas e glicolipideos, geralmente ricas em residuos de
[1-1,4 galactose, presentes na superficie da membrana celular, desencadeando os
mecanismos de endocitose dependentes ou ndo de clatrinas. O endossomo formado

€ entdo levado ao Aparato de Golgi (AG) e por transporte retrogrado € enviado para o
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Reticulo Endoplasmatico (RE). Uma vez no RE, a RIP encontra-se em estado
desenovelado e através do mecanismo de degradagao proteica associado ao RE,
responsavel por translocar proteinas mal enoveladas para o citoplasma a fim de que
sejam degradadas por proteassomos, ela € translocada para o citoplasma e pode
finalmente agir sobre os ribossomos la presentes. (PURI et al., 2012; ZENG et al.,
2015).

Devido a auséncia da cadeia lectinica, as RIPs tipo 1 possuem maior
dificuldade para adentrar o citoplasma. Seu provavel mecanismo de entrada consiste
na interagao com os fosfolipidios da membrana levando a formag¢ao do endossomo,
mas seu mecanismo exato continua incerto (ZENG et al., 2015). Apesar de RIPs tipo
1 possuirem menor toxidade in vivo, sua agao in vitro pode ser superior ou equivalente
as RIPs tipo 2. Devido a essa caracteristica diversos estudos seguem criando
imunotoxinas com essas moléculas (Flavell et al., 2006; Giansanti et al., 2018; Oriol
et al., 2017; Polito et al., 2011; Tazzari et al., 1994). Estas, consistem na ligacédo de
uma proteina téxica a anticorpos monoclonais a fim de que facilite a entrada no
citoplasma e as direcionem a tipos celulares especificos. Os mecanismos de entrada
no citoplasma das RIPs tipo 1, tipo 2 e imunotoxinas estdo esquematizados na figura
2 (ZENG et al., 2015; ZHU et al., 2018).
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Figura 2 — Mecanismos de ag¢ao das RIPs em células eucarioéticas.
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Fonte: Adaptado de Zeng et al.(2015).

Mecanismos de entrada das RIPs tipo 1, tipo 2 e imunotoxinas. O processo ocorre por endocitose com
a posterior liberagdo das moléculas para o citoplasma via reticulo endoplasmatico.

1.3 Distribuicao das RIPs na natureza.

Devido a grande variedade de espécies nas quais as rRNA-N-glicosidases
sdo encontradas, foi elaborada a hipdtese de que elas poderiam ser uma classe
ubiqua de proteinas (PURI et al., 2012). Entretanto essa hipotese deve ser rejeitada
ja que o trabalho de Stirpe e colaboradores (2013) relataram né&o ter encontrado no
genoma de Arabidopsis thaliana, genes para producao de RIPs. Essas moléculas s&o
encontradas principalmente em plantas, porém ja foram descritas em outros reinos
(LAPADULA e AYUB, 2017). RIPs provenientes de bactérias, fungos, macroalgas e
insetos ja foram prospectadas e caracterizadas. A lamjapin € uma RIP encontrada na
espécie de alga Saccharina japonica (Liu et al., 2002), pleuturegin e volvarin séo RIPs
encontradas nos fungos Pleurotus tuberregium e Volvariella volvaceae,
respectivamente (Yao et al, 1998; Wang and Ng, 2001), ja a shiga toxin foi isolada da

bactéria Shigella dysenteriae a verotoxin 1 (uma proteina similar a shiga toxin) foi
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isolada de uma cepa de Escherichia coli (BROWN et al., 1980; HAUF e
CHAKRABORTY, 2003).

Os estudos evolutivos mais recentes sobre a origem das rRNA-N-glicosidases
mostram que estas moléculas tiveram uma unica origem na arvore da vida e
divergiram atraveés de diferentes mecanismos evolutivos (duplicagdo de genes, perda
de genes, transferéncias horizontais e fusdes). Através das ferramentas in silico e dos
bancos de dados gendémico foi possivel observar a auséncia de genes de RIPs no
dominio das Archeas e no reino Metazoa com a excecao da subfamilia dos Culicinae
(figura 3) (LAPADULA e AYUB, 2017).

Figura 3 — Distribuicao taxindmica de RIPs catalogadas.
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Algumas espécies podem apresentar mais de uma RIP, como a Jatropha
curcas que possui ja catalogadas 4 diferentes isoformas da curcina, uma RIP tipo 1
(Tabela 1). Através de analises gendmicas foram encontrados 31 genes que podem
codificar para RIPs tipo 1 no genoma do arroz que sdo expressas ou ndo0 como

respostas a estresses bioticos e abidticos (JIANG et al., 2008).

Tabela 1 — RIPs isoladas de Jatropha curcas L.

Classificag Massa

RIPs ICso’ Fonte Referéncia
ao molecular (KDa) % I
. 0.42
Curcina RIP 1 28,2 M Sementes (LIN et al., 2010)
Curcina 2 RIP 1 30,1 n/d Recombinante (QIN et al., 2005)
4
Curcina-L RIP 1 32,0 ug/mL Folhas (QIN et al., 2009)
Jc-SCRIP RIP 1 323 /d Cascas da (NUCHSUK et
semente al., 2013)

Fonte: Adaptada de Schrot et al. (2015).
" Concentragao inibitoria que inibe em 50% o processo de tradug&o em um sistema de células livre.
As concentragdes foram listadas em Massa Molar ou mg/mL. n/d = n&o disponivel.

A presenca dessas enzimas nos tecidos vegetais € bastante variavel desde
em quantidades trago até centenas de miligramas por 100g de tecido. As rRNA N-
glicosidases podem ser expressas nas folhas, flores, raizes, sementes, frutos, ramos,
seiva e até em cultura de células, porém essa € uma caracteristica que diverge de
espécie para espécie. Quando presente em uma espécie é possivel encontra-las em
todos esses tecidos vegetais simultaneamente ou exclusivamente em um deles
(STIRPE, 2004).

1.4 Caracteristicas estruturais das RIPs

Para que uma molécula seja classificada como uma nova RIP é necessario
que esta possua estrutura caracteristica e atividade rRNA N-glicosidase, incluindo os
residuos conservados do sitio ativo os quais acredita-se serem caracteristicos dessa
classe (Funatsu et al., 1991). A esse dominio conservado foi designado o nome de
dominio toxico shiga/ricina (SCHROT et al., 2015).
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A ricina, RIP tipo 2 isolada da planta R. communis, € utilizada como principal
modelo estrutural para RIPs. Esta foi a primeira RIP a ter sua estrutura tridimensional
resolvida (MONTFORT et al,, 1983). A cadeia A da ricina (RTA) é utilizada como
modelo para todas as cadeias cataliticas de RIPs tipo 2 e para as RIPs tipo 1, pois
apresentam similaridades elevadas entre si. Ela € uma enzima globular com 267
residuos de aminoacidos, e possui as estruturas secundarias de a-hélice e folhas-3
como mostrados na tabela 2 (ROBERTUS e MONZINGO, 2004).

Tabela 2 — Tabela de estruturas secundarias da RTA.

Hélice-a Residuos Folhas-B Residuos

A 18 - 32 A 7-13

B 99 — 104 B 56 — 64
Cc 122 - 127 Cc 68 — 76
D 141 - 152 D 79 — 86
E 161 -180 E 88 — 93
F 184 — 192 F 113 - 117
G 202 - 210 G 230-234
H 211-219 H 237 — 242

Fonte: Adaptado de Robertus e Mozingo (2004)

Na tabela estdo listadas as principais conformacdes estruturais
secundarias presentes na RTA. 8 hélices-a identificadas de A-H e 8
folhas-B identificadas de A-H. A coluna de ‘Residuos’ indica a posigéo,
da posigao N-terminal para a posigao C-terminal, de quais residuos de
aminoacidos constituem cada estrutura secundaria da RTA.

De forma geral, as RIPs possuem a estrutura secundaria de seus dominios N
e C terminais bem conservados apresentando pequenas diferengas entre si. O
dominio N terminal, maior dos dois dominios, consiste em seis a-hélices e seis -
folhas. O dominio C terminal, com menor tamanho entre os dois, possui uma p—folha
antiparalela e uma a-hélice com uma tor¢édo na regido mediana. O bols&o catalitico
também é uma regido bastante conservada entre as RIPs ja catalogadas e fica
localizado entre os dominios C e N terminais. A manutencdo da conformacao
tridimensional dessas enzimas somente é possivel gragas a ligagdes de hidrogénio

entre os seus dominios N e C terminais (SHI et al., 2016).
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Os residuos de aminoacidos da ricina que sao conservados em outras RIPs
séo Tyr21, Phe24, Arg29, Tyr80, Tyr123, Glyl40, Ala165, Glu177, Ala178, Argl80,
Glu208, Asn209 e Trp211. Sendo destes, Tyr80, Tyr123, Glu177, Ala178, Arg180,
Glu208, Asn209 e Trp211 residuos que se encontram no sitio catalitico da RTA. A
atividade rRNA-N-glicosidase é efetivamente ligada aos residuos de Tyr80 e Tyr123.
Os residuos de Glu177 e Arg180 também aparentam ter uma atividade importante
para o funcionamento do sitio catalitico da RTA (ROBERTUS e MOZINGO, 2004).

1.5 Atividades e potencial biotecnolégico das RIPs

Desde a descoberta dessas moléculas toxicas, ja foram relatadas diversas
atividades biolégicas secundarias. Dentre as atividades enzimaticas mais relevantes
foram descritas as atividades quitinasica (SHIH et al., 1997), superoxido dismutase (LI
et al., 1997) e atividade DNasica (RUGGIERO et al., 2007). Devido a presenca destas
atividades enzimaticas, pressupde-se que as RIPs estdo intrinsicamente ligadas a
mecanismos de defesa vegetal contra infecgbes bacterianas, virais e fungicas.
Acredita-se ainda que elas possam ter um papel fundamental no processo de
senescéncia foliar (STIRPE et al., 1996). Dentre tantos potenciais usos, a principal
tendéncia para essas moléculas toxicas se concentra na sua a atividade terapéutica
no tratamento de doencas humanas. Uma das areas de maior interesse para a saude
humana é a utilizacdo dessas toxinas no tratamento de cadncer como relatados nas
revisdes de Zeng et al.(2015) e de Tyagi et al. (2015). Diversas RIPs tipo 1 e tipo 2 ja

demonstraram atividade antineoplasica in vitro como listado na Tabela 3.

Tabela 3 — Atividade anti-tumoral de RIPs tipo | e tipo Il.

Tipo De
RIP Tipo | Linhagem Celular Referéncia
Tumor
Cancer de
MDA-MB-231a e MCF-7 (FANG et al., 2012)
mama
Trichosanthin Linfoma CEM, Hut-78, Raji, e Daudi (WANG et al., 2007)
Cancer de (HUANG et al., 2010; Gao et
CT-26; LoVo

colon al., 2010)
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(WANG et al., 2007; KONG

Leucemia Molt-4 e Jurkat; K562
et al., 1998)
Tipo De
RIP Tipo | Linhagem Celular Referéncia
Tumor
Cancer de
] T24 (SHI et al., 2020)
bexiga
(LEE-HUANG et al., 2000;
Cancer de
Momordica anti- MDA-MB-231a; BT20; LEE et al., 1995; QIU et al.,
HIV proteina de 30 R
«Da 2014)
Carcinoma
. . A431 (LEE et al., 1995)
epiderméide
Glioma U87MG (LEE et al., 1995)
) NALM-6a; HSB-2a; CCRF (FLAVELL et al., 1995;
Leucemia
CEMa MORLAND et al., 1994)
Glioma U87MG (ADWAN et al., 2014)
Ramos, Rajia, Daudi,
SO DOHH-2, e Granta 519,  (KATO et al., 2012: VOOUJIS
Linfoma g pHL-4; HDLM2, KM/H2, et al., 1997)
e L428
Céncer de PA-12 (BEITZ et al., 1992)
ovario
Astrocitoma 251-MG (TURWAY et al.,1993)
Cancer de Patu Il (TURWAY et al., 1993)
pancreas
a-Sarcina Cancer de EJ (WAWRZYNCZAK et
bexiga al.,1991)
Cancer de (TURWAY et al.,1993;
) HT29 e BCS-TC2; SW1222 CARRERAS-SANGRA et al.,
célon
2012)
Canl"ei & NCL-H446 (LUO et al., 2006)
Curcina pCL1 i
ancer SGC-7901 (LUO et al., 2006)
gastrico
Sarcoma S-180 (ZHAO et al., 2012)
Tipo De
RIP Tipo 2 Linhagem Celular Referéncia
Tumor
o (MUKHOPADHYAY et al.,
Abrus aglutinina Hepatoma HepG2a
2014)
Momordica Cancer de
CNE1 e CNE2 (FANG et al., 2012)

charantia lectina
Articulatin-D

nazofaringe

Leucemia

Jurkat, Molt-4, e HL-60

(DAS et al., 2011)

Fonte: adaptado de Zeng et al., 2015.
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A tabela mostra uma lista resumida de RIPs tipo | e Il que possuem a capacidade de levar a morte
celular linhagens de células cancerigenas in vitro.

Outra importante aplicagcdo na saude humana é a utilizagdo da atividade
antiviral da trichosanthin em teste anti-HIV 1 em células C8166. Foi ainda descrito que
a subunidade A da shiga toxin inibe a replicacdo do virus da imunodeficiéncia Bovina
(Ng et al., 2010).

1.6 A espécie Jatropha podagrica Hook.

O género Jatropha (Euphorbiaceae) possui aproximadamente 175
representantes distribuidos entre plantas suculentas, arbustos e arvores.
Independentemente da espécie, extratos de diferentes partes de plantas do género
como folhas, ramos, raizes e cascas vém sendo utilizadas pela medicina popular
(SHARMA e SINGH, 2012).

As plantas desse género caracterizam-se por serem em sua maioria
monoicas, raramente apresentando individuos dioicos. Apresenta exsudato claro,
esbranquicado, possuindo diversas substancias téxicas na seiva e nas suas
sementes. Folhas em posigdo alterna, usualmente de formato digitiforme. Seu
tegumento possui tricomas simples ou glandulares. Flores se dispdem usualmente em
inflorescéncias das quais somente uma possui pistilo. Possui 5 sépalas livres que se
sobrepdem nas suas bordas e possui 5 pétalas livres. Os frutos sao capsulares e
deiscentes (SHARMA e SINGH, 2012).

A Jatropha podagrica € uma planta arbustiva de tronco curto e inchado na sua
base, com inflorescéncias vermelhas e que florescem durante todo o ano. Suas folhas
sao digitiformes com 3 a 5 lobos (NPARKS, 2021). A J. podagrica é comumente
encontrada nos continentes Latino Americano, Africano e Asiatico. Essa planta é
utilizada pela medicina popular no combate de varias doengcas como infecgdes
cutaneas e doencgas sexualmente transmissiveis (AIYELAAGBE et al., 2012, 2007).
Foram isolados das raizes da J. podagrica 6 diterpenoides, dois em especial

denominados japodagrina e japodagrone, possuem suas estruturas resolvidas e
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atividades bactericida avaliadas. japodagrina apresentou atividade bactericida contra
Bacillus subtilis e Stafilococcus aureus. Japodagrone apresentou atividade bactericida
contra Bacillus subtilis (AIYELAAGBE et al., 2007). Apesar de ja serem descritas
atividades biologicas relacionadas a J. podagrica como atividade antitumoral,
bactericida, inseticida e fungicida (LIU et al., 2014). Pouco foi estudado sobre o pool
proteico e as atividades biologicas relacionadas as proteinas de J. podagrica, tendo
apenas dois peptideos isolados da seiva de J. podagrica denominados Podacycline A
e B (VAN DEN BERG et al., 1996).
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2 OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Isolar e caracterizar uma Proteina Inativadora de Ribossomo (RIP) de Jatropha

podagrica Hook. Em adicao, testar suas possiveis atividades bioldgicas in vitro.

2.1 Objetivos especificos

Desenvolver e validar um protocolo de extragao de proteinas das sementes da

espécie J. podagrica;

e |solar e purificar a RIP da semente de J. podagrica;

e Avaliar a integridade e o grau de pureza da RIP isolada por métodos
bioquimicos e biofisicos;

e Caracterizar a estrutura secundaria da RIP;

e Avaliar as atividades biolégicas (RNA N-glicosidase; toxicidade, inibicdo da

sintese proteica e atividade anti-helmintica) da RIP isolada;

e Produzir de anticorpos policlonais anti-RIP.
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3 MATERIAIS

3.1 Vegetal

As sementes de J. podagrica Hook. foram coletadas de frutos maduros, na
safra que ocorre no periodo compreendido entre os meses de junho e agosto. Depois
de removidas dos frutos, as sementes foram lavadas com agua destilada, secadas
por 16 h a 30 °C em estufa de secagem e armazenadas a temperatura média de 12
°C até a utilizagcao. A espécie vegetal utilizada no presente trabalho foi devidamente
cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do

Conhecimento Tradicional Associado — SisGen (No. processo ADA415C).

3.2 Animal

Nos ensaios de toxicidade foram utilizadas larvas de Artemia salina L., um
microcrustaceo da classe Anostracea (Brine Shrimp Test), na forma de metanauplios.
Nos ensaios bioldgicos, também foram utilizados a linhagem de Pichia pastoris
KM71H (Thermo Fisher Scientifyc) e helmintos adultos de Ascaridia galli (cedidos pela
UFMG).

3.3 Reagentes

Kit TNT Coupled Reticulocyte Lysate Systems; anticorpos primarios e
secundarios; metanol; matriz cromatografica Sephadex G-100; Tris [2-Amino-2-
(hidroximetil) propano-1,3-diol]; acido cloridrico; acido acético; sulfato de aménio,
marcadores moleculares (Ambresco®); cloreto de sodio; corantes (Coomassie
Brilliant Blue); albumina sérica bovina; acrilamida; bis-acrilamida; acetona; B-
mercaptoetanol; tampao fosfato de sédio (PBS); fenol; e outros reagentes de grau

analitico.
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4 METODOLOGIA

4.1 Preparacgao da farinha de semente de J. podagrica

Apds a coleta, as sementes das espécies selecionadas foram limpas,
destegumentadas e fragmentadas para serem submetidas aos processos de
delipidagdo (com hexano) (1:5 m/v) por 6 horas, com trocas a cada 2 h. ApoOs esse
processo, o material foi submetido a secagem por até 12 h a 25 °C. Em seguida, o
material foi novamente triturado e peneirado até a obtengcdo de um pod fino e
homogéneo. O rendimento foi calculado e a farinha foi acondicionada em tubos de
centrifuga de 15 mL a 25 °C.

4.2 Obtencao do extrato proteico da farinha de J. podagrica

Depois de peneiradas, a farinha foi submetida a extracédo (1: 10 m/v) de
proteinas utilizando diferentes tampdes: Glicina 20 mM pH 2,6; Acetato de sddio 20
mM pH 4,0; Fosfato de sédio 20 mM pH 6,0; Tris-HCI 20 mM pH 7,4 e Borato 20 mM
pH 9,0, todos contendo NaCl 150 mM. Cada extragao durou trés horas e foi realizada
sob agitagdo a 10 °C. Em seguida, os extratos brutos (denominados EBs) foram
centrifugados a 12.000 x g, por 30 minutos a 5 °C, e entéo filtrados e utilizados nos

ensaios de dosagem de proteinas e de atividade hemaglutinante.

4.3 Dosagem de proteinas soluveis

As dosagens de proteinas dos EBs foram realizadas conforme a metodologia
de Bradford (1976). Para cada 100 uL de EB, foram adicionados 2,5 mL do reagente
de Bradford. As misturas foram agitadas e mantidas em repouso por 10 minutos a 25
°C. Em seguida, foi medida da absorbancia a 595 nm em espectrofotometro. A
concentracao de proteinas nos EBs foi calculada a partir de uma curva padrao obtida
com BSA.

4.4 Avaliacao da atividade hemaglutinante dos EBs
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Neste ensaio foram utilizadas hemacias de coelhos adultos e sadios.
Antes dos ensaios, o sangue coletado foi lavado quatro vezes com uma solugao salina
(NaCl 150 mM) para remover o plasma, os glébulos brancos e o anticoagulante,
deixando apenas as células vermelhas (hemacias). A atividade hemaglutinante dos
EBs foi avaliada conforme a metodologia descrita por Moreira e Perrone (1976). Esse
ensaio foi realizado em placa de microtilulagcdo através de diluicbes seriadas.
Resumidamente, 50 uL de cada EB (concentragao de 1 mg/mL em NaCl 150 mM)
analisado foi adicionado separadamente a igual volume de uma solugéo de NaCl 150
mM e desta mistura foram feitas diluicdes seriadas. As diferentes diluicdes proteicas,
foram adicionados 50 uL de uma suspenséo de hemacias de coelho a 2 %. As placas
foram incubadas em estufa a 37 °C por 30 minutos, seguidos de mais 30 min a
temperatura ambiente. A aglutinacdo foi observada a olho nu. A quantidade de
proteina presente na maior diluicdo capaz de hemaglutinar representa a quantidade
minima de proteina necessaria para aglutinar os eritrocitos e € definida como unidade
de hemaglutinacdo (UH). A atividade especifica € o numero de unidades de

hemaglutinagdo por miligrama de proteina (UH/mgP).

4.5 Precipitagao das proteinas do EB de J. podagrica com sulfato de aménio

O extrato bruto das sementes obtido com Tris-HCI 20 mM pH 7,4 foi submetido
a precipitacdo com sulfato de amoénio (NH4)2SO4, utilizando 60% de saturagao
conforme a metodologia utilizada por Lin et al. (2010). O extrato saturado com sulfato
de amodnio foi mantido em repouso por 6 h a 5 °C e em seguida, centrifugado a 12000
x g por 20 min. O precipitado foi coletado, solubilizado com o tampao de extragao,
dialisado por 12 h contra agua destilada e por mais 4 h com o tampao PBS pH 7 4.
Essa fragao solubilizada (denominada Fr0/60) foi submetida a dosagem de método de
Bradford (1976).

4.6 Purificagao da RIP de J. podagrica

A fragao Fr0/60 foi aplicada em uma coluna contendo a matriz Sephadex G-
100 (0,8 x 100 cm), previamente equilibrada com tampao PBS pH 7,4 conforme a

metodologia descrita por Lin et al. (2010). Em seguida, a matriz foi eluida com o
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mesmo tampéao PBS, utilizando um fluxo de 1 mL/min. As fracbes cromatograficas
foram coletadas, quantificadas em espectrofotdbmetro pela medida da absorbancia a

280 nm e analisadas por ensaios eletroforéticos (SDS-PAGE).
4.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE-SDS)

As fragdes cromatograficas da Fr 0/60 de J. podagrica foram analisadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida sob condigcdes redutoras conforme a
metodologia de Laemmli (1970), com modificagdes. Foi utilizado um gel de aplicagao
de 3,5% de acrilamida em tampé&o Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8) e um gel de separagado com
12,5 % de acrilamida em tampao Tris-HCI 0,5 M (pH 8,8) contendo SDS 1%. A
mobilidade eletroforética foi realizada a 25 mA e uma voltagem inicial de 100 V. As
amostras foram preparadas em tampéao Tris-HCI 62,5 mM (pH 8,3) contendo SDS 1%,
B-mercaptoetanol 0,1%, sacarose e azul de bromofenol 1%. Em seguida, as amostras
foram aquecidas a 100 °C por 10 minutos e centrifugadas a 1.000 x g por 5 minutos a
temperatura ambiente. As bandas proteicas foram coradas com Coomassie Brilliant
Blue R-250 a 0,05 %, preparado em uma solugédo de metanol: acido acético:agua

(1:3,5:8, v/v/v). Foram utilizados diferentes marcadores moleculares da Ambresco®.

4.8 Atividade rRNA N-glicosidase in vitro dos EBs

Os ribossomos de levedura (Pichia pastoris) foram obtidos conforme a
metodologia descrita por Smith e colaboradores (2003). Resumidamente, 5 mL de um
pré-inéculo (contendo a levedura) em meio YPD foi incubado a 37 °C, overnight, sob
agitacao (250 rpm). Esse pré-inéculo foi diluido em 500 mL de meio YPD
suplementado com sacarose (2 %), adenina e uracila (0,2 %). As células foram
crescidas a 37 °C, sob agitagao de 250 x g até atingir uma D.Osoonm= 1 (cerca de 12
h). Uma vez atingida tal densidade, a cultura foi centrifugada, 5000 x g por 10 minutos,
a4 °C. O precipitado obtido foi lavado (3X) com agua estéril RNAse free e ressuspenso
em 4 mL do tampé&o de lise (Tris-HCI 200 mM, pH 9,0, contendo KCI 200 mM, sacarose
200 mM, MgCl2 25 mM, EGTA 25 mM e B-mercaptoetanol 0,01%). Ao tubo contendo
as células foi adicionado igual volume de “pérolas de vidro” para romper a parede

celular através de agitacao vigorosa por 10 minutos. A ressuspensao foi centrifugada
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a 1.250 x g por 5 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e novamente
centrifugado a 20.000 x g por 20 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi novamente
coletado e submetido a uma ultracentrifugagcéo de 100.000 x g por 1 h, a 4 °C. Apds
esse processo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado contendo os ribossomos
foi ressuspenso em 100 uL do tampéao Endo (Tris-HCI 25 mM, pH 7,5 com KCI 25 mM
e MgCl2 5 mM) e estocado (-80 °C) em aliquotas com 10 pug/uL de concentragao.

A avaliagdo da atividade rRNA-N-glicosidase da fragdo cromatografica
referente ao pico 4 foi realizada conforme a metodologia descrita por Juri Ayub et al.
(2008). Para esse ensaio, 3 uL de ribossomos de levedura (10 ug/pL) foram incubados
a 30 °C por 1 h com 15 uL da podagrina (concentracdo de 1 mg/mL de PBS pH 7,4)
em uma reacao final contendo 50 yL do tampéao Endo (Tris-HCI 250 mM pH 7,6; KCI
250 mM e MgCl2 50 mM) e 2 uL de Ribonuclease Vanadyl Complex (Biolabs), em um
volume final de 500 pL. A reagéo foi interrompida pela a adicao de SDS 1%. O RNA
ribossomal foi obtido através da extragdo com reagente Trizol® (Invitrogen) conforme
as instrugées do fabricante. O RNA extraido foi ressupenso em 20 yL de agua
ultrapura estéril e, em seguida, 10 puL desse foi misturado com 50 uL de anilina-acética
pH 4,5 (1 anilina: 1,6 acido acético: 7,4 H20 ultrapura v/v/v) e incubado por 4 min, a
60 °C em banho-seco. Apds a incubacgao, a reacao foi interrompida pela a adicdo de
0,1 volume de acetato de aménio 2 M e 3 volumes de etanol 100% gelado. As
amostras foram centrifugadas por 20 min, a 10000 x g, a 5 °C. Os sobrenadantes
foram descartados e os precipitados de RNA foram ressolubilizados em 15 uL de
tampéao Tris-Fosfato-EDTA (Tris 3,6 mM; NaH2PO4 3 mM; EDTA 0,2 mM) contendo
formamida 60%. A identificagcdo dos fragmentos de rRNA depurinados foi realizada
através de eletroforese em gel de agarose-formamida (1%), utilizando brometo de
etidio e visualizados sob luz UV no transluminador. Como controle positivo foi utilizada
a RIP tipo 2 ricina (Sigma). Como controle negativo, uma aliquota da reagéo da ricina

foi processada com a adigao agua ultrapura no lugar da anilina-acética.
4.9 Dicroismo circular

A avaliacdo do padréo conformacional da podagrina foi feita utilizando a

técnica espectrofotométrica de dicroismo circular (CD). As medidas de CD foram
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realizadas em um espectropolarimetro J-815 (JASCO). Inicialmente foi utilizada uma
aliquota de 100 uL do tampéao PBS pH 7,4 contendo 20 pg da podagrina. As medidas
foram feitas numa cubeta de quartzo com 1 mm de caminho 6tico, a temperatura
controlada de 25 oC. Primeiro, foi obtido um espectro do branco, ou seja, apenas da
solugao do tampéo de solubilizagao da proteina, para que ndo houvesse interferéncia
do tampao. As contribuicdes do tampao, obtidas sob condi¢gbes idénticas, foram
subtraidas e todos os espectros de CD foram corrigidos a fim de eliminar quaisquer
efeitos de ruido. Foi feita entdo, uma varredura de 200 a 250 nm aplicando a
velocidade de 50 nm/min, registrando 8 acumulagoes.

Todos os espectros de dicroismo circular foram corrigidos com a subtracéo
dos espectros do tampao utilizado e os dados gerados com a subtragdo desses
espectros foram convertidos em elipticidade molar por residuo, [6], dado em graus
cm2 dmol-1, calculado de acordo com a equacéo:

[6] = (¢ MRW)/(10 c )

Onde ¢ ¢é a elipticidade (em graus), MRW é o peso médio do residuo, c € a
concentracéo da proteina em g/mL e | € o caminho 6ptico em cm

A predigao quantitativa das contribuigdes da estrutura secundaria foi realizada
pela desconvolugdo dos espectros de CD usando o programa SELCON 3,
desenvolvido por Sreemana e Woody (2000). Outros programas utilizados para

processar os dados foram Spectra ManagerTM Il e Origin®.

4.10 Avaliacao da termoestabilidade da podagrina via CD

A técnica de CD também foi aplicada para a termoestabilidade da podagrina,
utilizando um intervalo de temperatura de 20 a 90 °C. Neste ensaio também foi uma
aliquota de 100 pL do tamp&o PBS pH 7,4 contendo 20 ug da podagrina. Os espectros
foram obtidos a cada 5 °C, utilizando um tempo médio de equilibrio de 2 min. O sinal
de CD a 217 nm (6217am) foi utilizado para monitorar o efeito da temperatura e

determinar a temperatura de transicdo para o estado desenovelado da proteina.

4.11 Ensaio de fluorescéncia intrinseca
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As medidas de emissdo da fluorescéncia foram feitas a 25 °C em um
espectrofluorimetro Hitachi modelo FP-777. As amostras de podagrina foram
excitadas em 295 nm e a emissé&o foi monitorada no intervalo de 300 a 450 nm, usando
cubetas de quartzo com 1 cm de caminho o6ptico. A concentragao final da podagrina
usada nos ensaios foi 50 ug/mL. Apds a coleta, foi feita a subtragdo do espectro do
tampéao a fim de excluir a interferéncia do espalhamento de luz. Em todas as medidas,

foram usados filtros 6pticos de 295 nm no compartimento de emissédo do equipamento.

4.12 Ensaio de inibigao da sintese proteica em sistema livre de células

O ensaio de inibicdo da sintese proteica com a podagrina foi realizado
utilizando o kit TNT Coupled Reticulocyte Lysate Systems (Promega). Neste ensaio
foram utilizadas diferentes concentragées da proteina (1, 10, 20 e 50 pg). Como
controle negativo, apenas o tampao PBS foi adicionada a reagdo. Como controle
positivo da reagcdo de inibicdo, foi utilizada a ricina comercial (Sigma-Aldrich). As
reagdes contendo a podagrina, bem como os controles, foram incubados 45 min a 30
°C. Em seguida, 2,5 uL da reagdo foram misturados com 25 uL do substrato da
luciferase (Luciferase Assay Reagent). A medida de luz emitida foi realizada em um
lumindmetro, com 2 seg de tempo retardado e 20 seg de aquisi¢ao por amostra. Os
resultados foram expressos em URL/s (unidades relativas de luz por segundo) em
funcdo da concentracdo das RIPs. Os ensaios foram realizados em ftriplicata e os

valores representados como média de trés medicoes.

4.13 Atividade anti-helmintica

Esse ensaio foi realizado utilizando helmintos adultos, machos e fémeas de
Ascaridia galli cedidos pela UFMG. Os helmintos de tamanho entre 5 a 6 cm foram
selecionados e lavados em solugao salina 0,9%, e aqueles considerados ativos foram
transferidos para placas de Petri descartaveis (150 x 15 mm), contendo solugéo
Tyrode (KALEYSA, 1974) pré-aquecida (37 °C), totalizando 10 nematoides por placa.
A seguir, foram adicionadas aliquotas da podagrina (nas concentragdes de 1; 2; 3; 4

e 5 mg/mL). Os nematoides foram mantidos em estufa BOD, a temperatura de 371
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°C, e examinados 6, 24, 48 e 72 h apds o tratamento. Os nematoides imoveis, mesmo
apos breve pressdao com agulha estéril, foram considerados mortos (SHILASKAR,;
PARASAR, 1985). O experimento foi realizado em triplicata para cada dose e a
porcentagem de parasitas mortos em cada grupo foi calculada. Foram usados dois
controles negativos constituidos por agua e solugéo salina 0,9% e um controle com a
droga referéncia, citrato de piperazina (5 mg/mL), administrada conforme as

instrugdes do fabricante (Proverm Tortuga).

4.14 Producao de anticorpos policlonais

Os anticorpos policlonais (IgGs) especificos para a podagrina foram
produzidos em um coelho machos adultos, da raga Nova Zelandia (com cerca de 8
meses. Antes da imunizacédo, o animal foi submetido a uma primeira sangria para
coletar o soro controle (pré-imune). A sensibilizagdo inicial foi feita por via
intramuscular, na parte interna da coxa do animal, com uma emulsdo contendo a
proteina (100 pg) e o adjuvante completo de Freund (1:1; v:v). Apds 21 dias, foi
administrada subcutaneamente, no dorso, as doses-reforco de iguais conteudos
proteicos emulsionados em adjuvante incompleto de Freund (1.1; v/v). O sangue
coletado foi mantido em repouso por 1 h a 37 °C e o soro obtido, foi centrifugado a
4000 x g por 10 min. As sangrias dos animais foram feitas em intervalos de 7 dias até
0 422 dia apdés a primeira imunizagdo. Os soros coletados foram submetidos a
fracionamentos com sulfato de amoénio com 33 % de saturagdo, para obtencado da
fragdo rica em imunoglobulinas. Esta fragao foi posteriormente submetida a dialise
sequencial usando-se agua e PBS pH 7,4. Em seguida a fragao foi centrifugada a
15000 x g, 20 min, a 4 °C, e o precipitado descartado. O sobrenadante foi submetido
a cromatografia, de Sepharose-proteina A, previamente equilibrada contra PBS pH
7,4. A fracao nao-retida foi eluida com mesmo tampao. A fragao retida (anticorpos
antipodagrina) foi eluida com o tampao glicina 100 mM pH 2,6 contendo NaCl 150
mM. Essa fragao foi dialisada com PBS 7,4, concentrada por dialofiltragem e utilizada
nas etapas posteriores de quantificacdo e avaliacdo da sintese dos anticorpos

produzidos.
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4.15 Western Blotting

Os anticorpos policlonais anti-podagrina foram produzidas em um coelho
macho adulto, da raga Nova Zelandia (com 8 meses de idade) e purificados nas
dependéncias do Grupo de Biotecnologia Molecular e Estrutural (GBME). Para ensaio
de imunodetecgéo foi utilizada a técnica de Western blotting. Inicialmente, a podagrina
foi submetida a uma SDS-PAGE (12,5%). Apos a eletroforese, a banda proteica da
RIP foi transferida para uma membrana de nitrocelulose utilizando PBS pH 7,4 como
tampao de transferéncia. Os parametros utilizados para a transferéncia foram 38 mA,
40 V e 2 h. Apds a transferéncia, a membrana foi incubada em PBS pH 7,4 com 5%
de leite desnatado Molico® (solugao de bloqueio) por 5 min, sob agitagao lenta e a
temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi incubada (2 h, a 8 °C) com o
anticorpo primario (anti-podagrina). Apds a incubagao, a membrana foi lavada com o
tampéao PBS e incubada com o anticorpo secundario (anti-lgG conjugado com a
peroxidase) por mais 2 h, a 8 °C. O processo de revelagdo da membrana foi realizado
com solucédo de perodxido de hidrogénio 30%, cloreto de niquel e tampao Tris-HCI 0,1

M pH 7,2, no escuro e a temperatura ambiente.

4.16 Teste de toxicidade da podagrina com Artemia salina.

Para este teste, 25 mg de cistos de Artemia salina L. foram incubados em um
recipiente contendo agua do mar artificial (NaCl 23 g/L; MgCl2.6H20 11 g/L; Na2.SO4
4 g/L; CaCl2.2H20 1,3 g/L; KCI 0,7 g/L) a temperatura de 25 °C, na presenca de luz e
sob aeracdo constante (MCLAUGHLIN et al., 1998; MEYER ef al., 1982). Utilizou-se
Na2COs para ajustar o pH e evitar a morte das larvas. Apds a eclosao dos cistos,
ocorrido em 24 h, os nauplios foram transferidos para tubos de ensaio com auxilio de
uma pipeta Pasteur. Em cada tubo foram colocadas 10 larvas, sendo completado até
o volume final de 1 mL com agua do mar artificial. Para o grupo controle, foi usado
apenas a agua do mar artificial, e para os grupos testes, agua do mar artificial com a
podagrina (nas concentragdes de 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 ug/mL). Os experimentos
foram realizados em triplicata, e os pogos de controle negativos continham 2 mL de

agua do mar artificial com 10 nauplios. No outro grupo controle, foi usado a BSA nas
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mesmas concentragdes da podagrina. Apos 24 h, foi calculado o percentual de
mortalidade (MCLAUGHLIN et al. 1998).

4.17 Analise estatistica

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

5.1 Extracao de proteinas das farinhas de sementes

Apos os processos coleta, limpeza das sementes, destegumentacao,
trituracao dos cotilédones e delipidagao, o rendimento da farinha produzida foi 844+22
mg de farinha/g de semente.

Quando a farinha processada de sementes de J. podagrica foi submetida a
extragdo de proteinas soluveis em diferentes valores de pH, os maiores teores
proteicos determinados pelo método de Bradford foram obtidos quando a extracao foi
realizada em tampéo Tris-HCI 20 mM pH 7,4 com NaCl 150 mM (Tabela 4).

Tabela 4 — Dosagem de proteinas soluveis extraida das farinhas de sementes

sob diferentes condi¢oes pH.

Tampao mg de Proteinal/g de Farinha*
Glicina pH 2,6 11,4+0,3
Acetado pH 4,0 13,0+ 0,9
Fosfato pH 6,0 15,2 +0,7
Tris-HCI pH 7,4 22,0+0,5
Borato pH 9,0 18,0+ 1,0

Fonte: Autor
* A determinacao foi realizada pelo método de Bradford

Sabe-se que a solubilidade de uma proteina € afetada pela: carga liquida,
somatoério das cargas de todos os residuos de aminoacidos que a compde, pelo seu
tamanho e pela conformagao tridimensional. O fator com maior influéncia na carga
liquida das proteinas em solugédo é o pH da solugédo. Em geral, proteinas sao mais
soluveis em pH baixos (acidos) ou elevados (alcalinos) devido ao excesso de cargas
de mesmo sinal, as quais irdo produzir repulsdo entre as moléculas, o que diminui a
formacao de agregados (devido as interagdes eletrostatica) e contribui para uma maior
solvatacao (MORAES et al., 2013; NELSON COX, 2014).
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5.2 Atividade hemaglutinante dos extratos das farinhas (EBs)

Ao contrario da RIPs tipo 1, as RIPs tipo 2 geralmente s&o capazes de
aglutinar eritrocitos devido a presenca de uma subunidade lectinica. A subunidade A
com atividade rRNA N-glicosidase ¢é ligada (por meio de uma ligagcéao dissulfeto) a
subunidade B que possui a atividade lectinica, geralmente com afinidade a residuos
de galactosil, que permite a aglutinagéo de eritrécitos (Stirpe, 2013). Desta forma, um
simples ensaio de atividade hemaglutinante frente a hemacias pode ser utilizado para
detectar a presenca de RIPs do tipo 2. Como resultado, nenhum dos EBs da farinha
de sementes de J. podagrica foi capaz de aglutinar os eritrocitos testados,

evidenciando a auséncia de RIPs tipo 2.

5.3 Precipitagao com Sulfato de Amoénio

A determinagado de proteinas soluveis mostrou que EB (pH 7,4) precipitado
com (NH4)2S04 60% (denominada Fr0/60) apresentou um conteudo proteico de 2,05
mg por grama da fracao precipitada. Lin et al. (2010) obtiveram um valor menor em
sementes de J. curcas (1,17 mg de proteina por grama da fragao proteica precipitada)
nas mesmas condigdes, quando analisada pela metodologia proposta por Lowry et al.,
(1951). Essa diferenga pode ter ocorrido por que o método de Bradford (1976) € mais
sensivel e esta sujeito a bem menos interferentes que o método de Lowry (ZAIA et al.,
1998). O sulfato de amoénio, usado na precipitagdo de proteinas, € um interferente no
método de Lowry e pode ter sido, também, um motivo do menor valor de concentragéo
proteica quando foi utilizado este método. O sulfato de aménio, na concentragédo maior
que 15%, diminui a absortividade devido ao aumento do pH da amostra (FRYER et
al., 1986; ZAIA et al., 1998).

Aliquotas do EB (pH 7,4) e da fragdo Fr0/60 foram submetidas a eletroforese
(SDS-PAGE) para comparar o perfil proteico das duas amostras. Conforme pode ser
observado na figura 4, a precipitagdo com sulfato de aménio permitiu uma
concentracao significativa das proteinas soluveis totais presentes no extrato bruto da

farinha de sementes de J. podagrica.
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Figura 4 — SDS-PAGE (12,5%) do extrato bruto da farinha de sementes de
Jatropha podagrica e da fragao proteica precipitada com sulfato de aménio.
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Fonte: Autor
MM — Marcadores moleculares; EB — Extrato bruto obtido com Tris HCI pH 7,4; Fr0/60 — Fragao proteica
saturada com (NH4)2S04 60%. Foram aplicados no gel, 20 uL de cada amostra analisada

5.4 Purificagao da RIP de sementes de J. podagrica.

Quando submetida a cromatografia de exclusdo molecular em coluna de
Sephadex G-100, a fragdao Fr0/60 foi separada em cinco picos proteicos com
diferentes padrdes de absorbancia (Figura 5A). Esse procedimento cromatografico
mostrou-se mais eficiente na separagao das proteinas do que o utilizado por Lin et al.
(2010) os quais purificaram curcina a partir de semente de Jatropha curcas, utilizando
a mesma matriz, observaram a presenca de apenas dois picos proteicos. A analise
eletroforética da fragdo correspondente ao pico cromatografico 4 mostrou a presenca
de uma unica banda proteica de peso molecular aparente de 29 KDa (Figura 5B). Esse
peso molecular corresponde ao valor citado na literatura para a curcina, uma RIP tipo

1 presente em sementes de J. curcas (Lin et al., 2010).
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Figura 5 — Purificagado da RIP tipo 1 de sementes de Jatropha podagrica. (A)
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Cromatografia de exclusdo molecular em coluna de Sephadex-G100. A matriz foi equilibrada e eluida
com o tampé&o Tris-HCI 20 mM pH 7,4 contendo NaCl 0,15 M. O fluxo usado foi de 1 mL/min e coletando
fragbes de 2 mL. (B) SDS-PAGE (15 %) sob condi¢des redutoras. Aliquotas de 15 ulL da fragéo proteica
Fr0/60 obtida do extrato da farinha de sementes de Jatropha podagrica e da podagrina (P) foram

aplicadas no gel.
Fonte: Autor

As fragdes referentes os picos cromatograficos 1, 2, 3 e 5 foram descartadas
por apresentarem bandas proteicas contaminantes e por n&do terem 0s pesos

moleculares compativeis com RIP tipo 1 (Figura 6).
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Figura 6 — SDS-PAGE (15%) das fragoes cromatograficas referentes aos picos
1, 2, 3 e 5 da exclusao molecular.
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1) Fragéo do pico 1; 2) Fragao do pico 2; 3) Fracdo do pico 3; 4) Fracao do pico 5 e MM) marcadores
moleculares.

5.5 Atividade rRNA-N-glicosidase da podagrina.

Na avaliagcdo da atividade rRNA-N-glicosidase in vitro, a podagrina foi
incubada com ribossomos isolados de levedura. Em seguida o RNA ribossomal
(rRNA) foi extraido e tratado com anilina. Como resultado, 20 ug da podagrina foi
capaz de depurinar o rRNA (Figura 7). Estudos ja realizados mostram que a cadeia
catalitica das RIPs é capaz de depurinar a subunidade maior do RNA ribossémico,
liberando um pequeno fragmento de 130-400 nucleotideos da por¢ao 3’ do rRNA
(ENDO e TSURUGI, 1986; VAN DAMME et al., 2001). Este fragmento € conhecido
como fragmento de Endo, sendo considerado um diagnéstico da atividade enzimatica
das RIPs e pode facilmente ser observado através de eletroforese em gel de
agarose/formamida (SMITH et al., 2003).
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Figura 7 — Analise da atividade RNA-N-glicosidase da podagrina através de
eletroforese em gel de agarose/formamida..
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Fonte: elaborada pelo autor.

Colunas: 1) RNA ribossomal de Pichia pastoris incubado com 20 pg da podagrina; 2) RNA ribossomal
incubado apenas com anilina; 3) RNA ribossomal sem tratamento (controle negativo). A seta indica o
fragmento de Endo liberado e detectado apds o tratamento com a RIP e a anilina

5.6 Analises de Dicroismo Circular (CD), termoestabilidade e fluorescéncia da

podagrina

Antes dos ensaios para avaliar as atividades biologicas da podagrina, foram
realizadas analises de CD para verificar o padrao conformacional da proteina. De
acordo com os resultados obtidos, a podagrina apresentou um padréo conformacional
caracteristico de enovelamento proteico e com predominancia de estruturas folhas-f3
(Tabela 7). Esse padrao é representado pela presengca de uma banda negativa com
minimo em 217 nm e uma banda positiva em torno de 200 nm (Figura 8). Os
resultados do CD obtidos s&o bastante similares aos encontrados para a curcina (LIN
et al., 2010) que possui 43,5% de estruturas em B folha, enquanto a podagrina
apresenta 41,3% de B folhas em sua estrutura secundaria, indicando com isso que

ambas as RIPs tipo 1 possuem similaridade elevada.
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Figura 8 — Dicroismo circular da podagrina.
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As medidas foram realizadas com 25 ug de podagrina em 100 uL de Tris-HCI 20 mM pH 7,4 com NaCl
150 mM. Os espectros foram obtidos variando o comprimento de onda entre 200 a 250 nm e registrados

como uma média de 16 varreduras, a temperatura ambiente (25 °C), utilizando cubeta retangular de
caminho éptico de 1 mm.
Fonte: Autor

Tabela 7 — Predicao da estrutura secundaria e da temperatura de melting da
podagrina.

Estrutura secundaria (%)

Folhas-p 41,3
Hélices-a 231
Voltas 20,8
N&o ordenadas 10,4
"Tm (°C) 65

Fonte: Autor

*Temperatura de Melting calculada com base no monitoramento do ponto em 217 nm dos
espectros de CD obtidos em diferentes valores de temperatura.
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Figura 9 — Curva de termoestabilidade da estrutura secundaria da podagrina
obtida a partir dos espectros de dicroismo circular.
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Fonte: Autor

Os dados de CD obtidos da variagao térmica foram analisados assumindo-se
que este é um processo irreversivel de dois estados (nativo e desnaturado) (REYNA
e ARANA, 1985). A curva de transigao foi determinada em fungcédo da temperatura,
monitorando-se o ponto em 218 nm. Como resultado, foi observado que a podagrina
manteve seu padrao de estrutura secundaria praticamente estavel até 50 °C (Figura
9). No entanto, mudangas significativas foram observadas a partir da temperatura de
55 °C, sugerindo a perda de estrutura secundaria e, consequentemente, a
desnaturagdo da proteina. O ensaio de termoestabilidade da podagrina também
demonstrou que ela apresenta uma temperatura de melting em torno de 65 °C (Tabela
7).

O ensaio de fluorescéncia intrinseca de uma proteina busca avaliar a emissao
natural que alguns aminoacidos (fenilalanina, triptofano e tirosina) possuem ao serem
excitados em comprimentos de ondas mais curtos (LACKOWICZ, 1992). Os
resultados dos ensaios de fluorescéncia mostraram que a podagrina apresentou um
comprimento de onda de emissao maxima de fluorescéncia em 340 nm, indicativo da

presenca de residuos de triptofano em regides parcialmente expostas da estrutura
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molecular (Figura 10). A ricina apresenta uma emissao maxima em 325 nm indicando

uma internalizagao maior dos residuos com fluorescéncia natural (LIN et al., 2010).

Figura 10 — Espectro de emissao de fluorescéncia da podagrina.
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Fonte: Autor.

5.7 Anticorpos policlonais anti-podagrina e ensaios de imunodetec¢ao

Antes de ser utilizado no ensaio de Western blotting, o soro obtido apds 28
dias de imunizagdo com a podagrina foi submetido ao processo de purificagdo em
coluna de Sepharose-Proteina A (Figura 11). Foram obtidos dois picos
cromatograficos: o pico 1 referente as proteinas que n&o interagiram com a matriz e o
pico 2, referente a fragéo rica em IgG (correspondente a fragdo anti-podagrina) que
interagiu com a matriz e foi eluida por redugéo do pH. A eletroforese (PAGE-SDS
15%) sob condig&o redutora mostrou a eficiéncia do processo de purificagado da 1gG
utilizando a matriz de proteina A (Figura 11). O gel de eletroforese mostrou claramente
as duas cadeias (pesada e leve, com 55 e 25 KDa, respectivamente) caracteristicas

das IgGs.
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Figura 11 — Purificagao do anticorpo policlonal anti-podagrina por
cromatografia de afinidade em Sepharose-Proteina A.
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Fonte: Autor

A matriz foi equilibrada e a fragdo nao-retida (pico 1) foi eluida com o PBS pH 7,4. A cromatografia foi
realizada numa coluna de 10 mL, utilizando um fluxo de 0,5 mL/min e coletando fragdes de 0,5 mL. A
fragao retida (pico 2) foi eluida com o tampé&o glicina 0,1 M pH 2,5 contendo NaCl 0,2 M.

Figura 12 — SDS-PAGE (15%) do anticorpo policlonal anti-podagrina.
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Fonte: Autor

Foi feita sob condigbes redutoras. Aliquotas de 20 uL foram aplicadas no gel, sendo: M - marcadores
moleculares; 1 - fragao referente ao anticorpo anti-podagrina. As setas pequenas indicam as cadeias
leves e pesadas dos anticorpos.

O ensaio de Western blotting, confirmou a capacidade e eficiéncia do
anticorpo anti-podagrina em reconhecer especificamente a RIP (Figura 13B). Esse
demonstra que a podagrina € uma proteina imunogénica e assim como outras RIPS

(Ng et al., 2010). A producdo de anticorpos especificos € de grande valia para
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identificacdo de podagrina em futuras amostras e no combate de possiveis

contaminagao com esta RIP.

Figura 13 — Analise da atividade do anticorpo anti-podagrina por Western
blotting.
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Fonte: Autor
(A) SDS-PAGE (15%): MM-marcadores moleculares e 1- podagrina purificada; (B) Western blotting
com o anticorpo anti-podagrina.

5.8 Ensaio de inibigcao da sintese proteica em sistema livre de células

De acordo com os resultados obtidos, foi constatado que a podagrina possui
uma atividade inibitoria expressiva quando comparada ao controle, mas relativamente
baixa quando comparada a RIP tipo 2 ricina, que apresentou quase 100% de inibigao
na concentragdo de 20 pg (Figura 14). E sabido que as RIPs apresentam uma variagéo
na sua capacidade de inativar a sintese proteica in vitro e que esta diferenca engloba
valores de concentragdo que vao da ordem de picomol (no caso das RIPs tipo 1) a
nanomol (no caso das RIPs tipo 2) (BATTELLI, 2004). Isso pode ser comprovado
quando os resultados da podagrina sdo comparados com os do controle positivo, no
qual foi utilizado 10 ug de ricina. Apesar da notavel diferenga de atividade entre as
duas RIPs, esses resultados mostram que a podagina encontra-se na sua forma

bioativa e € capaz de inibir a sintese proteica in vitro.
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Figura 14 — Inibicao da sintese proteica promovida pela podagrina em sistema
livre de células (TNT® Coupled Reticulocyte Lysate System).
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200 ~
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100
50 -~
0- T T T T
1 2 3 4 5 6
Amostras

Fonte: Autor

Na auséncia das RIPs (coluna 2, controle positivo da sintese proteica) o gene repérter da luciferase

€ expresso normalmente e a sua atividade pode ser quantificada em URL/s (unidades relativas de luz
por segundo, emitidas pela reagao da luciferase). A ricina foi utilizada como controle positivo da inibigao
da sintese proteica.

5.9 Atividade anti-helmintica da podagrina
A percentagem média de mortalidade nos testes in vitro, usando-se diferentes

concentragbes da podagrina, em diferentes tempos de exposi¢cdo do parasito a RIP

tipo 1, esta disposta na Tabela 8.
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Tabela 8 — Percentual médio de mortalidade da podagrina sobre Ascaridia galli,

no teste in vitro, ao longo de 72 horas de tratamento.

R Concentragdo Taxa de mortalidade (%)

(mg/mL) 6h 12h 24h 48h 72h
Agua - 0 0 0 0 0

Piperazina 5 0 12,28 25,08 50,08 1002
1 0 0 0,3¢ 3,3 3,3°
2 0 0 3,3¢ 13,3> 16,79
Podagrina 3 0 3,3 6,6° 16,7° 40,0°
4 0 6,6 16,7° 40,02 76,6°
5 0 66> 16,7° 40,02 1002

Fonte: Autor
Médias com letras iguais na coluna, nao diferem entre si pelo método de Student (P>0,05)

A podagrina comecou a apresentar efeito a partir de 12 horas nas
concentragcbes de 3 a 5 mg/mL, sendo esse efeito ndao muito significativo, quando
comparado com o controle positivo. Porém, na 722 hora, nas concentracoes de 4 e 5
mg/mL, houve diferenga estatisticamente significativa, considerando-se a podagrina,
o controle positivo (piperazina) e o controle negativo (agua). A maior concentragdo da
podagrina (5 mg/mL) demonstrou melhor eficiéncia no combate ao parasito, sendo a
taxa de mortalidade de 100%. Quarenta e oito horas pés-tratamento, foi verificado que
tanto a podagrina na concentragéo de 4 mg/mL quanto na concentragdo de 5 mg/mL,
demonstraram efeito anti-helmintico igual ao da piperazina.

O parasito gastrointestinal Ascaridia galli afeta tanto animais selvagens como
animais domeésticos. Esse processo infeccioso possui um impacto negativo na
produgao pecuaria, devido ocasionar perda de peso nos animais infectados (DAS et
al.,, 2010). Além desse problema, O uso continuo das drogas existem causam
problemas devido a residuos de drogas em alimentos de origem animal. Devido a
essas problematicas novas moléculas com atividade anti-helmintica sdo prospectadas
(ABDELQADER et al., 2012).
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5.10 Toxicidade contra nauplios de Artemia salina

O teste de toxicidade contra nauplios de A. salina € uma opg¢ao simples e
barata para ser realizada em laboratério e obter os primeiros parametros de toxicidade
de uma molécula (CARBALLO et al., 2002; PERVIN et al., 2006). Testes como esse
reduzem a necessidade do uso de animais vertebrados comumente utilizados para o
mesmo fim. O resultado obtido mostra uma concentragdo letal média (CLso) de
aproximadamente 500 ug/mL de podagrina para levar a morte 50% dos nauplios de
A. salina (Tabela 9).

Tabela 9 — Toxicidade da podagrina contra nauplios de Artemia salina.

c°'2:;;1r;’f)‘-;é° Mortalidade (%)
1000 1007
500 52,8 + 0,4
250 20,3 +0,2°
125 111 + 0,5¢
62,5 12+0,7°

Fonte: Autor
Médias com letras iguais na coluna, nao diferem entre si pelo método de Student (P>0,05)

A CLso € determinada ndo somente pela natureza da molécula testada, mas
também é influenciada pelo organismo ou linhagem célula no qual estdo sendo
testados. A curcina apresenta uma CL50 contra as linhagens de cancer de mama SK-
BR-3 e MDA-MB-231 de 15,5 e 18,6 pug.mL' respectivamente (JARAMILLO-
QUINTERO et al., 2015). Ja as RIPs de Phytolacca dioica L demonstraram CL50 de
1 a 1000 nM contra células HeLa e COLO 320 respectivamente (IGLESIAS et al.,
2016). Esses valores auxiliam na preparagdo de experimentos com animais
(camundongos, ratos, coelhos e chimpanzés) e posteriormente humanos (fases

clinicas).
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que foi obtido um
protocolo eficiente de extracdo proteica para a Jatropha podagrica. Foi também
possivel isolar e purificar uma proteina das sementes de J. podagrica. Conclui-se
ainda que essa proteina isolada € uma proteina inativadora de ribossomos do tipo 1,
por apresentar caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas similares aos das proteinas
dessa classe proteica, tais como: € um monémero, apresenta atividade rRNA N-
glicosidase; ser capaz de inibir o processo de tradugdo proteica através de
depurinacao; apresenta padrdes conformacionais semelhantes aos da curcina, outra

RIP tipo 1 isolada da espécie J. curcas.
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