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 Resumo 
 

REYES, L. F Proteínas inativadoras de ribossomos: identificação de novas proteínas e 

estudos de interação da cadeia-A da pulchellina (PAC) com monocamada de Langmuir 

2011.147 p. Tese (Doutorado em Ciências) – Instituto de Física de São Carlos, Universidade 

de São Paulo, São Carlos, 2011. 

 

Proteínas Inativadoras de Ribossomos (RIPs) são rRNA N-glicosilases capazes de inibir a 

síntese protéica pela remoção de uma adenina específica do RNA ribossomal. São geralmente 

classificadas em tipo 1 e tipo 2, sendo as últimas divididas em altamente tóxicas e não tóxicas. 

A maior parte das RIPs tipo 2 identificadas pertence a espécies de dicotiledôneas, como é o 

caso da pulchellina. As cadeias tóxicas das RIPs possuem uma região C-terminal hidrofóbica 

conservada, a qual se atribui a capacidade de interação com a membrana do retículo 

endoplasmático (RE), durante o transporte retrógrado da toxina para o citosol. Neste trabalho 

duas abordagens diferentes foram aplicadas para o estudo das RIPs tipo 2: identificação e 

caracterização de novos integrantes desta família de proteínas, e investigação da interação da 

cadeia-A da pulchellina (PAC) com sistemas miméticos da membrana celular. Na primeira 

abordagem, uma busca in silico em bancos de dados genéticos públicos permitiu identificar 

quatro novas RIPs do tipo 2 de monocotiledôneas. A análise da estrutura primária das 

proteínas identificadas mostrou a ocorrência de mutações em alguns dos principais 

aminoácidos que formam o sítio ativo nas RIPs, indicando uma possível perda de função. O 

representante de Saccharum officinarum (cana-de-açúcar) foi então analisado em maior 

detalhe, sendo sua cadeia-A clonada (soRIPA), expressa em sistema heterólogo e 

caracterizada em termos de atividade e estrutura secundária. Os ensaios in vitro mostraram 

que a soRIPA não foi capaz de depurinar ribossomos eucariotos. Porém, os ensaios de inibição 

da síntese proteica mostraram uma possível atividade inibitória da soRIP, que precisa ainda 

ser confirmada. A presença dos transcritos no banco do SUCEST sugere que estes genes não 

sejam pseudogenes, embora não tenha sido possível purificar a proteína a partir de extratos de 

folhas. Isto indica que se a soRIP está sendo traduzida, deve sofrer um rápido turnover, 

tornando difícil a sua detecção e purificação ou, ainda, que a ausência de sítios de ligação à 

galactose funcionais na cadeia-B impediu sua purificação por cromatografia de afinidade à 

galactose. A outra abordagem no estudo das RIPs tipo 2 foi centrada na cadeia-A 

recombinante da pulchellina (rPAC), estudando sua interação com monocamadas de 

Langmuir. Foram construídos 3 mutantes da rPAC, cada um com diferentes deleções na região 

C-terminal visando determinar a região responsável pela interação com a membrana do RE. A 

cinética de adsorção e pressão superficial exercida pela rPAC sobre a monocamada, assim 

como o estudo com os mutantes demontraram que a proteína interage fortemente com a 

monocamada fosfolipídica e que esta interação in vitro é dependente da presença da região C-

terminal. De forma geral, os resultados obtidos neste trabalho contribuíram com novas 

informações sobre esta família de proteínas, identificando e analisando novos integrantes e, 

ainda, adicionando detalhes do mecanismo funcional do tráfego das toxinas RIPs. 

 

 

Palavras chaves: RIP. Pulchellina.Expressão heterológa. Cana-de-açucar. monocamada 

Langmuir. 
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ABSTRACT  
 

REYES, L. F.  Ribosome inactivating proteins: identification of new members and studies 

of the interaction of pulchelline A-chain (PAC)  with Langmuir monolayers 2011. 147 p. 

Tese (Doutorado em Ciências) – Instituto de Física de São Carlos, Universidade de São 

Paulo, São Carlos, 2011. 

 

Ribosome Inactivating Proteins (RIPs) are rRNA N-glycosilases which are able to inhibit the 

protein synthesis by removing a specific adenine from the ribosomal RNA. They are usually 

classified as type 1 and type 2, being the latter divided into highly toxic and nontoxic. The 

majority of type 2 RIPs currently identified are found in species of dicotyledons, as the 

pulchellin. The toxic chain of RIPs has a conserved hydrophobic C-terminal region, which is 

believed to be responsible for the interaction with the lipid membrane of the endoplasmic 

reticulum ER during the retrograde transport of the toxin to the cytosol. In this work, two 

different approaches were applied in the study of type 2 RIPs: identification and 

characterization of new members of this protein family, and  investigation of the interaction 

of the pulchellin's A-chain (PAC) with systems that mimic the cellular membrane. In the first 

approach, an in silico search in public genetic databases was performed and allowed us to 

identify four new type 2 RIPs in monocots. The primary structure analysis of the identified 

proteins showed the presence of mutations in key amino acids that form the active site of 

RIPs, indicating a possible interference on its catalytic activity. The representative of 

Saccharum officinarum (sugar cane) was then analyzed in greater detail. Its A-chain clone 

(soRIPA) was expressed in a heterologous system and characterized in terms of activity and 

secondary structure. In vitro experiments showed that soRIPA was not able to perform the 

depurination of eukaryotic ribosomes. However, the inhibition of protein synthesis assays 

presented a possible low inhibitory activity of the soRIP, which still needs to be further 

investigated. The presence of transcripts on the bank of SUCEST indicates that these genes 

are not pseudogenes, although it was not possible to purify the protein from leaf extracts. If 

the soRIP is being translated, this may indicate that it undergoes a quick turnover, preventing 

its detection and purification. It is also possible that the absence of functional galactose 

binding sites in the B-chain has prevented its purification by galactose affinity 

chromatography. Our second approach to the study of type 2 RIPs was focused on the 

recombinant pulchellin A-chain  (rPAC), by investigating its interaction with Langmuir 

monolayers. We have constructed three mutants of rPAC, each one with different deletions at 

the C-terminal to determine the region responsible for interaction with the membrane of the 

ER. The adsorption kinetic and surface pressure applied by rPAC on the monolayer, as well 

as the study of the mutants, have demonstrated that the protein has a strong interaction with 

the phospholipid monolayer and that this interaction in vitro is dependent on the presence of 

the C-terminal. The results of this work have provided new information about the type 2 RIP 

protein family, identifying and analyzing new members, and also bringing new details about 

the functional mechanism of the RIP's toxin traffic. 

 

Keywords: RIP. Pulchelline. Heterologous expression. Sugarcane,Langmuir monolayers 
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Introdução 

 

1.1 As Proteínas inativadoras de ribossomos (RIPs) 

 

 

A busca pela sobrevivência levou o homem a procurar plantas que pudessem ser úteis 

tanto para a subsistência quanto para a cura de doenças. Desta maneira a descoberta de plantas 

tóxicas ou com poderes curativos remete a tempos antigos. De fato, as propriedades tóxicas da 

mamona (Ricinus comunis) e do Jequeriti (Abrus precatorius) (Figura 1.1, A e B) data dos 

tempos das civilizações gregas e egípcias, nas quais essas plantas eram usadas com fins 

terapêuticos.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1 - Imagens das plantas Ricinus comunis e Abrus precatorius. A) Foto da planta de mamona 

(Ricinus comunis) e detalhe de suas sementes, da qual é extraída a proteína tóxica ricina. B) 

Detalhe da trepadeira Jequeriti, Abrus precatorius, mostrando os frutos, as flores e as sementes 

típicas (em detalhe) a partir das quais se extrai a proteína tóxica abrina. Imagens obtidas da 

referência (1).  

 

Muito tempo se passou até que as moléculas responsáveis por tal toxicidade fossem 

descobertas. Stillmark, em 1888, na sua tese de doutorado descreveu e associou pela primeira 

vez o poder aglutinante e o poder tóxico das sementes da mamona a uma proteína purificada  

do extrato bruto de tais sementes, a qual ele denominou ricina. Concomitantemente, Helling 

também na sua tese de doutorado, obteve resultados semelhantes com o extrato proteico do 

Jequeriti, o que resultou na identificação da proteína abrina (2). 
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A descoberta destas toxinas foi determinante para os estudos imunológicos desenvolvidos 

por Paul Erlich em 1891. Valendo-se do saber popular da cultura indiana, Erlich demonstrou 

que a injeção subcutânea da ricina ou da abrina nos animais protegia-os da posterior 

intoxicação com as mesmas toxinas. Além disso, verificou que esta resposta protetora 

encontrava-se no soro dos animais e tinha caráter específico, o que hoje conhecemos como 

interação antígeno-anticorpo. Dele surge também a hipótese de que estas toxinas deveriam se 

fixar ao tecido antes de exercer a sua ação, “Corpora non agunt nisi fixata” e que as mesmas 

deviam ser constituídas por duas porções distintivas: uma porção ligante,“haptophore”, e 

outra tóxica, “toxophore”. Esta hipótese foi confirmada décadas depois com a caraterização 

estrutural da abrina e da ricina (2). 

 

 

1.2 Proteínas inativadoras de ribossomos: atividade RNA N-glicosilase 

 

 

Apesar destes relatos, foi só a partir de 1970 que estas toxinas voltaram a ganhar 

importância para a ciência. Isto foi devido, em parte, às observações preliminares de Lin e 

colaboradores (3, 4) que verificaram que estas proteínas, quando colocadas em contato com 

células, afetavam mais a síntese de RNA do que de DNA. Os trabalhos de Olsnes e Pihl (5-

10), Montanaro e Sperti (9, 10) também foram de grande relevância, pois permitiram 

determinar o envolvimento direto da abrina e a ricina na inibição da síntese protéica. Na 

época, ainda determinaram que ambas as toxinas fossem constituídas por duas cadeias 

polipeptídicas que migravam diferencialmente em SDS-PAGE, sendo que denominaram a 

cadeia de  migração mais rápida de A e a outra de B. Também foi possível confirmar que 

estas proteínas inibiam fortemente a síntese protéica em sistemas livre de células, sendo esta 

atividade  incrementada na presença do agente redutor β-mercaptoetanol. A cadeia A era a 

responsável por tal atividade inibitória, a qual era dirigida à subunidade 60S do ribossomo  (5, 

6, 9-15). Finalmente, determinou-se que estas toxinas agiam interferindo na interação de 

fatores de elongação com os ribossomos (16).  

A natureza precisa desta atividade inibitória foi descoberta em 1987, por Endo e 

colaboradores (17, 18). Estudando a ricina, estes autores demonstraram que a cadeia A possui 

atividade RNA N-glicosilase específica, isto é, tem a capacidade de modificar 

enzimaticamente o nucleosídeo localizado na posição 4324 (A
4324

) do RNA ribosomal 28S de 
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rato, presente numa estrutura em forma de loop. Este resíduo é responsável pela ligação a 

fatores de elongação EF-1 e EF-2, envolvidos na ligação aos aminoacil-t-RNA e na catálise 

da hidrólise de GTP e translocação, respectivamente (Figura 1.2). Assim, a “depurinação” 

evita que estes fatores de elongação se liguem na subunidade ribossomal 60S e, 

consequentemente, levam à inibição da síntese protéica (19). Após a ricina ter a sua estrutura 

tridimensional resolvida (20), foi possível determinar os resíduos específicos envolvidos na 

reação de hidrólise.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2 - Representação esquemática do sítio específico de ação das RIPs em ribossomos de ratos. As 

RIPs clivam uma adenina do rRNA da subunidade ribossomal maior, impedindo a ligação dos 

fatores de elongação (EF) 1 e 2. A ricina e outras RIPs são N-glicosilases que catalisam a quebra 

da ligação N-glicosídica que liga a A4324 à ribose da subunidade 28S rRNA em ribossomos de 

fígado de ratos. Figura extraída de Girbés et al., 2004 (21). 

 

 

1.3 Classificação 

 

 

Determinada a atividade enzimática destas toxinas, muitas outras proteínas com a 

mesma atividade foram sendo caracterizadas e, dada a grande heterogeneidade das mesmas, 

foi necessário estabelecer uma classificação. Assim, as RIPs são classificadas considerando as 

propriedades físicas e estruturais, mas há certa controvérsia na literatura, sendo possível 

encontrá-las mais comumente dividida em dois tipos (Figura 1.3), mas em razão de duas 
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proteínas encontradas em cereais, uma classificação em três tipos (Figura 1.4) (22) também 

pode ser utilizada.  

As RIPs tipo 1 são constituídas por uma única cadeia polipeptídica, de caráter básico, 

com peso molecular aproximado de 30 kDa (21). Estas proteínas possuem atividade 

específica RNA N-glicosilase e, assim, são capazes de inibir a síntese protéica in vitro, mas 

apresentam baixa toxicidade para células e ou animais. Esta baixa toxicidade é determinada 

pela ausência da cadeia lectina, presente nas RIPs tipo 2.  

Mesmo assim, as RIPs do tipo 1 podem ser tóxicas para alguns tipos celulares que 

apresentam uma sensibilidade maior a este tipo de proteínas, como macrófagos e trofoblastos. 

Entre os membros mais estudados e conhecidos de RIPs tipo 1 encontramos a saporina (23), 

extraída da planta Saponaria officinalis, a PAP (24), uma proteína com atividade antiviral de 

Phytolacca americana e a trichosanthina (25), α-TCS, proteína com atividade anti-HIV 

extraída da planta Trichosanthes kirilowii e muito utilizada na China como abortífero (2). 

Ng e colaboradores (26) em uma revisão recente, catalogou novos membros de RIPs 

tipo 1, mas de baixo peso molecular (7-11 kDa aproximadamente), isolados principalmente de 

plantas pertencentes à família Cucurbitacea. Alguns membros, como a luffina S e a γ-

momocharina não têm nenhuma sequência ainda descrita. Também classificados como RIPs 

de baixo peso molecular estão os isolados de fungos, por exemplo, a calcaelina (extraída de 

Calvatia caelata), a flamulina e vetulina (ambas de Flammulina velutipes), entre outras (26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3 - Representação esquemática da organização molecular das RIPs tipo 1 e 2. As proteínas de 

ambos os tipos contém uma sequência N-terminal ou peptídeo sinal (PS) de 25 resíduos que é 

eliminado durante o processamento pós-traducional. Adicionalmente, as RIPs tipo 2 possuem uma 

sequência de 12 resíduos chamada de “linker” (destacado em verde), também eliminado pós-

traducionalmente para a formação de um heterodímero covalentemente ligado entre as cadeias A e 

B. A cadeia B com o domínio tipo lectina é mostrada em laranja 
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Figura 1.4 - Representação esquemática da estrutura molecular das RIPs tipo 3: a b-32 de milho e a JIP60 

de cevada. A) Forma imatura (pro-RIP) da b-32 mostrando os fragmentos proteoliticamente 

clivados para a formação da toxina ativa. B) A JIP60 com seus dois domínios distintos, o domínio 

N-glicosilase e outro de função desconhecida. Em preto destacam-se dois fragmentos 

provavelmente removidos durante a maturação da toxina. (Esquema extraído de Motto et al 2004 

(27)) 

 

 

São consideradas RIPs tipo 2 aquelas proteínas estrutural e sequencialmente 

semelhantes a ricina e a abrina. Elas são formadas por duas cadeias polipeptídicas (cadeias A 

e B), com massas moleculares semelhantes de aproximadamente 30 kDa cada (variando de 60 

a 65 kDa a holotoxina), mas com características funcionais e estruturais díspares. A cadeia A 

(ou tóxica) contém o domínio rRNA N-glicosilase, assim como as RIPs tipo 1, mas 

diferencia-se destas pelo fato de encontrar-se covalentemente ligada (via ligação dissulfeto) a 

uma lectina (ou cadeia B) (28). A cadeia B tem a capacidade de se ligar a moléculas contendo 

D-galactose, na maioria dos casos. Portanto, as glicoproteínas ou glicolipídios da superfície 

de células eucarióticas, que contém este resíduo são alvos deste tipo de proteínas (29).  

Assim, a alta toxicidade verificada para a maioria das RIPs tipo 2 está relacionada à 

presença da cadeia B, a qual facilita a entrada da cadeia A para o interior da célula (30). Uma 

vez no citosol, a cadeia A encontra o seu substrato (ribossomos), catalisa a depurinação no 
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sítio específico e, consequentemente, interrompe a síntese protéica levando a célula à morte. 

Dentro das RIPs tipo 2 há um menor número de representantes e, além das já mencionadas 

altamente tóxicas ricina e abrina, encontramos a viscumina, a volkensina (31), modecina (32) 

e a cinnamomina (33). Dentre as recentemente isoladas destacam-se a PMR1Pm e a IRA, 

únicos representantes em monocotiledôneas (34, 35) e a pulchellina (36), uma das proteínas 

estudadas no presente trabalho. Ainda dentro das RIPs tipo 2, existem algumas exceções em 

termos de toxicidade, sendo estas chamadas de RIPs tipo 2 não-tóxicas, como as nigrinas e 

ebulinas, isoladas de Sambucus nigris. Estas não apresentam toxicidade ou a toxidade é muito 

baixa para células ou animais, apesar de terem a sua atividade N-glicosilase in vitro 

caracterizada como semelhante a da ricina (37, 38).  

A classificação do grupo de RIPs tipo 3, ainda sob discussão, deve-se à identificação 

de duas RIPs atípicas, isoladas de gramíneas (Família Poacea): a RIP b-32, isolada das 

sementes de milho, e a JIP60, de cevada. A RIP b-32 é sintetizada como pro-enzima, na qual 

o domínio rRNA N-glicosilase só é formado após proteólise para eliminação de um peptídeo 

interno de 25 resíduos. A JIP60, é uma quimerotoxina formada por uma cadeia tóxica 

semelhante as do tipo 1, mas ligada não covalentemente a uma segunda cadeia polipeptídica 

de função desconhecida (39, 40). A proteólise parcial converte a proteína de um único 

polipeptídeo com as duas subunidades associadas, ambas necessárias para a atividade RIP 

(Figura 1.4). 

 

 

1.4 Distribuição e evolução das RIPs  

 

 

Apesar das RIPs serem consideradas amplamente distribuídas, presentes em 

praticamente todos os reinos, estas proteínas são predominantemente encontradas em plantas 

e muito do que se sabe hoje sobre esta família surgiu do estudo das RIPs de origem vegetal. 

Muitos dos esforços para identificar novas RIPs têm sido direcionados à busca por aquelas 

RIPs tipo 1 (de cadeia única). Em termos de localização na planta, a maioria das RIPs 

identificadas foram isoladas de alguns poucos tecidos, principalmente de sementes e em 

menor proporção de folhas e raízes, em concentrações variáveis (26). Interessantemente, 

várias espécies de plantas comestíveis apresentam RIPs tipo 1, como é o caso do espinafre, 

tomate e várias espécies de cucurbitáceas, como o melão (21), mas estas não representam 
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risco para o ser humano, considerando que são pouco citotóxicas. Um caso interessante é o da 

aralina, uma RIP tipo 2 considerada tóxica. A aralina é extraída da Aralia elata, espécie cujas 

raízes são comestíveis, mas que aparentemente não representaria risco devido a cozimento do 

alimento, associado também à baixa concentração desta toxina na planta (41). Esta 

observação sugere que outras RIPs tipo 2 tóxicas podem estar presentes em outras espécies, 

mas ainda não foram estudadas por serem consideradas não-tóxicas. 

Considerando as plantas com flores, as RIPs foram identificadas em várias espécies 

distribuídas majoritariamente dentro de poucas famílias como Cucurbitaceae, Euphorbiaceae, 

Phytolacaceae e Poaceae. Destas, as RIPs tipo 1 constituem o maior número de 

representantes. Esta distribuição, aparentemente concentrada, dentro do Reino Vegetal 

poderia ser conseqüência das buscas por novos integrantes serem dirigidas às famílias nas 

quais já foram identificadas RIPs e/ou que contenham grandes quantidades de toxinas nos 

seus tecidos. Por outro lado, a baixa atividade tóxica encontrada nos extratos brutos de 

algumas espécies analisadas pode ter contribuído para passarem despercebidas.  

Embora os aspectos gerais sobre a evolução molecular das RIPs vegetais tenham sido 

amplamente estudados (29, 42), questões importantes ainda estão a serem respondidas, 

especialmente no que se refere: a origem do domínio RIP, às relações entre as cadeias A das 

RIPs tipo 1 e 2, assim como o surgimento das RIPs tipo 3 e sua a relação evolutiva com as 

demais RIPs. Um dos principais problemas para abordar este assunto tem sido o limitado 

número de sequências disponíveis destas proteínas e a distribuição taxonômica fragmentada 

que esta classe de proteínas apresenta nas plantas (43). 

Finalmente, a identificação de RIPs tipo 2 em famílias vegetais não relacionadas do 

ponto de vista evolutivo indica que estas proteínas não se encontram apenas confinadas a um 

pequeno grupo taxonômico (34). Informações adicionais sobre as RIPs tipo 2, como o 

isolamento e caracterização seriam de interesse e de grande valor para determinar a real 

distribuição na natureza desta classe de proteínas (21, 26).  

 

 

1.5 Transporte Retrógrado das RIPs tipo 2 e interação com membranas. 

 

 

Como já mencionado, o alvo/substrato principal de todas as RIPs é o RNA ribossomal 

eucarioto, embora existam outros substratos/atividades possíveis ainda sob estudo (44). 
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Portanto, para exercer a sua função, essas toxinas devem ter acesso ao citosol para atingir seu 

substrato (45). Calcula-se que aproximadamente 5 % da quantidade total de ricina que entra 

numa célula poderá alcançar o compartimento subcelular que permitirá sua translocação para 

o citosol (46). Algumas dessas moléculas (cadeia A somente) ficarão resistentes à degradação 

proteassomal por meio do seu renovelamento, viabilizado pela sua interação com o 

ribossomo, e tornando-se cataliticamente ativas e capazes de depurinar a subunidade 

ribossomal 28S (47). Desta forma, o ribossomo exerce o papel de molécula chaperona, 

consequentemente agindo de maneira suicida. Uma única molécula de ricina que atinja o 

citosol será capaz de inativar 1500 ribossomos/minuto e, assim, matar a célula (48).  

As RIPs tipo 2, por possuírem o domínio lectínico capaz de se ligar aos receptores 

glicosilados da superfície celular, podem ser internalizadas pelas células. Devido a isto, as 

proteínas deste tipo são consideradas mais citotóxicas que RIPs de outros tipos, como já 

comentado. O modelo de intoxicação das células de mamíferos pelas RIPs tipo 2 (Figura 1.5) 

é produto de extensos estudos, feitos principalmente com a ricina (49, 50). 

De modo geral, a toxina alcança o seu alvo citoplasmático pela sua ligação promíscua 

da holotoxina a receptores (ainda desconhecidos) na superfície celular a ser intoxicada, 

seguida da posterior internalização da toxina, por meio da formação de endossomos. Estes, 

por transporte retrógrado vesicular, alcançam o complexo de Golgi e de lá a holotoxina atinge 

o retículo endoplasmático (RE). Uma vez no lúmen desta organela, as cadeias A e B da toxina 

são separadas (pela ação redutora da enzima dissulfeto isomerase, PDI). Há evidências que, 

neste estágio, a cadeia A interaja como a maquinaria protéica do lúmem do RE, encarregada 

de reconhecer proteínas mal enoveladas. A cadeia A parece se reconhecida como uma 

proteína instável ou mal enovelada, sendo exportada (retrotranslocada) para o citosol para a 

sua posterior degradação, via ubiquitinação (51). A translocação reversa de proteínas mal e 

não enoveladas para do RE para o citosol é normalmente associada a sua ubiquitinação e 

degradação proteossomal (52). O primeiro passo da degradação mediada pelo proteossomo 

envolve a poliubiquitinação das lisinas nas proteínas alvos (53). Entretanto, as cadeias A das 

toxinas que são translocadas do RE possuem um conteúdo relativamente baixo de lisinas, o 

que explicaria o fato de essas toxinas escaparem da ubiquitinação (54). Por exemplo, as 

cadeias A da toxina Shiga-like e da ricina contém somente 2 resíduos de lisina, e a cadeia A 

da abrina contém 3. Em contraste, as cadeias A das RIPs tipo 2 não tóxicas,  como a nigrina e 

ebulina, contém uma média de 7,4 resíduos, enquanto que as RIP tipo 1 possuem em média 

18,6 resíduos de lisina (55).Uma vez no citosol, a cadeia A das toxinas exercerá uma 
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atividade inibitória nos ribossomos, desencadeando os processos que levam a morte celular 

programada ou apoptose.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5 - Esquema do modelo de internalização e tráfego da ricina (holotoxina) em células eucariotas 
(49). Detalhes do processo estão descritos ao longo do texto. A holotoxina está representada com 

cores vermelha (cadeia A) e cinza chumbo (cadeia B). Ambas são separadas no lúmen do RE e 

logo após a cadeia A é translocada para o citoplasma, onde age sobre os ribossomos. 

 

 

Muitos detalhes do modelo de internalização e transporte retrógrado, principalmente 

da ricina, são bem conhecidos e podem ser extrapolados para outras RIPs tipo 2, porém outros 

ainda permanecem sem ser completamente esclarecidos. Por exemplo, o fato da cadeia A ter 

que se deslocar de um compartimento celular como o lúmen do RE para o citoplasma implica 

necessariamente que a toxina atravesse uma barreira física que é a membrana do próprio RE. 

Para a RTA (cadeia A da ricina) tem sido demonstrada a interação com a maquinaria de 

translocação do RE, o complexo Sec61α (56) de leveduras, mas ainda resta comprovar que o 

mesmo acontece em células de mamíferos.  

Na região C-terminal da RTA existe uma sequência de aminoácidos hidrofóbicos que 

possam estar envolvidos na interação da toxina com a membrana do RE durante o processo de 

translocação para o citosol (57). Acredita-se que esta sequência de aminoácidos seja exposta 

logo que ocorre a separação das cadeias A e B da holotoxina, no lúmen do RE. Alguns 

aminoácidos desta região têm se mostrado importantes para o processo, pois quando são 

mutados em RTA esta tem a sua translocação diminuída para o citosol, embora ainda 

mantenha sua atividade de depurinação in vitro. Quando esta sequência de aminoácidos foi 
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incorporada à região N-terminal da proteína DFHR, Diidrofolato redutase, (Figura 1.6) foi 

possível evidenciar in vitro que esta quimera localizava-se no lúmen de microssomos, 

indicando que esta sequência agiu como um peptídeo sinalizador, direcionando a proteína 

para o lúmen, como acontece com proteínas que são secretadas via RE (58).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.6 - Sequência de resíduos da região C-terminal da RTA envolvidos no direcionamento da 

proteína ao RE. Duas quimeras foram construídas: a RA-DHFR1 que contém o peptídeo mais 

longo da RTA (resíduos 234-267) na sua extremidade N-terminal; e a outra construção possui 

um fragmento menor (resíduos 239-267) também na extremidade N-terminal. Os resíduos 

hidrofóbicos estão sublinhados. Extraído de Chaddock et al, (58). 

 

Outros experimentos foram realizados com a RTA visando entender o mecanismo de 

interação com a membrana lipídica durante o processo de retrotranslocação citosol. Com a 

utilização de vesículas compostas de fosfolipídios carregados negativamente (PG) foi 

demonstrado que a RTA interage fortemente com estas e que esta interação promove 

mudanças estruturais na proteína. Com base nestes resultados, especula-se que a região C-

terminal possa ser a responsável por tal interação. Além disso, foi sugerido que a proteína 

antes de ser translocada sofreria um desenovelamento parcial mediado pela interação com a 

membrana do RE (55).  

 

 

1.6 Apliçações das RIPs 

 

 

As propriedades descritas para as RIPs tem despertado o interesse para pesquisas 

visando seu uso como ferramenta biotecnológica, aplicada nas áreas médica e agrícola. 

Existem vários exemplos de RIPs do tipo I com atividade antiviral sendo investigadas para 

seu possível uso como antivirais tanto em plantas, como em animais e humanos. Na 
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agricultura, plantas modelo como tabaco ou Arabidopsis thaliana, quando transfectadas com 

os genes de RIPs, têm desenvolvido resistência perante conhecidos fitopatógenos (22). Em 

medicina, estudos in vitro demonstraram que tanto a TCS  (59) como a PAP (60, 61) inibem a 

replicação do vírus HIV, embora não tenham sido capazes de inibir a proliferação do vírus em 

pacientes portadores da doença (62). Mais recentemente, estas proteínas vem sendo usadas em 

conjugados com diversas moléculas como lectinas, hormônios, fatores de crescimento e, mais 

frequentemente, com anticorpos, tornando-se assim possível seu direcionamento específico 

para as células alvo. Os conjugados mais utilizados foram inicialmente feitos pela ligação 

covalente do tipo tiolester entre um anticorpo e a cadeia A das RIPs tipo 2, como por exemplo 

a ricina e abrina,  com a prévia separação das respectivas cadeias B por redução (63, 64).  

A tecnologia do DNA recombinante tem permitido clonar e purificar as cadeias A de 

diversas RIPs e desenvolver assim imunotoxinas de maneira mais rápida. As primeiras RIPs 

clonadas produzidas em E.coli e utilizadas  nestes experimentos foram a RTA(65) e a Abrina 

(66). Mais tarde, várias outras também foram expressas de forma heteróloga em bactérias, 

dentre elas a saporina (67), PAP (68), diantina (69), gelonina (70), a briodina (71), inclusive a 

pulchellina (72). Uma revisão recente e extensa sobre o assunto pode ser encontrada em (73).  

 

 

1.7 Funções das RIPs no organismo de origem 

 

 

A persistência e distribuição destas proteínas ao longo da evolução sugerem que 

tenham uma função importante no organismo que as produz. Este assunto ainda pouco 

estudado tem trazido a luz várias hipóteses, como a que estas proteínas sejam utilizadas como 

fonte protéica de reserva, no caso das sementes vegetais, ou que atuem na defesa do 

organismo frente a predadores ou parasitas e também contra infecções causadas por fungos, 

bactérias e até vírus. Há também outras possíveis funções que atribuem às RIPs um papel 

mais fisiológico, justificada por exemplo, no aumento de sua expressão naquelas plantas e ou 

tecidos vegetais que sofrem com estresse ambiental, como a desidratação prolongada, ou 

mesmo durante a senescência, o que as envolveria direta ou indiretamente com processo de 

apoptose celular (73). 
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1.8 A Pulchellina 

 

 

 A pulchellina, junto com a abrina, são os únicos membros descritos das RIPs dentre a 

extensa família das leguminosas, sendo encontrada nas sementes da espécie Abrus pulchellus 

tenuiflorus (Figura 1.7). Assim como suas homólogas do tipo 2, abrina e ricina, a pulchellina 

é constituída por um heterodímero formado pela cadeia A (ou PAC) e a cadeia B (ou PBC) de 

29 e 31,5 kDa, respectivamente (72, 74). A composição de aminoácidos da pulchellina 

mostra-se rica em aminoácidos com cadeia lateral ácida (72), além de também possuir certa 

quantidade de aminoácidos sulfurados, como é o caso abrina (75). Do extrato bruto das 

sementes de A. pulchellus foi possível identificar várias isoformas da pulchellina, das quais 

quatro foram isoladas utilizando uma combinação de técnicas como a cromatografia de 

afinidade, de troca iônica e cromatofocalização, permitindo estudos bioquímicos e estruturais 

em nosso laboratório (76). Estudos das sequências de cDNA e DNA genômico extraídos da 

planta permitiram confirmar que as quatro isoformas são sintetizadas como precursores 

inativos, contendo uma sequência N-terminal e a sequência “linker”, que precede à cadeia B 

(Figura 7) e sem a presença de introns. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.7 – Fruto de Abrus pulchellus ternuiflorus. Detalhes do fruto maduro tipo legume fechado (esquerda) 

e aberto mostrando as sementes (à direita). As fotos não refletem o tamanho real. (figura adaptada 

de Araújo et al. (77)). 

 

 

Para todas as isoformas também foi possível determinar a existência da sequência N-

terminal (pré-sequência) de 34 resíduos que precede as cadeias-A e a região entre as cadeias-

A e B chamada de “linker”, a qual é removida proteoliticamente durante a maturação da 
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proteína. Dentro da pré-seqüência, há uma região predita como um peptídeo sinal, que remete 

ao retículo endoplasmático, e o restante deve ter papel similar ao propeptídeo encontrado na 

preproricina, agindo como um espaçador não específico para garantir a importação eficiente 

para o retículo endoplasmático e glicosilação (78). As sequências da região linker também são 

extremamente similares entre as isoformas e, pela alta identidade à proricina, provavelmente 

contenham uma sequência sinal que as direcione para o vacúolo (79).  

 

 

1.9 Atividade N-glicosilase e Citotoxicidade  

 

 

O fato dos resíduos que formam os sítios ativos serem conservados e retidos na mesma 

posição para as quatro isoformas sugeriu que a atividade catalítica seria conservada entre elas. 

A atividade específica RNA-N-glicosilase frente a ribossomos de levedura foi testada e foi 

demonstrado que as quatro isoformas apresentam a mesma atividada depurinadora, não 

havendo diferenças significativas entre elas (36). 

Porém, com relação à citotoxicidade, os valores de IC50 encontrados mostram que as 

isoformas P I e P II possuem toxicidades similares [21,7 ng/mL (0,375 nM) e 22,7 ng/mL 

(0,391 nM), respectivamente], enquanto que P III e P IV são aproximadamente 5 vezes menos 

tóxicas para a linhagem celular testada. Apesar dos resultados encontrados contribuírem paras 

a classificação dessas proteínas como altamente tóxicas, a toxicidade delas para células HeLa 

é inferior aos valores encontrados para ricina (IC50= 0,001 nM) e abrina (IC50= 0,0037 nM) 

(80). 

 

1.10 Estrutura Cristalográfica da Pulchellina 

 

A estrutura tridimensional das pulchellina (Figura 1.8) foi recentemente resolvida por 

Castilho et al, (81) , sendo possível confirmar que a conformação tridimensional da 

holotoxina e de suas cadeias constituintes seguem o padrão geral de outras RIPs já descritas, 

como a ricina, a abrina e mistletoe. 

A cadeia-A consiste de três domínios enovelados, estando o sítio ativo na interface dos 

três. O domínio N-terminal consiste principalmente de uma folha- composta por seis fitas e 

duas hélices-α. O domínio central possui cinco hélices, constituindo a porção mais conservada 



42 

 

dentro das cadeias A das RIPs (82). O domínio C-terminal possui duas hélices-α, duas folhas-

 antiparalelas e um coil desestruturado, no qual encontram-se o resíduos de cisteína, 

responsável pela ligação covalente com a cadeia B.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1.8 - Estrutura tridimensional da pulchellina (isoforma P II). Representação da holotoxina 

conformada pelas cadeia-A (vermelho) e cadeia-B (amarelo). A região do sítio ativo está 

destacada em verde e os dois resíduos aromáticos conservados, em preto. As duas glicosilações 

encontradas na cadeia-B estão destacadas em azul e a ligação dissulfeto conectando ambas as 

cadeias aparece em magenta (77). 

 

 

A estrutura da cadeia B é altamente conservada na família das RIPs tipo 2 (82), 

formada por dois domínios homólogos, cada um subdividido em quatro sub-domínios 

chamados de λ, α,  e γ com o enovelamento tipo -trefoil (83). As estruturas cristalográficas 

confirmaram a presença de duas glicosilações (Asn395 e Asn435 ), bem como os sítios de 

ligação a carboidratos presentes nos subdomínios 1α e 2γ (81).  

A interação das isoformas da pulchellina com membranas através de glicoconjugados 

é um ponto crucial para a entrada da toxina da célula (84), porém ainda sabemos pouco a 

respeito disso. Assim, esta tem sido uma das frentes de trabalho sob investigação em nosso 

grupo, pois acreditamos que esclarecer os mecanismos de interação das proteínas com a 

membrana celular seja a chave para entender as diferenças de toxicidade das isoformas (36). 

Outro aspecto interessante envolvendo interação proteína-membrana, o qual foi abordado 

neste trabalho, refere-se a um segundo momento da interação da pulchellina com a membrana. 

Sabe-se que durante o transporte retrógado, a holotoxina (cadeia-A + cadeia-B) deve ser 

reduzida, permitindo que a cadeia-A seja translocada do RE para o citosol onde atingirá seu 
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alvo. Como já comentado, estudos prévios com RTA in vitro usando modelos de 

biomembranas sugerem que a cadeia A interaja previamente com a membrana do retículo 

endoplasmático antes de sua retrotranslocação. Assim, parte da proposta desta tese (detalhada 

no Capítulo 3) foi centrada na avaliação da interação de cadeias-A mutantes de pulchellina 

(formas truncadas na sua porção C-terminal), usando modelos de biomembranas para 

determinar a contribuição desta região para tal interação. 
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CAPÍTULO 2 IDENTIFICAÇÃO DE NOVAS RIPS  
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CAPÍTULO 2 IDENTIFICAÇÃO DE NOVAS RIPS EM 
MONOCOTILEDÔNEAS 

 

2.1 Identificação in silico de genes que codificam rips em cana-de-açúcar 

(Saccharum officinarum sp) e outras monocotiledôneas 

 

 

Considerando apenas o Reino Vegetal e de acordo com os dados publicados em 

trabalhos prévios e revisões sobre as RIPs, estas proteínas estão confinadas às plantas com 

flores (Magnoliofitas) (42). As RIPs tipo 2 têm sido isoladas e purificadas apenas a partir de 

um grupo reduzido de plantas e somente duas delas figuram entre as monocotiledôneas.  

Assim, a proposta inicial deste trabalho consistiu na busca de novas sequências 

codificantes de RIPs, ainda não caraterizadas, mas disponíveis em banco de dados genéticos 

públicos como o NCBI (National Center of Biotechnology Information). Inicialmente essa 

busca esteve restrita ao banco de dados de EST (Expressed Sequence Tags) de cana-de-açúcar 

(Saccharum officinarum), mas no decorrer do projeto novos transcriptomas foram 

disponibilizados possibilitando a busca e a análise de outras RIPs.Neste contexto, este 

capítulo traz os objetivos, metodologia, resultados, discussão e conclusões referentes à 

primeira parte desta tese, a qual tratou da busca e identificação de genes codificando putativas 

RIPs em espécies de plantas ainda não analisadas, bem como a caracterização funcional e 

estrutural de um dos genes identificados, correspondente a uma RIP tipo 2 de cana-de-açúcar. 

 

 

2.2 OBJETIVOS 

 

 Neste capítulo, o objetivo esteve centrado na busca e identificação in silico de genes 

codificando potenciais novas RIPs em monocotiledôneas, particularmente, nas espécies 

Saccharum officinarum, Sorghum bicolor e Zea mays.  

Com o intuito de validar os resultados da identificação de novas RIPs, a expressão em 

sistema heterólogo e caracterização do produto recombinante de um dos genes idenficados 

(sorip) em relação à sua atividade catalítica também foram considerados. 



48 

 

2.3 MATERIAIS  

 

 

Os reagentes químicos utilizados, tais como azul de bromofenol, DMSO (dimetil 

sulfóxido), Tris-HCl, CaCl2, β-mercaptoetanol, NaCl, KCl, IPTG (isopropil-β-tio-

galactopiranosídeo), SDS (dodecil sulfato de sódio), N,N’-metileno bis-acrilamida, MgCl2, 

Na2HPO4, NaH2PO4, sulfato de amônio, EDTA, imidazol, ácido acético glacial, ácido 

clorídrico, acetato de sódio,  etanol, metanol, TEMED, persulfato de amônio, Comassie 

Brilliant Blue R-250,  e agarose foram de grau de pureza analítico e adquiridos da Sigma-

Aldrich Chemical.  O meio de cultura LB foi também obtido da Sigma. Os antibióticos 

ampicilina e canamicina foram obtidos da Fluka e Gibco BRL, respectivamente. O reagente 5-

bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galctopiranosideo (X-Gal) foi comprado da Gibco BRL. 

(Sigma). Os marcadores moleculares para DNA e proteínas foram adquiridos da Promega. 

DEPc e Dimetilpirocabonato foram adquiridos da Sigma. 

Os reagentes para PCR e a polimerase Taq High Fidelity foram obtidos da Fermentas. 

Os oligonucleotídeos específicos (iniciadores ou primers) foram sintetizados pela IDT 

(Integrated DNA Technologies - http://www.idtdna.com).  As enzimas restrição, T4 DNA 

ligase e seus respectivos tampões foram adquiridos da Fermentas e Promega respectivamente.  

O vetor de clonagem pTZ57R/T foi obtido da Fermentas (http://www.fermentas.com) 

e o pCR2.1, da Invitrogen (http://www.invitrogen.com). O vetor de expressão pET28a foi 

adquirido da Novagen (http://www.emdbiosciences.com/html/NVG/home.html). As linhagens 

de Escherichia coli utilizadas nos experimentos de clonagem e expressão foram DH5α e 

Rosetta (DE3) ou BL21 (DE3), obtidas da Promega e Novagen, respectivamente.Os kits 

Wizard Genomic DNA, Wizard
®

 SV Gel and PCR Clean-Up System e Wizard
®

 Plus SV 

Miniprep DNA Purification Systems utilizados neste trabalho foram adquiridos da Promega. A 

resina de afinidade por metal Ni-NTA foi adquirida da Qiagen e a coluna Superdex 75 HR foi 

da GE. O kit TNT
®
 Coupled Reticulocyte Lysate Systems foi adquirido da Promega. O Trizol 

foi adquirido da Invitrogen, a ureia de Synth. As membranas de diálise foram da Bioagency 

Spectrum Laboratory. Os aparelhos utilizados durante este trabalho foram: Sistema 

fotodocumentador de géis Biorad Universal Hood II, Agitador orbital refrigerado Scientific e 

Minitron HT. Microcentrífugas e centrífugas Eppendorf, modelos 5804R e 5415R/D. 

Espectrofotômetro Hitachi U2800 e Nanodrop 1000 Thermoscientific. Sistema de purificação 

de proteínas Akta purifier GE (Amersham Bioscience). Dispositivo para concentrar proteínas 

http://www.emdbiosciences.com/html/NVG/home.html
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Centricon Millipore. Sonicador Fisher Scientific modelo 500. Ultracentrífuga Sorvall RC 5C 

plus. Cubas para eletroforese vertical e horizontal Life Technology.  Transiluminador 

Bioagency e termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient. 

 

2. 4 MÉTODOS 

 

 

2.4.1 Busca e identificação de genes similares a RIPs em bancos de dados de genes  

 

 

Nas últimas décadas, as pesquisas nas áreas da genômica e transcriptômica têm 

ajudado a compreender melhor a constituição gênica dos organismos e também a identificar 

novos genes, ou famílias de genes, e seus respectivos produtos protéicos, por exemplo pela 

análise in silico nos diversos bancos de dados. Um dos focos de pesquisa na área genômica 

tem se voltado a identificar genes responsáveis pela defesa frente a diversos patógenos. 

Estudos neste sentido têm demonstrado que as plantas possuem uma vasta quantidade destes 

genes, mais até que os animais, principalmente devido à poliploidia ou duplicação gênica em 

larga escala (85).  

Considerando a publicação do transcriptoma da cana-de-açúcar (Saccharum 

officinarum) e mais recentemente do sorgo (Sorghum bicolor), assim como o sequenciamento 

do genoma do milho (Zea mays) e bambu (Phyllostachys edulis), e a necessidade de 

compreender melhor a distribuição das RIPs na natureza, realizou-se uma busca in silico por 

novos respresentantes da família das RIPs nestas espécies. Esta busca foi realizada nos bancos 

de dados disponíves no NCBI (National Center of Biotecnological Information, 

www.ncbi.nlm.nih.gov) com a ajuda da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool). Este programa compara sequências de nucleotídeos ou proteínas de um determinado 

banco de dados, calculando a significância estatística dos “matches” (86). Para a identificação 

de novos representantes RIPs, as buscas foram realizadas utilizando as sequências protéicas 

da ricina e da pulchellina (ambas RIPs tipo 2) como “query”. No início deste projeto apenas o 

transcriptoma da cana-de-açúcar encontrava-se completamente disponível. Desta forma 

realizou-se a procura por genes candidatos nesta espécie primeiramente. O programa utilizado 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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foi o tblastn (utilizando a matriz BLOSUM62 e os algoritmos predefinidos pelo programa) e a 

base de dados EST (Expressed sequence tags) da cana-de-açúcar (Saccharum officinarum sp) 

disponível no Genbank (no NCBI). 

 

2.4.2 Clones de ESTs da cana-de-açúcar (Saccharum officinarum sp. var SP80-

3280) 

 

 

Com os resultados obtidos no item anterior, diferentes clones contendo ESTs da cana-

de-açúcar codificando possíveis RIPs foram selecionados e adquiridos para serem analisados 

em nosso laboratório. Estes clones foram obtidos do projeto SUCEST (87) e se encontram 

sumarizados na tabela 2.1 a seguir: 

Tabela 2.1 - Clones de ESTs obtidos do projeto SUCEST para Saccharum officinarum (variedade SP80-

3280) *Os clones adquiridos encontravam-se clonados no vetor pSPORT1 (Invitrogen) como 

as enzimas Sal I e Not I (87) 

 

Nome do EST 
(cDNA)* 

Numero de Acesso 
no GeneBank 

Tecido da planta ao qual pertence o 
EST 

SCQGST3126C11.g CA183457 Quarto internó apical de plantas adultas 

SCRLAM1008C11.g CA078531 Meristema apical e tecidos vizinhos de 

plantas adultas 

SCJLFL3015D09.g CA227942 Base de desenvolvimento da 

inflorescência (5 cm de comprimento) 

SCBGAM1090G09.g CA071793 Meristema apical e tecidos vizinhos de 

plantas maduras 

SCJLAM1061F03.g CA075561 Meristema apical e tecidos vizinhos de 

plantas maduras 

SCEQAM1037H09.g CA073774 Meristema apical e tecidos vizinhos de 

plantas maduras 
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2.4.3 Sequenciamento dos clones de ESTs 

 

 

Uma vez adquiridos, os clones descritos na tabela 2.4.2 foram resequenciados, 

inicialmente utilizando os oligonucleotídeos (primers) Forward e Reverse (T7 promoter e 

SP6, respectivamente) específicos para o vetor pSPORT1 (os quais anelam-se às regiões que 

flanqueam a sequência de cDNA clonada). Posteriormente, os mesmos clones foram 

sequenciados com primers específicos para a sequência  do gene de interesse (tabela 2.2), de 

forma que permitisse a cobertura completa da sua sequência. O sequenciamento foi realizado 

pelo método didesoxinucleotídeo marcado (88) usando um sequenciador de DNA automático 

ABI Prism 377 (Perkin Elmer) seguindo o protocolo e condições recomendadas pelo 

fabricante.  

 

Tabela 2.2 - Primers utilizados para análise e seqüenciamento dos clones adquiridos do projeto SUCEST e 

amplificações posteriores da ORF completa para o gene sorip. (*) A numeração entre 

parênteses indica a posição em que os primers hibridizam considerando a ORF completa. 

 

Nome Sequência (*) Uso 

T7 promoter 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ Confirmação da presença da 

EST no clone (vetor 

pSPORT1) 

SP6 5´-ATTTAGGTGACACTATA G-3´ Confirmação da presença da 

EST no clone (vetor 

pSPORT1) 

SoripA F´ 5´-cagcatatgAACGTCGATGCAGCGGCAGCAGCT 

(103-126 ) 
 

Amplificação da região 

codificante da cadeia A 

madura (sem peptídeo sinal) 

SoripAR´ 5’- cgtcgagttaCGCTTCCTCCC-3’(905-915) Amplificação da região 

codificante da cadeia A 

SoripORF F 5´ATGAAAGGAGGGACGCAACCAATCATCCTG 3´ 

(1-30) 

Isolamento e caracterização 

da ORF completa 

SoripORF R 5´-AAGGA(TCACAGCATGAGCGCCCACTTCTGG)-3´ 

(1803-1827) 
 

Isolamento e caraterização da 

ORF completa. 

SoripLinker 

F 

5’-TTGCTCATAAGGTCCGTC-3’(935-951)  Primer interno para 

sequenciamento da ORF  
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2.4.4 Análise de restrição dos clones ESTs obtidos 

 

 

Complementar ao sequenciamento dos clones de ESTs da cana-de-açúcar, foi 

realizada a análise de restrição dos mesmos, a fim de se determinar o tamanho (em pares de 

bases) aproximado dos cDNAs clonados no vetor. Para isto foram utilizadas duas enzimas, 

EcoRI e Not I (Fermentas), as quais cortam o vetor pSORT1 em posições que flanqueiam o 

cDNA clonado, sendo a segunda das enzimas a mesma utilizada pelo projeto SUCEST (87) 

para clonar os diferentes ESTs. Tipicamente 100 ng de DNA de cada clone (previamente 

propagado em bactérias) foram misturados em tubo de 1,5 ml com aproximadamente 2U de 

cada enzima de restrição em presença de tampão TANGO 1X em um volume final de reação 

de 20 µl. A mistura de reação foi incubada a 37 °C durante 4 h e o resultado revelado por 

eletroforese em gel de agarose 0,8 % (p/v).  Junto às amostras foi corrida uma alíquota de um 

dos clones sem digerir, como controle. 

 

2.4.5 Obtenção do material vegetal  

 

 

Exemplares jovens (1 mês) e adultos (1 ano) da espécie de cana-de-açúcar (Saccharum 

officinarum sp var RB 867515) foram coletados dos canaviais da EMBRAPA-Pecuária 

Sudeste (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária) de São Carlos (SP), cedidos 

gentilmente pela engenheira agrônoma Patrícia Menezes Santos e com a ajuda do supervisor 

de campo Adilson Márcio Malagutti. As sementes de milho (Zea mays sp) e sorgo (Sorghum 

bicolor sp, cultivar 7301011 IPA) foram obtidas do comércio local. 

 

 

2.4.6 Extração de DNA genômico de Cana-de-açúcar 

 

 

Para extração do DNA genômico foram utilizadas as folhas da cana-de-açúcar como 

material de partida. Estas foram previamente cortadas em fragmentos pequenos e 
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imediatamente congeladas em nitrogênio líquido em um almofariz. O material foi macerado 

intensamente com a ajuda de um pistilo até a formação de um pó fino. Durante todo o 

processo evitou-se o descongelamento do material mediante a adição cuidadosa de nitrogênio 

líquido ao recipiente. O material macerado foi coletado em tubos polipropileno de 2 ml e 

estocado a -80 °C até a sua utilização.  

A extração foi realizada utilizando aproximadamente 50-60 mg do macerado e 

seguindo o protocolo específico para tecidos vegetais descrito no kit “Wizard Genomic DNA” 

(Promega). No final da extração uma alíquota do DNA (em H2O ultrapura) foi utilizada para 

se determinar o rendimento da extração. Segundo o cálculo feito pela  absorbância a 260nm, a 

extração rendeu aproximadamente 15 μg de DNA. Para conferir a presença e qualidade do 

DNA, 1 μl da mesma extração foi analisada por eletroforese em gel de agarose 0,8% (corrido 

a 10volts/cm durante 1 ½ h) e revelado em transiluminador de luz UV.  Os critérios utilizados 

para se determinar o bom estado do material foram: detectar visualmente a presença de uma 

banda única de DNA de alto peso molecular, a ausência de bandas espúrias ou “smears” 

(indicativas de degradação do material), assim com a ausência de bandas contaminantes de 

RNA. O DNA foi rapidamente estocado em tubo de polipropileno (de 1,5 ml) a -20 °C até a 

sua utilização.  

 

 

2.4.7 Extração de RNA total de diferentes tecidos vegetais e síntese do cDNA 

 

 

A extração do RNA total de tecidos vegetais de cana-de-açúcar, milho e sorgo, foi 

realizada utilizando o kit RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) ou Trizol (Invitrogen). Para tal fim 

foram utilizados aproximadamente 100 mg de macerado (pó) de cada amostra, processado 

como em 2.4.6, em condições de trabalho livre de RNAases. O rendimento da extração foi 

calculado pela leitura da absorbância em 260 nm utilizando espectrofotômetro Nanodrop 

(Thermoscientific). A qualidade do RNA foi estabelecida por três parâmetros diferentes: a 

concentração obtida a 260 nm, pela relação da absorbância 260/280 nm e pela relação da 

medição a 260/230 nm, sendo de >1,8 o valor de referência para o RNA puro. Outro 

parâmetro considerado foi a visualização da integridade do RNA após corrida eletroforética 
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(como em 2.4.6) em uma cuba exclusiva para RNA (previamente tratada com DEPC, 

dietilpirocarbonato). 

 

2.4.8 Tratamento do RNA total com DNAse e síntese de cDNA 

 

 

Uma vez finalizada a extração e confirmada a qualidade do RNA total, este foi tratado 

com DNAse para evitar que qualquer vestígio de DNA genômico interferisse nas reações 

posteriores. Para isto, de 3-10 µg do material foram incubados com RQ1 DNAse (Promega, 

1U/µg de RNA) em tampão da enzima (RQ1 buffer 1 X), num volume final de reação de  10 

µl, durante 30 minutos a 37°C. Para finalizar a reação de degradação do DNA, a cada amostra 

foi adicionado 1 µl de solução de STOP da enzima DNAse e posteriormente as amostras 

foram incubadas por 10 minutos a 65 °C. As amostras tratadas foram mantidas no gelo até a 

utilização no passo seguinte. 

A síntese do cDNA foi realizada utilizando o kit Superscript III (Invitrogen) e 

alíquotas do RNA total, tratado com DNAse, foram utilizadas como molde. O seguinte 

protocolo foi realizado:  

- Desnaturação: tipicamente 6µl do material foram misturados num tubo de PCR (0,2 ml) 

junto com 0,5 g de OligodT e 10 mM de dNTP. Esta mistura (10µl) foi incubada por 5 

minutos a 65
o
C e, a seguir, mantida em gelo por 1 minuto.  

- Hibridização (anelamento): 10 L da solução First Strand Mix, contendo o tampão da 

enzima RT-polimerase (M-MLV) 1X, DTT 0,1 M,  MgCl2 25 mM, e 40 U (1µl) de RNAse out 

e 200 U da enzima M-MLV (Superscript
TM

 III RT) foram adicionados a cada amostra.  

- Síntese do cDNA: A mistura de reação foi incubada durante 50 minutos a 50 °C e, para 

finalizar a reação, foi realizada uma incubação por 5 minutos a 85 °C. Finalizada a síntese, 

cada amostra foi tratada com RNAse H,  por 20 minutos a 37°C,  para eliminar o RNA. 

Tipicamente 2 µl  de cada amostra foram utilizados para amplificar os genes de interesse, 

utilizando primers específicos para cada caso, desenhados para cada espécie de acordo com as 

sequências obtidas nos bancos de dados.  
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2.4.9 Amplificação da fase aberta de leitura (ORF) do gene codificante para soRIP 

a partir do DNA genômico da Cana-de-açúcar 

 

 

A reação de amplificação da ORF completa foi realizada pela da técnica de PCR, 

utitilizano os primers SoripORF F´ e R´, descritos na tabela 2.2 e uma alíquota (~1 µg)  do 

DNA genômico extraído de folha de cana-de-açúcar (item 2.4.7) como molde da reação. A 

reação foi realizada em um volume final de 50 µl, contendo: tampão da enzima Taq (1X) 

High Fidelity (Fermentas), 0,2 mM de dNTPs, 2 mM de MgCl2, 2 µM de cada primer F´e R´, 

acima mencionados e 5% de DMSO. O molde foi adicionado e a mistura de reação foi e 

incubada por a 94 °C por 5 minutos e depois foram adicionadas 5 U de enzima DNApol High-

Fidelity (Fermentas). O termociclador foi programado como mostrado a seguir: 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4.10 Amplificação da cadeia A da soRIP (soRIPA) de cana-de-açúcar 

 

 

O isolamento e amplificação da cadeia A da soRIP (soRIPA) foi realizada pelo mesmo 

método de PCR detalhado no item anterior, utilizando os primers específicos SoRIPA, F´e 

R´descritos na tabela 2.2. e utilizando como molde de reação uma alíquota do cDNA extraído 

no item 2.4.8, ou alternativamente usando uma alíquota de um dos clones obtido do projeto 

SUCEST. As condições de reação foram similares as descritas no item anterior, exceto pela 

temperatura de hibridização, que neste caso foi de 57 °C. Os resultados foram revelados em 

gel de agarose como já mencionado anteriormente. 
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2.4.11 Clonagem dos produtos de PCR e subclonagem de soripA em vetor de 

expressão 

 

 

Durante este projeto, todos os DNAs amplificados por PCR foram posteriormente 

clonados seguindo o protocolo descrito a seguir. Uma vez confirmado o tamanho do 

fragmento de DNA de interesse por eletroforese em gel de agarose 0,8 %, estes DNAs foram 

submetidos a um gel de agarose preparativo, excisados deste e purificados pelo kit Wizard SV 

Gel and PCR Clean-Up System (Promega), seguindo o protocolo do fabricante. Em seguida, 

os fragmentos foram clonados nos vetores pTZ57R/T ou pCR2.1 de acordo com os protocolos 

de ligação sugeridos pelo fabricante, numa relação molar inserto:vetor igual a 3:1. Dois 

microlitros (μL) dessa mistura de ligação foram utilizados para transformação de células E. 

coli  linhagem DH5 competentes por CaCl2 (89). As células foram plaqueadas em meio 

Luria-Bertani (LB)-Agar contendo X-gal (0,1 mg/mL), IPTG (0,45 mM) e ampicilina (50 

μg/mL), a fim de selecionar as colônias positivas (brancas) das negativas (azuis), sendo 

incubadas a 37°C por 16h. Após o crescimento, as colônias brancas foram selecionadas a fim 

de realizar a extração dos seus DNAs plasmidiais. Para isso, elas foram repicadas 

individualmente, em tubos estéreis contendo 5 mL de meio LB suplementado com ampicilina 

(pré-inóculo) e cultivadas a 37°C por 16h, sob agitação (250 rpm). As colônias positivas  

foram confirmadas por PCR de colônia, utilizando primers específicos do vetor. O clones 

confirmados tiveram seu DNA plasmidial extraído (kit Wizard MiniPrep Kit, Promega) e 

foram submetidos ao seqüenciamento de DNA (88) num seqüenciador automático ABI Prism 

377 (Perkin Elmer), segundo o protocolo do fabricante. As sequências obtidas foram 

analisadas nos programas Gene Runner, pelo pacote de programas do DNAStar e no 

programa Clustal W (90). 

A subclonagem de soripA, codificando a cadeia-A da RIP tipo 2 de S. officinarum, foi 

feita em vetor de expressão pET28a (Novagen). O DNA codificante e o vetor foram 

previamente digeridos com a enzimas NdeI e XhoI, a fim de inserir o gene corretamente e em 

fase de leitura com a região codificante de um polipeptídeo de 6 histidinas na região N-

terminal. A reação de ligação foi realizada utilizando a enzima T4 DNA ligase e numa razão 
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inserto:vetor de 3:1. Os passos posteriores de propagação em bactérias, extração plasmidial e 

confirmação de presença do gene inserido foram realizados como descrito previamente. 

 

2.4.12 Expressão heteróloga e purificação da soRIPA 

 

 

Uma colônia de células Escherichia coli BL21(DE3) contendo o plasmídio de 

expressão recombinante pET28soRIPA foi inoculada em 5 ml de meio LB seletivo (contendo 

30 g/ml do antibiótico canamicina) e crescida a 37
o
C, a 250 rpm por16 h. Esta cultura foi 

então diluída em 500 ml (seguindo a proporção 1:100)  do mesmo meio seletivo e crescida 

sob as mesmas condições até atingir uma densidade ótica, D.O600,  entre 0,4 e 0,6. Uma 

amostra da cultura (100 μl) foi retirada, centrifugada e as células congeladas para servir de 

controle pré-indução da expressão (amostra não induzida). Em seguida, a expressão da 

soRIPA foi induzida pela adição de IPTG (concentrações de 0,1 e 0,5 mM) à cultura. Novas 

amostras de 100 μl foram retiradas da cultura, a intervalos de 6 ou 16 horas após a indução,  

processadas como a anterior, sendo usadas para análise da expressão. Ao final da incubação a 

cultura foi centrifugada (10.000g, 10 min, a 4 °C) e as células foram ressuspensas em 50 ml 

de tampão A (Tris-HCl 50 mM pH 8, contendo NaCl 0,25M) em banho de gelo e lisadas por 

sonicação (Fischer Scientific) de 10 pulsos de 20 mA, durante 30 segundos com intervalos de 

1 minuto cada. O lisado foi centrifugado (10.000 g, por 15 minutos) e a solubilidade da 

proteína recombinante foi analisada em SDS-PAGE 15% utilizando amostras do sobrenadante 

e precipitado obtidas. O precipitado foi solubilizado em tampão A desnaturante (tampão A 

suplementado com uréia 6M). Após incubação em banho de gelo por 1 hora a solução foi 

sonicada (3 vezes) e centrifugada como descrito anteriormente. O novo sobrenadante 

contendo a proteína de interesse foi aplicado numa coluna contendo a resina de Ni-NTA, 

previamente equilibrada com 5 volumes (25 ml) de tampão A desnaturante. Outros 10 

volumes de tampão A foram utilizados para a remoção de proteínas ligadas com baixa 

afinidade à resina. A eluição da soRIPA foi realizada mediante a adição de imidazol ao 

tampão B desnaturante (Tampão A desnaturante contendo concentrações crescentes de 

Imidazol, tipicamente de 20 mM a 250 mM).  
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2.4.13 Renovelamento da soRIPA 

 

 

Aproximadamente 15 ml de amostra contendo a proteína obtida a partir da eluição 

com 50 mM de imidazol foram dialisados contra concentrações decrescentes do agente 

desnaturante uréia, em tampão Tris-HCl 50 mM pH 8, contendo NaCl 100mM e  20 mM de 

2-mercaptoetanol. A diálise foi mantida sob agitação constante e a temperatura de 5-10 °C, 

utilizando-sesaco de nitrocelulose (10 μm de tamanho de corte). Durante o processo, três 

amostras foram retiradas em tempos distintos (com 6M, 3M, 0M de uréia), centrifugadas a 

10.000 g e submetidas a SDS-PAGE 15%. Finalizada a diálise, alíquotas da proteína foram 

submetidas a mais um passo de purificação em cromatografia de exclusão molecular.  

 

2.4.14 Cromatografia de Exclusão Molecular 

 

 

A eliminação de possíveis agregados protéicos e ou proteína desnaturada originada 

durante o processo de desnaturação e renovelamento, foi realizada por cromatografia de 

exclusão molecular. Uma amostra da proteína purificada e renovelada por diálise (1 mL) foi 

injetada em uma coluna Superdex 75 HR (GE Healthcare), pré-equilibrada com o mesmo 

tampão da amostra, acoplada a um sistema HPLC preparativo (ÄKTA™ Purifier 10 GE 

Healthcare Biosciences). A cromatografia foi realizada com um fluxo constante de tampão de 

0,5 mL/min e monitoramento da mesma realizada por medição da absorbância em 280 nm, 

sendo o eluato coletado em frações de 1 mL. Finalizada a cromatrografia, o grau de pureza e o 

conteúdo de estrutura secundária foram analisados por SDS-PAGE 15% (91) e dicroísmo 

circular, respectivamente. 

2.4.15 Medidas de dicroísmo circular (CD) 

 

 

O conteúdo de elementos de estrutura secundária na soRIPA recombinante foi 

investigado por dicroísmo circular (CD). Os experimentos foram realizados em um 

espectropolarímetro Jasco J-815 (Jasco Instruments). As medidas foram realizadas com 
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soluções de proteína a concentrações de 0,1 mg/mL, em tampão Tris-HCl 50 mM, 150 mM 

NaCl, pH 7,4. Os espectros de CD foram coletados de 195 a 250 nm com uma média de 8 

varreduras, utilizando cubeta cilíndrica de quartzo de 1 mm de caminho óptico.  

 

 

2.4.16 Obtenção do extrato bruto (EB) de S. officinarum (protocolo 1) 

 

 

O protocolo utilizado para obtenção do extrato bruto (EB) de cana-de-açúcar foi 

baseado naquele estabelecido por Soares-Costa e colaboradores para a purificação da proteína 

recombinante canacistatina a partir de folhas de cana-de-açúcar (92).  Aproximadamente 10 g 

de folhas foram maceradas em nitrogênio líquido usando um almofariz e pistilo. O pó 

resultante foi homogeneizado em 30 ml de tampão de extração (Tris-HCl 0,2 M, pH 8 

contendo Na2HPO4 32mM, 84 mM ácido cítrico e 0,1 % β-mercaptoetanol) e mantido sob 

agitação constante, durante 45 min.  Posteriormente foi filtrado através de 4 camadas de gaze 

e depois centrifugado a 10.000 g por 30 min. Um volume igual de 10% de TCA (ácido 

tricloroacético) foi adicionado ao sobrenadante e a mistura foi incubada por 1 hora a 

temperatura ambiente e a seguir centrifugada a 10.000 g por 30 min. O precipitado obtido foi 

ressuspenso em 5 ml de TCA gelado, agitado e centrifugado nas condições anteriores. O 

precipitado foi lavado 3 X com etanol absoluto ou acetona pura e deixado secar durante 16h.  

Após seco, o precipitado foi ressuspenso em tampão Tris-HCl 10mM pH 8, contendo 

Na2HPO4 50mM e 50 mM NaCl ou alternativamente  PBS. Uma vez finalizada a extração, o 

extrato protéico foi submetido à purificação por cromatografia de afinidade a Galactose, 

utilizando-se uma resina Sepharose contendo D-galactose imobilizada (Pierce). 

 

2.4.17 Obtenção do extrato bruto (EB) de Cana-de-açúcar, S. officinarum 

(protocolo 2) 

 

 

Com o intuito de processar uma maior quantidade de folhas e para evitar o uso de 

TCA como agente concentrador de proteínas do EB, aplicou-se um segundo protocolo para a 
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obtenção e concentração do EB. Aproximadamente 1kg de folhas de cana-de-açúcar foram 

picotadas em fragmentos pequenos, imediatemnte congeladas em nitrogênio líquido e 

armazenadas a -80 °C até sua utilização. O material armazenado foi dividido em Beckers de 

500 ml contendo o tampão de extração PBS, suplementado com 10 mM de EDTA, 50 mM de 

ácido ascórbico e 1,5 % (p/v) de PVPP (Sigma). A mistura foi mantida durante tempos 

variados de 2, 6, e 16 h a 10°C, sob agitação constante. A seguir, a mistura foi centrifugada a 

10.000 g, a 4 °C, por 10 minutos. O sobrenadante obtido (aproximadamente 3 litros) foi 

concentrado 10 vezes mediante filtração tangencial, usando o dispositivo QuixStand
TM

 System 

(GE Healthcare bioscience) com membrana de filtração para 10 kDa de tamanho de exclusão 

e posteriormente centrifugado mais uma vez nas mesmas condições. O sobrenadante foi 

novamente aplicado no dispositivo de filtração, concentrado até 50 ml de volume final e 

dialisado contra tampão PBS (20 volumes). O fluxo utilizado durante o processo foi de 

aproximadamente 2 ml/min. Finalizado o precesso, prosseguiu-se com o protocolo de 

purificação da proteína soRIP por cromatografia de afinidade a D-galactose. 

 

 

2.4.18 Cromatografia de afinidade em coluna de D-galactose 

 

 

Para o isolamento da soRIP no seu estado nativo e madura (com a presença da cadeia 

A tóxica ligada covalentemente a B, ou lectínica), o EB obtido tanto no item 2.4.16 e 2.4.17  

foi submetido à cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose contendo D-galactose 

imobilizada (Pierce). À uma coluna de 10 ml, pré-equilibrada com o tampão PBS, o EB foi 

aplicado e duas estratégias foram utilizadas na tentativa de garantir a ligação da proteína de 

interesse na resina: i) o EB foi incubado na coluna sob agitação, durante 4h a temperatura 

ambiente; ou, alternativamente, ii) o EB foi aplicado e reaplicado várias vezes, utilizando-se 

uma bomba peristáltica, durante 4 horas. Prosseguiu-se com a lavagem da coluna com 5 

volumes de tampão PBS e a eluição foi realizada com PBS contendo 500 mM de D-galactose. 

O eluato foi coletado em frações de 1 ml e o resultado da purificação, analisado em SDS-

PAGE 15% (91). 
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2.4.19 Determinação da atividade da proteína recombinante soRIPA 

 
 

2.4.19.1 Ensaio de inibição da síntese proteica em sistema livre de células 

 
 
O primeiro protocolo utilizado para determinar se a soRIPA possuia atividade 

inibitória da síntese protéica foi realizado pela medida da expressão da proteína repórter 

Luciferase in vitro em um sistema livre de células extraído de reticulócitos. Para isto utilizou-

se o kit TNT
®

 Coupled Reticulocyte Lysate Systems (Promega) o qual é extremadamente 

sensível e rápido. O kit tem a vantagem de ter acoplado as etapas de  transcrição e a tradução 

gênica num extrato celular eucarioto. Este tipo de sistema tem diversas aplicações, dentre elas 

o ensaio de inibição da síntese protéica mediado por RIPs (93). Portanto espera-se que na 

presença da proteína soRIPA ativa esta atue sobre os ribossomos presentes no sistema, 

impedindo assim a síntese protéica, incluindo a do gene repórter (luciferase) e, 

consequentemente, não haja detecção da atividade da luciferase (luminescência) (figura 1.9). 

 

 

Transcrição e Tradução acopladas e Reação catalisada pela Luciferase: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.9 - Esquema representativo das reações in vitro que ocorrem no sistema livre de células. As 

reações acopladas de transcrição e tradução do gene repórter permitem a expressão da proteína 

luciferase, a qual em presença do substrato luciferina catalisa a reação que tem como produto a 

emissão de luz. A atividade inibitória da síntese proteica da soRIPA seria por tanto evidenciada, 

indiretamente, pela diminuição ou ausência de luz.  

 

 

A reação de inibição foi realizada em um volume final de 25 µl contendo: 
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Para analisar a atividade da soRIPA, diferentes concentrações da mesma foram 

testadas. Como controle positivo da reação da luciferase, apenas H2O foi adicionada. Como 

controle positivo da inibição de síntese, uma amostra da pulchellina (previamente tratada com 

DTT) foi utilizada. Assim, as reações contendo a soRIPA, bem como os controles foram 

incubados durante 45 minutos a 30 °C. A seguir, aproximadamente 2,5 µl da reação foram 

misturados com 25 µl de substrato da luciferase (Luciferase Assay Reagent). A medida da luz 

emitida foi realizada em um luminômetro Sirus V.3.1, com 2 segundos de tempo de retardo 

(Measurement Delay-time) e 20 segundos de aquisição por amostra. Os resultados foram 

expressos em URL/s (unidades relativas de luz por segundo) em função da concentração da 

soRIPA. Os experimentos foram realizados em triplicata e os valores representados como a 

média das três medições. 

 

 

2.4.19.2 Ensaio de depurinação de ribossomos de rato  

 
 

O ensaio específico para determinar a atividade depurinadora (rRNA N-glicosilase) da 

da soRIPA foi realizado com ribossomos intactos rato (Ratus novergicus), seguindo o 

protocolo utilizado por Ayub et al (94) com algumas modificações. Uma vez pura e 

renovelada, a soRIPA foi misturada com os ribossomos (0,3 U, unidades de absorbância) em 

uma reação de 30 µl de volume final em tampão Endo 1X (Tris-HCl 250 mM pH 7,6; KCl 

250 mM e MgCl2 50 mM) (95) e Ribonuclease Vanadyl Complex (Bio Labs). A reação foi 

incubada durante 1 h a 30 °C e depois finalizada com a adição de 100 µl de H2O e 400 µl de 

Trizol (invitrogen). O RNA foi extraído seguindo o protocolo do fabricante e ressuspenso em 

20 µl de H2O. Depois 10 µl do RNA puro foi misturado com 50 µl de anilina ácida (pH 4,5) 

anilina:acido acético:H2O (1:1,6:7,4) e incubada por 3 minutos a 60 °C, em banho seco. Após 

a incubação, a reação foi parada com a adição de uma solução de acetato de amônia 7,5 M e 3 

- 12,5 µl do extrato TNT 

- 1 µl de tampão TNT 

- 0,5 µl de T7-RNA polimerase 

- 0,5 µl RNAsin Ribonuclease inibitor 

- 1 µl de Mistura de aminoácidos 

- 1 µl de Vetor Luciferase (0,5 µg/µl) 

- H2O q.s.p. 25 µl 
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volumes de etanol gelado. A seguir, as amostras foram centrifugadas a 10.000 g, durante 15 

minutos e o precipitado de RNA foi ressolulibilizado em H2O. O resultado foi analisado em 

PAGE (6-8%), em condições desnaturantes (contendo 7 M de uréia) e corado com brometo de 

etídio para revelação das bandas. Como controles positivos da reação de depurinação foram 

utilizadas as RIPs: TCS (Trisconsantina, uma RIP tipo I) e rPAC (cadeia A da pulchellina 

recombinante), processadas da mesma maneira que a soRIPA. Como controle negativo da 

reação, uma alíquota da reação de TCS foi processada com a adição de H2O em vez de anilina 

acética.  

 

 

2.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Com o objetivo de encontrar putativas RIPs do tipo 2, as sequências completas das 

formas imaturas (proRIPs) da ricina (número de acesso P02879) e da pulchellina (B1NQB9) 

foram escolhidas como sequências de entrada para busca (query) no programa tBLASTn, 

utilizando os parâmetros pré-definidos pelo programa. A utilização desta ferramenta é útil 

para localizar sequências de nucleotídeos homólogas, ainda não anotadas nos bancos de 

dados, e permite comparar a sequência query com o produto resultante da tradução da 

sequência de nucleotídeos nas seis possíveis fases abertas de leitura (ORFs, Open Reading 

Frames).  

O resultado do alinhamento obtido tanto usando a pulchellina como a ricina como 

query foram semelhantes e, por isto, apenas será descrito aquele obtido usando a ricina. A 

busca preliminar no banco de ESTs de cana-de-açúcar mostrou a presença de 

aproximadamente 100 ESTs significativamente idênticas a ricina (tabela 2.3). Esta nova 

putativa RIP tipo 2 passou a ser denominada de SoRIP (Saccharum officinarum ribossome-

inactivating protein). 

Ao analisar estes resultados foi possível perceber que a maioria das sequências 

protéicas deduzidas alinhavam-se principalmente com a região N-terminal da cadeia A ricina. 

Outras sequências alinharam-se tanto a regiões correspondentes a cadeias A quanto a cadeia  

B da proteína, mas nenhuma das ESTs apresentou uma sequência completa capaz de alinhar-

se com a ricina em toda sua extensão.   
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Figura 2.1 - Sequências obtidas do banco de dados para EST da cana-de-açúcar que apresentaram 

identidade com a sequência protéica da ricina. Cada EST está respresentada por seu código de 

acesso no GenBank, o score máximo apresentado no alinhamento, o valor E (expected value) e a 

identidade máxima apresentada com a sequência da ricina. Nesta tabela mostram-se apenas 

aquelas sequências com maior score e valor E. 

 

É bem conhecido que os bancos de ESTs são compostos de sequências curtas, 

resultantes do sequenciamento dos cDNAs obtidos de um determinado organismo, tecido ou 

célula. No caso do projeto de sequenciamento da cana-de-açúcar (SUCEST), foram gerados 

cerca de 290 mil ESTs, das quais 250 mil foram sequenciadas a partir de sua extremidade 5´ e 

o restante a partir da extremidade 3´ (87). Por limitações próprias da técnica de 

sequenciamento automático implementada na época, o tamanho médio das sequências era de 

aproximadamente 500-600 pb (pares de bases). Portanto, já era esperada uma menor 

probabilidade de encontrar sequências que se alinhassem à sequência C-terminal da ricina. 

Outro aspecto relevante a ser considerado é o fato dos cDNA gerados (nas diferentes 

bibliotecas) e clonados pelo SUCEST terem um tamanho médio de  0,8 e 1,5 kb (kilobases), 

sendo que a ORF de uma RIP tipo 2 típica, como a de ricina por ex., tem um tamanho 

aproximado de 1,6 kb (96). Assim, seria razoável supor que alguns destes clones, 

parcialmente sequenciados pelo projeto SUCEST, contivessem a ORF completa procurada. 

Nesse sentido foram adquiridos seis clones os quais foram re-sequenciados primeiramente 

utilizando os primers 5' (T7 promoter) e 3´(SP6) próprios para o vetor de clonagem pSPORT1 

(Invitrogen) utilizado pelo SUCEST. Os resultados do sequenciamento confirmaram a 

presença do cDNA codificador de uma RIP tipo 2 significativamente idêntica à ricina. O 

ProRicina 

(query) 

 

 

105 EST de Cana 

homólogas a Ricina  
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sequenciamento das extremidades 5´ destes clones permitiu identificar a sequência deduzida 

correspondente da cadeia A (incluindo o peptídeo sinal N-terminal típico nas RIPs do tipo 2).  

O sequenciamento das extremidades 3´dos  clones mostraram sequências codificantes 

para uma lectina também similar a cadeia B da ricina. Analisando o alinhamento de todas as 

sequências obtidas para a extremidade 3´ foi possível concluir que todas as ORFs estavam 

incompletas, já que não possuíam possíveis códons de parada e nem mesmo as sequências 

poli-A que caracterizam os RNAm eucariotos maduros.  Isto foi confirmado ao “blastar” a 

sequência de aminoácidos correspondente a esta região, como mostra a Figura 2.2, para um 

dos clones. Por exemplo, o clone SC2 quando sequenciado e traduzido mostrou alinhar-se 

com os resíduos da cadeia B da ricina, correspondente a parte interna da mesma entre resíduos 

327-466. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.2 - Alinhamento da região C-terminal (SC c-term) obtida por seqüenciamento e tradução do 

clone da soRIP (sc2 c-ter) com sequência da proricina. Pode ser observado que a os 

aminoácidos da soRIP alinham-se com resíduos localizados somente na porção interna da proteína 

(resíduos 327-466), mostrando que o clone não possui a orf completa para esta RIP. Os resíduos 

idênticos entre as sequências estão indicados com (*), as substituições conservadas e 

semiconservadas são indicadas por (:) e (.) respectivamente. O alinhamento foi feito utilizando-se 

o programa Clustal W (90) e com os parâmetros pré-definidos (default) no programa. 

 

2.5.1 Análise de restrição dos clones de cDNA obtido do SUCEST 

 

 

 No projeto SUCEST, os cDNA gerados foram direcionalmente clonados no vetor 

pSPORT1 utilizando as enzimas de restrição Sal I e Not I. Assim, havia uma possibilidade do 

cDNA da soRIP ter perdido parte da região 3’ ao ser clonado por conter algum de tais sítios de 

restrição. Assim, foi realizada uma análise de restrição dos seis clones obtidos do SUCEST 

pRicB              DVSILIPIIALMVYRCAPPPSSQFSLLIRPVVPNFNADVCMDPEPIVRIVGRNGLCV 300 

Sc2(c-ter)         -------------------------------------------------SGPYGRCV  

                                                                     *  * ** 

 

pRicB           DVRDGRFHNGNAIQLWPCKSNTDANQLWTLKRDNTIRSNGKCLTTYGYSPGVYVMIYDCN 360 

Sc2(c-ter)      DVPYGLYYSGNQVQLWSCKSNGDVNQLWTLKRDGTIRSNGKCLASSGDAAGARVVINDCP  

                **  * ::.** :***.**** *.*********.*********:: * :.*. *:* **  

 

pRicB           TAATDATRWQIWDNGTIINPRSS----LVLAATSGNSGTTLTVQTNIYAVSQGWLPTNNT 416 

Sc2(c-ter)      RVPTGRVVWEVRADGTVALKGSSRGGGLVLAVTSSTLFAGLTVRRDDRGTGQSWTPTNDT  

                 ..*. . *::  :**:    **    ****.**..  : ***: :  ...*.* ***:* 

 

pRicB           QPFVTTIVGLYGLCLQANSGQVWIEDCSSEKAEQQWALYADGSIRPQQNRDNCLTSDSNI 476 

Sc2(c-ter)      APLDAAIVGFRDLCLQVD-----------------------------------------  

                 *: ::***: .****.:                                        

 

pRicB           RETVVKILSCGPASSGQRWMFKNDGTILNLYSGLVLDVRRSDPSLKQIILYPLHGDPNQI 536 
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kb

P C- sc1             sc2           sc3           sc4              sc5          sc6

2 

1,5

Clones ESTs

para verificar o tamanho do cDNA que eles continham. Esta análise mostrou que todos os 

clones adquiridos possuíam um fragmento clonado de aproximadamente 1,5 kb (Figura 2.3), 

tamanho inferior ao esperado para a ORF completa da soRIP, baseado na similaridade com a 

ricina. Note que neste experimento foi usada a enzima EcoRI ao invés de Sal I, pois já se 

sabia da existência de sítios internos de Sal I no cDNA. 

 

 

 

 

Figura 2.3 - Análise de restrição dos clones de ESTs da bilioteca de cana-de-açúcar. Eletroforese em gel de 

agarose mostrando a digestão após 2 hs, com as enzimas de restrição NotI e EcoRI. Os fragmentos 

liberados por cada clone possuem um tamanho aproximado de 1500pb. SC1, SCQGST3126C11.g 

(CA183457); SC2, SCRLAM1008C11.g (CA078531);SC3, SCJLFL3015D09.g (CA227942); SC4, 

SCBGAM1090G09.g (CA071793) ; SC5, SCJLAM1061F03.g CA075561; SC6, 

SCEQAM1037H09.g (CA073774). P:  de peso molecular; C-:controle negativo. 

 

 

Com o sequenciamento completo do clone SC2 e seu alinhamento com as  ESTs 

obtidas do banco de dados, foi possível construir um contig parcial deste transcrito (Figura 

2.4), de aproximadamente 1500 pb. Este transcrito foi usado para realizamos uma nova busca 

por sequências semelhantes em outras espécies relacionadas à cana-de-açúcar com o intuito 

de identificar e completar a região 3’ do transcrito.  
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Figura 2.4 - Esquema representativo do transcrito parcial para soRIP obtido pelo alinhamento de 

sequências de ESTs (barras em laranja). O transcrito parcial foi caracterizado pela presença 

de uma região 5´não traduzida ou UTR 5´mais a ORF, esta mostrando a presença do códon de 

iniciação da tradução, mas não de terminação. A construção do transcrito (contig) foi realizada 

no programa Lasergen/SeqMan. 

 

 

Quando foi realizada esta busca o principal banco de dados disponível para espécies 

de plantas evolutivamente relacionadas com a cana-de-açúcar era o banco de dados de 

sequências de milho (Zea mays sp). Assim, foi feita uma busca no banco de sequências 

genômicas desta espécie usando o programa blastn. Os resutados para tal busca foram uma 

série de sequências com alta identidade com o transcrito e algumas outras com a região 3´do 

gene. Ao analisar um destes clones do milho (Figura 2.5), ficou evidente a alta identidade 

entre as sequências (89%). Ao traduzir esta sequência de milho e usá-la numa busca por 

similaridade, foi possível confirmar que este clone continha a sequência codificante para uma 

RIP tipo 2 (Figura 2.6). 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

ESTs 

Cana-de-açucar 

Transcrito parcial da 

soRIP (1,5 kb) 

UTR 5´ AUG                                  ORF                                                                  3´ 

? 
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Figura 2.5 - Resultado do alinhamento do transcrito parcial para soRIP (Query) com um clone 

proveniente do genoma do milho (sbjct= gb/DX885619.1) 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2.6 - Resultado do blastx feito com a sequência de DNA genômico de milho (DX885619.1) 

monstrando identidade significativa com várias RIPs tipo 2. 

 

 

Considerando a alta identidade entre a soRIP e as sequências genômicas de milho,  a 

sequência da RIP tipo 2 de milho foi usada numa nova busca no banco de dados de ESTs da 

cana-de-açúcar, visando completar o transcrito da soRIP com novas sequências que 
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contivessem o extremo 3’. Deste modo, utilizando a seqüência de DNA de milho realizou-se 

um blastn contra o banco de ESTs, limitando o banco para apenas sequências de cana-de-

açúcar. O resultado, mostrado na figura 2.7, permitiu encontrar dos clusters ou grupos de 

ESTs que alinhavam com a sequência de milho. Após análise, verficou-se que os clones do 

primeiro cluster (1) correspondiam a região 5´ do transcrito para soRIP e as ESTs agrupadas 

no segundo cluster (2) respresentavam novas sequências. Ao traduzir a sequência de um 

destes clones do cluster 2 (SCBGFL3094B07.g/CA243205.1) foi possível constatar  na fase 

de leitura (-3) a sequência faltante dos clones obtidos no SUCEST, a qual correpondia a parte 

do extremo 3’ codificante da cadeia B da SoRIP e a região UTR 3´do transcrito. 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.7 - Resultado do blastn, usando a sequência de milho como query na procura por sequências 

semelhantes no banco de ESTs da cana-de-açúcar. Os dois clusters identificados são 

destacados. 

 

 

2.5.2 Caracterização da ORF (Open Reading Frame) da soRIP  

 

 

Após a análise in silico e dedução das sequências protéicas utilizando os dados de 

sequenciamento de DNA dos clones obtidos neste trabalho, determinou-se que a ORF  (Open 

Reading Frame ) do gene soRIP é constituída de aproximadamente 1800 pb  e contém  a 

sequência codificante do precursor de uma RIP tipo 2, soRIP (figura 2.8). Ao analisar o mapa 

Cluster 1 Cluster 2 



70 

 

de restrição desta sequência, foi possível identificar a presença de dois sítios de restrição para 

a enzima Sal I, nas possições 494 e 1345 (figura 2.8), e um sítio para a enzima Not I, na 

possição 1507. A presença do sítio para Not I nessa posição sustenta a suposição prévia sobre 

a ausência de parte da região codificante na extremidade 3’ da sequência no banco de ESTs. 

Provavelmente tal região foi perdida durante o procedimento de clonagem dos respectivos 

cDNAs em função da presença do sítio de reconhecimento para NotI.  

Foi também observado que a ORF deste gene apresenta mais de um possível códon de 

iniciação, AUG (destacado em cinza na figura 2.8), em fase com o resto da sequência, 

indicando a possibilidade da existência de mais de um produto protéico. Sabe-se que a maior 

parte dos sítios de iniciação dos RNAs mensageiros em eucariotos encontram-se na região 

mais próxima da extremidade 5´ do transcrito. Segundo o modelo de “scanning” ou de 

varredura (97) o ribossomo se ligaria a região UTR 5´do transcrito de onde começaria a 

varredura (no sentido 5´→3´) até encontrar o primeiro AUG do RNAm. Conforme este 

modelo, a sequência de soRIP começaria no primeiro ATG. No entanto, também tem sido 

demonstrado que a iniciação da síntese protéica nem sempre segue este modelo e pode ser 

influenciada em parte pelo contexto onde a sequência iniciadora se localiza (97). Em geral, 

para eucariotos existe uma sequência consenso (a sequência Kozak) constituída por uma 

purina na posição -3 do AUG e uma guanina na posição +4, isto é: (A/G)NNAUGG. Em 

plantas, esta sequência consenso varia um pouco, particularmente em monocotiledôneas sabe-

se que além dos nucleotídeos -3 e + 4 as sequências CC (na posição -2, -1) e GG (em +4 e +5) 

determinam também quão eficiente será a transcrição de um determinado gene (98). 
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Continua 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

ATGAAAGGAGGGACGCAACCAATCATCCTGATGGTGATGAGCCTGGTAGTACCATGGTTC – 60 (pb) 

 M  K  G  G  T  Q  P  I  I  L  M  V  M  S  L  V  V  P  W  F  - 20(AA) 
 

TGTCTCGCTTCTTCGGCAGCACTACCGGCACTAGCATCTGAAAACGTCGATGCAGCGGCA - 120  

 C  L  A  S  S  A  A  L  P  A  L  A  S  E  N  V  D  A  A  A  - 40   

 

GCAGCTCTGAAAGCAGAGTACATTAATATGAACTTCAGCACCGCGTCGGCGACCCCCGAC - 180  

 A  A  L  K  A  E  Y  I  N  M  N  F  S  T  A  S  A  T  P  D  - 60  

 

AAGTACAAGAGCTTCATCGCCTCTGTTCGTGCTGGCCTGGTGAGCACAGCAGAGTCCACC - 240  

 K  Y  K  S  F  I  A  S  V  R  A  G  L  V  S  T  A  E  S  T  - 80  

 

AACGGCAGCGGGATCCCTGTGCTGGTCAGCGAAGACGATCCGCTCGCGCTTGAAGCGTTC - 300  

 N  G  S  G  I  P  V  L  V  S  E  D  D  P  L  A  L  E  A  F  - 100  

 

CTAAACGTCACTCTGGTGAACAAGGCAGGGCGTTCCGTGAGCTTGAAGATGGACGTCTCC - 360  

 L  N  V  T  L  V  N  K  A  G  R  S  V  S  L  K  M  D  V  S  - 120  

 

GGCGCCTACTTCGCGGGTTACGAAGCAGGGAACTACTCGTGCCTCCTCAAGAGATCAGGT - 420  

 G  A  Y  F  A  G  Y  E  A  G  N  Y  S  C  L  L  K  R  S  G  - 140  

 

TCTGGCCGCACAGTGTCATCGGTAACCTGTTACCGGAACTTGTATCCATGGGGAGGTCCT - 480  

 S  G  R  T  V  S  S  V  T  C  Y  R  N  L  Y  P  W  G  G  P  - 160  

 

CCGACCGTCACCGTCGACGACGACCCTGCGGCAGCCGCGGCATGGCGAGTGGAAGATCTC - 540  

 P  T  V  T  V  D  D  D  P  A  A  A  A  A  W  R  V  E  D  L  - 180  

 

GACGAGGCCATCTCGTCGCTGTTCCTGTTCCCCACGGGGAACGCGACGAAAGAGGACCTG - 600  

 D  E  A  I  S  S  L  F  L  F  P  T  G  N  A  T  K  E  D  L  - 200  

 

AGCCGGGGCCTCGCCGCCTGCGACGTGATGATCGCGAGCGCGGCGACGTTCCCGTACGTG - 660  

 S  R  G  L  A  A  C  D  V  M  I  A  S  A  A  T  F  P  Y  V  - 220  

 

GAGCGGCGGATGAGCGCCGGCATGTGGGACGGCAACGGCGTGTCCAACGACGGGAGCCTT - 720  

 E  R  R  M  S  A  G  M  W  D  G  N  G  V  S  N  D  G  S  L  - 240  

 

CGCGGGCTTCAGGAGAGCTGGCCGGAGCTCTCCGCCGCCGTCCAGGAGTCCTACCAGGGC - 780  

 R  G  L  Q  E  S  W  P  E  L  S  A  A  V  Q  E  S  Y  Q  G  - 260  

 

GCCTTCGCCGCTCCGGTGGGTGTTCAGCGGAGCAACGGGGAGTGGATGCAGGTGGACAAC - 840  

 A  F  A  A  P  V  G  V  Q  R  S  N  G  E  W  M  Q  V  D  N  - 280  

 

Sal I 
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Continuação 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.8 - Fase Aberta de Leitura (ORF, Open Reading Frame) do gene sorip e sequência de 

aminoácidos deduzida. Tomando-se como referência o primeiro códon de iniciação da 

sequência, a ORF contém 1827 pares de bases (pb) codificando uma proteína de 608 

aminoácidos e ~67 kDa de massa molecular. Na sequência de nucleotídeos destacam-se os sítios 

de reconhecimento das enzimas de restrição Sal I e Not I (ambas sublinhadas).  

 

 

 

GTGCGTCGCGCCGTGCCCCTGGTCTCCTTCCTGGAGAACGCAGGCTGCAAGAAGACGACG - 900  

 V  R  R  A  V  P  L  V  S  F  L  E  N  A  G  C  K  K  T  T  - 300  

 

ACGCGGGAGGAAGCGGTGGACCAGCGGCTTCCCTTGCTCATAAGGTCCGTCGTGCCGCAA - 960  

 T  R  E  E  A  V  D  Q  R  L  P  L  L  I  R  S  V  V  P  Q  - 320  

 

GAGCCGGATGAGGAGGACATGCAGCTGGGCAGGCCGACGGCGGCGGCGTGCGGCCAGGCG -1020  

 E  P  D  E  E  D  M  Q  L  G  R  P  T  A  A  A  C  G  Q  A  - 340  

 

GAGCCGACGGTGCGCCTCGTCGGCCCGTATGGGAGGTGCGTGGACGTGCCCTACGGCTTG -1080  

 E  P  T  V  R  L  V  G  P  Y  G  R  C  V  D  V  P  Y  G  L  - 360  

 

TACTACAGCGGGAACCAGGTGCAGCTGTGGAGCTGCAAGTCCAACGGCGACGTGAACCAG –1140  

 Y  Y  S  G  N  Q  V  Q  L  W  S  C  K  S  N  G  D  V  N  Q  - 380  

 

CTGTGGACGCTGAAGCGGGACGGCACCATCCGGTCCAACGGCAAGTGCCTGGCCAGCAGC -1200  

 L  W  T  L  K  R  D  G  T  I  R  S  N  G  K  C  L  A  S  S  - 400  

 

GGCGACGCGGCGGGCGCCCGCGTGGTGATCAACGACTGCCCGCGCGTCCCGACGGGCCGC -1260  

G  D  A  A  G  A  R  V  V  I  N  D  C  P  R  V  P  T  G  R   - 420  

 

GTCGTCTGGGAGGTGCGCGCGGACGGCACCGTCGCGCTCAAGGGGTCCTCCCGCGGCGGC -1320  

 V  V  W  E  V  R  A  D  G  T  V  A  L  K  G  S  S  R  G  G  - 440  

 

GGCCTGGTGCTGGCCGTGACCTCGTCGACGCTCTTCGCGGGGCTCACGGTGCGACGGGAC -1380  

 G  L  V  L  A  V  T  S  S  T  L  F  A  G  L  T  V  R  R  D  - 460  

 

GACCGCGGGACGGGGCAGTCGTGGACGCCGACCAACGACACCGCGCCCCTGGACGCCGCC -1440  

 D  R  G  T  G  Q  S  W  T  P  T  N  D  T  A  P  L  D  A  A  - 480  

 

ATCGTCGGGTTCCGCGACCTCTGCCTGCAGGTGGACTATGCGGGGGCGGTGTCCGTCGCC -1500  

 I  V  G  F  R  D  L  C  L  Q  V  D  Y  A  G  A  V  S  V  A  - 500  

 

GCCTGCGGCCGCGACGGCGTGCAGTGGTCGGTCTACCCCGACGGCTCCATCCGCCCGCCC -1560  

 A  C  G  R  D  G  V  Q  W  S  V  Y  P  D  G  S  I  R  P  P  - 520  

 

GCGTGGCTGCTCCTTCAGTGGCAGTGCCTGGCCGCTGATGCCAGCGGGCGTGTGAGGGTG -1620  

 A  W  L  L  L  Q  W  Q  C  L  A  A  D  A  S  G  R  V  R  V  - 540  

 

AAATACTGCGACTGGGCTGGTTCGGCTTGCGAGCGCTGGGTGTTCCGCAACGACGGCACC -1680  

 K  Y  C  D  W  A  G  S  A  C  E  R  W  V  F  R  N  D  G  T  - 560  

 

ATCTTCAACACCGGCACCGGGATGGTCTTGGACGTCGTCTGGCCATCGTCTGCGGGTGCT -1740  

 I  F  N  T  G  T  G  M  V  L  D  V  V  W  P  S  S  A  G  A  - 580  

 

ACTGCTACTGCTAGCGGCCAGGTCGTCGTGTCGAAGCCCGCCACTGGGAGTCCCACTCCC –1800  

 T  A  T  A  S  G  Q  V  V  V  S  K  P  A  T  G  S  P  T  P  - 600  

 

ACCCAGAAGTGGGCGCTCATGCTGTGA – 1827 

 T  Q  K  W  A  L  M  L  *  - 608 

 

Sal I 

Not I 
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 Ao analisar as regiões 5’ não traduzidas (UTR 5´) das ESTs para o gene (obtidas 

durante a busca in silico) observou-se que a sequência de nucleotídeos localizados próximos 

aos três possíveis sítios de iniciação da síntese de soRIP eram idênticos entre si, mas 

divergiam das sequências consenso propostas para eucariotos e também das propostas para 

monocotiledôneas. Assim, estas observações não permitiram conclusões a respeito da 

influência destas sequências sobre a expressão do gene soRIP. De fato há autores que 

minimizam a importância de uma sequência consenso sobre a regulação da síntese protéica 

em plantas (99, 100). Para determinar se um ou outro códon é usado durante a síntese de 

soRIP e se existe iniciação da transcrição alternativa gerando isoformas, há a necessidade de 

isolar a proteína nativa diretamente da cana-de-açúcar.  Assim, neste trabalho, o primeiro ATG 

foi considerado o códon de iniciação, sendo a sequência deduzida a partir deste capaz de 

originar um precursor da soRIP formado por 608 aminoácidos, com massa molecular 

aproximada de 67 kDa.  

 

 

2.5.3 Análise da estrutura primária do precursor protéico de soRIP (ppsoRIP) 

 
 

2.5.3.1 Sequências sinalizadoras: peptídeo sinal e “linker”  

 
 
 As RIPs do tipo 2, como a ricina, são sintetizadas na forma de proteínas precursoras 

ou proRIP inativas, de maneira que estas não afetem a própria maquinaria de síntese. Além 

disto, são direcionadas para fora do compartimento citoplasmático, em geral sendo 

armazenadas nos vacúolos de estocagem das células. Para que isto seja realizado, a proteína 

deve conter um sinal específico que a direcione até o destino celular. No caso das RIPs tipo 2, 

sabe-se que as sequências sinalizadoras encontram-se em duas regiões, uma na região N-

terminal (pré-sequência) e outra interna conhecida como linker, uma vez que esta conecta as 

cadeias A e B. O peptídeo sinal N-terminal é responsável pelo direcionamento do precursor 

para o retículo endoplasmático (RE), enquanto o linker é responsável pelo posterior 

direcionamento ao vacúolo pela via secretória(78, 79, 101). Ambas as sequências são 

removidas durante o processamento pós-traducional da proteína e, portanto, estão ausentes na 

forma madura e ativa da proteína. Quando a estrutura primária da soRIP foi analisada em 

relação àquela da preproricina (Figura 2.9), observou-se que a soRIP apresentava uma região 
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N-terminal com alta similaridade à sequência da ricina. Segundo a predição feita no programa 

Signal P (102) o sítio mais provável de clivagem do peptídeo sinal da ppsoRIP se encontraria 

entre os resíduos Alanina 32 e Serina 33 da sequência  PALA/SEN. Como descrito para a 

grande maioria das RIPs tipo 2, o peptídeo sinal da soRIP é constituído de cerca de 35 

resíduos, 26 dos quais são responsáveis pelo direcionamento ao RE (103) enquanto os 9 

resíduos restantes são considerados espaçadores entre a cadeia A e o peptídeo sinal (96). 

Existe uma exceção à regra, no caso da proteína LECIRAb (RIP tipo 2 isolada da 

monocotiledônea Iris holandrica), na qual esta região é constituída de 44 resíduos (35). Vale 

destacar aqui que o número de resíduos no peptídeo sinal da soRIP difere em apenas um em 

ricina, abrina e pulchellina (34 resíduos nestas), o que dá suporte ao primeiro ATG ser 

realmente o códon de iniciação escolhido. 

As proteínas vacuolares como a ricina e outras RIPs tipo 2 são sintetizadas no retículo 

endoplasmático e logo direcionadas para o vacúolo através da via secretória da célula. Há três 

tipos diferentes de sequências sinalizadoras identificadas para o vacúolo: as localizadas na 

extremidade N- ou C-terminal da proteína e as sequências internas. Todas elas têm em comum 

a presença do motivo conservado NPIXL ou NPIR (104, 105). A sequência linker encontrada 

nas RIPs tipo 2 descritas até hoje tem a particularidade de serem um dos raros exemplos 

Jolliffe (79, 101) de proteínas vacuolares com a sequência sinal localizada internamente, 

separando as cadeias A e B. A sequência consenso encontrada nelas (LLIRP) é semelhante à 

sequência consenso acima citada (104, 105). Em ambas, a presença do resíduo isoleucina é 

condição “sine qua non” para o efetivo direcionamento da proteína para a dita organela, 

podendo apenas ser subtituído por uma leucina (104). De fato, tem sido demonstrado que a 

ausência deste resíduo na ricina provoca a sua secreção ao invés de sua acumulação dentro do 

vacúolo (101). Como pode ser observado na figura 2.9, a soRIP apresenta este motivo 

protéico na sua sequência. Porém, na soRIP esta sequência de aminoácidos é mais extensa do 

que os apenas 12-15 resíduos normalmente encontrados separando as cadeias A e B. Esta 

maior extensão também foi encontrada nas proteínas LECIRA b (mencionada anteriormente), 

Ript (isolada da monotiledônea, Polygonatum multiflurum) e Cinamomina (de Cinnamina 

canfora), mas não há referência sobre a sua relação com a função do linker. 
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Figura 2.9 - Alinhamento da sequência de aminoácidos das formas imaturas da ricina (ppricina:código 

P02879) e da soRIP . Destacam-se as principais características presentes nas RIP tipo 2: o 

peptídeo sinal  N-terminal (sombreado cinza), a cadeia A (RTA), a sequência linker (entre 

colchetes vermelhos) e a cadeia B (RTB) ou lectínica. Os resíduos conservados do sítio ativo na 

cadeia A estão indicados com quadrado azul (vide detalhes no texto). A isoleucina conservada do 

linker se mostra em cinza. As cisteínas (destacadas em amarelo) e as respectivas ligações 

dissulfeto (intra e intercadeia) estão representadas por linhas tracejadas. Em azul destaca-se o 

resíduo de cisteína adicional na soRIP (ausente na RTB e outras RIPs do tipo 2). Resíduos 

conservados da cadeia B que formam o core hidrofóbico são mostrados em cinza, enquanto os 

responsáveis pela ligação ao açúcar são mostrados sombreados de preto e letras em branco. Os 

sítios de glicosilação em ambas as cadeias estão destacados em quadros pretos. Note que tanto na 

cadeia A quanto na B da soRIP existem mutações em alguns dos resíduos que determinam a 

função de cada cadeia. O alinhamento foi realizado com o programa ClustalW (90) e com os 

parâmetros predefinidos pelo programa. Na margem direita da figura enumeram-se os resíduos 

para ambas as proteínas, segundo a sequência completa de cada uma. A numeração supra 

sequêncial indica a posição dos resíduos na RTA e RTB, na forma matura e ativa da proteína. A 

sequência da cadeia A da soRIP está em negrito itálico. Sublinhado está a região provável de 

clivagem predita pelo programa SignalP. 

  

 

  
ppricina        MKPGGN-TIVIWMYAVATWLCFGSTSGWSFTLEDNN-----IFPKQYPIINFTTAGATVQ 54 

ppsoRIP         MKGGTQPIILMVMSLVVPWFCLASSAALPALASENVDAAAAALKAEYINMNFSTASATPD 60 

                ** * :  *:: *  *..*:*:.*::. .   .:*       :  :*  :**:**.** : 

 

ppricina        SYTNFIRAVRGRLTTGADVR--HEIPVLPNRVGLPINQRFILVELSNHAELSVTLALDVT 112 

ppsoRIP         KYKSFIASVRAGLVSTAESTNGSGIPVLVSEDDPLALEAFLNVTLVNKAGRSVSLKMDVS 120 

                .*..** :**. *.: *:      **** .. .    : *: * * *:*  **:* :**: 

 

ppricina        NAYVVGYRAGNSAYFFHPDNQEDAEAITHLFTDVQNRYTFAFGGNYDRLEQLAGNLRENI 172 

ppsoRIP         GAYFAGYEAGNYSCLLKRSGSG-----RTVSSVTCYRNLYPWGG--PPTVTVDDDPAAAA 173 

                .**..**.*** : ::: ...        : : .  *  :.:**       : .:      

 

ppricina        ELGNGPLEEAISALYYYSTGGTQLPTLARSFIICIQMISEAARFQYIEGEMRTRIRYNRR 232 

ppsoRIP         AWRVEDLDEAISSLFLFPTGNATKEDLSRGLAACDVMIASAATFPYVERRMSAGMWDGNG 233 

                      *:****:*: :.**.:    *:*.:  *  **:.** * *:* .* : :  ..  

 

ppricina        SAPDPSVITLENSWGRLSTAIQESNQGAFASPIQLQRRNGSKFSVYDVSILIPIIALMVY 292 

ppsoRIP         VSNDGSLRGLQESWPELSAAVQESYQGAFAAPVGVQRSNGEWMQVDNVRRAVPLVSFLEN 293 

                 : * *:  *::** .**:*:*** *****:*: :** **. :.* :*   :*:::::   

 

 

ppricina        RCAPPPSSQF-------SLLIRPVVPNFN-----------ADVCMDPEPIVRIVGRNGLC 334 

ppsoRIP         AGCKKTTTREEAVDQRLPLLIRSVVPQEPDEEDMQLGRPTAAACGQAEPTVRLVGPYGRC 353 

                  .  .::          ****.***:             * .* :.** **:**  * * 

 

ppricina        VDVRDGRFHNGNAIQLWPCKSNTDANQLWTLKRDNTIRSNGKCLTTYGYSPGVYVMIYDC 394 

ppsoRIP         VDVPYGLYYSGNQVQLWSCKSNGDVNQLWTLKRDGTIRSNGKCLASSGDAAGARVVINDC 413 

                ***  * ::.** :***.**** *.*********.*********:: * :.*. *:* ** 

 

ppricina        NTAATDATRWQIWDNGTIINPRSS----LVLAATSGNSGTTLTVQTNIYAVSQGWLPTNN 450 

ppsoRIP         PRVPTGRVVWEVRADGTVALKGSSRGGGLVLAVTSSTLFAGLTVRRDDRGTGQSWTPTND 473 

                  ..*. . *::  :**:    **    ****.**..  : ***: :  ...*.* ***: 

 

ppricina        TQPFVTTIVGLYGLCLQAN-SGQVWIEDCSSEKAEQQWALYADGSIRP---QQNRDNCLT 506 

ppsoRIP         TAPLDAAIVGFRDLCLQVDYAGAVSVAACGRD--GVQWSVYPDGSIRPPAWLLLQWQCLA 531 

                * *: ::***: .****.: :* * :  *. :    **::*.******      : :**: 

 

ppricina        SDSNIRETVVKILSCGPASSGQRWMFKNDGTILNLYSGLVLDVRASD-------PSLKQI 559 

ppsoRIP         ADASGRVRVKY--CDWAGSACERWVFRNDGTIFNTGTGMVLDVVWPSSAGATATASGQVV 589 

                :*:. *  *     .*  *: :**:*:*****:*  :*:****  ..       .* : : 

 

ppricina        ILYPLHGDPN--QIWLPLF 576 

ppsoRIP         VSKPATGSPTPTQKWALML 608 

                :  *  *.*.  * *  :: 

 

Cadeia A(RTA) Peptídeo Sinal (Ricina) 

Cadeia B (RTB) 

255 

1 

256 248 246 262 

21 29 

80 123 

177     180 

211 

1 

24 

144 

134 
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2.5.3.2 Cadeia A da soRIP (soRIPA) 

 

 Logo que foi deduzida a sequência de aminoácidos da soRIP na forma imatura, 

ppsoRIP, foi necessário determinar a sequência correspondente à cadeia A para a sua 

subsequente clonagem e produção recombinante. O fato de não ter sido viável o isolamento da 

proteína diretamente da planta, tornou necessária a determinação deste domínio pela análise 

comparativa da sequência, considerando o tamanho esperado para a cadeia A (~29-30 kDa) e 

a identidade  sequêncial apresentada com a RTA. Assim, foi definida a cadeia A da soRIP, 

soRIPA, como a sequência de aminoácidos compreendida entre os resíduos 34 e 305 

(mostrados em negrito e itálico na figura 2.9), produzindo uma cadeia polipeptídica de 272 

resíduos, com massa molecular aproximada de 30 kDa. 

 As cadeias tóxicas das RIPs apresentam a particularidade de estarem relacionadas 

entre si do ponto de vista estrutural e funcional, ao mesmo tempo que variam muito na sua 

sequência de aminoácidos. De fato, a identidade sequencial de membros evolutivamente 

distantes chega a ser de 20-30%. Dentro desta porcentagem estão os resíduos invariáveis que 

formam o sítio ativo. Tomando com referência a ricina (RTA), os resíduos comuns a todas as 

RIPs são: Y 21, F 24, R 29, Y 80, Y 123, E 177, R180 e W 211, sendo Y80 e 123, E 177, 

R180 e W211 os resíduos localizados no sítio ativo, os quais interagem com o nucleotídeo 

Adenina durante a reação de depurinação. Considerando isto, foi surpreendente observar que 

no caso da soRIP, apesar da similaridade significativa com a ricina (~50 % de similaridade 

entre ambas cadeias A), os resíduos chave do sítio ativo não se mostraram completamente 

conservados (figura 2.9). 

 A importância de cada resíduo na atividade depurinadora tem sido extensamente 

estudada nas RIPs. Estudos de mutagênese sítio dirigida com a RTA mostraram que a 

substituição da Y80 por uma fenilalanina diminuia em 15 vezes a atividade depurinadora 

desta proteína, enquanto que a substituição por serina levava a um decréscimo de 170 vezes. 

Dentre as mais de 360 RIPs descritas até hoje, apenas na Caribdina (RIP tipo1) há uma Valina 

naturalmente substituindo à tirosina no sítio ativo, o que explicaria a sua relativa baixa 

atividade depurinadora (106). Já com uma mutação na tirosina 123 na RTA e na SO6 

(saporina) por uma valina a redução da atividade foi menos drástica (23). Segundo o 

alinhamento comparativo feito com a soRIPA e RTA, na posição relativa a Y123 há uma 

deleção. 
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 Outros estudos de mutagênese sítio dirigida com a RTA e a SO6 permitiram analisar 

e determinar a importância dos outros 2 resíduos do sítio ativo, a Glutamina (176/177 na 

SO6/RTA) e a Arginina (179/180 na SO6/RTA). Como observado nas estruturas 

cristalográficas das proteínas em questão, estes resíduos são responsáveis pela ligação e 

estabilização do nucleotídeo Adenina no sítio ativo. Portanto, a mutação de qualquer um deles 

aboliria completamente a atividade das proteínas. Interessantemente, foi demonstrado que o 

mutante da SO6, E176A, teve sua atividade diminuída 20 vezes em relação à proteína nativa, 

já no mutante R179A o decréscimo foi de 200 vezes (107, 108). Ao analisar a estrutura 

primária da soRIPA, observou-se nestas posições substituições semi-conservativas e não 

conservativas, isto é, a mudança para uma Serina (polar neutro) no lugar do Glutamato (ácido) 

e uma Treonina (polar neutro) substituindo a Arginina (básico). Após esta análise comparativa 

inicial, não seria surpreendente pensar que a soRIPA tivesse a função depurinadora 

comprometida. De qualquer modo, é interessante entender como estas mutações surgiram e 

qual seria sua implicância na função como um todo desta RIP.  

 As mutações relatadas para a RTA assim como para as outras RIPs tipo 1 

demonstram uma diminuição da atividade mas que nunca chegou a ser 100%. Estas 

observações levaram os pesquisadores a pensar que mesmo mutado, o sítio ativo poderia 

conter resíduos adicionais que atuariam como substitutos ou resíduos back-up, cumprindo a 

função do resíduo mutado. Tal suposição foi demonstrada para a RTA e a SO6 por exemplo 

onde o resíduo Glutamato, vizinho ao sítio mutado, ocupa a posição do seu par suprindo e 

mantendo em parte a atividade depurinadora. No caso da RTA o resíduo responsável seria o 

Glutamato 208, enquanto que na SO6, se localiza na posição 205.  

 Com estas observações, portanto, duas hipóteses foram traçadas para a soRIP: a 

primeira seria que esta proteína não apresentaria atividade devido as mutações ocorridas ou, 

uma segunda alternativa, seria a soRIP apresentar algum tipo de atividade, sendo esta possível 

pela presença de outros resíduos próximos ao sítio ativo. Esse tema será discutido 

posteriormente. 

 

2.5.3.3Cadeia B da soRIP (soRIPB) 

 
 

A cadeia B das RIPs tipo 2 (como a RTB) é constituída por dois domínios homólogos 

(do tipo β-trefoil), cada um contendo um sítio de ligação ao açúcar e cada domínio sendo 

constituído por  3 subdomínios (1α/1β/1γ e 2α/2β/2γ). Ainda, existem 8 cisteínas conservadas 
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as quais podem formar ligações dissulfeto intra-cadeia e existe uma cisteína adicional na 

região N-terminal responsável pela ligação intercadeia com a cisteína localizada na região C-

terminal da cadeia A (109-112).  

A análise da sequência de aminoácidos correspondente a cadeia B da soRIP (soRIPB) 

demostrou ser esta significativamente similar a cadeia B da ricina (RTB). Como mostrado na 

figura 2.9, a soRIPB compartilha várias das características principais que definem o domínio 

do tipo lectina. Para ajudar na interpretação deste resultado um esquema representativo da 

cadeia B da ricina e da soRIP é mostrado na figura 2.10.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.10 - Esquema representando as cadeias B da ricina (RTB) e da soRIP (soRIPB) e as 

características principais que as definem. Os dois domínios que compõem a cadeia B estão 

indicados, sendo que cada um é composto por três subdomínios homólogos (α, β, γ na RTB e 

α´β´γ´na soRIPB ). Na soRIPB há uma cisteína adicional no subdomínio 2β´, ausente na RTB. 

As outras cisteínas encontram-se conservadas entre elas (e mostradas formando a ligação 

dissulfeto). Os resíduos do primeiro sítio de ligação a carboidrato (1 α/α´) estão conservados 

em ambas proteínas, enquanto o segundo (2γ´) na soRIPB apresenta modificações importantes 

em relação ao da RTB. 

 

Em termos gerais, a soRIPB mostra uma similaridade significativa com os dois 

domínios de ligação a carboidratos da RTB. Os resíduos responsáveis pela formação do core 

hidrofóbico na RTB (e altamente conservados dentre os outros membros do tipo) (113) estão 

conservados também na soRIPB (resíduos mostrados em  fundo cinza, na figura 2.10) com 

exceção de um  resíduo: uma Valina substitui uma Isoleucina na posição 98 da RTB. Portanto, 

pode-se sugerir que a estrutura terciária da soRIPB seja similar a da RTB.  
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As posições referentes as oito cisteínas envolvidas nas ligações dissulfeto intra-cadeia 

estão conservadas na soRIPB, localizando-se dois pares em cada domínio, especificamente, 1 

par por cada subdomínio α e β respectivamente. Na região N-terminal da soRIPB encontra-se 

a cisteína provavelmente envolvida na ligação intercadeia.  

É importante destacar as diferenças encontradas em relação a RTB que poderiam 

refletir numa diferença nas propriedades bioquímicas-estruturais da proteína. Uma delas é a 

presença de um resíduo de cisteína adicional (sendo assim 10 cisteínas no total da cadeia B), 

este não presente na RTB.  Um resíduo de cisteína adicional tem sido observado em algumas 

RIPs, isoladas de Sambucus sp, como é a SNAI que é tetramérica e a cisteína adicional é a 

responsável pela ligação dissulfeto entre os dois heterodímeros (A–B-s-s-B–A) (109, 114-

116). Interessantemente estas RIPs tipo 2 tetraméricas especificamente ligam resíduos de N-

Acetilneuroamínico (Neu5Ac(α, 2–6) Gal/GalNAc) (115, 117). Este fato tem sido 

documentado apenas para estas proteínas e é diferente de outras RIP tipo 2, as quais ligam 

resíduos Galactose (Gal) ou N-Acetil-D-galactosamina (GalNAc) ou ambos (109). Ainda na 

soRIP os resíduos responsáveis pela especificidade ao açúcar, localizados no segundo 

domínio da RTB, aparentemente estão mutados (figura. 2.9). Dois dos cinco resíduos 

responsáveis pela formação do segundo sítio de ligação ao carboidrato (subdomínio 2γ´) 

sofreram mutações, sendo que no lugar de Y (248, na RTB) tem-se um K, e ao invés de N255, 

há uma Treonina. A divergência apresentada neste segundo sítio da soRIPB poderia 

determinar se há ou não ligação da proteína ao substrato. 

 Mutações ocorridas naturalmente no segundo sítio de ligação têm sido evidenciadas 

em alguns representantes da família RIPs. Por exemplo, na Cinammonina há uma substituição 

da His581 pela N255 da RTB, introduzindo uma carga positiva no subdomínio 2γ (118). 

Similarmente, na RCA (Ricin agglutinin), uma variante tetramérica da ricina (subunidades 

não covalentemente ligadas entre si), foi observado que no segundo subdomínio também uma 

Histidina (His 550) aparece substituindo a Tirosina (Y248). Estudos mutacionais com esta 

proteína tem demonstrado que a mutação pontual desta tirosina é responsável pela baixa 

atividade lectínica da RCA, o que deve refletir também em sua baixa citotoxicidade (119). 

Observando a soRIP é possível verificar que as substituições foram do tipo não conservativas 

e em vez da Tirosina (polar aromático) há uma Lisina (básica) e  no lugar da Asparagina 

(ácido) há uma Treonina (polar). Sumarizando, tais modificações de uma forma geral devem 

contribuir para a inatividade da soRIP ou pelo menos para uma atividade diminuída em 

relação à ricina. Deve-se considerar também a possibilidade da soRIP ser membro de uma 

nova classe de RIPs tipo 2 não-tóxicas.  
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2.5.3.4 Determinação da presença de introns no gene sorip. 

 

 

 Os genes pertencentes a organismos eucariotos se caracterizam principalmente pela 

presença das sequências codificantes (exons) separadas por sequências não codificantes 

(introns), as quais são processadas e eliminadas durante a transcrição e maturação do RNAm. 

De modo geral, os genes codificantes para as proteínas RIPs, no entanto, compõem uma 

família caracterizada pela ausência de introns. Assim, para verificar a ausência de introns no 

gene sorip, uma PCR com os primers específicos para amplificar a ORF completa deste gene 

foi realizada utilizando o DNA genômico como molde. O resultado deste experimento 

permitiu confirmar que o gene sorip não contém introns, já que o produto amplificado a partir 

do DNA genômico tem um tamanho de 1,9 kb (figura 2.11), coincidente com o tamanho de 

sua ORF. O produto amplificado foi clonado no vetor pGEM-T e sequenciado posteriormente, 

confirmando a sequência  esperada para a ORF. Na figura observa-se a presença de duas 

bandas de tamanho aproximado de 250 pb, indicativo de amplificação inespecífica. Em PCR, 

este fenômeno poderia representar versões truncadas do amplicon desejado devido a formação 

de estruturas secundárias complexas (em DNA com alto conteúdo de G-C) o que impedem a 

síntese do mesmo prosseguir normalmente (120). Nós utilizamos DMSO com o intuito de 

evitar a aparição destas bandas e o resultado mostrado aqui foi a melhor condição encontrada. 

Considerando que o fragmento desejado foi isolado do gel este resultado mostrou-se 

satisfatório. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.11 - Resultado da amplificação por PCR do gene sorip a partir do DNA genômico extraído da 

cana-de-açúcar (folha). MM, marcador de peso molecular 1kb (fermentas), 1, produto de 

amplificação 
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2.5.5 Identificação de representantes homólogos da soRIP na família Poacea 

 

 

 Uma vez caraterizado o gene sorip e frente a tantas divergências observadas quando 

comparado às RIPs tipo 2 típicas, surgiu a questão se estas alterações seriam apenas uma 

exceção dentro das RIPs e assim sendo, um caso pontual. Durante o desenvolvimento do 

projeto outras espécies relacionadas à cana-de-açúcar e pertencentes à família Poacea 

(gramíneas) tiveram seus genomas sequenciados e disponibilizados nos bancos de dados 

públicos (NCBI). Isto permitiu realizar novas buscas por homólogos a soRIP nesses bancos, 

visando estabelecer as relações evolutivas destas com o resto das RIPs caracterizadas até hoje. 

Assim, foram identificadas outras três representantes nos genomas das espécies Zea mays 

(milho), Sorghum bicolor (sorgo) e Phyllostachys edulis (bambu). Nenhum representante com 

alta identidade à soRIP foi encontrado na espécie Oryza sativa (arroz), embora recentemente 

uma análise genômica extensiva feita nesta espécie tenha  identificado mais de 30 transcritos 

codificantes para RIPs tipo 1 (121). Em princípio isto poderia indicar que as RIPs tipo 2, 

semelhante a soRIP, não estariam presentes em toda a família de gramíneas. 

 Dos três novos representantes homólogos da soRIP, o representante em bambu teve 

a menor identidade sequencial relativa com a ricina (tabela 2.4). As sequências foram 

nomeadas seguindo a nomenclatura usada anteriormente para a representante de cana-de-

açúcar, isto é, ZmRIP, SbRIP e PeRIP, para cada uma das proteínas encontradas nas espécies 

mencionadas anteriormente (vide alinhamento em anexo) e adicionando o prefixo “pp” para 

indicar a forma imatura. 

 A análise comparativa destas sequências com a de ricina permitiu verificar que as 

mutações observadas na soRIP ocorrem também nos pares homólogos de milho, sorgo e 

bambu (ver alinhamento anexo). Considerando que nenhuma outra ocorrência do tipo foi 

documentada em outra família vegetal, pode-se supor que estas RIPs tipo 2 “atípicas” podem 

ocorrer apenas dentro da família Poacea. 

 

 

 

 

 

 

 



82 

 

Tabela 2.3: Novas sequências homólogas à soRIP e a Ricina.  

 

Especie   Nome/Identificação Tipo  

de 

sequência 

Número  

de 

Aminoácidos 

Identidade 

 vs soRIP 

Identidade vs 

RICINA 

Zea mays
(122, 

123)
 

  ppZmRIP/ 

gb|AC226207.2 

HTG 

(DNA 

genômico)  

593 76 % 36% 

Sorghum 

bicolor
(124)

 

  ppSbRIP/ 

XM_002459548.1 

cDNA 

completo 

618 83 % 34% 

Phyllostachys 

edulis
(125)

 

  ppPeRIP/emb|FP095862.1 cDNA 

completo 

591 44 % 43% 

 

 

 Recentemente e antes da finalização deste trabalho, foi reportado um novo estudo 

filogenético das RIPs, também baseado nas informações de sequências codificantes 

disponíveis nos bancos de dados públicos e, similiarmente aos nossos resultados, foram 

encontradas as RIPs tipo 2 em cana-de-açúcar e milho, além de um representante da espécie 

de gramínea Panicum Virgatum (PanviAB1) (43). Porém, neste trabalho estão publicadas 

apenas as sequências protéicas destas RIPs, sem menção ao código de referência para o gene 

ou transcrito, dificultando uma análise comparativa detalhada. Realizando uma nova busca no 

NCBI (tBlastn) com as sequências protéicas de PanviAB1, foram encontrados diversos 

transcritos ou EST correspondentes incompletos, os quais poderiam dar origem a estas 

proteínas. Dentre estes podem ser citados dois clones de cDNA (código de acesso no 

Genbank: FE619869.1 e FL747268.1), cujas respectivas sequências cobrem a maior parte da 

sequência protéica da proteína PanviAB1. 

 

 

2.5.6 Clonagem e subclonagem do gene soripA 

 

 

 Com o intuito de caracterizar funcional e estruturalmente a cadeia A da soRIP, o 

fragmento de DNA que codifica esta cadeia foi amplificado por PCR, utilizando primers 

específicos. Como molde, usou-se um dos clones obtidos no SUCEST e/ou cDNA obtido  a 

partir do RNA total extraído de folhas de cana-de-açúcar (figura 2.12.A). O produto de tal 
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amplificação foi um fragmento de aproximadamente 750 pb (figura 2.12B), o qual foi 

purificado e clonado no vetor pCR®2.1, sendo nomeado pCR2.1-soripA. Após o 

sequenciamento e a confirmação da sequência esperada, o DNA de dois clones foi digerido 

com as enzimas específicas NdeI e XhoI para a liberação do fragmento (figura 2.12C). Os 

insertos, após purificação em gel, foram subclonados com sucesso no vetor de expressão 

pET28a(+) e, posteriormente, confirmados por sequenciamento automático de DNA. A partir 

destes clones foram realizados os ensaios de expressão da cadeia A da soRIP em E. coli. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.12 - Clonagem do cDNA codificante da cadeia-A de soRIP. A) Análise do RNA total extraído de 

folhas de cana-de-açúcar. Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando o resultado da extração 

e a integridade. B) Resultado da PCR para amplificar o fragmento de DNA correspondente a 

soRIPA (750pb), visualizado em gel de agarose (1%). Como molde foi utilizando o clone sc2 

contendo o cDNA parcial (EST) isolado da cana-de-açúcar. Como controle negativo, a mesma 

reação foi realizada adicionando água em vez do cDNA molde. MM: marcador de molecular 

(100 pb, Fermentas).C) Análise de restrição de dois clones obtidos depois de clonagem do 

fragmento amplificado. MM: marcador de peso molecular 1kb plus (fermentas) 
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2.5.7 Ensaios de expressão e solubilidade da soRIPA em Escherichia coli 

 

 

Após a transformação da linhagem BL21(DE3) de E.coli utilizando o plasmídeo 

pET28-soripA, foram realizados ensaios de expressão e solubilidade da proteína recombinante 

sob diferentes condições de temperatura (37, 25 e 20 
°
C), concentração do agente indutor da 

expressão e o tempo de incubação das culturas após a indução (6h e 16 h).  Com esta 

estratégia de expressão foi possível constatar que a soRIPA recombinante era expressa 

satisfatoriamente sob todas as condições analisadas. Porém, o teste de solubilidade mostrou 

que a proteína encontrava-se na fração insolúvel em todas as condições ensaiadas.  Na figura 

2.13 é mostrada a condição de expressão: indução  com 0,1 mM de IPTG, 6 h de incubação, a 

20 °C sob agitação constante (200 rpm). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.13 - Análise de expressão e solubilidade da soRIPA. SDS-PAGE 15% mostrando os resultados da 

expressão (A) e do ensaio de solubilidade (B) obtidos para a proteína recombinante soRIPA em 

E.coli BL21(DE3). A) A análise mostrou que a soRIPA foi expressa em níveis semelhantes tanto 

após 6h (T6) quanto a 16 h (T16) de indução com IPTG (0,1 mM) a 20 °C, como indica a banda 

de 30kDa (seta). B) Teste de solublidade, mostrando que após a lise e centrifugação, a banda de 

30kDa da soRIPA aparece apenas na fração precitada (P) e não no sobrenadante (S), indicando 

que a proteína é insolúvel. Em ambas as figuras T0 respresenta o  tempo inicial da indução da 

expressão protéica (controle negativo). 

 

 

Em bactérias a expressão de proteínas recombinantes que estão sob a regulação de 

promotores fortes (como o promotor T7 do pET28) pode chegar a níveis superiores aos 40% 

do total de proteínas da célula em poucas horas. Isto geralmente resulta em vantagem na hora 
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kDa
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de produzir grandes quantidades da proteína de interesse, mas esta alta produção pode levar a 

formação de agregados protéicos (intracelulares ou periplasmáticos) conhecidos como corpos 

de inclusão ou CI (126). 

Uma maneira de evitar a formação destes CI (e aumentar a solubilidade da proteína de 

interesse) pode ser diminuindo a temperatura pós-indução para valores inferiores ao 

fisiológico e/ou mediante a diminuição da concentração do agente indutor da expressão (127) 

de maneira tal que a taxa de síntese protéica diminua e, por sua vez, diminuam as chances de 

formação dos CI. Porém, a formação dos CI pode envolver outros fatores que não podem ser 

facilmente alterados, como por exemplo a toxicidade ou deficiências no enovelamento da 

proteína. No caso da soRIP as estratégias para reverter o quadro de insolubidade  mostraram-

se ineficazes, sugerindo que a alta expressão per si não deva ser responsável pela formação 

destes CI.  

 

 

2.5.8 Purificação da soRIPA recombinante 

 

 

As proteínas que formam parte dos CIs podem ser purificadas mediante a 

solubilização prévia destes com agentes caotrópicos, tais como a uréia ou cloridrato de 

guanidina, já que geralmente a proteína recombinante corresponde entre 80-95% dos CIs 

(128). No presente trabalho, soRIPA contendo a cauda de histidinas (His-tag) foi purificada 

com sucesso por cromatografia de afinidade em coluna contendo níquel imobilizado e sob 

condições desnaturantes (6M de uréia). A análise do SDS-PAGE mostrou que a proteína 

recombinante ligava-se a resina com baixa afinidade, pois sua presença já era detectada 

durante o passo de lavagem da coluna com tampão sem o imidazol. Com 50 mM 

(principalmente) ou 100 mM de imidazol, a proteína foi eluída quase por completo. 

 

2.5.9 Reenovelamento da soRIPA e purificação por Cromatografia de Exclusão 

molecular. 

 

 

 Depois de finalizado o primeiro passo de purificação da soRIPA, esta foi submetida 

ao processo de reenovelamento por meio da retirada gradual do desnaturante, uréia, como 
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descrito na metodologia. Durante o processo, amostras foram coletadas (6M, 3M, 0M de 

uréia), centrifugadas e submetidas a SDS-PAGE para verificar a integridade da proteína. 

Como mostrado na figura 2.14, após a centrifugação das amostras ainda havia proteína em 

solução em quantidades suficientes para continuar com o passo seguinte de purificação. 

Embora existam algumas impurezas nas amostras analisadas, estas são proporcionalmente 

inferiores em quantidade à proteína de interesse.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.14 - Análise da solubilidade e purificação da soRIPA. SDS-PAGE 15% mostrando a localização da 

soRIPA na fração insolúvel (P), a solubilização desta fração em presença do agente caotrópico 

uréia 6M  (PS) e o resultado da purificação parcial da proteína por cromatografia de afinidade: 

NL, fração de proteína não ligada na coluna de níquel; 10-50, representam as diferentes 

concentrações do eluente em mM (imidazol) utilizadas durante a recuperação da soRIPA. O 

tampão utilizado durante todo o processo foi Tris-HCl 50 mM  pH 8, contendo NaCl 250mM e 

uréia 6M. 

 

 

 Ao final do processo de reenovelamento foi possível observar que grande parte dos 

agregados observados havia precipitado, fato este comum e portanto esperado durante o 

processo de reenovelamento protéico. 

 Imediatamente após finalizada a diálise, alíquotas da proteína foram submetidas a 

mais um passo de purificação através de cromatografia de exclusão molecular (Superdex 75). 

Como mostrado na figura 2.15, a proteína foi purificada com sucesso, sendo que grande parte 

das impurezas presentes após a purificação por cromatografia de afinidade foram eliminadas 

com este passso. O rendimento da soRIPA pura e renovelada foi cerca de 2 mg por litro de 

cultura, sendo que grande parte de proteína foi perdida durante o processo de reenovelamento 

e posterior cromatografia de exclusão molecular. Porém, as quantidades obtidas foram 

P M PS NL 10 50 100 250 

[Concentração de Imidazol, mM] Solubilidade 

kDa 
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suficientes para prosseguir com os ensaios de atividade e análise de estrutura secundária, 

relatados a seguir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.15 - Análise das amostras de soRIPA durante a diálise com concentrações decrescentes de uréia. 

SDS-PAGE 15% mostrando a soRIPA (amostras sem 2-mercaptoetanol, sem ferver)  antes (I) e 

depois da cromatografia de exclusão molecular (II). Amostras T1, T2 e T3 correspondem às 

amostras com tampão contendo 6M, 3M e 0M de uréia, respectivamente. F15 e F16 

correspondem a duas frações da proteína eluídas durante a cromatografia de exclusão molecular 

em coluna superdex 75.  
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2.5.10 Avaliação da estrutura secundária da soRIPA por Dicroímo Circular (CD) 

 

 

 Como mencionado nos parágrafos introdutórios deste trabalho, a análise da estrutura 

primária das RIPs mostrou que não há alta identidade entre os diferentes representantes desta 

família e, de fato, a soRIPA é uma exemplo disto, com apenas 32% de identidade com ricina. 

Por outro lado, sabe-se que esta família de proteínas exibe um alto grau de conservação em 

nível de estrutura secundária e terciária (129). Uma vez que a proteína foi purificada por 

cromatografia de afinidade sob condições desnaturantes e posteriormente reenovelada, era 

necessário verificar se a soRIPA apresentava o  perfil característico esperado para a estrutura 

secundária de uma RIP. Assim, o conteúdo de estrutura secundária da soRIPA foi avaliado 

pela técnica  espectroscópica conhecida como Dicroísmo Circular (CD). O espectro da 

solução de proteína medido após a cromatografia de exclusão molecular permitiu inferir que a 

mesma exibia um perfil típico de estruturas com conteúdo de hélices α, mostrando dois 

mínimos em 208nm e 222 nm e um máximo a 195 nm (figura 2.16). É importante 

salientar que a falta da proteína nativa purificada diretamente da planta (ver discussão 

posterior) inviabilizou uma análise comparativa com a soRIPA renovelada. Portanto, os 

resultados de CD são apenas indicativos da presença de elementos típicos de estrutura 

secundária, mas não permitem avaliar se o enovelamento está correto ou mesmo inferir sobre 

a atividade da proteína recombinante. 
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Figura 2.16 - Espectro de CD da soRIPA após a cromatografia de exclusão molecular (F15 e 16 da figura 

2.15). As medidas foram realizadas num espectropolarímetro Jasco J-815 (Jasco Corporation, 

Japão), utilizando cubeta de quartzo de 1 mm de caminho óptico. Os espectros foram registrados 

num intervalo de comprimento de onda de 195 a 250 nm (UV distante), sendo que cada medida 

representa uma média de 8 varreduras consecutivas através das amostras. As medidas de CD do 

tampão (Tris-HCl 20mM, NaCl 100mM, pH 7,4) foram utilizadas como branco e todos os 

espectros de CD foram corrigidos a fim de eliminar ruídos. A concentração de proteína foi de 

aproximadamente 0,1 mg/ml e a medidas foram realizadas a 20 °C. 

 

 

2.5.11 Ensaio da atividade da SoRIPA recombinante in vitro 

 
 

 Apesar do baixo rendimento obtido para a soRIPA sob as condições experimentais 

usadas, o grau de pureza e as concentrações finais obtidas foram suficientes para realizar os 

ensaios de atividade. Dentre os diferentes ensaios existentes in vivo e in vitro para se 

determinar a atividade específica das RIPs (RNA-N-glicosilase), foram escolhidos dois 

ensaios in vitro: o ensaio de inibição da síntese protéica em um sistema livre de células e o 

ensaio de depurinação de ribossomos isolados de hepatócitos de rato. A ausência da cadeia B 

(lectina) retringe a avaliação da atividade in vivo, pois a cadeia A tóxica perde seu acesso 

facilitado à célula por meio da cadeia B.  

 

Cumprimento de onda (nm) 
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2.5.11. 1 Inibição da síntese protéica em sistema “livre de células”  

 

 

 Para este ensaio foi usado o sistema acoplado de transcrição-tradução (in vitro) do 

kit TNT® Coupled Reticulocyte Lysate Systems TNT (promega),  o qual oferece a vantagem 

de acoplar o processo de transcrição gênica ao da síntese protéica sem a necessidade de 

utilizar células em cultura. Se a proteína de interesse exercer atividade inibitória da síntese 

protéica, esta atividade será evidenciada pela diminuição da intensidade de luz gerada pela 

proteína repórter Luciferase (130, 131).  

 Segundo os valores de emissão de luz medidos durante a reação em presença da 

soRIPA, em concentrações de 1nM, 12nM, 8 μM e 120 μM,  foi constatado que a proteína 

possuía uma atividade inibitória relativa muito baixa quando comparada com a pulchellina, a 

qual apresentou quase 100% de inibição numa concentração de 25 nM da proteína (figura 

2.17, coluna 1).  Porém, é possível idenficar uma redução da atividade de síntese (redução da 

luminescência) dependente da concentração da soRIPA, sugerindo que exista uma baixa 

atividade enzimática. 

 

 As RIPs apresentam certa variação da sua potência de inativar a síntese protéica in 

vitro, mas esta diferença mostra valores de concentração que vão da ordem de picomolar 

(pM), como é o caso das RIPs tipo I, SO6 e PAP (132) à nanomolar (nM), como a ricina e 

pulchellina. No caso da soRIPA, os valores indicam certo nível de inibição na ordem de μM, 

sendo apenas comparável com os valores obtidos para os mutantes sintéticos da ricina, cujos 

resíduos envolvidos na atividade depurinadora foram mutados. Para confirmar estes 

resultados o passo seguinte foi determinar a atividade de depurinação de ribossomos pelo 

método descrito por Endo (17) e modificado por Ayub (94), na presença de ribossosmos 

intactos isolados de fígado de rato. 
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Inibição da síntese proteica pela soRIPA 

1. Pulchellina (25nM) 

2. Controle 

3-6 soRIPA( 1nM, 12nM, 8μM,120 

μM, respectivamente) 

 

 

 

 

Figura 2.17 - Ensaio de inibição da síntese protéica da soRIPA em extrato livre de células (TNT® Coupled 

Reticulocyte Lysate System-Promega). Na ausência da soRIPA (coluna 2, controle positivo da 

síntese protéica) o gene repórter luciferase é expresso e a sua atividade pode ser quantificada em 

URL/s (unidades relativas de luz por segundo, emitidas pela reação catalisada pela luciferase). 

Segundo as condições do ensaio in vitro, a soRIPA (colunas 2-6) tem uma atividade inibitória 

muito baixa quando comparada com a pulchellina (coluna 1, 25 nM de pulchellina na forma 

reduzida, usada como controle positivo da inibição da  síntese).  

 

2.5.11.2 Ensaio de depurinação de ribossomos de rato 

 

 

 Para verificar e comparar a atividade inativadora de ribossomos da soRIPA, ensaios 

in vitro de depurinação do rRNA foram realizados utilizando como substrato ribossomos de 

hepatócitos de rato. Após tratamento com anilina acética, a liberação do fragmento “Endo” 

(17) da subunidade ribossomal é indicativo da atividade depurinadora da proteína sobre os 

ribossomos. Este ensaio foi realizado em colaboração com o grupo do Dr. Ayub M, do 

Departamento de Bioquímica e Ciências Biológicas do Instituto Multidisciplinario de 

Investigaciones Biológicas de San Luis - IMIBIO-SL-CONICET, San Luis, Argentina como 

parte de um estudo bioquímico filogenético entre várias RIPs, dentre elas a soRIPA. Segundo 
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o resultado do ensaio anterior, a proteína apresentou alguma atividade inibitória quando 

grandes quantidades da proteína foram utilizadas, portanto esta inibição deveria ser atribuída à 

atividade depurinadora da soRIPA. O ensaio de depurinação teve o objetivo de confirmar esta 

hipótese.  Porém, após incubar a proteína com concentrações na ordem de µM com os 

ribossomos, ainda não foi possível verificar atividade RNA N-glicosilase para a soRIPA frente 

a ribossomos de eucariotos (Figura 2.18) por este ensaio. 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.18 - Ensaio de depurinação de ribossomos de rato. Gel de poliacrilamida-uréia mostrando o 

resultado do ensaio de depurinação de ribossomos de rato na presença da soRIPA (100 μM) 

(coluna 7) , TCS (coluna 6) e rPAC (cadeia A da pulchellina) reenovelada (coluna 8). Note que a 

presença do fragmento Endo (após tratamento com anilina) é detectado apenas nos controles 

positivos, na presença da TCS e rPAC, enquanto que este fragmento não aparece na presença da 

soRIPA. As colunas 1-5 correspondem aos controles negativos, sem o tratamento com anilina. A 

seta indica o fragmento de Endo liberado quando o ribossomo foi depurinado. 

 

 

 

2.5.11.3 Purificação da proteína soRIP nativa a partir do extrato bruto (EB) de 

folhas de cana 

 

 

Considerando os resultados referentes a produção da proteína recombinante e os 

ensaios de atividade posteriores, surgiu a a necessidade de obter a proteína na sua forma 

nativa, isto é a proteína expressa em cana-de-açúcar. Segundo a análise in silico, a soRIP 

poderia ser purificada em princípio pela afinidade de sua cadeia B por açúcares, semelhante a 

outras RIPs do tipo 2. Para atingir este objetivo foram utilizados dois protocolos distintos de 

obtenção do EB extraído da folha da cana-de-açúcar (ver materias e métodos ponto 2.4.16 e 

Fragmento 

Endo 
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2.4.17) para ser aplicado em uma coluna de afinidade por D-galacatose (ponto 2.4.18). Em 

ambos os casos o resultado final foi insatisfatório, não sendo possível purificar a proteína 

nativa mesmo após o processamento de grandes quantidades de material vegetal. Este 

resultado negativo pode ser analisado considerando vários fatores relacionados aos protocolos 

de extração utilizados e por fatores inerentes à proteína analisada. 

Sabe-se que a preparação da amostra (EB) é um ponto crucial na obtenção de proteínas 

para análises bioquímicas e ou proteômicas, principalmente quando se trata de material de 

origem vegetal. A extração protéica de tecido vegetal muitas vezes torna-se uma tarefa 

complicada devido à complexidade e variedade de compostos e metabólitos secundários, 

como compostos fenólicos e polifenólicos, presentes nos extratos (133). A extração de 

proteínas em geral depende da qualidade da fragmentação da amostra e, em ambos os 

protocolos utilizados, o material foi pulverizado em nitrogênio líquido para minimizar 

qualquer tipo de degradação protéica. A precipitação de proteína com TCA é  um dos 

protocolos mais utilizados para este tipo de procedimento (134), pois permite concentrar as 

proteínas e ajuda a eliminar compostos contaminantes presentes na amostra. Porém, durante a 

aplicação do mesmo para cana-de-açúcar, foi necessário lavar várias vezes o precipitado 

resultante a fim de eliminar o excesso de TCA, extendendo a duração do protocolo. Como é 

sabido, o TCA apresenta um pH altamente ácido, o que pode ter levado à modificação da 

estrutura ou mesmo a degradação da proteína de interesse (134). Outro fator importante a ser 

considerado é o fato da cana-de-açúcar, assim como outras espécies relacionadas, 

apresentarem um baixo teor protéico, principalmente nas folhas. Considerando a composição 

fibrosa da planta não foi possível processar outro tecido a não ser as folhas. Finalmente, outro 

fator importante está relacionado à purificação da proteína. É possível que a soRIPA exiba 

uma baixa afinidade pela galactose, já que alguns dos resíduos da cadeia B responsáveis pela 

ligação ao açúcar estão mutados quando comparados com ricina, o que teria impedido a 

eficiente ligação da soRIP na coluna não permitindo sua purificação. 

 

 

2.6 CONCLUSÕES e CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

 Neste capítulo foram mostrados os resultados da busca de novas sequências 

codificantes de RIPs nos bancos de dados genéticos públicos. Neste contexto, quatro novas 
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RIPs do tipo 2 putativas foram identificadas em quatro espécies de monocotiledôneas de 

importância comercial, Saccharum officinarum, Sorghum bicolor, Zea mays e Phyllostachys 

edulis. Estes 4 novos integrantes da família RIPs apresentaram características únicas que as 

distinguem dentre os outros membros das RIPs tipo 2. Analisando as estruturas primárias 

destas novas proteínas ficou evidente que as mutações ocorridas nas sequências (referentes as 

regiões conservadas entre as demais RIPs tipo 2) podem perfeitamente se refletir em 

alterações nas suas funções.  

 Visando compreender o papel funcional de tais alterações, o representante de cana-

de-açúcar foi escolhido para uma análise experimental, a qual foi iniciada com a clonagem da 

cadeia A da proteína, produção heteróloga, purificação e caracterização. O fato da proteína 

requerer o renovelamento por ser produzida em forma insolúvel deve ser considerado, pois a 

atividade depurinadora pode ter sido comprometida pelo incorreto e/ou incompleto 

renovelamento, tornando a análise mais difícil. 

 A purificação da proteína nativa certamente seria a chave para esclarecer tais 

questões, porém este objetivo não foi atingido durante este trabalho. As tentativas frustradas 

de purificação da soRIP nativa poderiam ser atribuídas a ausência da síntese da proteína ou, 

ainda, a ausência de sítios de ligação à galactose funcionais na cadeia B. A presença dos 

transcritos no banco do SUCEST sugere que estes genes não sejam pseudogenes. Porém, a 

proteína pode estar sendo traduzida, mas sofrendo um rápido turnover, tornando difícil a sua 

detecção e purificação.  

 De qualquer forma, as alterações nos sítios de ligação ao carboidrato podem 

provavelmente ser responsáveis por impedir a purificação da proteína por cromatografia de 

afinidade. Assim, novas abordagens deveriam ser traçadas para purificação da soRIP que não 

dependessem da cromatografia de afinidade por açúcar. 

 Com relação à baixa atividade de inibição da síntese protéica in vitro detectada  para 

a soRIP, esta deve se considerada como possível, mas ainda carente de comprovação. O 

ensaio de depurinação, por sua vez, não detectou atividade de depurinação em ribossomos de 

rato.  
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Capítulo 3 

A região C-terminal da cadeia-A da pulchellina e sua 

interação com sistema biomimético 
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3.1 A região C-terminal da cadeia A da pulchellina e sua interação com sistema 

biomimético 

 
 

Como já citado no Capítulo 1, durante o processo de translocação das RIPs tipo 2 do 

citosol para o lúmen do RE essas proteínas parecem interagir com os fosfolipídios da 

membrana deste compartimento por meio de suas sequências sinalizadoras. Em função destas 

evidências foi postulado que a região C-terminal da RTA (cadeia-A da ricina) estaria 

relacionada com o seu processo de translocação para o citosol, o qual seria mediado pela 

interação desta região da RTA com a membrana do RE antes da retrotranslocação para o 

citosol.  

Trabalhos envolvendo o estudo de RIPs e sistemas que mimetizam a membrana 

fosfolipídica (135) (136) tem sido descritos na literatura, mas principalmente focados em 

analisar o comportamento da RTA. Assim, com a utilização de vesículas compostas de 

fosfolipídios carregados negativamente (DOPG) foi demonstrado que a RTA interage 

fortemente com estas e que esta interação promove mudanças estruturais na proteína (55). Por 

outro lado, nenhuma variação significativa na estrutura secundária da proteína foi observada 

quando esta se encontrava na presença de vesículas de DOPC.  

Apesar destes estudos, ainda não há um consenso na literatura que esclareça o papel 

destas interações entre as cadeias tóxicas das RIPs e a membrana, tampouco o mecanismo 

pelo qual elas ocorrem.  

Frente a estes resultados, o trabalho descrito neste capítulo apresenta a investigação da 

interação da cadeia A da pulchellina (rPAC) com a membrana do RE, focando principalmente 

na elucidação do papel da região C-terminal. Para tal, foram utilizadas técnicas biofísicas, 

focando tanto as modificações estruturais que ocorrem nas proteínas, bem como as que 

ocorrem nos sistemas biomiméticos (monocamadas de Langmuir e vesículas) em decorrência 

das interações. Ainda, estudos envolvendo formas truncadas na porção C-terminal (mutantes) 

foram usados em conjunto com sistemas modelos de biomembranas.  
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3.2 OBJETIVOS 

 
 

Estudar a interação da cadeia-A recombinante da pulchellina (rPAC) com modelos de 

biomembranas, bem como formas truncadas da rPAC na sua porção C-terminal, na tentativa 

de determinar a contribuição desta região para a interação com a membrana.  

 

 

3.3 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

 

3.3.1 Obtenção das proteínas recombinantes e mutantes 

 

 

3.3.1.1 Clonagem e expressão da rPAC e formas truncadas 

 

 

A cadeia A recombinante da pulchellina (rPAC) e as 3 formas truncadas na região C-

terminal (Figura 3.1 A e B), denominadas rPAC: - 
∆236 

- 
∆239 

- 
∆244 

, foram obtidas pela técnica 

de PCR, utilizando primers específicos e o cDNA da pulchellina (isoforma PII, número de 

acesso EU008736.1) como molde, materiais já disponíveis em nosso laboratório (81).  

A definição das diferentes formas truncadas da região C-terminal da rPAC foi baseada 

na conservação de resíduos hidrofóbicos nesta região, obtida a partir de um alinhamento com 

outras cadeias A de RIPs tipo-2, as quais estão listadas na tabela 3.1. As sequências dos 

primers utilizados foram: rPAC forward (5´-

CGGCTAGCGAGGACCGGCCCATTGAATTTAC-3´) e rPAC reverse (5´-

CCTTCGAGTTAATTTGGCGGATTGCAGACAAAA-3´), os quais incluíram os sítios de 

restrição Nhe I e Xho I, respectivamente. Os primers reverses para criar as deleções da região 

C-terminal foram: rPAC
∆244

 (5´-AGCTCGAGTTAAAGCATCAATGCTAGAACTGC-3´), 

rPAC
∆239

 (5´-AGCTCGAGTTAAACTGCTAGAGTTGGGTGTGAC-3´) e rPAC
∆236

 (5´-

AGCTCGAGTTAAGTTGGGTGTGACAAGGAATC-3´). Todos esses primers reverses 
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incluíram também o sítio de reconhecimento para a enzima Xho I e foram usados em reações 

de amplificação com o primer rPAC-forward.  

Tabela 3.1: Lista de Proteínas da família RIP tipo 2 utilizadas para o alinhamento e análise da região C-

terminal. Estão destacados nesta tabela o número de acesso (no banco de dados Uniprot, 

www.uniprot.org,(137)  de cada membro, o nome comum e a espécie de planta a qual pertence. No 

alinhamento apenas as sequências correspondente as respectivas cadeias A foram utilizadas. 

 

A amplificação da rPAC e seus mutantes foram realizada sob as seguintes condições 

de PCR : 94 °C, 5 min (desnaturação inicial); 35 ciclos a 94°C, 2 min , 60°C, 30 s, 72 °C, 1 

min e uma extensão final a 72 °C por 5 min. Uma vez amplificados e isolados do gel de 

agarose, os produtos de PCR foram ligados ao vetor pGEM-T (Promega) e sequenciados por 

sequenciamento automático (seguindo o mesmo procedimento descrito nos materiais e 

métodos do capítulo 2) para confirmação das sequências. Os respectivos DNAs foram 

subclonados no vetor pET28a(+), nos sítios Nhe I e Xho I, gerando quatro construções: 

pET28rPAC, pET28rPAC
∆244

, pET28rPAC
∆239 

e pET28rPAC
∆236

, cujos respectivos produtos 

de expressão apresentaram um 6xHis-tag no N-terminal. 

 

Número 

de Acesso 

Nome da proteína Organismo 

P11140 Abrina-a Abrus precatorius 

P33183 Nigrina b Sambucus nigra 

P02879 Ricina Ricinus communis 

D3GDL1 Putative type 2 ribosome-inactivating protein Camellia sinensis 

B1NQB9 Prepropulchellina (PAC) Abrus pulchellus subsp. tenuiflorus 

Q8W2E7 Ribosome-inactivating protein IRAb Iris hollandica 

Q94BW5 cinnamomin I Cinnamomum camphora 

Q2PA54 Riproximin Ximenia americana 

http://www.uniprot.org/
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Figura 3.1 – Estrutura primária da cadeia-A da pulchellina (PAC), destacando as deleções na região C 

terminal. A) cDNA codificando a cadeia-A madura com a correspondente sequência de 

aminoácidos (251 aminoácidos , ~28 kDa). A localização dos oligonucleotídeos específicos 

utilizados para amplificar a rPAC estão representados com setas pretas. A localização dos 

oligonucleotídeos reverse utilizados para gerar as três formas truncadas da proteína estão 

representados com setas azul (rPAC
∆236

), vermelha (rPAC
∆239

) e verde (rPAC
∆244

). B) esquema 

mostrando os resíduos da região C-terminal da rPAC (negrito) e as deleções geradas nos três 

mutantes. 

 

B 
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As construções mencionadas no item anterior foram utilizadas para transformar a 

linhagem de E. coli BL21 (DE3). A partir de uma cultura em placa com meio LB sólido, os 

transformantes foram crescidos em 5 mL de meio LB líquido, suplementado com canamicina 

(50 µg.L
-1

), por cerca de 16 horas, a 37°C e agitação de 250 rpm. A seguir, esta cultura foi 

diluída 1:100 em 500 ml de meio LB contendo canamicina (50 µg.L
-1

). As culturas 

bacterianas cresceram a 37°C, sob agitação de 250 rpm, até atingirem uma  DO600nm entre 0,4-

0,6, quando foi então adicionado 0,1mM de IPTG para a indução da expressão das proteínas 

de interesse. As células induzidas foram então incubadas por 16 horas, a 20 °C, sob agitação 

de 250 rpm. Após este período, as células foram centrifugadas (10000g, 10 min.) e o 

precipitado foi mantido a -20
o
C até ser utilizado na purificação. 

 

3.3.1.2 Purificação das proteínas recombinantes 

 

 

As células congeladas foram lisadas por sonicação (30 segundos, pulsos de 20 mA 

repetidos 10 vezes) em banho de gelo. Após a centrifugação (por 20 min, 10000 g e 4 
o
C), as 

frações solúvel e precipitada foram separadas, sendo o extrato solúvel aplicado numa coluna 

de afinidade (5 ml de resina Ni-NTA, Qiagen). A coluna foi pré-equilibrada com tampão A 

(100 mM NaH2PO4/Na2HPO4,  5mM imidazol, pH 7,4), o qual também foi usado na lavagem 

(cerca de 10-15 volumes) para retirar as proteínas que não interagiram com a resina. As 

proteínas de interesse foram eluídas adicionando concentrações crescentes de imidazol, 

diluído no tampão A. Os resultados da expressão e das etapas de purificação foram analisados 

em SDS-PAGE 15% (91). Após a purificação, as proteínas foram dialisadas contra o tampão 

A para a retirada do imidazol e utilização nos experimentos biofísicos descritos a seguir.  

 

3.3.1.3 Atividade RNA N-Glicosilase 

 

 

O ensaio específico para determinar a atividade depurinadora (rRNA N-glicosilase) da 

da rPAC e dos mutantes foi realizado como descrito no capítulo 2 para soRIPA (item 

2.4.19.2). 
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3.3.1.4 Dicroísmo circular (CD) 

 

 

As medidas de CD foram realizadas num espectropolarímetro Jasco J-815 (Jasco 

Corporation, Japão) em cubeta de quartzo de 1 mm de caminho óptico. Os espectros foram 

registrados num intervalo de comprimento de onda de 195 a 250 nm (UV distante), sendo que 

cada medida representa uma média de 8 varreduras consecutivas através das amostras. As 

contribuições dos tampões obtidas sob condições idênticas foram subtraídas e todos os 

espectros de CD foram corrigidos a fim de eliminar efeitos de ruídos. Os espectros originais 

foram filtrados com Transformadas de Fourier, preservando-se as bandas típicas de cada 

espectro.  

 

 

3.3.2 Técnicas biofísicas  

 

 

3.3.2.1 Monocamadas de Langmuir 

 

 

Os filmes de Langmuir foram fabricados em cuba de Langmuir KSV Instruments 

(Finlândia), modelo KSV Minitrough (figura 3.2), com área superficial de 75 x 323 mm
2
 e 

volume de 45 mL, alocada em uma sala limpa classe 10.000, com temperatura controlada em 

23±1 °C. A cuba é equipada com uma prova Wilhelmy para medição da pressão de superfície.  

Para a obtenção dos filmes de Langmuir, um determinado volume (em geral 50 L) de 

soluções de lipídio em clorofórmio (para DPPC) ou clorofórmio: metanol 4:1 (para DPPG) 

foram espalhados na superfície de uma solução aquosa (tampão fosfato 20 mM, pH 7,4). Em 

geral a concentração da solução estoque lipídica é de 1 mM. Após a evaporação do solvente, 

as barreiras móveis são acionadas (velocidade de 10 mm
2
 min

-1
) e obtêm-se as isotermas de 

pressão superficial (-A).  

Para os estudos de interação das proteínas com a monocamada lipídica, antes da 

compressão do filme superficial, foram realizados experimentos de cinética de adsorção. Após 

o filme lipídico espalhado e a evaporação do solvente, uma pequena alíquota da solução da 

proteína (em geral 500 vezes menor que o volume da cuba, de modo a não alterar 
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significativamente o volume final) foi injetada na subfase contendo tampão. O processo de 

adsorção da proteína na interface foi monitorado através de variações na pressão superficial 

em função do tempo. A compressão da monocamada ocorreu apenas após o equilíbrio de 

adsorção ter sido atingido, de modo a garantir a isoterma -A do sistema misto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2 - Cuba de Langmuir KSV utilizada para fabricação das monocamadas de Langmuir. 

  

 

3.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

3.4.1 Determinação da região C-terminal da rPAC 

 

 

Para determinar a região C-terminal da rPAC que seria alvo das deleções realizadas, 

realizou-se primeiramente um alinhamento entre esta proteína e outras RIPs representantes da 

família. O alinhamento está apresentado na Figura 3.3. Este resultado permitiu verificar que a 

região C-terminal de todas as proteínas analisadas compartilham uma sequência média de 11 

aminoácidos hidrofóbicos. 
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Região conservada hidrofóbica 
 

 

Figura 3.3 - Resultado do alinhamento das cadeias A de vários representantes RIPs tipo 2. Nesta figura 

mostra-se apenas a região C-terminal das proteínas, onde é possível observar a presença dos 

resíduos hidrofóbicos (destacados em verde) no final das respectivas cadeias, conservado entre 

todas as sequências alinhadas. O alinhamento foi realizado utilizando o software ClustalW e os 

parâmetros pré-definidos pelo programa. As proteínas estão identificadas com o nome a esquerda 

(Abrina, P11140; PulchA, B1NQB9; CAMSI, D3GDL1; XIMAN, Q2PA54; CINCA, Q94BW5; 

Riprom, Q2PA54, Nigrina-b, P33183; RTA, P02879 ). 

 

Como é sabido, a maioria das RIPs são conservadas estruturalmente e, portanto a 

região C-terminal (ao menos dentre as RIPs tipo 2) deveria ser semelhante também. Quando 

olhamos a estrutura secundária desta região na cadeia-A da pulchellina (PAC) e comparamos 

com a RTA, por exemplo, verificamos que os resíduos conservados do C-terminal em ambas 

proteínas localizam-se numa região não ordenada (Figura 3.4 A e B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.4 – Modelo estrutural da PAC. (A) Destaque da região C-terminal e (B) sobreposição da região C-

terminal da PAC (azul) com a da RTA, em verde. Em ambas as proteínas esta região apresenta 

estrutura não regular, sendo que na RTA é mais extensa. As proteínas foram processadas com o 

programa Pymol, sendo as coordenadas da PAC gentilmente cedidas pela Dra. Priscila V. Castilho 

(dados estruturais ainda não publicados) e da RTA, obtidas no banco de dados de proteínas 

(PDB:1J1M). 
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Esta região não ordenada em ricina é predita como aquela que interage com a membrana do 

RE, como já comentado anteriormente, e por isso tal região C-terminal em pulchellina foi 

escolhida para os estudos de interação. 

 

3.4.2 Clonagem da rPAC e seus mutantes C-terminal 

 

 

Para o estudo da interação entre a PAC e o sistema biomimético de membrana, e 

principalmente para verificar o papel da região C-terminal nesta interação, vários mutantes 

(formas truncadas) foram construídos a partir da cadeia A da pulchellina. Os processos de 

isolamento a partir de sementes de Abrus pulchellus e purificação desta toxina em sua forma 

nativa (holotoxina), bem como a produção de uma forma recombinante como uma proteína de 

fusão de GST já foram estabelecidos em nosso grupo (72). Entretanto, para este trabalho 

optou-se por novas construções para a produção das proteínas, principalmente para aumentar 

o rendimento da forma recombinante. A justificativa para tentar novas estratégias se baseia no 

fato de que a produção desta como proteína de fusão com GST é cara, pois necessita de 

digestão com protease e muitas etapas de purificação, além do baixo rendimento. Dessa 

forma, a construção de um sistema de expressão com maior rendimento e facilidade de 

purificação seria uma base mais atraente para se construir tais mutantes. Assim, a fase aberta 

de leitura (ORF) da cadeia-A madura da pulchellina (PAC) foi amplificada pela técnica de 

PCR, com tamanho correspondente ao esperado (754 pares de bases, Figura 3.5). Para isso, 

utilizou-se como molde o cDNA previamente isolado e caracterizado em nosso laboratório, o 

qual corresponde à isoforma II (81). A clonagem do inserto purificado foi realizada em 

pGEM-T e, em seguida, confirmada por sequenciamento automático de DNA. Um dos clones 

positivos sequenciado foi utilizado como molde nas reações subsequentes de amplificação 

para a produção das cadeias-A truncadas no C-terminal. 
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Figura 3.5 - Produto de PCR correspondente a amplificação da cadeia-A da pulchellina (rPAC).  Gel de 

agarose 1%, corado com Brometo de Etídeo e transiluminado luz UV. Em 1 observa-se a presença 

de um fragmento de DNA de aproximadamente 750 pb. Em 2, o controle negativo da reação. Em 

cada poço foram aplicados 5 μl de amostra mais 1 μl de tampão de corrida, 6X. A quantificação do 

fragmento após purificação do gel foi de aproximadamente 30-40 ng/μl. M, marcador de peso 

molecular DNA ladder plus (Fermentas). 

 

 

Uma vez purificados, os fragmentos amplificados correspondentes às formas 

truncadas da rPAC foram também clonados no vetor pGEM-T e o sequenciamento confirmou 

a correta sequência. Desta maneira foi possível gerar as deleções desejadas na região C-

terminal da proteína, as quais podem ser melhor visualizadas na figura 3.1. 

 

 

3.4.3 Expressão e purificação  

 

 

A dificuldade de se obter a PAC separadamente da sua cadeia B, a partir da 

pulchellina nativa isolada da semente associada a necessidade de construir mutantes da região 

    M                   1                    2 

750 

1500 

5000 

pb 
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C-terminal fez com que optássemos pela produção da cadeia A em um sistema heterólogo, a 

partir da expressão em bactérias E.coli linhagem  BL21(DE3). Desta forma, também seria 

possível melhorar o rendimento e o grau de pureza das proteínas recombinantes.  

Assim, a cadeia recombinante da pulchellina rPAC e os três mutantes da região C-

terminal foram subclonados no vetor de expressão pET28a, em fase com a sequência 

codificante para o peptídeo His-tag. Os vetores pET28-rPAC, -rPAC
∆244

, -rPAC
∆239

 e 

rPAC
∆236

 foram utilizados para transformar independentemente 4 amostras diferentes da 

linhagem de expressão E.coli BL21(DE3), sendo o resultado da expressão e purificação das 

quatro proteínas  mostrados a seguir  (figuras 3.6 e 3.7).  

De acordo com as figuras, pode-se verificar que todas as proteínas foram expressas 

eficientemente neste sistema, e a purificação permitiu a obtenção das proteínas com alto grau 

de pureza.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.6 - Expressão e purificação da rPAC em E.coli BL21(DE3). SDS-PAGE mostrando o resultado da 

expressão após 16 horas de indução a 20 °C com 0,1 mM de IPTG, no qual é possível notar a 

presença de uma banda intensa de cerca de 30 kDa após a indução. Esta mesma banda aparece na 

fração solúvel (S) do extrato bacteriano, após a indução, indicando que a proteína foi expressa de 

forma solúvel. As frações da proteína eluídas da coluna de Níquel com concentrações crescentes 

de imidazol (60 a 250 mM) estão indicadas como purificação na figura. M e N.I correspondem ao 

marcador de massa molecular e a amostra da cultura de células sem induzir (controle negativo), 

respectivamente.  
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Figura 3.7- Expressão e purificação dos mutantes C-terminal da rPAC. SDS-PAGE 15% mostrando o 

resultado da expressão e purificação de rPAC
∆244

, -rPAC
∆239

 e rPAC
∆236

. (S) indica sobrenandante 

e (P), fração purificada na cromatografia de afinidade; (M) corresponde ao marcador de massa 

molecular.  

 

 

3.4.4 Atividade RNA-N Glicosilase 

 

 

Até o momento não se tem registro de que os aminoácidos constituintes da região C-

terminal das RIPs estejam diretamente envolvidos na inativação dos ribossomos. Dessa 

forma, uma mutação nesta região, a princípio, não deveria afetar a atividade catalítica da 

proteína, a menos que esta mudança alterasse a conformação tridimensional da proteína  

afetando seu sítio ativo.  

Por este motivo avaliamos primeiramente a atividade catalítica in vitro dos mutantes 

da rPAC utilizando um ensaio de depurinação de ribossomos de fígado de rato já descrito nos 

Materiais e Métodos do Capítulo 2. Segundo este ensaio,  todas as quatro proteínas expressas 

e purificadas neste trabalho apresentaram atividade depurinadora específica perante os 

ribossomos, como revelado na Figura 3.8, onde se observa a presença do fragmento ENDO 

liberado após o tratamento com anilina acética. Isto indica que rPAC mantém sua atividade 

kDa

30

M S rPAC S 244 S 239 S 236 P rPAC P 244 P 239 P 236
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catalítica, independente das deleções provocadas na sua região C-terminal. A concentração 

utilizada para cada amostra foi de aproximadamente 100 ng/mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.8. Ensaio de depurinação da rPAC e mutantes. Gel de agarose/formamida mostrando o resultado do 

ensaio para (1) rPAC, (2) rPAC 
Δ244

, (3) rPAC
Δ 239

,( 4 ) rPAC
 Δ236

 e (C) controle negativo. 

 

 

3.4.5 Estudos estruturais comparativos da rPAC e dos três mutantes por dicroísmo 

circular 

 

 

Conforme apresentado anteriormente, todas as proteínas recombinantes exibiram 

atividade catalítica sob as condições testadas no presente trabalho. Dessa forma, a próxima 

etapa foi uma avaliação estrutural das proteínas. A abordagem utilizada para essa análise foi a 

técnica de espectroscopia de dicroísmo circular (CD). Esta ferramenta é muito utilizada para 

estudos estruturais de biomoléculas, tais como as proteínas e polipeptídeos em solução devido 

à sua capacidade de discriminar a proporção de estruturas secundárias como -hélice, folha , 

volta  e estruturas não ordenadas que compõem a molécula. O CD também é um método 

muito útil no monitoramento de alterações conformacionais das proteínas em função de 

 C        1            2           3          4 

Fragmento 

Endo 
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solventes, pH, temperatura, força iônica e ligações específicas e não específicas (138). Foram 

realizadas as medidas de CD para os três mutantes, comparando-os com o espectro da rPAC 

(controle), conforme Figura 3.9. 

 

 

Figura 3.9 – Análise da estrutura secundária da rPAC e seus mutantes por dicroísmo circular. As medidas 

foram realizadas com uma solução protéica de aproximadamente 0,3 mg/ml, em tampão fosfato 20 

mM pH 7,4. Os espectros foram obtidos variando o comprimento de onda entre 190 a 250 nm e 

registrados como uma média de 8 varreduras, a temperatura ambiente (20 
o
C), utilizando cubeta de 

caminho óptico de 1 mm. 

 

Analisando a Figura 3.9 pode-se observar que os espectros de CD são semelhantes 

para os três mutantes e a rPAC, apresentando um comportamento típico de proteínas 

constituídas por elementos de estrutura secundária tipo αβ, demonstrando que as deleções não 

levaram a alterações significativas na estrutura secundária original da proteína. Levando em 

consideração que as proteínas apresentaram atividade catalítica in vitro e exibiram o mesmo 

perfil de estrutura secundária, podemos sugerir que as deleções provocadas na rPAC muito 

provavelmente não alteraram sua estrutura tridimensional.  
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3.4.6 Estudos de interação da rPAC com Sistemas biomiméticos 

 

 

Como mencionado anteriormente trabalhos com sistemas que mimetizam a membrana 

fosfolipídica no estudo de RIPs já têm sido descritos na literatura. Apesar de o sistema mais 

estudado ser a RIP tipo 2 ricina, outras RIPs, como SLT, Mistletoe Lectin I, também já 

tiveram seu comportamento frente a interação com membranas avaliado (139). Entretanto, 

não existe um panorama geral que padronize o comportamento das RIPs tipo 2, bem como de 

suas cadeias tóxicas quando estas interagem com a membrana. Sendo assim, um estudo 

detalhado para cada proteína é válido, visto a falta deste consenso na literatura.  

Dentre os trabalhos descritos acima, o de Day (55) et al. estuda a interação da cadeia-

A da ricina (RTA) com vesículas de POPG, fosfolipídio aniônico e com vesículas de POPC, 

este zwitteriônico. Os resultados indicaram que a proteína interage mais fortemente com 

lipídios carregados e que esta interação resulta em alterações estruturais na proteína. Este 

trabalho nos motivou a seguir a mesma metodologia adotada pelos autores, mas num estudo 

da rPAC com  vesículas como sistema modelo de biomembrana.  

As vesículas utilizadas neste trabalho foram preparadas com os fosfolipídios DPPC e 

DPPG, e objetivava verificar alterações estruturais na proteína através da técnica de dicroísmo 

circular.  

Assim que as vesículas foram incubadas com as proteínas (rPAC e suas formas 

truncadas) o espectro de dicroísmo circular foi obtido, tendo sido este considerado como 

tempo zero. Posteriormente, outros espectros seriam obtidos em função do tempo. Entretanto, 

para o caso das vesículas formadas com o fosfolipídio DPPG observou-se que imediatamente 

após a incubação, a solução se tornava muito turva indicando a ruptura das vesículas, 

prejudicando a obtenção dos espectros. Para verificar este hipótese, ensaios de cinética de 

vazamento foram realizados utilizando-se a sonda calceína como fluoróforo confinado dentro 

das vesículas. Caso a interação da proteína fosse suficiente para desestruturar o colóide, este 

fluoróforo seria liberado aumentando a intensidade de emissão no comprimento de onda 

correspondente. Os resultados obtidos (não mostrados) indicaram que todas as proteínas 

estudadas provocavam a ruptura das vesículas, tornando o sistema inviável para o estudo. 

Dessa forma, a estratégia adotada para a realização do estudo foi a utilização de  outro 

sistema mimético de biomembrana, que não permitisse que fenômenos de transporte intra e 

extra-sistema ocorressem, evitando o imprevisto obtido. Graças ao envolvimento da pós-
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doutoranda do grupo de Biofísica Molecular, Dra. Thatyane Nobre, a fabricação de 

monocamadas de Langmuir foi inserida ao trabalho e os resultados serão mostrados e 

discutidos a seguir. 

 

3.4.6.1 Estudos de interação da rPAC e as três formas truncadas com 

monocamadas de Langmuir 

 

 

Inicialmente estudou-se a interação das proteínas com monocamadas de Langmuir dos 

fosfolipídios DPPC e DPPG, zwitteriônico e aniônico respectivamente. Cinéticas de adsorção 

foram realizadas à baixo empacotamento lipídico e, posterior ao equilíbrio de adsorção, as 

monocamadas mistas foram comprimidas, resultando nas isotermas de pressão superficial dos 

sistemas. Os resultados são apresentados a seguir. 

 

 

3.4.6.2 Interação da rPAC com monocamada de DPPG e DPPC a temperatura de 20 

°C 

 

A interação da rPAC à monocamada de Langmuir constituída de DPPG e DPPC foi 

estudada primeiramente pela medição da absorção da proteína em função do tempo e variando 

as concentrações da rPAC (Figura 3.10). Analisando as curvas observamos que a cinéticas de 

adsorção para a proteína rPAC com monocamadas de DPPC e DPPG foram bastante distintas. 

No caso de DPPG, a proteína nas diferentes concentrações estudadas interagiu fortemente 

com o lipídio carregado negativamente, provocando variações no valor da pressão superficial 

de até 5 mN m
-1

, em um intervalo de tempo de ~ 50 minutos. Já para a curva B, onde se 

observa a cinética de adsorção para monocamadas de DPPC, a interação não resultou em 

variações maiores 1,5 mN 
-1

, obtidos em mais de 2 horas de experimento. Por este motivo, 

elegeu-se o fosfolipídio carregado negativamente DPPG para continuar o estudo, admitindo a 

maior interação com este lipídio. 
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Figura 3.10 - Cinéticas de adsorção para diferentes concentrações de rPAC em monocamadas de (A) 

DPPG e (B) DPPC. 

 

As isotermas de pressão superficial, π-A, para as monocamadas de DPPG contendo 

diferentes concentrações de rPAC na subfase são apresetnadas na Figura 3.10 e mostram que 

em todos os casos a proteína se incorporou na monocamada de DPPG e permaneceu inserida 

mesmo após a compressão. As curvas obtidas para as concentrações de 50 e 100 ng mL
-1
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foram semelhantes entre si, mas bastante deslocadas com relação a curva  obtida DPPG puro. 

Para as concentrações de 200 e 400 ng mL
-1

, o deslocamento para maiores áreas por molécula, 

comparado ao obtido para DPPG puro foi mais evidente. Entretanto, para 400 ng mL
-1

, 

notamos o desaparecimento do patamar correspondente à região de coexistência de fases 

líquido-expandido líquido-condensado, indicando que a incorporação da proteína tende a 

tornar a monocamada mais fluida, estabilizando o estado mais expandido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.11 - Isoterma de π-A por molécula para monocamadas de DPPG e rPAC, a 20
o
C. 

 

 

Interessantemente, a valores de pressão superficial elevados, acima de 40 mN.m
-1

, as 

isotermas de todas as amostras praticamente coincidem entre si. Este resultado sugere que 

aumentando a concentração de proteína, mesmo para alto empacotamento lipídico, ocorra 

uma saturação da monocamada, onde apenas uma determinada quantidade de rPAC possa 

adsorver e que, para as concentrações trabalhadas, este valor já tenha sido atingido. 

Desta forma podemos afirmar que a rPAC interage efetivamente com monocamada de 

Langmuir, constituída de lipídio carregado negativamente , DPPG, e que esta interação é forte 

e dependente da concentração da proteína. 

 

3.4.6.3 Análise comparativa dos mutantes da rPAC em monocamadas de Langmuir 

de DPPG a 20 °C 
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Diante dos resultados obtidos para rPAC, os estudos para avaliar a interação das 

formas truncadas na porção C-terminal desta proteína seguiram a mesma metodologia. As 

cinéticas de adsorção para as proteínas truncadas na região C-terminal 
Δ244, Δ239, Δ236

, foram 

obtidas e comparadas a curva da proteína rPAC. Na Figura 3.12 pode-se observar que as 

alterações no valor de pressão superficial foram bastante distintas, dependendo da forma 

truncada. Outra importante observação a cerca das curvas é a não existência de um tempo de 

indução para a adsorção das proteínas, visto que  imediatamente após a injeção ocorreram 

variações em . 

De forma interessante, pode-se notar que a variação na pressão superficial provocada 

pela interação da proteína foi menor quanto maior a deleção na região C-terminal da proteína, 

fato que vai de acordo com a hipótese que a região C-terminal exerça papel fundamental na 

interação da proteína com a membrana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.12 - Cinética de adsorção da rPAC e os mutantes, rPAC
∆244

, rPAC
∆239

 e rPAC
∆236

 em 

monocamadas de Langmuir constituída do lipídio DPPG. No gráfico, os valores de pressão 

superficial da monocamada são medidos em função do tempo (40 minutos), para cada proteína, 

indicando uma interação forte da rPAC com a monocamada. Resultado similar foi obtido para 

o mutante rPAC
∆236

, o que não era esperado. Por outro lado, os mutantes rPAC
∆244

e rPAC
∆239

 

apresentaram uma fraca interação relativa com a monocamada, sendo a rPAC
∆244

>rPAC
∆239

.  

 

 

Entretanto, resultado controverso é observado para o mutante rPAC
Δ236

 (com a região 

C-terminal completamente deletada), visto que a adsorção deste resultou em um  de 8 

mN/m, maior que o observado para os outros mutantes. Ao analisarmos a isoterma de pressão 

superficial por área molecular de DPPG (π-A) na presença das proteínas (Figura 3.13), os 
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dados obtidos corroboram com as curvas de cinética de adsorção, indicando que à medida que 

a região C-terminal é deletada, menor é a interação com a monocamada lipídica, analisada em 

função do menor deslocamento da curva do lipídio puro. Entretanto, mais uma vez os dados 

mostram um comportamento não esperado para a série do mutante rPAC
Δ236 

 

Figura 3.13 - Gráfico de pressão superficial por área molecular de DPPG (π-A) 

 

 

Sendo este mutante o que apresenta a porção C-terminal totalmente deletada, 

especulamos a respeito da integridade estrutural da proteína. Visto mais uma vez que medidas 

por espectroscopia de dicroísmo circular não seriam viáveis para o trabalho com estas 

proteínas, utilizamos de uma forma simples para verificar o comportamento não esperado da 

rPAC
Δ236

. Para tal, a mesma metodologia empregada acima foi seguida para verificar a 

cinética de adsorção de três diferentes amostras desta construção. Todas as proteínas foram 

trabalhadas na concentração de 40 ng mL
-1

, sendo uma delas preparada a partir de uma 

solução estoque com concentração 0,02 mg mL
-1

 (diluído), outra preparada a partir de uma 

solução estoque 0,5 mg mL
-1

 (concentrada), e outra, preparada a partir do estoque 0,02 mg 

mL
-1

, porém submetida a banho com temperatura de 70 °C por aproximadamente 15 minutos 

(desnaturada). As cinéticas de adsorção são apresentadas na Figura 3.14. 
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Figura 3.14 - Cinéticas de adsorção da rPAC 236 injetada a partir de uma solução estoque (verde) diluída, 

(azul) concentrada e (rosa) desnaturada. 

 

 

Podemos notar que a cinética de adsorção para as formas diluída e concentrada 

apresentam similaridades no que diz respeito à elevada atividade superficial. Entretanto, a 

forma agregada (proveniente da solução estoque de maior concentração) apresenta um 

“ombro” em valores de p próximos a 3,8 mN m
-1

, que diferencia as duas cinéticas e pode ser 

atribuída a uma possível desagregação da proteína decorrente de sua diluição na subfase da 

cuba. Já a cinética da amostra desnaturada apresenta um comportamento completamente 

distinto das anteriores, não revelando atividade superficial. De fato, a amostra desta proteína 

apresentava aspecto de suspensão coloidal após ter sido submetida a aquecimento, indicando 

que possivelmente sua desnaturação implique em uma agregação irreversível. 

Na Figura 3.15 pode-se notar que as amostras diluídas e concentradas apresentam perfis 

muito semelhantes entre si, uma vez que se encontram bastante expandidas com relação à 

isoterma obtida para DPPG em tampão. Além disso, para os filmes mistos, não observamos 

região de coexistência de fases líquido-expandida/líquido-condensada, presente no lipídio 

puro. O deslocamento da isoterma para valores maiores de área por molécula indica que 

ocorreu a incorporação da proteína na monocamada lipídica, de modo que esta penetração 

dificultou o empacotamento do filme, tornando-o mais fluido. Para o caso da amostra 

desnaturada, podemos notar que a isoterma, no início da compressão, é coincidente com a 
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obtida para o lipídio puro, sendo que apenas na região de coexistência de fases estas passam a 

ser distintas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.15 - Gráfico de pressão superficial por área molecular (π-A) da rPAC 
236

 injetada a partir de uma 

solução estoque (
__

) diluída, (
__

) concentrada e (
__

) desnaturada. 
 

 

 

Entretanto, para valores mais elevados de π, as isotermas voltam a apresentar 

comportamento similar, indicando que não ocorreu significativa incorporação desta amostra 

na monocamada lipídica. Neste sentido, podemos descartar a possibilidade de artefato no 

resultado obtido para a incorporação do mutante rPAC
Δ236 

uma vez que a amostra tida como 

agregada apresentou comportamento similar após uma provável etapa de desagregação, 

conforme discutido na cinética de adsorção. A amostra desnaturada apresentou 

comportamento totalmente distinto. Esses resultados atestam que as curvas obtidas para a 

forma truncada rPAC
Δ236

 não se tratam de artefato, de modo que outros estudos são 

necessários para esclarecer esse comportamento.
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3.3.6.4 Análise comparativa dos mutantes da rPAC em monocamadas de Langmuir 

de DPPG a 37 ° C 

 

 

Os resultados mostrados anteriormente sugerem que a região C-terminal, tem um 

papel importante na interação da rPAC com a monocamada de DPPG. Apesar do 

comportamento ainda não elucidado da forma truncada com total deleção desta região, 

mostrou-se que a deleção do C-terminal diminui gradativamente a interação da proteína com a 

membrana. Entretanto, recentemente, um estudo verificou que a temperatura era fator 

importante na interação da cadeia A de ricina com membrana. Os autores verificaram que a 

interação da RTA com vesículas carregadas negativamente (constituídas de lipídios POPC e 

POPS) constatou que incrementos de temperatura aumentaram a inserção da proteína na 

membrana do RE (140), sendo que esta incorporação era maior à temperatura de 37
o
C. Sendo 

assim, foram realizados experimentos para as proteínas também na temperatura fisiológica de 

37 
o
C, e os resultados são discutidos a seguir. 

 Inicialmente, as isotermas de pressão superficial para o lipídio puro nas diferentes 

temperaturas foram avaliadas e o resultado mostrou uma diferença significativa nas duas 

temperaturas testadas (Figura 3.16). O insert do gráfico com os valores do módulo 

compressional superficial, Cs
-1

, definido como: -A(δπ/δA), mostra uma elevada alteração na 

fluidez da monocamada com o aumento de temperatura. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.16 - Isoterma de pressão superficial vs. área por molécula para monocamadas de DPPG a 20°C 

(em vermelho) e a 37°C (em preto). 
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As curvas na Figura 3.17 mostram as cinéticas de adsorção da rPAC na monocamada , 

a diferentes concentrações, na temperatura de 37 °C. A incorporação da rPAC resultou em 

menor variação no valor da pressão superficial para as duas concentrações estudadas quando 

comparadas ao experimento realizado a temperatura de 20
o
C (figura 3.9). Além disso, pode-se 

notar que os valores de equilíbrio são atingidos em menor intervalo de tempo, indicando uma 

cinética mais rápida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.17 - Cinéticas de adsorção da rPAC em monocamada de DPPG, temperatura de 37
o
C 

 

Já as isotermas de pressão superficial (Figura 3.18) apresentam um comportamento 

bastante diferenciado. As duas concentrações geraram um patamar bastante pronunciado, por 

volta de 25 mN m
-1

. Entretanto, para concentração de 200 ng mL
-1

 ao término da compressão 

a monocamada não atingiu valores de pressão superficial maiores que o plateau descrito. Para 

concentração mais elevada, de 400 ng mL
-1

, maiores valores de pressão superficial foram 

alcançados, entretanto, não foi observado colapso da monocamada.  

Levando-se em consideração a isoterma obtida para o filme de DPPG puro, formado 

sobre tampão, pode-se sugerir que o patamar observado para o filme com a rPAC corresponda 

à região de coexistência de fases líquido-expandido líquido-condensado, observada para este 

valor de pressão superficial para a monocamada de DPPG. Provavelmente, a grande 
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incorporação da proteína acarrete em uma elevada fluidez da monocamada, dificultando então 

o empacotamento do lipídio.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.18 - Isoterma de pressão superficial vs. área por molécula para monocamadas de DPPG e rPAC, 

temperatura 37
o
C. 

 

 

A cinética de adsorção do mutante r-PAC 
∆244

 (Figura 3.19 A) se apresentou
 
maior 

comparada a própria rPAC, que apresenta a região C-terminal preservada, e o mutante r-

PAC
∆239 

 (Figura 3.19 B) apresentou atividade superficial maior que as outras duas proteínas. 

Este resultado indica que, com o aumento de temperatura, o efeito parece ser contrário ao 

obtido a 20
o
C. Diferenças na adsorção destes mutantes também foram notadas em relação ao 

intervalo de tempo em que o sistema atingiu o equilíbrio. 
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Figura 3.19 - Cinéticas de adsorção da (A) rPAC
∆244 

 e (B) rPAC 
∆239 

em monocamada de DPPG, 

temperatura de 37
o
C 

 

 

Para o mutante rPAC
∆236

 (Figura 3.20) com a região C-terminal totalmente deletada, os 

dados de cinética de adsorção mostram uma incorporação mais elevada à interface, conforme 

observado anteriormente a 20°C (Figura 3.11). 
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Figura 3.20 - Cinéticas de adsorção da rPAC
∆236 

 em monocamada de DPPG, temperatura de 37
o
C. 

 

Já as isotermas de pressão superficial da rPAC
∆236

 (Figura 3.21) mostraram 

comportamento praticamente idêntico para as duas concentrações estudadas, indicando que 

para a menor concentração a monocamada já estivesse praticamente saturada. O mesmo 

patamar anteriormente discutido foi observado, entretanto a valores ligeiramente maiores, 

próximos de 29 mN m
-1

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.21 - Isoterma de pressão superficial vs. área por molécula para monocamadas de DPPG e r-

PAC
∆236

, temperatura 37°C. 
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Os resultados obtidos sugerem que a maior adsorção observada para as proteínas à 

temperatura elevada ocorra pelo aumento da fluidez da membrana, que pode permitir a 

incorporação de maior quantidade de proteína, visto o menor empacotamento lipídico. Além 

disso, existe a possibilidade de que a temperatura tenha afetado a estrutura da proteína, 

levando a uma maior exposição da região hidrofóbica, por exemplo. Entretanto, estudos 

complementares devem ser feitos para atestar essa hipótese.  

 

 

3.3.6.5 Análise da interação da rPAC com a monocamada de Langmuir por 

Espectroscopia na região do infravermelho (PM-IRRAS) 

 

 

Diante da inviabilidade na utilização de vesículas no estudo da interação das proteínas 

com lipídios, foi necessária outra estratégia para verificar alterações na estrutura secundária 

da proteína interagindo com DPPG, que não a espectroscopia de dicroísmo circular. Optou-se 

então pela técnica de espectroscopia de absorção-reflexão no infravermelho com modulação 

da polarização (PM-IRRAS), de modo a verificar, face à susceptibilidade da banda de amida I 

à estrutura secundária da cadeia polipeptídica, possíveis mudanças conformacionais na 

proteína quando esta se encontrava interagindo com a monocamada lipídica. Estes 

experimentos foram realizados pela pos-doutoranda Tathyane Nobre e em colaboração com o 

Prof. Osvaldo Novais de Oliveira Júnior-IFSC. 

Realizou-se medidas para monocamadas formadas pelo lipídio DPPG sobre tampão, 

na presença de rPAC (400 ng mL
-1

) e do mutante rPAC 
Δ236

, em diferentes pressões 

superficiais. Na Figura 3.22, é apresentado o espectro de PM-IRRAS para monocamada de 

DPPG na presença de r-PAC 400 ng mL
-1

. Utilizou-se a maior concentração de proteína de 

modo a intensificar o sinal obtido no espectro.  Inicialmente, o espectro foi medido durante a 

incorporação da proteína, após 20 minutos de injeção, entretanto, sem compressão das 

barreiras. Posterior a adsorção da proteína já ter atingido o valor de equilíbrio (após 

aproximadamente uma hora), outro espectro foi medido, e por fim, um experimento foi 

realizado com compressão do filme misto em pressão superficial de 30 mN m
-1

.  
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Figura 3.22 - Espectro de PM-IRRAS para monocamada de DPPG em presença de r-PAC (
__

) 20 minutos 

após injeção, (
__

) após equilíbrio de adsorção, (
__

) compressão de 30 mN m
-1

. 

 

A Figura mostra claramente o aparecimento de uma banda em 1720 cm 
-1 

característica 

da vibração C=O, que, conjuntamente com a banda em 1674 cm 
-1

 de amida I
 
caracterizam a 

presença da proteína. Pode-se notar que ambos os picos se apresentam mais intensos com o 

aumento da adsorção da proteína, conforme visto para o espectro medido após 20 minutos e 

após 60 minutos da injeção da proteína. Entretanto, para pressão superficial de 30 mN m
-1

 a 

intensidade das bandas permanece inalterada, sugerindo que a proteína permaneça 

incorporada mesmo após compressão. Outra evidência da incorporação da proteína é notada 

pelo aparecimento de uma banda em 1560 cm
-1

 atribuída ao estiramento amida II, presente 

apenas no espectro obtido após compressão da monocamada.  

A banda em 1674 cm
-1

 é característica de estiramento C=O (amida I) de proteínas que 

apresentam estrutura predominante do tipo folha-Alguns autores ainda atribuem esta banda 

a estruturas folha-β intermoleculares, indicando que a proteína possa estar adsorvendo sobre 

ela própria, conforme já verificado para outras proteínas em filmes de Langmuir. Além disso, 

a intensidade relativa abaixo da linha de base, como é o caso da Figura 3.22, indica que a 

vibração está posicionada paralelamente à interface lipídica. Já a banda em 1720 cm
-1 

foi 

anteriormente observada para monocamadas de DPPG, e é correspondente ao estiramento 
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C=O da cabeça polar do lipídio, ocorrendo apenas quando este se encontra na presença de 

grupos peptídicos. 

A banda em 1520 cm
-1

 é correspondente à região de amida II (N-H e C-N), e neste 

caso, corresponde ao estiramento proveniente de estruturas do tipo Todos estes dados 

encontram-se de acordo com a estrutura secundária obtida através da técnica de 

espectroscopia de dicroísmo circular, visto a contribuição de estruturas . 

Os resultados acima sugerem que a proteína adsorva na interface em grande 

quantidade, de modo paralelo, com estrutura predominantemente do tipo fato que está em 

concordância com a expansão observada nas curvas de -A.  

A Figura 3.23 traz o espectro de PM-IRRAS para o mutante rPAC
∆236

, na 

concentração de 400 ng mL
-1

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.23 - Espectro de PM-IRRAS para monocamada de DPPG em presença do mutante rPAC
 ∆236

 

 

Os espectros obtidos para a rPAC 
∆236

 indicam a banda referente ao estiramento amida 

II em 1563 cm
-1

. Entretanto, as maiores diferenças com relação ao espectro obtido para rPAC 

podem ser verificadas pelo aparecimento da banda de amida I em 1640 cm
-1

, positiva, bem 

como da intensa banda negativa em 1697 cm
-1

. A banda em 1640 cm
-1

 corresponde a 

estruturas desordenadas, ao passo que a banda em 1697 cm
-1

 se trata de folhas- antiparalelas.  
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3.4 CONCLUSÕES  

 

 

O estudo apresentado neste capítulo refere-se a investigação da interação da cadeia-A 

da pulchellina com sistemas modelo de biomembranas. Apesar de algumas semelhanças com 

o comportamento observado para a cadeia-A da ricina (RTA), este estudo mostrou com 

maiores detalhes como esta interação ocorre.  

A adsorção da rPAC à monocamada lipídica foi preferencial para lipídios carregados 

negativamente, em comparação aos zwitteriônicos. Com relação aos mutantes, conforme 

maior a deleção da região C-terminal, menor a interação com a monocamada, avaliada em 

termos da cinética de adsorção, bem como das isotermas de pressão superficial. Entretanto, a 

proteína rPAC
∆236

, completamente deletada nesta região, apresentou um comportamento 

bastante distinto. Os espectros de PM-IRRAS indicaram que rPAC e rPAC
∆236  

interagem com 

a membrana, porém o fazem envolvendo regiões distintas, o que sugere que a deleção da 

região C-terminal force a proteína a interagir por uma outra porção. Assim, as formas 

truncadas na porção C-terminal comprovaram o papel fundamental desta na interação da 

proteína com a monocamada, sugerindo que o mesmo mecanismo de interação deva ocorrer in 

vivo durante a translocação da proteína através da membrana do RE. 
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