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RESUMO

A mamoneira (Ricinus communis L.) € uma oleaginosa de alto valor econdmico com
mercado global de 6leo de mamona crescente a uma taxa anual de cerca de 4,3%,
com expectativa de um mercado global avaliado em US$ 1470 milhdes para 2025. A
presenca da ricina, uma fitotoxina heterodimérica encontrada no endosperma das
sementes de mamona, exige cautela no uso, devido a extrema toxicidade desta fracao
proteica. Em paralelo aos riscos da manipulagdo da mamona na industria de
biocombustivel e polimeros, a ricina é classificada por autoridades internacionais
como potencial agente para uso no bioterrorismo, uma vez que ndo ha antidoto
farmacoldégico de sua acdo letal aprovado por agéncias governamentais. Neste
trabalho, relatou-se um novo ensaio para a deteccdo de ricina e sua atividade
enzimatica centrada na depurinacdo do DNA de esperma de arenque (hsDNA, herring
sperm DNA), por eletro-oxidagcédo do analito em superficie eletrédica ndo modificada.
Em paralelo, buscou-se também avaliar parametros de interacdo e potencial inibitério
de novos candidatos para inibicdo da toxina, respectivamente por espectrofluorimetria
e pelo procedimento eletroquimico definido. Os ensaios baseados em voltametria de
onda quadrada sugerem que a liberacdo de adenina catalisada por ricina exibiu um
comportamento bifadsico, com um estado pré-estacionario precedendo o
comportamento de Michaelis-Menten, e com constantes cinéticas de 75 pmol.L? para
Km e valor Kcat de 19 pmol.Lt.mint. Os estudos demonstraram gque o novo método
para a deteccdo de ricina € relativamente simples, emprega eletrodos de pasta de
carbono ndo modificada, e pode ser adaptado a varias fontes de amostras suspeitas
e dispositivo de detecc¢ao. Os ligantes selecionados como alvos possiveis para ricina
apresentaram valores significativos para as constantes de formacédo dos complexos
Kb (22,6 +3,3a111,3 + 7,4 x10%L.mol?). Os parametros termodinamicos obtidos com
variacdo de pH e de temperatura sugerem que a formacdo dos complexos foi
entropicamente  dirigida, com mecanismo de interagcdo relacionado
predominantemente ao efeito hidrofébico. As moléculas apresentaram valores de
inibicdo melhores comparados aos inibidores obtidos comercialmente e podem

representar uma alternativa promissora na inibicdo da atividade catalitica da ricina.

Palavras-chave: Ricina. Cinética. Inibidor. Interacdo. Voltametria.



ABSTRACT

Castor bean (Ricinus communis L.) is an oilseed of high economic value with a growing
global market for castor oil at an annual rate of about 4.3%, with the expectation of a
global market estimated at US $1470 million for 2025. The presence of ricin, a
heterodimeric phytotoxin found in the endosperm of castor seeds, requires caution in
its use, due to the extreme toxicity of this protein fraction. In parallel to the risks of
handling castor in the biofuel and polymers industry, ricin is classified by international
authorities as a potential agent for use in bioterrorism, since there is no
pharmacological antidote for its lethal action approved by government agencies. In this
work, a new assay for detecting ricin and its enzymatic activity centered on the
purification of herring sperm DNA (hsDNA, herring sperm DNA) was reported by
electro-oxidation of the analyte on an unmodified electrode surface. In parallel, we also
sought to evaluate parameters of interaction and inhibitory potential of new candidates
for toxin inhibition, respectively by spectrofluorimetry and by the defined
electrochemical procedure. The results showed that the isolation of ricin from
modification reported in the literature showed a satisfactory purity for the protein and
high cytotoxicity. Tests based on t square wave voltammetry suggest that the release
of adenine catalyzed by ricin exhibited a biphasic behavior, with a pre-stationary state
preceding the Michaelis-Menten behavior, and with kinetic constants of 75 pmol.L* for
Km and value 19 pmol.L't.min! Kca. Studies have shown that the new method for
detecting ricin is relatively simple, employs unmodified carbon paste electrodes, and
can be adapted to various sources of suspect samples and detection devices. The
ligands selected as possible targets for ricin showed significant values for the formation
constants of the Ko complexes (22.6 + 3.3 to 111.3 = 7.4 x10%L.mol?). The
thermodynamic parameters obtained with variation in pH and temperature suggest that
the formation of the complexes was entropically directed, with an interaction
mechanism predominantly related to the hydrophobic effect. The molecules showed
better inhibition values compared to commercially obtained inhibitors and may

represent a promising alternative in inhibiting the catalytic activity of ricin.

Key words: Ricin. Kinetics. Inhibitor. Interaction. Voltammetry
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1 INTRODUCAO

A mamoneira (Ricinus communis L.) € uma oleaginosa de alto valor econémico
pelo fato de apresentar um mercado crescente e bem definido para o 6leo extraido de
suas sementes devido a sua aplicacdo versatil, baixo custo, disponibilidade e
biodegradabilidade (MUBOFU, 2016; POLITO et al., 2019). O mercado global de dleo
de mamona deve crescer a uma taxa composta anual de cerca de 4,3%, com
expectativa de um mercado global avaliado em US$ 1470 milhdes para 2025 (KAUR,;
BHASKAR, 2020).

O residuo da extracdo do o6leo das sementes da mamoneira (também
conhecido como torta de mamona) possui alto teor de proteinas, tornando-a atraente
para alimentacdo animal;, porém, a presenca da ricina, uma fitotoxina proteica
heterodimérica encontrada no endosperma das sementes de mamona, exige cautela
no uso, devido a extrema toxicidade desta fracdo proteica (GOMES et al., 2017).

Além disso, a ricina tem ganhado atencdo recente de governos e da
comunidade cientifica internacional devido a possibilidade do seu emprego no
envenenamento, com dose letal LDso de apenas 5 ug/kg em camundongos (inalagéo),
manifestacbes até 4 h apds inalacédo, e irreversibilidade do quadro letal entre 6 a 12
horas (MOSHIRI; HAMID; ETEMAD, 2016; VANCE; MANTIS, 2017). A ricina é
considerada uma das mais potentes toxinas de origem vegetal , com ac¢éo inativadora
de ribossomos, sendo classificada ao lado da toxina botulinica, como agente biologico
de classe de risco lll pela Comissao de Biosseguranca em Saude/MS e Categoria B
como agente de bioterrorismo pelo CDC de Atlanta (Center for Disease Control and
Prevention, GA, E.U.A) (POMPEU, 2014; SINHA; SINGH, 2016). Nesse contexto, a
toxina desperta interesse de organizacdes terroristas, frente ao baixo custo para
cultivo da planta, facil extracao da proteina e boa estabilidade da ricina (DOAN, 2004).
Assim, é essencial a deteccdo precoce da toxina ativa para o desenvolvimento de
contramedidas apropriadas (BOZZA et al., 2015), justificando os esfor¢cos dos
pesquisadores para obter testes de detec¢do de ricina mais rapidos e mais sensiveis
(POLITO et al., 2019).
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Contramedidas para a contencao de ricina incluem investimentos significativos
no desenvolvimento de vacinas, inibidores do trafego celular da proteina, bem como
a sintese racional de inibidores competitivos de suas cadeias (SAITO et al., 2008).

Algumas estratégias para a prevencao de intoxicacdo com a ricina envolvem o
desenvolvimento de tratamentos de imunizacao profilatica (vacinas) (SMALLSHAW,
RICHARDSON; VITETTA, 2007), ensaios com moléculas inibidoras da atividade
catalitica da ricina (STECHMANN et al., 2010), e/ou bloqueio da captacéo da ricina
durante o trafego intracelular (DYER et al., 2016). Contudo, ainda n&o existe um
tratamento comprovado e seguro para a intoxicagcdo por ricina. Nesse sentido, o
estudo de potenciais inibidores/ligantes para a ricina seguido de testes experimentais,
pode contribuir para o desenvolvimento de um antidoto contra os efeitos toxicos da
ricina e/ou auxiliar na busca de solucdo para os problemas advindos da producéo,
transporte e armazenamento dos subprodutos da mamona.

Assim o presente trabalho foi composto por trés etapas relacionadas ao
desenvolvimento de um ensaio eletroquimico para deteccdo de ricina e avaliacdo do
potencial inibitério de novos candidatos a ligantes.

Na primeira etapa, devido a indisponibilidade para compra de ricina por
restricbes de producdao, transporte e uso, trabalhamos com metodologias para
obtencé&o de ricina purificada a partir de sementes de mamona.

Na segunda etapa buscamos um novo ensaio para analise da cinética
enzimatica da ricina centrada na determinacéo de adenina liberada a partir de acido
desoxirribonucleico de esperma de arenque (hsDNA), por eletro-oxidacao do analito
em superficie eletrédica. Em rapida comparacdo com técnicas existentes para
medidas da atividade biolégica da ricina, técnicas eletroquimicas apresentam
vantagens frente a metodologias correntes, por ndo requerer emissao radioativa para
andlise (LING; LIU; WANG, 1994), ndo necessitar de modificacdo do analito para
detecc¢édo colorimétrica (HEISLER et al., 2002), ndo requer derivatizacdo de amostras
como em processos cromatogréaficos ou combinacao de técnicas para pré-purificacao
de amostra antes da deteccao (HINES; BRUEGGEMANN; HALE, 2004). Nao obstante
sao capazes de medidas diretas de reacdes quimicas, diferentemente de técnicas de
luminescéncia (HALE, 2001; STURM; SCHRAMM, 2009), e podem ser utilizadas em
meio opaco, como na presenca de suspensodes de ribossomos, 0 que ndo ocorre na

absorcdo molecular e técnicas derivadas.
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Na terceira etapa avaliamos os parametros de interacdo e de inibicdo da
atividade catalitica de ricina combinada a novos candidatos a inibidores produzidos
em uma colaboracéo interinstitucional de diversas IES junto a rede Babel de
Bioinformatica (UFMG, UNIFEI, UFSJ, UFPB, FURG, Embrapa/PB, UNIFAL-MG).
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2 REFERENCIAL TEORICO

A revisdo de literatura a seguir relata a acao da fitotoxina ricina extraida de
sementes de mamoneira, bem como sua estrutura proteica, acdo enzimatica,
mecanismo de interacdo molecular e inibicao, aspectos da sintese da proteina, testes
toxicolégicos e testes de interacdo da ricina e seus candidatos a inibidores séo

discutidos.

2.1 RICINA

A toxina ricina encontrada no endosperma da semente de mamona €
caracterizada como um heterodimero de aproximadamente 65 kDa (Figura 1) composto
por uma subunidade catalitica (RTA, 267 aminoacidos, 32 kDa) unida a outra
subunidade complexadora de membrana (RTB, 262 aminoécidos, de 33 kDa) por uma
ligacdo dissulfeto entre o residuo Cys259 da RTA e Cys4 da RTB (ARGENT et al.,
1994).

Por meio da RTA, esta holotoxina atua como inativadora de ribossomos tipo Il
(RIP, Ribosome Inactivating Protein), causando a morte celular por depurinacédo e
consequente inibicdo da sintese proteica (RUDOLPH et al., 2017). Estruturalmente, a
RTA é uma proteina globular que apresenta trés dominios (POLITO et al., 2019;
RUDOLPH et al., 2017). O dominio | (residuos 1 -117) é composto por seis cadeias
de folhas-B que termina numa a-hélice B exposta ao solvente proeminente. O dominio
Il (residuos 118-210), possui cinco a-hélices com a a-hélice E estando no ndcleo da
molécula. O dominio Il (residuos 211-267) forma uma saliéncia que se associa com
a RTB por uma ligagéo dissulfeto e extensas interacdes hidrofobicas (RUDOLPH et
al., 2016). Cinco residuos, Tyr80, Tyr123, Glul77, Argl80 e Trp211, definem o sitio
ativo da RTA, localizado na porcdo central da proteina (RUDOLPH et al., 2017).
Durante sua atividade N-glicosidase de depurinacdo, uma adenina especifica, A4324
fica ensanduichada entre dois anéis aromaticos de Tyr80 e Tyrl23, com ligacdes de
hidrogénio favorecidas por Arg180 e estabilizacdo do complexo por Glul77, préximos
ao loop de sarcina (Figura 2) (YAN et al., 1997).
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Figura 1 - Representacdo em cartoon da ricina incluindo as subunidades RTA e RTB
conectadas pela ligacao de dissulfeto (ID PDB: 3RTI).

Fonte: Do autor, conforme visualizador Jmol (versdo 13.0.13).

Figura 2 - Mecanismo de ac¢éao catalitica proposto para a RTA.
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seis ligacdes de hidrogénio, destacadas por linhas entre os residuos a direita, dentro
do sitio ativo (JASHEWAY et al., 2011). A cadeia RTA catalisa a clivagem hidrolitica
da ligacdo N-glicosidica entre o residuo de adenina 4324 e sua ribose, na porgéo 28S
de ribossomos eucarioticos (TUMER; LI, 2011). Essa adenina pertence ao motivo
conservado SRL (sarcin-ricin loop) do RNA ribossomal, sendo responsavel pela
ligagdo com EF-2 (Elongation Factor-2). Dessa forma, a depurinagdo de um anico
residuo de adenina 4324 pela atividade glicosidase da RTA impede a elongacéo da
cadeia nascente, interrompendo a sintese proteica, inviabilizando a célula (LEGLER
et al., 2017).

A atividade catalitica da RTA apresenta uma constante de Michaelis-Mentem
Km para ribossomos em torno de 1 pumol.L** e uma constante catalitica Kcat de 1500
min~1, exibindo, portanto, uma eficiéncia catalitica kcat/Km que se aproxima do valor

tedrico previsto para reacfes proximas ao limite difusional (JASHEWAY et al., 2011).

Figura 3 - Estrutura de RTA complexada com analogo de substrato 5-
monofosfato de formicina - FMP (ID PDB: 1FMP).

Q\j ' ARG 180

GLY 121

Fonte: JASHEWAY et al., 2011

A subunidade RTB, por sua vez, tem dois dominios principais, cada um dos
quais com um sitio de ligacdo a galactose. A RTB ndo tem estrutura secundaria
regular, mas exibe varios loops Q. Cada dominio RTB é constituido por trés cépias de
uma unidade de dobragem primitiva de 40 residuos, gue se embalam em torno de um
eixo pseudotriplo (RUTENBER; ROBERTUS, 1991). Em cada dominio, a galactose
liga-se numa fenda rasa formada por uma dobra de peptideo com trés residuos no
fundo e um anel aroméatico na parte superior (RUTENBER; ROBERTUS, 1991). ARTB

atua como uma lectina, permitindo a internalizagcédo celular da ricina por interagéo
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dessa com residuos de galactose ou manose de glicoproteinas de membrana celular.
A partir dessa internaliza¢do, um transporte retrogrado ocorre do complexo de Golgi
ao reticulo endoplasmatico da célula, onde se manifesta a acdo toxica da ricina
(BOZZA et al., 2015).

Como a ligagdo do glicano da cadeia B é necessaria para a internalizacdo
celular e a atividade enzimética da cadeia A é necessaria para a inativacdo do
ribossomo, a ricina é altamente toxica quando: (1) as cadeias A e B estiverem
presentes, (2) a cadeia B retém sua capacidade de ligacdo ao glicano e (3) a cadeia
A é cataliticamente ativa (KALB; BARR, 2014).

2.2 DETECCAO DE RICINA

Varias abordagens tém sido relatadas na literatura para deteccéo da ricina, e
de acordo com a classificacdo proposta por Bozza et al. (BOZZA et al., 2015), os
métodos podem ser diferenciados nos que detectam ricina biologicamente ativa e
agueles que a detectam de modo independente da atividade. Isto decorre porque, no
caso de uma liberagéo intencional da toxina, é de fundamental importancia que um
método de detecc¢do de ricina seja capaz de distinguir entre ricina inativa e ativa, bem
como da poténcia dessa Ultima, para adequadas acdes de emergéncia, andlise
forense e terapia (DURACOVA et al., 2018).

2.2.1 Métodos que detectam ricina de modo independente da atividade

As tecnologias de deteccdo imunoldgica baseadas em anticorpos tém sido
amplamente desenvolvidas para a deteccao e quantificagédo de ricina. Alguns métodos
de imunoensaios estdo presentes na literatura e a sensibilidade esta diretamente
ligada ao anticorpo selecionado (HE, 2014). Dentre os principais, encontram-se 0s
radioimunoensaios, sendo um dos primeiros meéetodos capazes de deteccdo de
concentracdes baixas de ricina (50-100 pg.mL™?) (GODAL; OLSNES; PIHL, 1981;
RAMAKRISHNAN; EAGLE; HOUSTON, 1982), contudo pouco utilizado devido ao uso

de radioisotopos perigosos a saude e meio ambiente.
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Entre os diferentes ensaios baseados em anticorpos disponiveis, 0 ensaio
imuno-adsorvente ligado a enzima (ELISA) tem sido usado com frequéncia.
Anticorpos monoclonais de alta afinidade que se ligam especificamente a ricina foram
gerados por diferentes grupos e estes anticorpos foram incorporados e utilizados
extensivamente em diferentes formatos de ensaios (HE, 2014).

Métodos ELISA utilizam a deteccao colorimétrica e quimioluminescente (POLI
etal., 1994; SHYU, H.-F. et al., 2002), seguida de evolucdes para uso de novas bases
de imobilizacdo como o uso de fibra Optica imobilizada com o anticorpo anti-ricina
(NARANG et al., 1997), particulas de ouro coloidal (SHYU, R.-H. et al., 2002),
microesferas magnéticas (YU, 2000), imunosensor magnetoelastico (RUAN et al.,
2004). Estas variacbes na superficie solida melhoraram o tempo de ensaio,
sensibilidade e aumento na area de superficie ativa (BOZZA et al., 2015).

Além do teste de ELISA bésico, imobilizando o antigeno por adsorcao direta
para a placa de ensaio, testes foram desenvolvidos utilizando a modalidade ELISA
sanduiche, em que a imobilizacdo do antigeno ocorre por meio de um anticorpo de
captura que foi ligado a placa (HE, 2014; MEN et al., 2010; MOSHIRI; HAMID;
ETEMAD, 2016). Para aumentar a sensibilidade e reduzir o ruido de fundo, substratos
cromogénicos tradicionais foram substituidos por eletroquimioluminescéncia e
biosensores eletroquimicos (GUGLIELMO-VIRET; THULLIER, 2007; ZHUANG et al.,
2010).

Biosensores baseados em microarranjos, que incluem painéis de anticorpos
para deteccdo simultdnea de vérias toxinas, entre elas a ricina, toxina do cdlera,
enterotoxinas estafilocicicas A e B, toxina botulinica A, proporcionaram avangos na
versatilidade e utilidade do ensaio (DANIEL et al., 2017; SIMONOVA et al., 2012;
WEINGART et al., 2012).

Recentemente, os anticorpos de captura de toxinas usados como receptores
foram substituidos por aptameros de DNA/RNA (ESTEBAN-FERNANDEZ DE AVILA
et al., 2016; LAMONT et al., 2011; LI et al., 2017; PERIYAKARUPPAN et al., 2011,
STECHMANN et al.,, 2010; XIAO et al.,, 2016), anticorpos de dominio Unico
(ANDERSON et al., 2013; SHIA; BAILEY, 2013) e materiais conjugados com agucar
voltados para a deteccao da RTB (HUEBNER et al., 2013; LIU et al., 2011a).

A combinacdo de etapas de enriquecimento da amostra (usando anticorpos
especificos para ricina, aptdmeros ou materiais conjugados com acucar) com

tecnologias de deteccdo aprimoradas, como ressonancia plasmoénica de superficie
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(BLOME; PETRO; SCHENGRUND, 2010; CAMPOS et al., 2016; FAN, J.-R. et al.,
2017; NAGATSUKA et al., 2013), reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (HE et al.,
2010) ou espectrometria de massa (MS) (KANAMORI-KATAOKA et al., 2011), pode
proporcionar um nivel adicional de especificidade e sensibilidade aos métodos de
deteccéo de ricina (BOZZA et al., 2015).

Alguns métodos eletroquimicos que envolvem a deteccao de ricina também
foram descritos anteriormente (FURTADO et al.,, 2014; RIBEIRO et al., 2013;
RIBEIRO; COSTA; LOURENC, 2017). No entanto, eles sdo capazes apenas de
identificar e quantificar os tracos de toxinas, nédo fornecendo qualquer informacéao a
respeito de sua atividade catalitica e, por consequéncia, sem discriminar entre formas
inativas e ativas de ricina, bem como avaliar a poténcia dessa.

A patente BR1020120212188 A2 (FURTADO et al.,, 2014) descreve a
elaboracao de eletrodo impresso de carbono, sua modificacdo quimica detalhada, e
sua aplicacdo na deteccao fisica de ricina. O sensor utilizado € um eletrodo impresso
de tinta de carbono. O método envolve quatro etapas para modificacdo de eletrodo,
com 5 reagentes quimicos envolvidos, e que compreendem o preparo da solucao
principal, a imobilizacdo de xiloglucana na superficie com base e agente reticulante, a
secagem, e o contato da superficie com uma solucéo blogqueadora. A deteccao se da
pela adsorcéo fisica da holoricina ao biopolimero xiloglucano do eletrodo modificado.
O método envolve a deteccédo por bioafinidade, e ndo pela atividade biologica por
catélise enzimatica proposto neste pedido. O resultado que explicita a resposta
quantitativa do eletrodo exige que este seja modificado com reagente adicional de
ouro coloidal e etapa adicional de sintese de nanoparticulas de ouro.

2.2.2 Métodos que podem identificar a ricina biologicamente ativa

Enquanto os métodos imunoquimicos para deteccdo de ricina descritos
anteriormente sdo capazes de identificacdo e quantificacdo da ricina em
concentragOes inferiores ao risco de intoxicagdo humana, estes apresentam uma
desvantagem pela incapacidade de distinguir entre ricina biologicamente ativa e
inativa (BOZZA et al., 2015; DURACOVA et al., 2018; HE, 2014).
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A toxicidade da ricina pode ser medida por bioensaios com animais (BEYER et
al., 2009) ou por ensaios baseados na citotoxicidade induzida por ricina para as
células em cultura (DYER et al., 2016; PAULY et al., 2012). Estes métodos identificam
se a amostra contém a ricina biologicamente ativa capaz de exercer um efeito toxico,
nao obstante exigem um tempo longo de incubagao.

Como descrito acima, a ricina é classificada como ribossomo N-glicosidase
devido a sua citotoxicidade em relacdo a depurinacdo da adenina especifica 4324
localizada no 28S rRNA SRL, e pode ser monitorada com ensaios de traducao in vitro.
Nesses ensaios, a atividade da ricina é determinada pela medicdo da inativacédo dos
ribossomos e, portanto, diminui o rendimento de sintese de proteinas ativas em
comparacao ao controle (HALE, 2001; LANGER et al., 1996; MEI et al., 2006).

A patente KR2014702623220130521 (HELEN et al.,, 2014) descreve um
dispositivo, método e sistema para a deteccdo da atividade de proteinas que inativam
o ribossomo em uma amostra, incluindo a ricina. O método baseia-se na emisséo de
fluorescéncia de um fragmento de DNA marcado em ambos os lados, por ricina e
toxinas afins. Em esséncia, a deteccao é apresentada pelo aumento de fluorescéncia
decorrente da clivagem do DNA, que separa o fluoréforo, etiquetado em uma
extremidade, de seu repressor, etiqguetado na outra extremidade. Dessa forma, o
método envolve a necessidade de oligonucleotideos marcados com fluoréforo e com
repressor, e sistema de fluorescéncia para deteccao (ex: plataforma PCR-reacdo de
cadeia de polimerase, com iniciadores, insumos, enzimas de amplificacdo e
termociclador, como consta no documento, além da detec¢éo por fluorimetria).

A invencédo da patente de numero EP3401408 Al (ADI et al., 2018), por sua
vez, relata métodos e kits para a deteccdo da intoxicacdo com toxina RIP I, em
particular a intoxicagdo humana com ricina, por depurinacdo de rRNA 28S, o que
também envolve insumos e técnicas de custo elevado e procedimentos variados,
como a necessidade de sistema in vitro para ensaio ribossomal, instrumentacao
especifica e insumos para transcricdo reversa (producdo de c-DNA) e PCR , como
termocicladores, iniciadores de amplificagao génica (“primers”), e DNA polimerase
termoestavel.

Embora a atividade N-glicosidase da ricina seja avaliada comumente frente a
inativacdo ribossomal, a fitotoxina também pode ser descrita como um
polinucleotideo:adenosina N-glicosidase, devido a depuracdo da adenosina
alternativa contida em substratos de RNA e DNA (BOZZA et al.,, 2015). Assim,
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atividade da ricina pode ser determinada pelo monitoramento da adenina liberada por
sua acao catalitica a partir de RNA ribossémico, de substratos naturais (DNA ou RNA)
ou sintéticos.

Monitoramentos de adenina liberada a partir de ribossomos tratados com ricina
foram acompanhados por marcacgéo fluorescente com cloroacetaldeido e deteccao
fluorescente da adenina modificada ap6s separacéo por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) (ZAMBONI et al., 1989a). Conceito semelhante também foi relatado
posteriormente por um ensaio para deteccdo colorimétrica da adenina modificada
(HEISLER et al., 2002), e por ensaio de luminescéncia acoplado para a medicdo de
adenina liberada a partir de ribossomos ou pequenos RNAS sintéticos por catélise da
RTA (STURM; SCHRAMM, 2009). A espectrometria de massa (MS) foi utilizada no
desenvolvimento de metodologia para adenina liberada a partir de um substrato de
RNA sintético pela RTA para quantificacdo direta da adenina (HINES;
BRUEGGEMANN; HALE, 2004). Seguindo da mesma técnica, Bevilacqua et al.
(BEVILACQUA et al.,, 2010) relataram um ensaio de depurinacdo com DNA de
esperma de arenque em alternativa ao ensaio com ribossomos.

O relato conforme apresentado na patente US2006/0057596 Al (KEENER;
WARD, 2007), propde um método para detectar a atividade da N-glicosilase em uma
amostra que envolve a incubacdo de um substrato de oligodesoxirribonucleotideo
contendo um residuo de desoxiadenosina ou desoxiuridina com a amostra a ser
testada, de modo que a N-glicosilase, se presente, ira hidrolizar o residuo de
desoxiadenosina ou desoxiuridina para resultar em um N-produto de glicosilase com
um local abasico. Apesar de envolver a deteccdo de ricina por sua atividade N-
glicosidase sobre oligonucleotideos como o método proposto nesta apreciacao,
envolve diversas etapas e procedimentos custosos mencionados acima, como a
infraestrutura para técnica de PCR. Nesse caso, o alvo como oligonucleotideo
resultante da atividade de ricina é detectado por amplificacdo génica, de forma indireta
e distinta do aqui proposto. A invengdo também requer etapas de anelamento do DNA
com iniciador especifico e marcacdo do fragmento resultante da agéo de ricina.

Nesse sentido, a patente W02008105796 A2 (RODAY; SCHRAMM, 2008)
também propbe a deteccdo da atividade de ricina por depurinacdo. Contudo, a
invencgdao utiliza sondas e supressores fluorescentes de RNA, anelamento nucleotidico
e respectivo sistema de deteccdo por fluorescéncia, aléem de uma estrutura de

tetraloop especifico de RNA como substrato para acao catalitica de endonucleases.
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A seguir, apresentamos um breve levantamento de técnicas de deteccéo e
guantificacdo de adenina que serviram de aporte ao desenvolvimento do ensaio para
medicado de adenina liberada durante a atividade de depurinacdo da holoricina no

hsDNA por técnicas eletroquimicas.

2.2.3 Determinacéo de Adenina por Técnicas Eletroquimicas

A molécula de DNA em fita dupla consiste em dois filamentos compostos de
unidades mais simples chamadas nucleotideos entrelacados um no outro para formar
uma dupla hélice. Os nucleotideos sdo moléculas organicas formadas pela ligacédo
covalente de um monossacarideo de cinco carbonos (pentose), uma base nitrogenada
e um grupo fosfato. Estes apresentam papéis diferentes nos processos vitais, mas o
mais importante refere-se a formacao das unidades estruturais do acido ribonucleico
(RNA) e do acido desoxirribonucleico (DNA) (NELSON; COX, 2008). Cada
nucleotideo do DNA é composto de uma base nitrogenada: adenina (A), guanina (G),
citosina (C) ou timina (T) - Figura 4, bem como de um acucar monossacarideo -
desoxirribose e um grupo fosfato. As bases nitrogenadas do DNA sdo compostos
organicos ciclicos que incluem dois ou mais atomos de nitrogénio em suas sequéncias
e classificadas em dois grupos, purinas (A e G) e pirimidinas (C e T).

A deteccao e quantificacdo de bases nitrogenadas, em especial as técnicas que
guantificam a adenina, sdo relatadas na literatura. Por exemplo, o0s métodos de
eletroforese capilar (CE) (WANG, P.; REN, 2004), eletroforese capilar/espectrometria
de massa (CE/MS) (YANG et al., 2009), e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) (NIKITAS et al., 2011). Nesse sentido, nos ultimos anos, o desenvolvimento
de técnicas eletroquimicas tem sido proposto como uma alternativa promissora por
algumas vantagens sobre os outros métodos, como baixo custo, resposta rapida,
simplicidade de construcéo, pequenas dimensdes dos dispositivos, pequeno volume
de amostra de teste e alta sensibilidade (JANKOWSKA-SLIWINSKA et al., 2017).
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Figura 4 - Bases nitrogenadas: adenina (A), guanina (G), citosina (C) ou timina (T).
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Fonte: Do autor.

A literatura reporta a determinagdo de adenina com uso de diversos eletrodos,
tais como carbono vitreo (OLIVEIRA-BRETT et al., 2004; WANG, H.-S.; JU; CHEN,
2002a) ou eletrodos de carbono vitreo modificado, como: grafeno funcionalizado com
acido carboxilico (grafeno-COOH/CGE) (HUANG, K. J. et al., 2011), liquido iénico
grafeno quitosano (NIU et al., 2012), grafeno-Nafion (YIN et al., 2010), nanoparticulas
de prata-polidopamina-grafeno (HUANG, K.-J. et al.,, 2011), PbO2-nanotubos de
carbono (LIU, T. et al., 2011b), nanocompdsito TiOz — grafeno (FAN, Y. et al., 2011),
filme de quitosana contendo nanoparticulas de diamante funcionalizadas (f-DNPs /
CS) (HABIBI; JAHANBAKHSHI, 2016), e nanoparticulas de dioxido de manganés
(MnO2) e liquido ibnico de grafeno funcionalizado (IL-GR) ligado a uma membrana de
polidopamina (PDA) (ZHANG, S. et al., 2019). Eletrodos de pasta de carbono também
foram utilizados na forma ndo modificada (GILMARTIN; HART, 1992), e modificada
com ciclodextrina (ABBASPOUR; NOORI, 2008). Outros eletrodos como o de cobre
(TRNKOVA et al., 2008) e mercurio (SMITH; ELVING, 1962) também foram estudados
para a determinacao de adenina.

Um conjunto de técnicas eletroquimicas de analises foram estudadas para
deteccdo e quantificacdo de bases nitrogenadas. Entre as mais recentes, estao as
técnicas de pulso como a voltametria de pulso diferencial (VPD) (HABIBI,
JAHANBAKHSHI, 2016; KARIMI-MALEH et al.,, 2018; PRADHAN et al.,, 2019;
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ZHANG, J. et al., 2019; ZHANG, S. et al., 2019) e a voltametria de onda quadrada
(VOQ) (LIU, X. etal., 2012; MANIKANDAN; DEEPA; NARAYANAN, 2019). As técnicas
empregam por vezes a acumulacdo do analito & superficie do eletrodo (stripping, 5
min) (WANG, H.-S.; JU; CHEN, 2002b), ou ndo (YAO; WASA; MUSHA, 1977).

2.3 INIBIDORES DE RICINA

Embora seja a RTB a cadeia responsavel pela interacdo da ricina a membrana
celular que antecede sua toxicidade, existem dois dominios responséaveis pela ligacao
a residuos de galactosideos, separados por cerca de 50 A, reduzindo as chances de
sintese de um composto que possa interagir fortemente ao sitio de ligacéo
(JASHEWAY et al., 2011). Dessa forma a literatura apresenta um direcionamento as
plataformas para inibicdo da cadeia catalitica RTA.

Ensaios que inibem a atividade enzimética das cadeias A tém limitado sucesso,
e nenhuma forma terapéutica para reverter os efeitos da intoxicagéo utilizando-se de
moléculas pequenas pds-exposicdo encontra-se disponivel, ao menos até a ultima
revisao de literatura desta monografia, realizada em 21/11/2020 (LEGLER et al., 2017,
TUMER, 2020)

Os mais potentes inibidores, entretanto, possuem modesto valor de 1Cso em
torno de 1 x10~*mol.L. Dos principais estudados, o acido pteroico (Figura 5) € seus
derivados (pterina, neopterina, formicina, guaninas e pteridinas alquiladas) interagem
com ao menos cinco residuos durante a ligacdo da ricina ao ribossomo e sua
consequente depurinacao: Glul77, Argl80, Trp211, Tyr80 e Tyrl23 (YAN et al.,
1997).

A pterina, por exemplo, interage especificamente com um residuo Tyr80 por
efeito hidrofébico e forcas de van der Waals a um Ki aparente de 0,6 mmol.L*t
resultante de sua interacdo ao regido de especificidade da adenina e ao anel de
benzoato (YAN et al., 1997), valor experimental em acordo com o predito por
programas de triagem virtual (SAITO et al., 2013).
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Figura 5 - Estrutura do acido pteroico.

Fonte: Do autor.

Estudos recentes investigaram a interacdo do polifenol epigalocatequina-
galato (eGCG, Figura 6) (DYER et al., 2016), em relacdo ao seu impacto sobre a
toxicidade da ricina in vitro. Os ensaios indicaram que o polifenol apresentou reducao
significativa na toxicidade da ricina. Em células de macréfagos humanos foram obtidos
valores de ICso para a ricina livre de 0,54 £0,024 ng.mL* e para a ricina complexada
com eGCG de 0,68 +0,235 ng.mL™. A interacéo foi examinada sobre a subunidade
RTB por meio de teste da sua capacidade de ligagdo com a sepharose conjugada com

lactose, sendo a RTB utilizada na presenca e na auséncia da eGCG.

Figura 6 - Estrutura polifenol epigalocatequina-galato (eGCG).
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Fonte: Do autor.

Os resultados apoiaram uma hipétese mecanistica da redugédo da toxicidade
associada a ricina na presenca de eGCG, pelo menos em parte, como devido a uma
interacdo entre o eGCG e a subunidade RTB. Em paralelo ao desenvolvimento de

compostos inibitorios da atividade N-glicosidase de ricina, outras estratégias parecem
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envolver o bloqueio do trafego intracelular desta até o ribossomo (BARBIER et al.,
2012). Dessa forma, compostos como ilimaquinona, brefeldin A, golgicida A e Exo2
tem buscado regular ou mesmo interromper o metabolismo do aparelho de Golgi na
presenca de ricina (BARBIER et al., 2012).

2.4 CINETICA ENZIMATICA

A maioria das enzimas tem algumas propriedades cinéticas em comum, e estas
seguem o modelo cinético do tipo michaeliana onde a enzima (E) se combina com o
substrato (S), formando o complexo enzima-substrato (ES), o que pode prosseguir
para formar o produto (P) ou dissociar em enzima (E) e substrato (S)(PINTO;
MARTINS, 2016).

Parametros cinéticos de uma enzima sdo importantes na determinacdo da
atividade enzimatica. Nesse sentindo, o modelo cinético de estado estacionario
estabelecido por Briggs-Haldane e Michaelis-Menten permite que a atividade de uma
enzima seja determinada com base na velocidade de conversdo do substrato em

produto pela acdo da enzima conforme a equacgéao 1.

_ Vimax [S]
V= Kt 9] (1)

Onde v é a velocidade inicial da reacdo, Vmax € a velocidade maxima da reagéo,
[S] é a concentracdo do substrato e Km € a constante de Michaelis-Menten de
interacdo da enzima pelo substrato e sua conversao.

Em enzimas de comportamento michaeliano, a velocidade inicial de reagéo (v)
€ limitada pela etapa de conversdo do complexo [ES] em P, dependendo da
concentracédo da enzima que interage com o substratos, enquanto que o produto da
velocidade maxima (Vmax) pela concentracdo da enzima representa a constante
catalitica kcat, esta por sua vez, também denominada por numero de renovacéao, define
o numero de ciclos cataliticos por unidade de “tempo e por quantidade de enzima
presente em condi¢des de saturacdo com o substrato (CORNISH-BOWDEN, 2014).
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2.4.1 Diagnostico de inibicdo enzimatica

Substancias que inibem a atividade de uma enzima podem ser classificadas
por inibicdo do tipo reversiveis ou irreversiveis, de acordo com a estabilidade gerada
pela sua ligacdo com a enzima. Os inibidores irreversiveis se ligam as enzimas
levando a inativagdo definitiva desta. Os inibidores reversiveis podem ser
basicamente divididos em competitivos, incompetitivos e ndo-competitivos conforme

o diagrama de inibicdo enzimatica a seguir (esquema 1) (BISSWANGER, 2008).

Km kcat
E ES E+P

+ +
| |
kic 11 1 ki,
EI — ESI

Onde E, enzima; ES, complexo enzima/ substrato; EIS, complexo
inibidor/enzima/substrato; EI, complexo enzimal/inibidor; P, produto; Kic, constante de
inibicdo competitiva; e Kiu, constante de inibicdo incompetitiva (BEZERRA; DIAS,
2005). Desse modo, se Kic e Kiu sdo insignificantes, obtemos um modelo sem inibicao.
Se somente Kiu for insignificante, o modelo obtido é de inibicdo competitiva. Quando
Kic for insignificante o modelo obtido é de inibicdo incompetitiva. Um terceiro tipo de
inibicdo pode ocorrer quando Kic = Kiu # «, originando-se uma inibigdo ndo-competitiva
pura. Finalmente, ainda existe a possibilidade de uma inibicdo mista, onde Kic # Kiu #
0,

Os inibidores competitivos normalmente se assemelham ao substrato, ocupando
o sitio ativo e impedindo que o substrato se ligue a enzima. Quando o inibidor for
competitivo, 0 que muda nas constantes cinéticas € o valor de Km determinado
experimentalmente. Nesse caso, a equacdo de Michaelis-Menten sera modificada

conforme a equagdo 2, onde a, representa o termo 1 + [I]/k;c.

_ Viax [S]
T aKp+ [S] (2)
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Inibidores incompetitivos, por sua vez ocupam o sitio ativo complexados ao
substrato. No caso de inibidores incompetitivos, a relacdo entre Km € Vmax Ndo se
altera. Nesse caso, a equacdo de Michaelis-Menten serd modificada conforme a
equacao 3, onde o’, representa o termo 1 + [I]/k;y-

Km+ ar[S]

Ja os inibidores ndo-competitivos puros (equacao 4) alteram os parametros

cinéticos, onde Ki= Kic = Kiu, entdo a” representa o termo 1 + [I]/k;.

Vmaxs
— _Vmax[S] (4)

Q'K+ a’[S]

Por fim, os inibidores mistos (equacédo 5) também alteram tanto o valor de Km

(aumenta ou diminui) como o valor de Vmax (diminui), onde Kic # Kiu.

_ Vimax [S]
v= aKm+ ar[S] ( 5 )
Independentemente do tipo de inibicdo enziméatica, o diagndstico € normalmente
realizado por ajustes nao lineares dos modelos as equacbes propostas, ou por

linearizacdo das mesmas e aplicacao de pesos adequados (BISSWANGER, 2008).

2.5 INTERACAO DE LIGANTES COM PROTEINAS

Para a maioria das enzimas, métodos cinéticos in vitro, bem como ensaios
termodinamicos e de interacdo proteina-ligante, foram desenvolvidos para facilitar a
avaliacdo do efeito inibitério do ligante sobre a acdo catalitica da proteina.
Comparativamente, sdo escassos 0s ensaios disponiveis para a triagem terapéutica
anti-ricina utilizando-se técnicas sem o0 uso de sistemas biolégicos e envolvendo

processos de reconhecimento molecular. A combinacdo de substancias com enzimas
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normalmente afeta sua acdo biolégica. Essa ligacdo pode ser analisada
quantitativamente sob o0 aspecto cinético (atividade biolégica) e termodindmico
(energia de ligac&o) do binbmio proteina-composto envolvido.

Dessas analises € possivel estabelecer se, como, onde e quando um composto
qualguer é capaz de interagir com uma proteina, alterar sua acdo biologica e
conformacéao nativa (GORE, 2000).

A interacdo de um ligante (L) a uma proteina (P) resulta no complexo

P+L=PL (6)

proteina-ligante (PL), e pode ser descrita a partir da lei de acdo de massas pela
constante de dissociagdo (Kd) ou o valor do seu reciproco, a constante de associacdo
(Kb) (BISSWANGER, 2008).

Kd = L _ [P
Kb [PL]

(7)

Esse parametro, juntamente com o numero de sitios de interagéo, representa o
conjunto de parametros de equilibrio para uma associacdo desse tipo, também

possibilitando uma analise conformacional da interacdo dos compostos.

2.5.1 Interacao ricina-inibidor por especrofluorimetria

A determinacdo experimental de parametros termodinamicos, constantes de
afinidade, juntamente a estequiometria da formacdo de complexos, constitui uma
importante ferramenta para os estudos envolvendo processos de reconhecimento
molecular (GORE, 2000). Tais medidas adicionam informagdo a estudos tedricos e
experimentais, auxiliando na construcdo de modelos que permitam a elucidacdo de
mecanismos bioquimicos, funcdo de proteinas, relacdo entre propriedades de
compostos e sua atividade bioldgica, entre outros.

Com base no conhecimento da interacdo de determinadas moléculas com uma
proteina alvo é possivel, por exemplo, desenhar compostos capazes de controlar sua
atividade, interrompendo ou estimulando as rotas metabdlicas das quais a proteina

alvo participa (HARVEY, 2011). Nesse trabalho utilizaremos a espectroscopia de
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fluorescéncia para determinacéo, respectivamente, de parametros termodinamicos da
interacdo da ricina com seus candidatos a ligante.

A ricina apresenta intensidade de fluorescéncia decorrente de seus fluoréforos
intrinsecos (triptofano, tirosina e fenilalanina). Na pratica, o triptofano € o fluoréforo
intrinseco dominante, e alteragBes nos espectros de emissdo do triptofano podem
estar ligadas a transicdes conformacionais, associacdo de subunidades, ligagcdo ao
substrato ou desnaturacdo. Essas interacdes podem afetar o ambiente local na
circunvizinhanca do anel indol (GORE, 2000).

A intensidade de fluorescéncia de uma proteina pode ser diminuida como
resultado de uma ampla variedade de processos e tais declinios podem ser resultados
de diferentes interacdes moleculares entre a proteina e o ligante (GORE, 2000).
Especificamente para a ricina, sua intensidade de fluorescéncia pode ser detectavel
a uma excitacao de 295 nm e monitoramento da emisséao de 320 a 420 nm, com um
pico observado a 340 nm (LULKA et al., 2000).

Os mecanismos de extin¢ao da fluorescéncia podem ser avaliados pela relacéo

de Stern-Volmer conforme a Equacao 8 a seguir:

7= kqolQ] = 1+ Ky, [Q] (8)

onde Foe F representa as intensidades de fluorescéncia da proteina na auséncia e na
presenca de ligante, respectivamente, [Q] a concentracdo do ligante, kq a constante
da interac&o bimolecular, 7o € o tempo de vida do fluoréforo na auséncia do ligante e
constante de interacdo de Stern-Volmer sera Ksy (VALEUR, 2012).

Em experimentos de interacdo ligante-macromolécula, o valor de Ksv €
comumente considerado como a constante de interacdo do complexo (Kb)
(RASHIDIPOUR; NAEEMINEJAD; CHAMANI, 2016; VAN DE WEERT; STELLA,
2011).

2.6 TECNICAS ELETROQUIMICAS

As técnicas eletroanaliticas sdo cada vez mais utilizadas em areas como
medicina, bioquimica, biologia molecular, quimica ambiental e fisico-quimica, para

obter-se informacdes fundamentais sobre propriedades intrinsecas das substancias.
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S&o encontrados na literatura estudos de processos de oxidagdo e redugcdo em
diferentes meios, de adsor¢cdo em superficies e de mecanismo de transferéncia de
elétrons, utilizando-se diversos tipos de eletrodos com e sem modificacdo (DE
SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).

Para aplicacdo de potencial variavel no tempo, o método pode ser executado
por varredura linear e voltametria ciclica, ou por técnicas de pulsos como a voltametria
de onda quadrada e voltametria de pulso diferencial. Em qualquer caso, a corrente
medida é plotada junto ao potencial correspondente (COMPTON; BANKS, 2011). As
técnicas de varredura linear e voltametria ciclica permitem as andlises qualitativas
e/ou gquantitativas sobre reacdes eletroquimicas (FERNANDES et al., 2015). Em
relacdo as voltametrias de pulso, sdo extensivamente empregadas em eletroanalise,
pois oferecem maior sensibilidade e sinais mais apropriados para estudos
quantitativos (COMPTON; BANKS, 2011). Maiores detalhes sobre as técnicas
eletroquimicas de voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada s&o descritos a

seqguir.

2.6.1 Voltametria Ciclica

A técnica de voltametria ciclica (CV) permite por inspecdo rapida dos
voltamogramas a obtencao de informacdes sobre a natureza difusiva ou adsortiva do
processo no eletrodo, seus parametros eletrocinéticos e termodinamicos, bem como
a existéncia e as caracteristicas de reacdes quimicas homogéneas acopladas (BARD;
FAULKNER, 2000). Este método eletroquimico também é muito util para a avaliacéo
da magnitude de efeitos indesejaveis, como os derivados de queda 6hmica ou
capacitancia de dupla camada. Consequentemente, a voltametria ciclica é
frequentemente usada para a analise de espécies e superficies eletroativas e para a
determinacdo de mecanismos de reacao e constantes de taxa (COMPTON; BANKS,
2011).

Podemos representar um processo geral de redugéo no eletrodo como:

A+e =B (9)
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7

Em um experimento tipico de voltametria ciclica, o potencial & varrido
linearmente com o tempo, a partir de um potencial inicial pré-definido (Ei), onde a
espécie A € estavel (ou seja, ndo eletrorreduzida), a outro potencial mais negativo, Ev,
no qual a transferéncia de elétrons entre as espécies A e o eletrodo é rapida e a
espécie B é formada. O potencial € entdo retornado a Ei, causando a transferéncia de
elétrons na direcdo oposta e recompondo a espécie A. Essa forma de onda potencial
€ mostrada na Figura 7A. Durante esse processo, a corrente | (proporcional a taxa de
transferéncia de elétrons) € registrada, a Figura 7B apresenta um voltamograma ciclico
tipico de um processo redox reversivel, envolvendo espécies solluveis e um elétrodo

de trabalho inerte.

Figura 7 — Exemplo de potencial de varredura e voltamograma ciclico.
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Fonte: COMPTON; BANKS, 2011.

Legenda: (A) Forma de onda do potencial aplicado durante um experimento tipico de voltametria ciclica.
Neste caso, o potencial inicial, E;, € 0,5 V, o potencial do vértice, Ev, € -0,5V, e a taxa de
varredura, v, é 0,1 V.s1,

(B) Exemplo de voltamograma ciclico produzido pela aplicacdo da forma de onda potencial

para sistemas reversiveis.

O voltamograma ciclico da Figura 7B revela a formac¢ao de um pico anddico no
sentido da varredura referente a oxidacao da espécie, e durante o percurso catédico
(sentido reverso) observa-se 0 pico catodico, associado ao pico de reducéo.

Assumindo que a cinética da transferéncia de elétrons seja rapida em relagéo
a taxa de transporte de massa, o equilibrio nernstiano é alcangado na superficie do
eletrodo durante toda a varredura em potencial. Assim, a equacao de Nernst relaciona
as concentracdes de superficie das espécies A e B ao potencial aplicado no eletrodo,

E, como segue:
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— g0 4 BT, ([40]
E=E+ 5 ln([BO]) (10)

onde EJ9 € o potencial formal da reacdo, R é a constante de gas, T é a temperatura

(geralmente 298 K), F € a constante de Faraday e [AO] e [B0] s&o as concentragbes
de A e B préximas a superficie do eletrodo. Dessa forma, o tipo de voltamograma
gerado depende do tipo de mecanismo redox que as espécies A e B sofrem na
superficie do eletrodo, o que faz da voltametria ciclica uma importante ferramenta para
estudos mecanisticos (PACHECO et al., 2013).

2.6.2 Voltametria de Onda Quadrada

A VOQ integra um conjunto de técnicas denominadas técnicas de pulso,
baseadas na medicdo da corrente elétrica em funcdo do tempo de aplicacdo. Ao
contrario da voltametria ciclica, a aplicagdo do potencial no eletrodo ndo € uma funcao
linear do tempo do experimento, sendo que a sistematica para a variagdo de potencial
segue uma sequéncia de pulsos de potenciais, cujas respostas de corrente obtidas
dependem de como estes pulsos foram aplicados (DE SOUZA; MACHADO; AVACA,
2003).

A modulacé@o de potencial tipica usada em VOQ consiste em uma onda de
forma quadrada de amplitude AEp sobreposta a uma rampa de potencial na forma de
escada caracterizada pela amplitude AEs (Figura 8) (MIRCESKI et al., 2013; PACHECO
et al.,, 2013). Em cada etapa da rampa da escada, dois impulsos de altura igual e
potencial direcionado de forma oposta sdo impostos. Os dois ultimos pulsos de
potencial completam um Unico ciclo de potencial em VOQ. Esse ciclo potencial é
repetido em cada etapa da rampa da escada durante o experimento voltamétrico
(MIRCESKI et al., 2013). Na curva de potencial-tempo, a largura do pulso (z/2) &
chamada t e a frequéncia de aplicacdo dos pulsos (f) e € dada por (1/t) (DE SOUZA;
MACHADO; AVACA, 2003). O significado fisico da frequéncia pode ser entendido
como um numero de ciclos potenciais em uma unidade de tempo (MIRCESKI et al.,
2013).
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Figura 8 - Forma de aplica¢do do potencial na voltametria de onda
quadrada.

AEs

ity

Tempo — ~

Fonte: DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003.

Conforme relata De Souza (DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003), as
correntes elétricas sdo medidas ao final dos pulsos diretos e reversos, e o sinal é
obtido como uma intensidade da corrente resultante (Al) de forma diferencial, com
excelente sensibilidade e baixas correntes capacitivas. A Figura 9 apresenta o
voltamograma resultante obtido da diferenca entre estas duas correntes versus a

rampa de potencial aplicado.
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Figura 9 - Voltamogramas esquematicos de onda quadrada para
um processo redox de um sistema reversivel.

I Al = I(1) = 1(2)

corrente
\ sentido direto

-
corrente
sentido Inverso

Fonte: PACHECO et al., 2013.

Para a maioria dos mecanismos de eletro-oxidagdo, 0 componente resultante
(sinal analitico) € uma curva em forma de sino, permitindo a determinacéo precisa de
sua posicdo e altura. Portanto, o procedimento de subtracdo das correntes direta e
reversa contribui ainda mais para o cancelamento das correntes capacitivas, que &
uma das razdes pela alta qualidade e sensibilidade aprimorada dos voltamogramas
obtidos por VOQ (MIRCESKI et al., 2013).
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3 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de um procedimento
eletroquimico para deteccdo de ricina por sua atividade -catalitica, e avaliar
parametros de interacdo daricina combinada a candidatos a inibidores.

Para isso, alguns objetivos especificos se destacam:

a) extracao e purificacdo de ricina a partir de sementes de mamona,

b) avaliacdo de citotoxicidade da proteina purificada;

c) desenvolvimento e validacdo de ensaio eletroquimico para

caracterizacdo de atividade enzimatica da ricina;

d) avaliacdo da atividade da ricina em matrizes alimentares;

e) avaliacdo da interacao de ricina com alguns candidatos a inibidores e

possiveis mecanismos de complexacao;

f) avaliagdo do potencial inibitorio de candidatos a ligantes complexados

com a ricina.
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4 JUSTIFICATIVA

A ricina tem direcionado a atencéo recente de governos e da comunidade
cientifica por ser considerada uma das mais potentes toxinas de origem vegetal, e
por ser um potencial agente para uso no bioterrorismo, registrado em anos recentes.
Entretanto, apesar de possuir significativa importancia meédica, industrial e bélica, a
ricina ainda ndo possui antidoto farmacolégico de sua acédo letal aprovado por
agéncias governamentais. Diante do exposto, o projeto buscou o estudo de
potenciais inibidores-ligantes para a ricina seguido de testes experimentais e a
otimizagdo por ensaios termodindmicos de interacdo dos candidatos a farmacos
produzidos para a ricina.

Embora existam diversos métodos para a deteccdo de ricina em amostras
suspeitas, a imensa maioria reside no emprego de anticorpos monoclonais, técnicas
de amplificacdo génica, cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e técnica de
espectroscopia de massas, além do emprego de reagentes multiplos para
identificacdo da toxina. Diante do exposto, 0 projeto buscou a elaboracdo de um
procedimento eletroquimico que pudesse envolver poucos reativos e equipamento de
custo relativamente modesto em relagdo aos empregados. Junto a sua validacéo, o
trabalho também considerou avaliar alguns candidatos complexadores da toxina e seu
potencial inibitério, junto a uma rede de pesquisa denominada BaBel (UFMG, UNIFEI,
UFSJ, UFPB, FURG, Embrapa/PB), no ambito no ambito da elaboracéo racional de

ligantes para alvos drogaveis (edital Capes n° 051/2013).
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5 METODOLOGIA

Nesta sessdo sdo apresentados os materiais e procedimentos utilizados no
desenvolvimento deste trabalho executado no Laboratorio de Bioquimica, Unifal-MG

em Alfenas, MG.

5.1 MATERIAIS

Todas as solugbes foram preparadas utilizando reagentes de grau analitico e
agua ultrapura obtida em um sistema Millipore Milli-Q® (modelo Direct-Q 3), com
resistividade > 18,0 MQ cm.

As solucdes estoque de DNA de esperma de arenque (hsDNA, Sigma-Aldrich)
e de Adenina (Sigma-Aldrich) foram preparadas em 50 mmol.L'! de tampé&o acetato
de sédio pH 4,6, ambas na concentracdo de 1 mg.mL™, e respectivamente, estocadas
sob refrigeracdo a 4 °C e protegidas da luz.

As matrizes alimentares de clara de ovo de galinha comum e leite desnatado
foram adquiridos em comércio local, sendo que, os dois possuem classificacdo clara
no DISPOA que regulamenta produtos de origem animal.

Arricina foi purificada no Laboratério de Bioquimica, Unifal-MG em Alfenas, MG,
a partir de sementes de R. communis conforme metodologia apresentada a seguir e

em conformidade com protocolo de seguranca.

5.1.1 Selecao dos ligantes

Foram empregados como moléculas controle os compostos Retro-2 (Sigma-
Aldrich, Figura 10) e acido pterdico (Sigma-Aldrich, Figura 5), adquiridas comercialmente.
Adicionalmente, sete candidatos a ligantes para ricina foram sintetizados pelo
Laboratorio de Tecnologia Farmaceutica — UFPB, sob a coordenacao do Prof. Dr. Luiz
Cezar Rodrigues, e cedidos por esse frente a um esforgo conjunto de rede de pesquisa

multinstitucional que inclui a UNIFAL-MG (Rede BaBel) para avaliagdo in silico e in
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vitro de alvos drogaveis. As estruturas das moléculas podem ser observadas junto a

Figura 10.

Figura 10 - Estruturas moléculas 1, 2, 3, 4, 6, 7 8 e retro-2 (5R).
OH OH

o
¥ O o)
HsC N @/ “NCH;
: *N7 NH : . : N

Molécula “1" - 225mg Molécula“2" - 22,5mg Molécula“3" - 86mg
Massa molar: 376,41 g/mol Massa molar: 332,35 g/mol Massa molar: 346,38 g/mo

0 |'
\_/
Molécula “4" - 126 mg Molécula “6" - 135mg Molécula“7" - 14 mg
Massa molar: 316,35g/mol  Massa molar: 355,18 g/mol Massa molar: 325,41 g/mol

N NH
(J X

Molécula Retro-2 (5R) Molécula "8"
Chemical Formula: CygHyoN>O3

Molecular Weight: 324.38

Fonte: Do autor.



47

5.1.2 Protocolo de Seguranca

A ricina é um agente biologico de risco grau lll, classificado pela Comissédo de
Biosseguranca em Saude/MS e Agéncia Nacional de Biosseguranca, bem como
Categoria B como agente de bioterrorismo pelo CDC de Atlanta (Center for Disease
Control and Prevention”) (SINHA; SINGH, 2016), portanto, todos 0s ensaios
envolvendo a ricina foram conduzidos adotando-se técnicas e praticas de trabalho em
conformidade com a classe de risco.

A utilizacdo e manuseio da ricina no laboratério de bioguimica encontra-se
liberada pela Comisséo Permanente de Prevencéo e Controle de Riscos Ambientais
- CPPCRA da UNIFAL-MG sob o0 PARECER TECNICO N°01/2015 de 24 de abril de
2015 (anexo A). Adicionalmente, também ja se encontra liberada autorizacdo junto ao
Exército Brasileiro para aquisicdo, manuseio, e armazenamento da ricina na relacéo
de produtos controlados da UNIFAL-MG (CR n°28378, anexo B).

5.2 ANALISE DE DADOS

Os dados foram obtidos a um minimo de triplicatas e representados por média
* desvio padrdao. Foram aceitos como significativos os resultados dos ajustes obtidos
com p valor menor que 0,05, apés tratamento dos dados com auxilio do pacote
estatistico de distribuicédo livre R (versdo 3.21) e OriginPro, versdo 2019b. A qualidade
dos ajustes matematicos lineares foi aferida por comparacéo simples dos valores de

coeficiente de correlacdo de Pearson (R), bem como dos parametros de disperséao.

5.3 OBTENCAO DE RICINA

A obtencéo da ricina foi realizada a partir de adaptacdes da metodologia de
Simmons e Russell (SIMMONS; RUSSELL, 1985). Para a extracdo da ricina,
aproximadamente 20 g de sementes de mamona (Ricinus communis L.) obtidas na

regido da cidade de Alfenas-MG foram trituradas lavadas com uma solugéo de 20 mL
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de acetona e 20 mL hexano para retiradas de gorduras presentes natorta de mamona.
Homogeneizou-se essa torta em 100 mL de solucédo de NaCl 0,15 mol.Lt e mantidas
em seguida por um periodo de 24h a 4°C, sob agitacdo. Obteve-se o extrato bruto
apos filtracdo simples. Submeteu-se este extrato a precipitacdo de proteinas com
sulfato de aménio até alcancar 60% de saturacdo seguido de incubacao overnight a
4°C conforme ensaios ja realizados por Ngo et al. (2016). A mistura foi centrifugada a
15.000 rpm durante 10 min a temperatura de 4 °C e o precipitado dissolvido
posteriormente na quantidade 10 mL de agua destilada e dialisado durante 72 h para

remocgéao do excesso de sais.

5.3.1 Cromatografia

Em um primeiro momento, o extrato pré-purificado da ricina foi submetido a
uma coluna cromatogréfica de exclusdo por tamanho utilizando-se gel de filtracao
sephadex G-50 (Sigma-Aldrich, St.Louis, MA, EUA). O gel foi ativado em solucéo
salina 0,9% a temperatura ambiente durante 6 horas. Posteriormente, o gel foi
empacotado em uma coluna de vidro (2,5 cm x 25 cm) e pré-equilibrado com 100 mL
de solucéo salina 0,9%. As fracbes de proteina foram eluidas com a mesma solucéo
a uma vazéo de 0,2 mL/minuto e recolhidas para teste em espectrofotometro Libra
S22 UV/Vis (Biochrom LKB, St Albans, Reino Unido) a 280 nm para delineamento do
perfil de eluicao.

Em um segundo momento, a fracdo de maior valor de absorbancia coletada
anteriormente foi submetida a uma nova cromatografia de exclusao por tamanho
utilizando-se gel de filtracdo sephadex G-100 (Sigma-Aldrich, St.Louis, MA, EUA).
Procedeu-se para as etapas de ativacao, pré-equilibrio, eluicdo e coleta das fracdes

de proteina de forma analoga ao procedimento anterior.

5.3.2 Teste de pureza (Eletroforese)

Para a analise eletroforética (SDS-PAGE) foi utilizado o sistema da marca

Biorad e a metodologia de preparagdo dos geis descrita por Laemmli (LAEMMLI,



49

1970). Para o gel de corrida foi utilizada acrilamida (Sigma-Aldrich) na concentracao
de 12% e de 4% no gel de aplicacdo da amostra. As proteinas dos géis foram coradas
“overnight” com uma solucdo de acido acético 10% (v/v), alcool metilico 40% (v/v) e
Coomassie Brilliant Blue R250 1% (v/v, Sigma-Aldrich). O gel foi descorado em
solucao contendo 10% (v/v) de acido acético e 40% (v/v) de &lcool metilico, renovando
a solucdo a cada 30 minutos, até obtencao de revelacdo nitida. O marcador de massa
molecular utilizado foi do fabricante Ludwig Biotec de uma mistura de seis proteinas
(entre 17 kDa e 100 kDa).

5.3.3 Determinacéao de proteina (Bradford)

As aliguotas selecionadas apés analise do cromatograma foram submetidas ao
método de Bradford (1976) para quantificacdo de proteinas e eletroforese das
amostras dos precipitados de cada intervalo de saturacdo em gel de poliacrilamida a
12%, sob condi¢Oes desnaturantes.

A Figura 11 apresenta de forma resumida o procedimento adotado para extracao

e purificacdo da ricina.

Figura 11 - Fluxograma resumido do procedimento de extracdo e
purificacdo da ricina.

L1/ Sementes de mamona |

Delipidagdo Y Precipitagdo
Acetona/Hexano - (NH,),SO,
|
Cromatografia — Diélise
Exclusdo molecular 72h
Bradfor — Eletroforese
Dosagem de proteina _ SDS 12%

Ricina Purificada L‘

Fonte: Do autor.
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5.3.4 Analise da atividade enzimatica especifica

Para o ensaio de atividade enzimatica das aliquotas obtidas durante a etapa de
purificacéo, 0,18 umol.L* do hsDNA desnaturado solubilizado em tampéo acetato de
s6dio 50 mmol.L?, pH 4,6, foram incubados com amostras de 250 uL do extrato bruto
e das aliquotas da purificacédo sob agitacdo por 60 minutos a 25 °C. A adenina liberada
durante a atividade de depurinacdo de ricina no hsDNA foi analisada por VOQ
conforme descrito no item 5.4.4.

5.3.5 Caélculo do fator de purificacao e rendimento (recuperacao)

A eficiéncia de purificacdo é estimada pela determinacdo do rendimento da
atividade enzimatica e do fator de purificacdo (WOODWARD, 1990). A partir dos
resultados de atividade enzimatica e concentracdo de proteina, calculou-se a

atividade especifica, o fator de purificacdo e o rendimento (equacgbes 11, 12 e 13):

- . -
Avidade especifica (WM. min~t.ug™1) = Atividade enzimdtica (uM.min” ) (11)

Proteinas totais (ug)

. Atividade enzimatica do material purificado (pM.min~?
Rendimento (%) = P C ) (12)

Atividade enzimatica do extrato bruto (uM.min—1)

r o Atividade enzimatica especifica do material purificado (uM.min~t.ug™?
Fator de purificacio = P P C he” ) (13)

Atividade enzimatica especifica do extrato bruto (uM.min=1.ug=1)

5.3.6 Teste de citotoxicidade celular

Células HEP2 de cultura imortalizada cultivadas na sala de cultivo do
laboratorio de Bioquimica foram utilizadas para o teste de citotoxicidade in vitro.

As células foram semeadas numa placa de microtitulacédo de 96 pocos de fundo
plano a uma densidade de 1x10* células/poco e deixadas em repouso para aderir na
placa durante 24 horas a 37°C numa incubadora umidificada de 5% de CO2. Apos 24
horas de incubacdo, o meio de cultura foi substituido por um meio fresco e entédo

tratado com varias concentracdes da ricina durante 24 horas a 37°C em atmosfera
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umidificada de 5% de CO2. Apés esse periodo de incubacdo, o meio de cultura foi
novamente substituido por um meio fresco (BAHUGUNA et al., 2017).

Determinou-se o numero de células viaveis pelo ensaio MTT {brometo de [3-
(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]}, onde avalia-se a viabilidade celular
colorimetricamente, por meio da metabolizagcdo desse composto pelas mitocondrias,
transformando-se de um composto de coloragdo amarela em um composto de
coloracdo azul escuro, refletindo no estado funcional da cadeia respiratéria (RISS et
al., 2004).

Neste ensaio, adicionou-se de 10 uL de solucédo de trabalho MTT (5 mg.mL*
em solucdo tampdao fosfato de sédio 2 mmol.LY) a cada poco e incubacéo da placa
durante 4 horas a 37°C na estufa umidificada de 5% de CO2. Em seguida aspirou-se
0 meio e os cristais formados foram solubilizados por adi¢do de 50 uL de DMSO por
poco durante 30 min a 37°C na estufa umidificada de 5% de CO2. Finalmente, a
intensidade da solucédo (cor purpura) foi quantificada utilizando um leitor de placas
ELISA a 540nm (Anthos Zenyth 200 rt, Biochrom, Reino Unido) (GERLIER;
THOMASSET, 1986).

O valor do ICso foi obtido atraves de regressao ndo-linear de uma equagao semi
logaritmica aplicada aos dados de porcentagem de viabilidade em funcdo da

concentracdo do analito conforme equacao 14.

Al+(A2-A1)

= (1+10ALoglC50—x) ( 14 )

5.3.7 Teste de viabilidade em microcrustaceo

Adicionalmente, conduziu-se testes de toxicidade utilizando microcrustaceos
Artemia salina, em que verifica-se o efeito do composto sobre a vitalidade dos
organismos (SHARIFIFAR; ASSADIPOUR; MOSHAFI, 2017). Uma quantidade de
50mg de cistos de Artemia foi cultivada em solugéo salina contendo 17,98 g de sal
marinho e 500 mL de agua destilada por 48 horas em temperatura ambiente (25-29
°C) e em ambiente iluminado. Apds a eclosdo dos ovos e o0 tempo para as larvas

alcancarem o estadio de metanauplio (24 horas), realizou-se o ensaio de
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citotoxicidade de Artemia salina conforme o método descrito por Meyer et al, (1982)
(MEYER et al., 1982) com algumas modificacoes.

Para este bioensaio, transferiu-se um total de 10 larvas (nauplios) para cada
tubo de ensaio contendo 5 mL de solucao salina. Os nauplios coletados foram tratados
com varias concentragdes (10, 100 e 1000 pug.mlt) da amostra purificada de ricina.
Sobreviventes foram contados apds 24 horas e a percentagem de mortes foi

determinada.

5.4 ENSAIOS DE ATIVIDADE DA RICINA LIVRE E COMPLEXADA A INIBIDORES

5.4.1 Analises Voltamétricas

Os ensaios de atividade da ricina foram realizadas com um potenciostato PG-
39MSCV (Omin Metra Ltda, RJ) acoplado a bastidor com placa PCI Express (National
Instruments, Inc, E.U.A.).

Para este equipamento foi utilizada uma célula eletroquimica de vidro
jaquetada, com capacidade de 10 mL acoplada a um banho de circulacdo de agua
modelo Q214-SC (Quimis, Sao Paulo, Brasil) com programacdo de rampas de
temperatura controlada por microprocessador. Adaptou-se a essa célula
eletroquimica uma tampa de borracha, contendo orificios para o posicionamento de
trés eletrodos (trabalho, referéncia e auxiliar), orificio para inje¢do de amostra e orificio
para desaeracdo da solucdo com nitrogénio (Linde, BR), conforme apresentado na

Fotografia 1.
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Fotografia 1 - Imagens equipamento e célula eletroquimica

Do autor.

Legenda: a) potenciostato/galvanostato PG-39;
b) célula eletroquimica com arranjo de trés eletrodos;
c¢) Eletrodos utilizados.

5.4.1.1 Preparo dos eletrodos

Foram realizados testes com um eletrodo de pasta de carbono (EPC)
funcionalizado por eletroquimica de area geométrica 4,91 mm?2 construidos no
laboratério.

A pasta de carbono empregada no EPC, foi preparada pela mistura de p6 de
grafite (99,95%, malha 325, Sigma-Aldrich) e de 6leo mineral. As combinac¢bes de
proporcdes em massa 85/15, 80/20 e 75/25 (%om/m) de grafite e 6leo mineral foram
testadas com o intuito de obter uma pasta de composicado quimica consistente e que
proporcionasse um sinal voltamétrico sensivel e reprodutivel na andlise de adenina e
do hsDNA.
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Em seguida, a mistura resultante foi compactada no orificio de um tubo de
vidro conectada eletricamente a um fio de cobre. O EPC foi submetido a um
procedimento de condicionamento eletroquimico por voltametria ciclica em solucéo
tampéao acetato de sédio pH 4,6 (50 mmol.L™) em velocidade de varredura de 50 mV.s
! com variagéo de potencial entre -0,3 V a +1,2 V até obtengdo de um voltamograma
estavel (aproximadamente, 40 ciclos).

Um fio de platina foi utilizado como eletrodo auxiliar e como eletrodo de
referéncia, empregou-se tubo de vidro contendo um fio de prata recoberto com AgCl
(Ag/AgCl), reaproveitado de um eletrodo combinado de vidro danificado, acoplado a
uma ponteira em que, na sua extremidade foi fixada por aquecimento uma ponta de
platina (PEDROTTI; ANGNES; GUTZ, 1996a). O interior deste sistema foi preenchido

com uma solucéo de cloreto de potassio 3 M saturado com cloreto de prata.

5.4.1.2 Voltametria ciclica

A transferéncia de elétrons da reacéo de oxi-reducdo de adenina em solucéo
tampao acetato de sédio pH 4,6, foi caracterizada pela voltametria ciclica (VC) com
taxa de varredura de 10 - 500 mV.s! e janela potencial de +0,40 a +1,45 V.

5.4.1.3 Voltametria de onda quadrada

A adenina liberada durante a atividade de depurinacao da holoricina no hsDNA
foi medida por voltametria de onda quadrada (VOQ). Os parametros de onda
guadrada, como frequéncia da onda quadrada (f), amplitude da onda quadrada (a) e
incremento de varredura (AEs), foram avaliados para obter a maior relagao sinal/ruido
para oxidacdo de adenina levando-se em consideracao a estabilidade, repetibilidade
e a magnitude da corrente de pico (sinal analitico). Os ensaios foram conduzidos
fixando-se dois desses parametros em um valor constante ao medir a de outros. Os
parametros foram estudados na faixa de 10-100 mV de amplitude, 1-10 mV de

variacdo do incremento de varredura e 20-200 s para a frequéncia.
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5.4.2 Cinética enzimatica

Adicionou-se ricina a célula eletroquimica contendo o eletrélito de suporte
(tampéo acetato de sodio, pH 4,8) sob agitacdo continua a uma concentracao final de
[0,87 pmol]. Apés um periodo de estabilizacdo potenciométrica de 30 min, o hsDNA
previamente desnaturado foi adicionado em concentragbes variadas (0,08 - 0,5
umol.Lt) e com um intervalo de 10 minutos entre as leituras. O hsDNa desnaturado
foi obtido seguindo Bevilacqua et al. (BEVILACQUA et al., 2010). Resumidamente, 1
mg.mL™* de hsDNA nativo foi dissolvido em tampdo acetato de sédio 50 mmol.L™?,
aguecido em banho-maria a 95°C por 5 min, seguido de resfriamento em gelo por
mais 5 min. Para a calibracdo analitica, a liberacdo de adenina foi previamente
padronizada por VOQ por adi¢Bes sucessivas de uma solucdo estoque de adenina na
amostra de hsDNA usando uma micropipeta. Apos cada adicdo, a solucéo foi agitada

para homogeneizar sua composi¢cao antes da aquisicdo dos dados.

5.4.3 Atividade de Ricina em Matrizes Alimentares

Alguns ensaios foram realizados com o propaésito de se verificar a possibilidade
de interferéncia de compostos inerentes a matrizes complexas, tais como leite e ovo,
para a deteccao de ricina.

Para minimizar os efeitos da matriz alimentar no desempenho do ensaio, as
amostras de leite e ovo foram diluidas para 1:3 em tampao acetato de sodio pH 4,6
(50 mmol.L™%). Sob as condi¢cbes experimentais ja relatadas, a ricina purificada foi
adicionada em duas concentracdes as matrizes de ovo e leite.

Neste ensaio, aliquotas de ricina foram adicionadas em amostras de clara de
ovo e de leite e incubadas por 10 minutos a 25 °C para que a ricina pudesse ser
absorvida no alimento. Em seguida, 400 puL da mistura (matriz alimentar-ricina) foram
adicionadas ao sistema eletroquimico contendo 0,18 umol.L'* do hsDNA desnaturado
solubilizado em tampéo acetato de sédio 50 mmol.L, pH 4,6, sob agitacdo por 60

minutos a 25 °C. A adenina liberada durante a atividade de depurinag&o de ricina no
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hsDNA foi analisada por VOQ e comparada a um controle em mesma condi¢do com
substituicdo da matriz alimentar por tampé&o acetato de sédio 50 mmol.L%, pH 4,6.

O efeito da matriz alimentar, na presenca ou auséncia de ricina, foi avaliado
pela atividade da toxina expressa como percentagem residual em relacao ao controle

em tampé&o.

5.4.4 Determinacao de adenina liberada por potenciostato portatil

Afim de se averiguar a possibilidade de implementacdo da deteccdo da
atividade toxica da ricina em campo por equipamentos portateis interfaceados a
dispositivos moveis, realizamos medidas eletroquimicas em um potenciostato portatil
Sensit Smart (PalmSens, GA, Netherlands). O sistema foi constituido com um eletrodo
impresso comercial de carbono, 0s quais consistem em um arranjo contendo os trés
eletrodos depositados em uma mesma placa de ceramica de alumina (AC1.W4.R1,
da PalmSens).

As medidas eletroguimicas foram realizadas por VOQ em procedimento
semelhante ao executado anteriormente. Para o ensaio de atividade, 0,18 pumol.L* do
hsDNA desnaturado solubilizado em tampé&o acetato de sédio 50 mmol.L, pH 4,6, foi
incubado com a ricina [0,87 pmol] sob agitacédo e volume total da reacédo de 3 mL a 25
°C. Em intervalos regulares, uma aliquota de 100 pL foi retirada do sistema reacional
e adicionada ao eletrodo impresso para realizacao da leitura.

5.4.5 Determinacéo de adenina liberada por HPLC

Para o ensaio de atividade, 0,18 pmol.L"* do hsDNA desnaturado solubilizado
em tampéo acetato de sédio 50 mmol.Lt, pH 4,6, foi incubado com aricina [0,87 pmol]
sob agitacao e volume total da reagdo de 3 mL a 25 °C. Em intervalos regulares, uma
aliquota de 100 puL foi retirada do sistema reacional e adicionada a um frasco de
amostra para HPLC contendo uma mistura de 10 pmol.L** de alopurinol (padrédo
interno) em acido formico 0,1%. Em seguida, injetadas no HPLC para leitura.

Os perfis de cromatografia liquida (HPLC) foram obtidos usando equipamento

Shimadzu Prominence (Tokyo, Japdo) modelo LC-100 com injetor automatico (40 uL)
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e detector UV/VIS a 280 nm. O sistema foi equipado com coluna analitica C18
(Shimadzu CLC-ODS, 250 mm x 4,4 mm diametro interno x 5 um). As andlises
cromatograficas foram realizadas no modo isocratico seguindo metodologia proposta
por Hines et al. (HINES; BRUEGGEMANN; HALE, 2004) alterando o sistema de
deteccdo para UV/VIS a 280nm. A fase mével consistiu em uma solugdo de &cido
formico 0,1%, a um fluxo de 1,0 ml.min*? ajustado com bomba de alta pressdo. O
tempo de execucao do método foi de 10 min e todas as experiéncias foram realizadas
a 25° C. A cada 10 injecdes a coluna foi purgada com acetonitrila a 70% para remocao
da ricina e de substrato retido.

A concentracdo da adenina foi calculada usando curva analitica baseada na
relacdo de area do pico em funcéo da concentracdo do padrdo de adenina (0,1 — 18

pumol.L ).
5.4.6 Determinacdo da porcentagem de inibicdo enziméatica

As porcentagens de inibicdo das moléculas controle e dos candidatos a
inibidores sobre a ricina foram calculadas comparando-se o sinal eletroquimico das
amostras (ensaio contendo inibidor + ricina + hsDNA) com a do controle da enzima
(ensaio contendo tampao + ricina + hsDNA). Os valores correspondentes a liberacédo
de adenina na auséncia dos ligantes foram utilizados como referéncia a 100% da
atividade da enzima. Assim, as porcentagens de inibicdo das amostras foram calculadas
conforme a equacgéao 15 abaixo:

atividade da ricina na presenca de inibidor
v presens =) x 100 (15)
atividade do controle com ricina em tampéao

% de inibigdo = (

5.4.7 Determinacéo dos valores de ICso dos compostos

Os valores de ICso foram obtidos através de regressdo nao-linear de uma
equacao semi logaritmica aplicada aos dados de porcentagem de inibicdo em funcéo

da concentragdo do analito conforme equagéao 14.
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5.5 INTERACAO DE RICINA COM INIBIDORES

Ensaios de interacdo  proteina-ligante = foram  conduzidos  por
espectrofluorimentria para obtencéo de parametros termodinamicos de complexos de
ricina com novos candidatos a inibidor. As analises foram efetuadas em
fluorofotbmetro CaryEclipse Spectro (Modelo: Varian, Australia) utilizando-se uma
cubeta de quartzo jaguetada de agua com caminho o6tico de 1 cm interligado a um
banho de circulacédo de agua modelo Q214-SC (Quimis, S&o Paulo, Brasil) utilizando
microprocessador com programacéao de rampas de temperatura. Os dados coletados
foram submetidos a temperaturas de solucdo constante de 288K, 298 e 308K. A
temperatura da solucéo foi aferida por um termémetro digital MT-600 acoplado ao

computador (Minipa, Sdo Paulo, Brasil).

Para a realizagdo dos ensaios, utilizou-se o a fragdo conjunta purificada de
ricina com tampdes pH 4,6 e pH 7, em analises separadas. Foi adicionado aliquotas
para concentragdes crescentes dos ligantes (Moléculas do acido pterdico, Retro-2, 1,
2,3,4,6,7 e 8) de 0 a 2,05 x107 mol.L™". Apds cinco minutos de incubacgéo foi
monitorado o espectro de varredura. As medi¢des de fluorescéncia foram realizadas
no comprimento de onda de excitacdo de 280 nm (FREITAS et al., 2012).

A emisséo de fluorescéncia, medida em 90 graus em relacdo ao feixe de
excitacao, foi registrada em comprimento de onda 290-500 nm.

Os espectros utilizados no trabalho foram obtidos a partir da média de trés
espectros para cada experimento. A analise dos dados foi realizada tomando como
base a equacao de Van't Hoff descrita a seguir (GORE, 2000). Utilizando Kb, a energia
de Gibbs (AG) pode ser estimada a partir da equacéo 16.

AG=-RT KD (16)

A equacdo de van’t Hoff é derivada da equacado 17 para célculo da energia de
Gibbs.

AG= AH -TAS (17)
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Igualando e rearranjando as Equacédo 16 e Equacéo 17, obtemos a equagéao de
van’t Hoff (Equacao 18) (GORE, 2000).

ik, =~ (4)2) +2 (19)

A equacéao de Van’t Hoff constitui uma representacgao linear em que um grafico
1 . . . ~ —AH . AS
InKb versus - produz uma linha reta com inclinacao — € intercepto —, desde que

nao haja alteracdo na capacidade calorifica em funcédo dos limites de temperatura

utilizados.

5.5.1 Ensaio de fluorescéncia sincrona

O ensaio de fluorescéncia sincrona da interacdo de ricina com novos ligantes
foi realizado utilizando o mesmo procedimento descrito no item anterior. A faixa de
espectro sincronizada foi de AA = 15 nm e AN = 60 nm, caracteristicos dos residuos

de tirosina e triptofano presentes na proteina, respectivamente.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ISOLAMENTO DE RICINA

As fracdes proteicas eluidas do extrato pré-purificado da ricina em gel de
filtracdo Sephadex G-50 foram lidas em espectrofotbmetro Libra S22 UV/Vis a 280
nm. Para essa etapa, observou-se apenas uma fracdo de maior intensidade no perfil
espectrofotométrico. A seguir, realizamos a analise por eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo sulfato sédico de dodecila (SDS-PAGE), e tratadas com 2-
mercaptoethanol para eletroforese em condi¢cdo reduzida, para a fracdo de maior
intensidade (extrato pré-purificado, Figura 12). A analise revelou a presencga das
subunidades RTA e RTB referente aricina (SEHGAL et al., 2010), entretanto, observa-
se a presenca de contaminantes de menor intensidade nas regidoes de 17-29 kDa, e
37-53 kDa.
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Figura 12 - Purificagdo e caracteriza¢éo da ricina, SDS-PAGE (12%) de ricina purificada sob
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A fracao obtida por cromatografia em Sephadex G-50 foi submetida a uma nova
cromatografia em Sephadex G-100. Assim, observou-se trés fracBes no perfil

espectrofotométrico, das fracbes de 6 mL (pico 1), 14 mL (pico 2) e 19 mL (pico 3)

(Figura 13).

Figura 13 - Perfil espectrofotométrico das fracdes de ricina obtidas por
cromatografia em coluna de Sephadex G-100.
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As fracdes dos picos provenientes da purificacdo pela coluna cromatografica
utilizando-se gel de filtracdo Sephadex G-100 também foram submetidas a analise por
eletroforese em gel de poliacrilamida, sendo observado a presenca da proteina ricina
nos trés picos principais (pico 1, 2 e 3) (Figura 12).

Nota-se no pico 1 um arraste de proteinas de PM entre 37 a 53 kDa e 53 a 72
kDa. O pico 2 € o que apresentou a maior resolucdo das bandas proteicas referentes
a cadeia A e cadeia B da ricina, embora indistinguiveis pelo método. Ja o pico 3,
manteve-se com apenas duas bandas, porém de menor intensidade quando
comparado ao pico 2.

A dosagem espectrofotométrica referente ao método de Bradford (1976) foi
realizada para acompanhar o processo de purificacdo. A partir dos valores da
absorbancia para concentracdes conhecidas de BSA (0,5 a 10 ug de proteina.mL™),
obtidas em espectrofotdbmetro a 595 nm, foi construida uma curva analitica (Figura 14).

Fonte: Do autor.

Figura 14 - Método de Bradford com curva-padréo em albumina sérica
bovina (BSA).

7/ Equation |y=a+b*
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De acordo com a equacéao da reta, foi possivel determinar a concentracao de

proteinas (ug.mL™) provenientes das aliquotas cromatogréficas. A concentracéo final
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estimada para as fragbes resultantes da segunda etapa de purificacdo podem ser
vistas na Tabela 1.

Tabela 1 - Concentracdo de proteina (ug.mL-1) referente aos

picos cromatograficos

Amostra Cromatografica Proteina (ug.mL1)
Pico 1 17,22 +/- 0,92
Pico 2 23,00 +/- 1,03
Pico 3 10,15 +/- 0,41

Fonte: Do autor.

Conforme os resultados obtidos nas corridas eletroforéticas, onde o pico 1 ndo
apresentou pureza satisfatéria, reunimos em um “pool” os picos 2 e 3, obtendo-se por
nova dosagem espectrofotométrica uma concentracao final de 17,03 +/- 0,62 pg.mL"
1. Procedeu-se com os demais testes deste trabalho a partir desta aliquota
denominada ricina purificada.

6.1.1 Etapas de purificacdo da amostra

Os valores de atividade enzimatica, concentracdo de proteinas, atividade
especifica, fator de purificacéo e rendimento foram calculados e apresentados na

Tabela 2. Os resultados obtidos representam os desempenhos gerais de cada
etapa.

A atividade total diminuiu a medida que o processo de purificagéo foi ocorrendo,
enquanto a atividade especifica foi elevada em cento e quatorze vezes. Nao
encontramos reportados na literatura dados sobre a atividade especifica e fator de

purificacdo da ricina obtida a partir de sementes de mamona.
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Tabela 2 - Etapas de purificacédo da ricina

) Atividade Atividade Fator de .
Etapa de Proteinas . L Recuperacéao
o ] Total Especifica Purificagé@o
Purificac&o Totais (ug) ) ) (%)
pUM.min-1 pUM.min-1. pg?t Vezes

Extrato bruto

1094,8 2,6 0,0024 1,0 100,0
Sulfato de Aménio
(60%) 370,9 2,2 0,0059 24 82,6
Extrato pré
purificado
20,6 15 0,0726 30,0 56,6
(Sephadex G-50)
Amostra purificada
4,6 1,3 0,2782 1149 48,3

(Sephadex G-100)

Fonte: Do autor.

Utilizando esse procedimento de purificacdo, obteve-se uma recuperacéo de
48,3%, com fator de purificacdo de 114,9 vezes e atividade especifica aproximada de
0,28 uM.mint. ug?* (Tabela 2).

6.1.2 Citotoxicidade celular

Utilizamos o ensaio MTT para determinar o efeito citotoxico da mistura ricina
(fracdo F2 e F3) nas células HEP2 (Figura 15). Nos ensaios de determinacdo da
viabilidade celular foi verificado que as células utilizadas sdo sensiveis a proteina

ricina.
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Figura 15 - Curva dose-resposta e valor de IC50 do tratamento das células HEP2
incubadas por 48 horas, e com diferentes concentragdes de ricina
purificada.
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Fonte: Do autor.

Os resultados demostraram a poténcia da ricina purificada frente a células
HEP2 com um valor de ICso de 41,2 ng.mL™?, sugerindo que a ricina afeta a viabilidade
das células de maneira dependente da dose. De fato, a literatura reporta valores de
ICso para isoformas da ricina em linhagem celular Vero entre 8 a 60 ng.mL* (SEHGAL
etal., 2010) e de 5,2 a 34,1 ng.mL™* para células cancerigenas (NGO et al., 2016).

6.1.3 Citotoxicidade em Artemia salinas

O ensaio de toxicidade utilizando microcrustdceos Artemia Salina foi também
utilizado para verificar a citotoxicidade da amostra de Ricina. Os resultados estéao
apresentados na Tabela 3.

De acordo com os resultados (Tabela 3), a ricina exibiu citotoxicidade crescente

relacionadas ao aumento das concentracdes utilizadas no ensaio.
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Tabela 3 - Ensaio de toxicidade em Artemia salinas

n°® microrganismos viaveis apos _
Concentracao 24 horas média n°
do tratamento o o o microrganismos
(nmol.L 1) Triplicata  Triplicata Triplicata apés 24 horas
1 2 3

controle 0 9 8 9 8,67 +/- 0,82

Tratamento 20,5 3 6 4 4,33 +/- 2,16

Trata0n21ent0 401 2 1 2 1,67 +/- 0,82

Fonte: Do autor.

Nessa parte do trabalho, avaliou-se o isolamento da ricina a partir de sementes
de mamona e sua citotoxicidade frente a células HEP2 e viabilidade em
microcrustaceo Artemia salinas.

O resultado obtido na aplicacdo das fracdes cromatograficas no gel de
eletroforese indicando a presenca das cadeias A e B e a poténcia da ricina frente a
células HEP2 com ICso de 41,2 ng.mL* comprovou que o método de extracéo para a
toxina foi realizado com sucesso. O aumento da atividade especifica em relacdo ao
extrato bruto com valores de fator de purificacéo elevados para ensaios de purificacao
de proteinas (WOODWARD, 1990), também corroboram com a hipétese de eficiéncia
do ensaio de purificacao.

Em resumo, embora existam procedimentos para a purificacdo de ricina com
utilizacdo de outras metodologias ou matérias, tais como técnicas de cromatografia
por afinidade (DORSEY; EMMETT; SALEM, 2015), a metodologia utilizada neste
trabalho para purificacdo da ricina permitiu obter-se amostras com pureza suficiente

para 0s proOXimos ensaios.

6.2 CATALISE ENZIMATICA DE RICINA

6.2.1 Voltametria Ciclica da Adenina

Estudos preliminares foram realizados para verificar a resposta eletroquimica
da adenina no eletrodo EPC. Das combinagdes de propor¢cdes em massa 85/15,

80/20e 75/25 (%m/m) de grafite e 6leo mineral testadas para confec¢édo do eletrodo,
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a que apresentou melhor desempenho foi com 75/25 (%m/m) de grafite e 6leo mineral.
Os resultados estéo disponiveis no Anexo C — Material Suplementar.

A Figura 16 mostra o efeito da taxa de varredura na faixa de 10 a 500 V.s™! na
corrente de oxidagdo da adenina a 25 umol.L* em tampé&o acetato de sédio (pH 4,6)
registrado de +0,40 a +1,40 V vs Ag / AgCl (sat. KCI).

Figura 16 - VC de 25,0 umol L'* de adenina a taxas de varredura de 10-500
mV.s1 em EPC pH 4,6.
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Fonte: Do autor. 3
Legenda: Inserto - Representacdo de Randles-Sevcik da corrente de pico da
adenina versus a raiz quadrada da taxa de varredura.

A andlise do voltamograma ciclico (correntes e potenciais de pico) fornece a
base para os diagndsticos de reversibilidade, quasi reversibilidade e irreversibilidade
do sistema voltamétrico (ELGRISHI et al.,, 2018; WANG, J., 2000). Um pico de
oxidac&o pode ser observado a +1,20 V para a velocidade de varredura de 200 mV.s"
1, enquanto a auséncia de um pico de reducdo na varredura reversa indica uma
oxidagao eletroquimica irreversivel da adenina na EPC (Figura 16).

O estudo de variagdo da velocidade de varredura também possibilita a coleta
de informacdes sobre a reversibilidade do sistema eletroquimico. De acordo com

Wang (WANG, J., 2000), sistemas totalmente irreversiveis também s&o
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caracterizados por um deslocamento do potencial de pico com a taxa de varredura. A

seguir, apresentamos a variagcao do potencial de pico em funcdo da velocidade de

varredura do potencial (Figura 17).

Figura 17 - Variacdo do potencial de pico (Ep) em funcdo da velocidade de

varredura de potencial para a adenina 25,8 umol L.
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Fonte: Do autor.

Legenda: Condi¢des experimentais com eletrolito de suporte acetato de s6dio
50 mmol.L1, pH 4,6 e eletrodo de trabalho EPC.

Desta forma, o diagnoéstico apresentado na Figura 17, indica um deslocamento

de Ep para potenciais mais positivos com o aumento da velocidade de varredura,

corroborando com a hipdtese de um sistema irreversivel. O resultado esta coerente

com ensaios realizados por outros autores que estudaram as reacdes redox

envolvendo a adenina e concluiram que trata-se de um sistema irreversivel (CHANG
et al., 2016; ENSAFI et al., 2013; HABIBI; JAHANBAKHSHI, 2016; ZHANG, J. et al.,

2019).
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A corrente de pico de oxidag&o da adenina contra a taxa de varredura mostrou-
se linear (Figura 16, insercao), sugerindo que a reacao é controlada por difusdo (BARD;
FAULKNER, 2000). Adicionalmente, avaliou-se também a relacdo entre o logaritmo
da corrente de pico de oxidacéo (log Ip) pelo logaritmo da velocidade de varredura de
potencial (log v) como apresentado na Figura 18. A literatura reporta que valores de
inclinagdo préximos a 0,50 para um ajuste linear, indicam que o processo de
transporte de massa presente no sistema € predominantemente dado por difuséo,
enguanto valores de coeficiente angular proximos de 1,0 relacionam-se com processo
controlado por adsorcéo (BARD; FAULKNER, 2000).

Figura 18 - Variagcdo do logaritmo da corrente de pico de oxidacdo (log Ip) versus o
logaritmo da velocidade de varredura de potencial (log v) para a adenina
25,8 umol L1

Equation y=a+bx

Adj. R-Square 0,99614

2,4 — Value Standard Error

Cc Intercept 0,82407 0,02547

Cc Slope 0,54838 0,01207 m
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Fonte: Do autor.
Legenda: Condi¢des experimentais com eletrélito de suporte acetato de sédio 50 mmol.L1, pH
4,6 e eletrodo de trabalho EPC.

A relacéo logaritmica de corrente com a taxa de varredura apresentou um valor

de inclinac&o de 0,54, corroborando a observacédo de natureza controlada por difusédo
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para a reacdo e com uma contribuicdo minima da adsor¢cdo (BARD; FAULKNER,
2000).

6.2.2 Voltametria de onda quadrada (VOQ).

A VOQ foi escolhido devido a sua alta seletividade e sensibilidade para a
determinacao da adenina (MANIKANDAN; DEEPA; NARAYANAN, 2019). A sequir,
avaliamos os parametros de onda quadrada, como frequéncia da onda quadrada (f),
amplitude da onda quadrada (a) e incremento de varredura (AEs) na obtencéo do sinal

eletroquimico para a adenina.

6.2.3 Influéncia da frequéncia (f)

A frequéncia da onda quadrada é um dos mais importantes parametros da VOQ,
pois é ela que determina a intensidade dos sinais e, consequentemente, a
sensibilidade do método (PEDROTTI; ANGNES; GUTZ, 1996b). A seguir,
apresentamos a influéncia da variacdo da frequéncia da onda quadrada no sinal

analitico da adenina (Figura 19).
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Figura 19 - Influéncia da variacdo da frequéncia da onda quadrada para adenina
25,0 pmmol.L?
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Fonte: Do autor.

Legenda: Condigbes experimentais com eletrélito de suporte acetato de sodio 50
mmol.L, pH 4,6 e eletrodo de trabalho EPC, a = 50 mV, AEs = 5 mV).
Frequéncias: 20-200 s™.

Insercéo - Dependéncia da corrente de pico com a frequéncia para adenina.

A Figura 19 mostra uma proporcionalidade da corrente de pico com o0 aumento no
valor da frequéncia até 100 s, além de um deslocamento dos potenciais de pico para

regibes mais positivas.

6.2.4 Influéncia da amplitude (a)

A amplitude de aplicacdo dos pulsos de potencial também influencia nos valores
obtidos para a corrente de pico. A Figura 20 mostra o efeito da variagdo da amplitude
na corrente de pico para adenina.
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Figura 20 - Influéncia da variacdo de amplitude da onda quadrada para a 25,0
pmmol.L1
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Fonte: Do autor.

Legenda: Condigbes experimentais com eletrélito de suporte acetato de sodio 50
mmol.L, pH 4,6 e eletrodo de trabalho EPC, a=0-100 mV, f=100 s
1L AEs=5mV.

Insercéo - Dependéncia da corrente de pico com a variagédo de amplitude

da onda quadrada para a adenina.

Os resultados apresentam respostas lineares no aumento da intensidade de
corrente até 50 mV de amplitude, sendo assim, amplitudes maiores parecem causar

decréscimo no valor do sinal analitico.
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6.2.5 Efeito do incremento de varredura (AEs)

O AEs é um parametro que também dever ser analisado. O efeito do incremento

de varredura maior pode aumentar o sinal obtido; entretanto, também pode provocar

perda de resolucéo do voltamograma por alargamento nos picos obtidos (DE SOUZA,;
MACHADO; AVACA, 2003). Desta forma, também avaliamos o efeito da variacédo do

incremento de varredura sobre as correntes e potenciais de pico para a adenina (Figura

21).

Figura 21 - Efeito da variacéo do incremento de varredura sobre as correntes e potenciais
de pico para a adenina 25,0 pmmol.L?
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Fonte: Do autor.

Legenda: Condig6es experimentais com eletrélito de suporte acetato de sodio 50
mmol.L1, pH 4,6 e eletrodo de trabalho EPC, a =50 mV, f =100 s?, AEs
=1-10mV.

Insercéo - Dependéncia da corrente de pico e do potencial de pico com

a variagdo do incremento de varredura para a adenina.
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Observa-se que, com o aumento do incremento de varredura, ocorreu um
deslocamento do potencial de pico para regido mais positiva e em conjunto, um
aumento da intensidade de corrente.

Em resumo, a dependéncia da corrente de pico com parametros de onda
guadrada foi estudada na faixa de 10-100 mV de amplitude, 1-10 mV de variagao do
incremento de varredura e 20-200 s para a frequéncia. Os valores 6timos resultantes
para amplitude, variacdo do incremento de varredura e frequéncia, foram 5 mV, 50

mV e 100 Hz, respectivamente.

6.2.6 Efeito do pH na eletro-oxidacéo da adenina

A influéncia do pH nos sinais voltamétricos para oxida¢éo de adenina no eletrodo
de pasta de carbono foi estudada em solucéo tamp&o acetato de sddio na faixa de pH
de 4,2 a 6,6 por VOQ (Figura 22).

Figura 22 - VOQ de oxidacgédo de adenina 25,0 ummol.L! a diferentes valores de pH.
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Fonte: Do autor.
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Legenda: Condi¢Bes experimentais com eletrélito de suporte acetato de sodio 50
mmol.L1, pH 4,2-6,6 e eletrodo de trabalho EPC, a = 50 mV, f = 100 s,
AEs =5 mV.

Insercéo - correntes de pico em relacdo aos valores de pH.

Observou-se que o pico de oxidacdo da corrente da adenina aumentou com o
pH de 4,2 para 4,6 e, em seguida, seguindo-se uma diminui¢do gradual do sinal em
pH de 4,6 para 6,6, conforme a insercao da Figura 22. A corrente de pico mais alta foi
obtida com pH 4,6, valor selecionado para as andlises subsequentes.

A dependéncia do potencial de pico (Ep) para a oxidacdo da adenina com o pH
da solucdo tampéao também foi examinada. Como pode ser mostrado na Figura 22, 0
pico de oxidacdo mudou para valores positivos com a diminui¢cdo do pH. Também foi
observada uma relacado linear com uma equacao de ajuste de: E(V) = - 0,051pH +
1,44 (R2 = 0,987). De acordo com a relacédo de Nernst, uma inclinacéo de 0,051 V/pH
€ caracteristica de um processo que envolve o mesmo numero de prétons H* e
elétrons (HABIBI; JAHANBAKHSHI, 2016). De fato, o mecanismo de eletro-oxidacdo
da guanina e da adenina parece envolver uma Unica razéo elétron: proton, conforme
relatado por Zhang, et al. (ZHANG, S. et al., 2019), na faixa de valores de pH de 3,0
a 8,0. A Figura 23 mostra o provavel mecanismo de eletro-oxida¢éo de adenina na faixa
de pH de 4,2 a 6,6.

Figura 23 - Mecanismo de eletro-oxidac¢do da adenina na faixa de pH de 4,2 a 6,6
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Fonte: Do autor.
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6.2.7 Eletro-oxidacdo de hsDNA por VOQ

Considerando a capacidade do eletrodo EPC em detectar tanto a adenina quanto
a guanina em solucdo aquosa, comparamos 0 sinal amperométrico obtido com
amostras em separado de adenina e de guanina na concentragéo de 25 umol.L** com
o hsDNA hidrolizado com HCI 25 mmol.L (Figura 24).

Figura 24 - Resposta da VOQ para 0,08 umol.L'* hsDNA hidrolisado, 25 ymol.L! de
Ad e 25 pmol.L* de Gu
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Fonte: Do autor.

Legenda: Condi¢cBes experimentais com eletrélito de suporte acetato de sédio 50 mmol.L1,
pH 4,6 e eletrodo de trabalho EPC, a =50 mV, f =100 s, AEs =5 mV.

Os resultados mostraram dois picos muito distintos provavelmente atribuidos a
oxidacao dos residuos Gu e Ad para o hsDNA hidrolisado (Figura 24). Isso é confirmado
pela similaridade com a resposta eletroquimica obtida para amostras padrdo em

separado de guanina e adenina no eletrodo EPC em tampéao acetato (pH 4,6). Os
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valores de Ep encontrados neste trabalho para Ad e Gu foram proximos aos
encontrados por Karimi-Maleh com hsDNA (KARIMI-MALEH et al., 2018).

6.2.8 Curva analitica

Sob as condi¢des ideais atingidas, uma curva analitica foi obtida por adi¢cdes

sucessivas de uma solucédo padrdo de adenina a solucao de eletrdlito de suporte

contendo amostras de hsDNA. A curva analitica da adenina em concentracdes

variadas dopadas na solucdo de hsDNA a 0,17 ymol.L* é mostrada na Figura 25.

Figura 25 - VOQ para concentragdes variaveis de Ad na faixa de 0-160 pymol.L-t em
hsDNA (0,17 pmol.L1)
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Fonte: Do autor.
Legenda: Condicdes experimentais com eletrélito de suporte acetato de sodio 50
mmol.L, pH 4,6 e eletrodo de trabalho EPC, a = 50 mV, f = 100 s, AEs

=5 mV. A seta representa concentragcdes crescentes de adenina.
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Insergao: curva analitica de Ad e corrente de pico de oxidagdo de Gu.

Para se determinar os limites de deteccéo (LD) e de quantificagéo (LQ) frente ao
eletrodo EPC, realizamos 10 medidas da corrente no potencial de oxidacdo da
adenina. A partir do desvio padrdo da média, calculou-se os limites através das

equacdes 19 e 20.

D= 3(desvio padrio) ( 19 )

inclinagao da reta

10(desvio padrao)

LQ = (20)

inclinagao da reta

As correntes de pico da adenina dopada na solucédo de hsDNA aumentaram
linearmente com concentragdes na faixa de 0,1 a 160 ymol.L (insercéo Figura 25),
com um limite de detecgdo de 0,19 umol.L%, limite de quantificagdo de 0,65 pmol.L?,
e uma equacéo de regressao de: Ip (4A) = 0,113 (£ 0,005) C (uM) + 4,80 (+ 0,15), R?
= 0,996.

O aumento da concentracdo de adenina, causou perturbacéo na corrente do pico
de oxidacdo da guanina, provocando diminui¢do do Ip com tendéncia a estabilidade
apos a metade do ensaio. Avaliamos para o ocorrido, ndo haver interferéncia no sinal

obtido para a adenina, que € o foco das medidas experimentais deste trabalho.

6.2.9 Depurinacdo de hsDNA com ricina por VOQ

A liberacéo de adenina obtida a partir da atividade catalitica de 0,87 pmol de
ricina em 0,50 ymol.L* de hsDNA foi seguida por VOQ, e os dados foram registrados

durante 120 minutos e em intervalos de 10 minutos (Figura 26).
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Figura 26 - Cinética da liberagdo de adenina a partir de 0,50 pmol.L-t de hsDNA
catalisada por ricina a 0,87 pmol
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Fonte: Do autor.

Legenda: Condicdes experimentais com eletrélito de suporte acetato de sédio 50
mmol.L, pH 4,6 e eletrodo de trabalho EPC, a = 50 mV, f = 100 s, AEs
=5mV.

Insercéo: liberacdo de adenina dependente do tempo e 0 ajuste no estado
pré-estavel.

A curva progressiva mostrada na Figura 26 sugere que a liberacdo de adenina
mediada por ricina exibiu um comportamento bifasico de catalise, com um estado pre-
estavel anterior a cinética de Michaelis-Menten, e a reacdo geral dependente da
concentracéo do substrato (Figura 27).

Apds uma liberagao significativa de adenina em intervalo reduzido (“burst”),
parece ter ocorrido uma diminui¢do na velocidade de formagao do produto atingindo
um estado estacionario (Figura 26). Esse comportamento de “burst” também pode ser

verificado em outros trabalhos para depurinagdo de oligonucleotideos pela ricina
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(BEVILACQUA et al., 2010; HEISLER et al., 2002; HINES; BRUEGGEMANN; HALE,

2004), conforme pode ser observado na Figura 28.

Figura 27 - Curva progressiva de liberacdo de adenina a partir de hsDNA (0,08 - 0,50
pumol.L1) catalisada por ricina a 0,87
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Fonte: Do autor.

Legenda: Condicdes experimentais com eletrélito de suporte acetato de sédio 50
mmol.L?, pH 4,6 e eletrodo de trabalho EPC, a = 50 mV, f = 100 s, AEs
=5mV.
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Figura 28 - Comportamento semelhante ao "burst" verificado em outros trabalhos
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Fonte: A) HINES; BRUEGGEMANN; HALE, 2004; B) BEVILACQUA et al., 2010.

Com o objetivo de entender o mecanismo cinético da ricina sobre hsDNA, uma
andlise cinética do estado pré-estacionario foi realizada seguindo o esquema minimo
2 abaixo e assumindo a irreversibilidade da reacdo quimica (JOHNSON, 1992). Este
esquema descreve as etapas basicas para a ligacdo do substrato (ks), a reacéo
quimica catalitica (k2) e a liberagédo do produto (k3).

Esquema 2

ks k2 k3
E+S=E->ES—>EP->E+P

A partir do Esquema 2, a dependéncia no tempo da formacao do produto pode
ser descrita por uma tendéncia exponencial seguida por uma fase linear (Insercéo,

Figura 26). Um exponencial de primeiro grau foi entdo ajustado aos dados pela equacao
21 a sequir:

[Plops/[Eo] = ([EP]+ [P])/[Eo] = Ao(l - e_)lt) + Keaet (21)

onde Eorepresenta a concentracédo da enzima, Ao a amplitude do sinal da reagéo, A é
a constante da taxa de fase de ruptura e Kcat € a constante da taxa de estado

estacionario (TOKARSKY et al., 2016). Com as constantes microscopicas de taxa e a
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amplitude no Esquema 1, sdo definidas por Ao = k, + k3, A=T[k,/(ky + k3)]?, € Kear =
kyks/(ky + k3).

Kobs:k3+k2*s/(k3+ Ks) (22)

Os dados amperométricos registrados na Figura 29 apresentaram uma
dependéncia hiperbdlica das constantes da taxa de pseudo-primeira ordem aparente
observada (Kobs) na concentracdo de hsDNA. A partir das constantes de taxa
observadas resultantes k2 e k3, uma solucdo para a constante de dissociacdo de
equilibrio ks pode ser obtida ajustando os dados da Figura 29 aos valores de Kobs COMO
segue (TOKARSKY et al., 2016):

Figura 29 - Constantes de taxa observadas (kobs) em fung¢éo da concentragédo de
hsDNA.

0,030 -

0,025

i\ 0,020 ~

0,015 ~

0,010 +

0,005 ~

0,000 T T T T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

hsDNA / uM

Fonte: Do autor.

Legenda: A curva sélida é o ajuste dos dados experimentais com a equacao 15.
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Assim, a constante Km de Michaelis-Menten aparente foi entdo calculada pela
equacao 23 (TANG et al., 2003).

Km = ks * k3/(kz + ks3) (23)

Os valores encontrados obtidos para a analise cinética do estado pré-

estacionario sao mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 - Parametros cinéticos para a hidrélise do hsDNA catalisado pela ricina

Parametros Cinéticos Valor
Koat 49 +/- 6 umol.L-1.mint
k2 19 min?
ks 0.14 mint
Ks 218 +/- 28 umol.L?
Km 75 umol.L?

Fonte: Do autor.

A partir dos procedimentos acima, o valor de ks foi de 218 umol.L! e o valor de
Km foi de 75 umol.Lt. Considerando-se um valor kcat de 49 min't ao usar 25 pymol.L™*?
para hsDNA (peso molecular médio de 20 kDa, (Sigma-Aldrich), foi calculada a
eficiéncia catalitica da ricina em hsDNA, kcat/Km como 1,1 x107 st.mol.L-*1, um valor
dentro da faixa de frequéncia de encontro controlada por difusdo de uma enzima e um
substrato para proficiéncia catalitica (BAR-EVEN et al., 2011). Os valores encontrados
para a proficiéncia catalitica foram semelhantes aos relatados por Sturm e Schramm
(STURM; SCHRAMM, 2009) quando ribossomos de reticulocitos de coelho e

ribossomos de levedura foram usados como substrato.

6.2.10 Método comparativo - depurinacdo de hsDNA com ricina por HPLC

Dentre os métodos para medicdo da atividade de ricina por quantificacdo de
adenina liberada podem ser referenciados fluorescéncia, colorimetria e
eletroquimiluminescéncia (BEVILACQUA et al., 2010; HEISLER et al., 2002; HINES;
BRUEGGEMANN; HALE, 2004; ZAMBONI et al., 1989b). Os ensaios envolvendo a
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cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a espectrometria de massas (MS)
sdo os mais utilizados para essa finalidade por serem altamente especificos e
qguantitativos (KALB et al., 2015). Com tudo, apresentam algumas desvantagens
gquanto a necessidade de infraestrutura laboratorial e/ou deslocamento do
equipamento até o local de exposicdo a toxina para analise. Além disso, podem
necessitar de tempo de preparagdo para andlise, como o enriquecimento da amostra,
bem como modificacdo ou derivatizacdo do analito.

Neste estudo, buscamos a comparacéo do ensaio eletroquimico proposto com o
ensaio por HPLC consolidado na literatura para deteccdo de adenina liberada por
ricina.

A Figura 30 apresenta a curva analitica para o ensaio de detec¢do de adenina

por HPLC usando as condi¢cfes de analise descritas na metodologia.

Figura 30 - Curva analitica obtida pela anélise de adenina no intervalo de 0,1 — 18
pmol.L?
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Fonte: Do autor.

O meétodo utilizado mostrou-se linear para a curva analitica na faixa de

concentracdo de 0,1 — 18 umol.L, com coeficientes de correlacdo linear (R) maior
que 0,99.
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A Figura 31A e 31B apresenta um cromatograma de adenina padrao em
concentracdo de 4 umol.L? e da depurinacdo de hsDNA com ricina ap6s inicio da

reacao.

Figura 31 - Cromatograma de elui¢cdo por HPLC
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Fonte: Do autor.
Legenda: A) padrao de adenina [4 umol.L]
B) amostra de hsDNA [0,15 pumol.L1]
Deteccgao: A = 280 nm. Picos: Ad, adenina; e Al, alopurinol.

Uma vez verificada a linearidade da resposta de adenina, foi realizada a
monitoracao da liberacdo de adenina do hsDNA pela ricina por deteccdo em HPLC.
Os dados foram registrados durante 120 minutos e em intervalos variaveis (Figura 32).

A taxa de liberacdo de adenina também sugere um comportamento bifasico de
catélise (Figura 32), com possivel estado pré-estacionario para o sistema, tal como
evidenciado eletroquimicamente (Figura 26). Assim, conduzimos a andlise cinética nos
moldes do que foi realizado pela depurinacdo de hsDNA com ricina por VOQ, e
utilizando um ajuste exponencial de primeiro grau aos dados (equacéo 14) para obter

o valor de kcat para o ensaio cinético realizado por HPLC.
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Figura 32 - Liberagéo de adenina a partir de 0,15 pmol.L-* de hsDNA catalisada
por ricina a 0,87 pmol
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A Tabela 5 apresenta os resultados comparativos entre os valores obtidos nas

duas metodologias para concentracdes semelhantes de substrato.

Tabela 5 - Parametros cinéticos comparativos obtidos por hidrélise de hsDNA catalisada por ricina, tal
como obtidos por HPLC e VOQ.

Parametros Cinéticos

Metodologia

HPLC

VOQ

Concentracdo hsDNA
Ao

kobs

kcat

0,15 pymol.L?
6,42 +/-0,68 pmol.L?
0,095 +/- 0,01 mint

4,5 +/- 0.88 / pmol.L-t.min?

0,17 pmol.L*
7,91 +/-1,9 pmol.L?
0,121 +/- 0,048 mint

11,5 +/- 3,1 pmol.L-L.min?

Fonte: Do autor.
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Os resultados apresentados para 0s parametros cinéticos estdo na mesma
ordem de magnitude entre os métodos em condi¢cBes semelhantes de substrato e
condic@es iguais de concentracdo de ricina.

A Tabela 6 apresenta um comparativo entre os métodos de deteccéo de ricina

biologicamente ativa disponiveis na literatura.

Tabela 6 - Comparativo entre métodos de deteccéo de ricina biologicamente ativa

Método de detecgédo de ricina ativa LOD Tempo | Publicacéo Referéncia
ng / mL
. . . . . . (LING; LIU; WANG,
[3H] -boro-hidreto incorporada ao ribossomo modificado 400 15 min artigo 1994)
Ensaio de depurinagdo com DNA marcado com radiois6to
(PH]DNA) 1400 40 min artigo (BRIGOTTI et al., 1998)
Immunoafinidade para captura da ricina e ensaio de depurinagao 01-0.3
detectada por HPLC/MS - 24 h artigo (BECHER et al., 2007)
_ Ensa_io_de depurir]agéo com substrato d,e (KEENER; WARD,
oligodesoxirribonucleotideo contendo um residuo de 0,1 ausente patente 2007)

desoxiadenosina ou desoxiuridina.

Ensaio de libera¢@o de adenina luminescente (STURM; SCHRAMM,

1,6 - 200 20 min. artigo

2009)
Ensaio de depurinagdo gPCR rRNA . (MELCHIOR,;
! 3h artigo TOLLESON, 2010)
Ensaio de citotoxicidade de alto rendimento 65 27h artigo (STECHMANN et al.,
2010)
Ensaio de citotoxicidade de alto rendimento 5 48 h artigo (WAHOME et al., 2010)
MS de diluicdo de is6topos para deteccao direta da ricina e ensaio
de depurinacdo em substrato sintético com deteccao por MS 0,6 4-6 h artigo (MCGRATH et al., 2011)
Ensaio de citotoxicidade de impedancia celular 0,2-14 ah artigo (PAULY et al., 2012)
Detecgéo por emissédo de fluorescéncia de um fragmento de DNA 125 oh patente (HELEN et al., 2014)

marcado em ambos os lados, por ricina ou toxinas afins.

Método em sistema in vitro para ensaio ribossomal, transcri¢cdo
= ' 0,5 3h atente ADI et al., 2018
reversa (producao de c-DNA) e PCR. p ( )
Ensaio detec¢do de ricina e sua atividade enziméatica centrada na : Presente
S ) . 18 15 mim Do autor
depurinagdo do hsDNA, herring sperm DNA, por eletroanalise trabalho

Fonte: Do autor.

Os resultados obtidos com o0 comparativo entre os métodos demonstram que o
ensaio de detecc¢do de ricina por eletroandlise desenvolvido neste trabalho apresentou
alta sensibilidade e baixo tempo de ensaio.

Essa informacao permite afirmar que a depurinacdo de hsDNA por voltametria
de onda quadrada descrita neste trabalho pode estabelecer um novo procedimento
para deteccao e caracterizacdo de ricina. Entre suas vantagens em relacdo ao método

tradicional destacam-se a possibilidade de medicdes em campo, uma vez que 0S
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sistemas amperométricos séo facilmente miniaturizados, além de n&o necessitar de
modificacdo ou derivatizacdo do analito para detec¢do, ou combinacdo de técnicas

para pré-purificacdo de amostra antes da deteccéo.

6.2.11 Atividade de Ricina em Matrizes Alimentares

Para determinar os efeitos das matrizes alimentares sobre o desempenho dos
ensaios eletroanaliticos de depurinacdo do hsDNA na auséncia e presenca de ricina,
0os dois produtos alimenticios, leite desnatado e clara de ovo de galinha, foram
analisados.

A Tabela 7 apresenta os valores de atividade para as concentracdes de ricina

nas duas matrizes alimentares.

Tabela 7 - Atividade ricina em diferentes matrizes alimentares.

Concentracao Atividade residual de Ricina (%)
de Ricina (nmol.L?) Leite desnatado Clara de ovo
0 0,90 + 0,04 4,43 +0,28
24 9,78 £ 0,33 43,52 +1,92
48 70,24 £ 1,17 68,34 £ 0,79

Fonte: Do autor.

Esses resultados demonstraram que o leite e 0 ovo contém componentes que
podem interferir no ensaio de depurinacdo do hsDNA sobre acéo da ricina (HE et al.,
2008). No entanto, o ensaio pode ser usado com seguranca para a deteccédo da
toxicidade da ricina em concentracdes superiores a 48 nmol.L'! para o leite e 24

nmol.L! para a clara de ovo.
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6.2.12 ICs0 dos candidatos a inibidores de ricina

A atividade de inibicdo de duas moléculas controle bem como dos candidatos
sintetizados em parceria junto a rede BaBel de pesquisa foi avaliada e os resultados
estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Atividade de inibicdo dos controles positivos, moléculas de acido pterdico e retro-2.

Concentracéo inibidor

Inibidor Un pmol.L?
Ac. Pterdico % 100 +15 92 422 75,3 +1,9 67,8 +2,5 53,7 3,0
Retro-2

etro % 100 #8,6 91 6,7 78 #30 694 +7,8 594 %10
Molécula 1

olécula % 100 +2.3 85 4,1 46,6 2,2 25 1.2 10,4 4,7
Molécula 2

olecula % 100 0,2 926 *23 739 #26 548 29 345 32
Molecula3 o0 100 247 989 485 87 25 71,1 47 56,1 #57
Molecula4 oy 100 153 90 1.4 474 %76 37 23 301 03
Moleella® o, 100 161 848 91 573 #46 409 50 385 89
Moléuld” oy 100 71 828 10 66 14 56 £19 47,3 #l1
Molécula8 % 100 47 757 *73 504 #81 302 65 26 %69

Fonte: Do autor.

Os valores de IC50 foram obtidos a partir de ajustes néo lineares da Equacao
14 aos dados de porcentagem de inibicdo em funcdo da concentracdo de &cido
pteréico, em faixa de 0 a 20 pmol.L2. O acido pteroico apresentou uma inibicdo
maxima de 53,7% na concentracdo maxima testada, e um valor de ICsode 17,7 pmol.L
1, A literatura relata um valor de ICso para o acido pteréico sobre a subunidade RTA
de 600 umol.L* em ensaios de traducéo in vitro (PRUET et al., 2011). As diferencas
entre os meétodos utilizados para extracédo e detecgdo de ricina poderiam explicar a
discrepancia de 25 vezes entre os valores encontrados.

Os resultados compilados para o ICso das moléculas 1; 2; 3; 4; retro-2 (5R); 6;
7 e 8 estdo apresentados na Figura 33.
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Figura 33 - Valores de ICso para inibidores de ricina
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Fonte: Do autor.
Legenda: Acido pterdico como controle positivo, e (1) ao (8) sdo respectivamente
as moléculas 1; 2; 3; 4; retro-2 (5R); 6; 7 e 8.

Os resultados mostraram que os inibidores 1, 2, 3, 4, 3, 6, 7 e 8 apresentaram
inibicdo maxima superior ao controle entre 10,4 a 47,3% na concentracdo maxima

testada, e valores de ICsode 9,5 a 13,2 pmol.L .

6.2.13 Ensaios para diagnostico de inibicdo da catalise da ricina

A cinética de liberacdo de adenina a partir do hsDNA em presenca de ricina

complexada com os candidatos a inibidores (acido pterdico, retro-2 (5R) e as



90

moléculas 1, 4, 7) foram avaliadas por VOQ em tempo total de reacdo de 60 minutos

na temperatura de 25°C (Figura 34).

Figura 34 - Avaliacdo da atividade enzimatica da ricina [0.87 pmol] em 0,18
pmol.L-1 de hsDNA na auséncia e presenca dos candidatos a

inibidores.
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Fonte: Do autor.

Tempo (min)

Legenda: Moléculas &cido pterdico, retro-2 (5R) e as moléculas 1, 4, 7 na
concentracdo de 2,05 x107 mol.L™* em temperatura de 25°C.

De acordo com as condicbes de cinética do estado pré-estacionario, a

formacéo do produto ocorre em uma fase exponencial rapida, seguida por uma fase

linear de menor velocidade (JEFFREY et al., 2003). Para a cinética da ricina com o

hsDNA discutida neste trabalho, observa-se que para concentracdes inferiores de

substrato (por exemplo: 0,18 umol.L?), a fase estacionaria é atingida antes dos 10

minutos de experimento. Dessa forma, analisou-se 0 mecanismo de inibicdo dos
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ligantes complexados a ricina usando as taxas iniciais do estado estacionario
(HINSCH; KULA, 1981).

Por esta andlise, determinou-se as taxas instantdneas e concentracdes de
substrato a partir de uma curva progressiva para cada reacdo, seguindo metodologia
proposta por Yun e Suelter (YUN; SUELTER, 1977).

Assim, o ajuste linear aos dados obtidos a partir do grafico de Lineweaver-Burk
(LINEWEAVER; BURK, 1934), 1/v em funcao de 1/[S] das curvas progressivas de
ricina em hsDNA na auséncia e presenca dos inibidores (Figura 34), esta apresentado

Nna Figura 35.

Figura 35 - Ajuste linear de Lineweaver-Burk para a cinética de ricina em hsDNA na auséncia (controle
sem ligantes) e presenca dos ligantes 1, 4, 5R e 7
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Fonte: Do autor.

A andlise dos resultados obtidos para o estudo cinético da ricina em hsDNA na
presenca dos ligantes, sugere que as moléculas 1, 4, 5R e 7 agem como inibidores
competitivos da ricina.

Uma vez identificado o modelo de inibicdo competitivo para os ligantes, o

célculo da constante de inibicdo dos ligantes (K;"*¥) foi determinado a partir da
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linearizagao da equacao 3 para inibigdo competitiva (LINEWEAVER; BURK, 1934). A
seguir, apresentamos a equacao 24 de duplo reciproco, onde o ', representa o termo
1+ [I1/K™P.

=) (24)

ik

Vmax

Os valores da concentracao inibitéria minima (ICso) foram obtidos a partir da

equacao 25 para a inibicado competitiva (CER et al., 2009).

ICso = KPP + (1+-) (25)

A Tabela 9, apresenta os valores de K;*? e ICso obtidos para as moléculas 1, 4,
5R e 7, em fungéo dos valores de Vmax € Km obtidos nesta etapa. O valor de Km obtido
na auséncia dos ligantes foi de mesma magnitude do encontrado na literatura (1
umol.LY) (JASHEWAY et al., 2011).

Tabela 9 - Pardmetros do estado estacionario para curvas progressivas de ricina em hsDNA na

auséncia e presenca dos ligantes.

/A4 KPP K™P ICso0
(minY) (umol.LY) (umol.L 1) (umol.LY)

Controle 0,69 0,02 3,21 0,01 - -
Retro-2 (5R) 0,83 10,42 20,94 +£12,82 4,64 x107 4,81
Acido pteréico 0,78 0,44 45,67 +04,75 1,76 x107? 1,83
Molécula 1 0,86 0,25 86,37 +£15,34 1,00 x10? 1,04
Molécula 4 0,68 0,32 33,87 15,07 2,13 x1072 2,21
Molécula 7 0,99 0,54 102,05 +17,32 9,73 x103 1,01

Fonte: Do autor

As moléculas apresentaram K;*? variando de 1,01 a 4,81 umol.L"%, dentre os
quais, as moléculas 1 e 7 apresentaram uma afinidade maior pela ricina e os menores
valores de ICso.

As moléculas 1 e 4 foram derivadas da molécula 5R obtida comercialmente, e
possuem em comum a presenca de quinazolinonas. A literatura reporta um crescente

interesse nos derivados destes compostos por sua bioatividade em diversas
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atividades farmacologicas (KHAN et al., 2014), tais como atividade anti-inflamatoria
(OSARUMWENSE; USIFOH, 2018), inibi¢cao antiproliferativo com agao antibacteriana
(WANG, H. X. et al., 2019); e de inibicdo para as toxinas RIP tipo Il como a ricina e a
toxina de shiga (STECHMANN et al., 2010).

Os resultados obtidos sugerem que a substituicdo do tiofeno ligado a
quinazolinona na molécula 5R por um anel fendlico melhorou o potencial inibitério para
as moléculas 1 e 4. Alem de que, uma ramificacdo da porcédo fendlica com dois
grupamentos metiletoxi pode ter levado a molécula 1 a atingir um melhor resultado em
relacdo a molécula 4.

A andlise estrutural da molécula 7 revela a presenca de um grupo derivado da
quinolina, porém sem semelhancas estruturais com a molécula 5R, o que dificulta a
comparacdo entre os inibidores. Assim, mais testes deverdo ser realizados
comparando moléculas de maior semelhanca (por exemplo, molécula 6) para demais

conclusdes.

6.2.14 Ensaios eletroquimicos com dispositivo portatil

A partir dos resultados obtidos buscou-se aplicar o procedimento para deteccao
e atividade catalitica de ricina em dispositivo portatii empregando-se eletrodos
impressos (SPE, “screen printed electrodes”), com vistas a avaliar a identificacdo da
toxina em campo. Para isso foi utilizado uma interface Sensit Smart (Palmsens, Inc)
capaz de conectar-se a eletrodos convencionais ou eletrodos SPE por entrada USB a
notebook ou smartphone (Fotografia 2).

Os eletrodos SPE empregados consistiram de unidades em trilhas combinadas

de carbono (trabalho e contra-eletrodo) e mistura de Ag/AgCl (referéncia).
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Fotografia 2 - Sensit Smart conectado ao dispositivel mével

Fonte: Do autor

Em breve ensaio, o hsDNA (0,18 pumol.L) foi incubada com a ricina ativa,
seguido de retirada de aliquota para analise no tempo inicial e no tempo final de 30
minutos. Os Voltamogramas referentes as medidas foram apresentados na Figura 36.

O comportamento do sinal eletroquimico observado para o hsDNA foi
semelhante ao encontrado no potenciostato PG-39MSCV, apresentando dois picos
voltamétricos referentes aos residuos de guanina e adenina. Entretanto, ocorreram
deslocamentos do Ep para valores a esquerda de 0,9 V - 1,2V para 0,76 V- 1,07 V
respectivamente para guanina — adenina na comparacdo entre os aparelhos.
Provavelmente explicado pela troca do conjunto de eletrodos (trabalho, contra-
eletrodo e referéncia individuais) para eletrodo impresso.

A liberacdo de adenina obtida a partir da atividade cataliticada da ricina em 10

minutos de andlise foi de 8,23 +0,5 ymol.L™2.
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Figura 36 - VOQ de atividade de ricina medida em potenciostato portatil
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Fonte: Do autor.
Legenda: CondigGes experimentais com eletrélito de suporte acetato de sédio 50 mmol.L1,
pH 4,6 e eletrodo impresso, a =50 mV, f =100 s}, AEs =5 mV.

Neste estudo usamos voltametria de onda quadrada para monitorar a adenina
liberada pela acéo catalitica da ricina do hsDNA, seguindo-se a determinacdo dos
parametros cinéticos. O método é relativamente simples, usa eletrodos de pasta de
carbono ndo modificada e pode ser adaptado a varias fontes de amostras suspeitas.
Além disso, o0 ensaio eletroquimico desenvolvido ndo requer nenhuma preparacéo da
amostra, além de ter se mostrado eficiente na detec¢éo da liberacdo de adenina em
faixa micromolar.

Como um todo, podemos afirmar que a depurinacdo de DNA por voltametria de
onda quadrada pode estabelecer um novo procedimento para deteccdo e

caracterizacao de ricina.
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6.3 INTERACAO DE RICINA COM INIBIDORES

As técnicas de espectroscopia por fluorescéncia molecular séo bastante utilizadas
estudos de interacdo proteina-ligante por ser de aplicagcdo generalizada e de simples
manuseio com alta sensibilidade, o que permite avaliacdo de sistemas com baixas
concentracdes (VALEUR, 2012). O espectro da emisséo de fluorescéncia da ricina na

auséncia de inibidores é apresentado na Figura 37.

Figura 37 - Emisséo de fluorescéncia da ricina em pH 4,6 (T=298K e 1ex=280 nm)
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Fonte: Do autor.

Observa-se uma forte banda de emissdo de fluorescéncia em 334 nm. A
emissao de fluorescéncia da fitotoxina € devida a presenca dos residuos aromaticos,
e em especial aos 10 residuos de triptofano presentes na estrutura da ricina (ID PDB:
3RTI), sendo que a RTB contém 9 dos 10 residuos de triptofano da proteina
(GAIGALAS et al., 2007).
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6.3.1 Espectrofluorogramas de ricina e dos ligantes

Para avaliar o processo de interagdo entre a ricina e os inibidores comerciais
acido pterdico e retro-2, e entre a ricina e os candidatos a inibidores 1, 2, 3,4 ,6, 7, e
8, realizou-se uma titulacdo espectrofluorimetrica, onde acompanhou-se a supressao

da fluorescéncia da intrinseca da proteina.
As Figura 38 exibe os espectros de emissao de fluorescéncia da ricina na

auséncia e presenca dos inibidores adquiridos comercialmente (acido pteroico e retro-

2) em pH 4,6.

Figura 38 - Emissédo de fluorescéncia da ricina na auséncia e presenc¢a do acido pterdico e da Retro-

2 (5R)
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Fonte: Do autor.
Legenda: Condigdes experimentais “a-f”: de 0 a 2,05x107 mol.L™* com incrementos de 4,1x108

mol.L* em pH 4,6. (T=298K e 1ex=280 nm).

Conforme apresentado na Figura 38, a medida que a concentragédo do inibidor
em solucdo aumenta, ocorre a supressao do sinal de fluorescéncia da ricina.

Em seguida realizou-se o mesmo procedimento com os candidatos a inibidores
sintetizados junto a rede de pesquisa denominada BaBel. Os espectros de emissao

de fluorescéncia foram apresentados nas Figura 39 a Figura 42.
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Figura 39 - Emisséo de fluorescéncia da ricina na auséncia e presenca das Moléculas 1 e 2
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Legenda: Condigdes experimentais “a-f”: de 0 a 2,05x107 mol.L™* com incrementos de 4,1x108

mol.L- em pH 4,6. (T=298K e 1ex=280 nm).

Figura 40 - Emisséo de fluorescéncia da ricina na auséncia e presenca das Moléculas 3 e 4
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Fonte: Do autor.
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Legenda: Condigdes experimentais “a-f”: de 0 a 2,05x107 mol.L™* com incrementos de 4,1x108

mol.L* em pH 4,6. (T=298K e 1ex=280 nm).
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Figura 41 - Emisséo de fluorescéncia da ricina na auséncia e presenca das Moléculas 6 e 7
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Legenda: CondigGes experimentais “a-f”: de 0 a 2,05x10-7 mol.L™* com incrementos de 4,1x10% mol.L-
L em pH 4,6. (T=298K e 1ex=280 nm).

Figura 42 - Emisséo de fluorescéncia da ricina na auséncia e presenc¢a da Molécula 8

Fonte: Do autor.
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Legenda: Condicdes experimentais “a-f”: de 0 a 2,05x10-7 mol.L™* com incrementos de 4,1x10 mol.L-
Lem pH 4,6. (T=298K e 1ex=280 nm).

Todos os inibidores testados nao absorvem na faixa de excitacédo e emisséo da

ricina (excitacdo: 280 nm e emissao: 334 nm), entretanto, os inibidores acido pteroico,

1, 2, 3 e 4 apresentaram emissao na faixa de 400 a 500 nm.

Os inibidores provocaram em diferentes propor¢cdes supressao do sinal de

fluorescéncia da ricina, e esta interferéncia foi abordada quantitativamente no tépico

a sequir.
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6.3.2 Determinacéo de Kb (constante de Stern-Volmer) e variacdo de energia de

Gibs (AG)

O efeito da interacdo entre a ricina e 0s possiveis candidatos a ligantes foi
guantitativamente abordado pela Equacédo 8 de Stern—-Volmer, e esta representado na
Figura 43 para pH 4,6. O comprimento de onda de emisséo utilizado para os ligantes
foi selecionado a partir dos picos obtidos até 334 nm somente, desconsiderando os
picos acima desse valor, posto que a equacgao de Stern-Volmer pressupde o sinal de

fluorescéncia apenas para a molécula ndo complexada (GORE, 2000).

Figura 43 - Grafico de Stern-Volmer da interac@o da ricina com possiveis candidatos a inibidores. T =
298K em pH 4,6
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Fonte: Do autor.

Para todos os ligantes testados os resultados mostraram um comportamento

linear com a concentracdo. Isto estd de acordo com um modelo de similitude na
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acessibilidade do ligante aos fluoréforos da fitotoxina (residuos de Trp,
principalmente), ja que uma curvilinearidade poderia sugerir diferencas significativas
nessa acessibilidade, mudanca conformacional, ou mesmo desnaturacdo proteica
(LAKOWICZ, 2013).

Adicionalmente, também realizamos o procedimento descrito para a interagéo
ricina-inibidor em pH 7,0. A partir de ajuste linear aos dados experimentais, a
constante de Stern-Volmer (Ksv) pode ser determinada diretamente pela inclinagdo da
reta (MOLAEE et al., 2019). A Tabela 10 apresenta os valores das constantes de

ligacéo Ksy para pH 4,6 e pH 7,0.

Tabela 10 - Valores da constante de supressao de Stern-Volmer (Ksv) para as moléculas 1, 2, 3, 4, 5
(R),6e7empH46epH7,0

pH 4,6 pH 7,0
Molécula
I‘<SV R KSV R
[x10%L.molY] [x10%L.molY]

1 83,9+8/4 0,97 32,4+3,0 0,96

2 58,9+1,6 0,99 37,9+29 0,97

3 54,8+ 4,9 0,96 233+19 0,96

4 92,3+4,0 0,95 7,6 +0,7 0,96
Retro-2 (5R) 108,7 + 13,7 0.94 396+1,6 0,99

6 49,7+2,6 0,99

7 939+54 0.98 30,9+0,9 0,99

8 22.6+3.3 0.96 22,7+1,0 0,98
Ac. pteroico 42.1+£4.3 0.98 28,8+0,9 0,99

Fonte: Do autor

Devido a baixa supressdo de fluorescéncia do ligante 6 em pH 7,0, nado foi
possivel a verificacdo da linearidade para o calculo da constante de Stern-Volmer.
Utilizando-se os valores obtidos de Ksy, calculou-se o valor da energia de Gibbs (AG)
a partir da Equacao 16, para as moléculas de acido pteraico, retro-2 (5R), 1, 2, 3, 4,

6,7 e 8empH4,6 epH7,0. Os resultados estao representados na Tabela 11.
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Tabela 11 - Valores da Energia de Gibbs (AG) das Moléculas 1, 2, 3, 4, 5(R), 6 e 7a 298 K em pH 4,6

e pH 7,0.
Molécula plﬁi‘,G p|$(73,0
1 - 33,78 -31,42
2 - 32,90 -31,81
3 -32,72 - 30,60
4 - 34,01 - 27,83
Retro-2 (5R) - 34,42 - 31,92
6 - 32,48
7 - 34,06 -31,30
8 -30,53 -30,54
Ac. pteroico -32,07 -31,13

Fonte: Do autor

Nos experimentos de titulacdo da ricina com os candidatos a ligantes, verifica-
se que a molécula retro-2 e as moléculas 1, 4, e 7 apresentaram 0s valores mais
elevados para o Ksvem pH 4,6, e para o pH 7,0, os ligantes 1, 2, 5(R) e 7 apresentaram
os valores mais elevados para 0 Ksy.

Os resultados sugerem que a formacdo dos complexos ocorre com maior
espontaneidade em pH 4,6 do que pH 7,0. A fim de buscar uma correlacao entre os
valores de Ksv com a estrutura e propriedades dos ligantes, alguns dados quantitativos
de estrutura e atividade foram obtidos junto ao banco de dados Chemicalize
(CHEMICALIZE), tais como pKa, log S e aceptores de hidrogénio.

A Figura 44, apresenta a relacdo entre os valores de InKsv (Kb) com logS como

descritor das estruturas.
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Figura 44 - Relag&o da constante de interagdo do complexo com o descritor de solubilidade dos ligantes
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Fonte: Do autor.

Podemos observar uma correlagéo inversamente proporcional entre os valores
de InKsv (Kb) com logS. Como logS representa o valor logaritmo da concentragéo molar
do soluto no solvente, os resultados sugerem gque o complexo ligante-ricina pode ter
sido favorecido por uma estrutura com menor n°. de ligacdes de H, como também de

menor polaridade.

6.3.3 Determinacéo da populacao de fluoréforos acessiveis

Os residuos de triptofano localizados em diferentes locais da proteina podem
ser utilizados para avaliar a acessibilidade da proteina ao supressor. Considerando
duas populactes de fluordforos (residuos de Trp, por exemplo), uma acessivel ao

ligante e outra ndo. A partir da Equacéo 26, onde Fa corresponde
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Fo=Fa+Fb (26)

a fluorescéncia da populacdo acessivel e Fb a fluorescéncia da populacdo ndo
acessivel, pode-se deduzir a partir da Equacédo 8 de Stern-Volmer (LAKOWICZ, 2013)

que:

(R) =+ = (27)

ar) = (FakslL) ' fa

Onde fa representa a fracdo de fluoroforos acessiveis ao ligante (equacao de Leher).
Com base na Equacédo 27, a fracao acessivel pode ser determinada a partir de ajuste
linear aos dados gerados (intercepto de um grafico de Fo/AF versus 1/[L]). Os

resultados estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 - Representacao de fluor6foros acessiveis ao
ligante (fa) e coeficiente de determinag&o em

pH 4,6.

LIGANTE fa R
1 0,37 0,92
2 0,17 0,98
3 0,27 0,99
4 0,61 0,99
6 0,24 0,95
7 0,25 0,95
8 0,18 0,97
Retro (5R) 0,74 0,99
Ac. Pteréico 0,13 0,99

Fonte: Do autor.

Esses dados sugerem uma acessibilidade entre 13 e 74% para os fluoréforos
presentes na fitotoxina, sugerindo uma contribuicdo significativa para o sinal de

fluorescéncia oriundo principalmente dos dez residuos de Trp da enzima.
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6.3.4 Eficiéncia de supressao na transferéncia de energia

A eficiéncia de supresséo de energia (E) mede a fracdo de fétons absorvidos
pelo doador que é transferida ao aceptor. Pode ser representada por diversas
relacdes, entre as quais, representamos a seguir a mais simples para as medidas de
intensidade de fluorescéncia (Equagéo 28) (LAKOWICZ, 2013).

E=1-— (28)

O valor médio obtido de eficiéncia ensaiado em pH 4,6 foi de 15,8%, com
coeficiente de variagdo percentual CV de 3,5%, reforcando o sinal significativo de
supressao de fluorescéncia.

Baseado nos resultados anteriores, onde os maiores valores de Ksy foram
obtidos em pH 4,6 (Tabela 10) para os ligantes 1, 4, 5(R) e 7, selecionamos estas

moléculas para os experimentos seguintes.

6.3.5 Fluorescéncia sincrona

O espectro de fluorescéncia sincrona pode fornecer informacdes sobre o
ambiente molecular nas proximidades de moléculas croméforas. O ambiente de
residuos de aminoécidos foi estudado medindo-se a possivel mudanga no
comprimento de onda maximo de emissao (Amax). A mudanga de Amax esta
relacionada as mudancas de polaridade ao redor da molécula de cromoforo
(BYADAGI et al., 2017). Quando o valor da variacdo de comprimento de onda (AA)
entre 0 comprimento de onda de excitacdo e o comprimento de onda de emissao é
estabilizado em 15 nm e 60 nm, a fluorescéncia sincrona fornece informagdes
caracteristicas sobre a polaridade do residuo de tirosina (Tyr) e triptofano (Trp),
respectivamente (VEKSHIN, 1996).

A fim de investigar uma possivel mudanca conformacional foi utilizada a
espectroscopia de fluorescéncia sincronizada para a proteina por adi¢cdo dos ligantes

1,4,5(R) e7empH4,6 apresentados na Figura 45, respectivamente.
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Figura 45 - Espectros de fluorescéncia sincrona de Ricina por adicdo de ligantes 1, 4, 5(R) e 7
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Fonte: Do autor.
Legenda: Condi¢cBes experimentais em pH 4,6 a 298 K quando AN = 60 nm nas concentragdes

individuais de ligantes A-F: de 0 a 2,05x10-7 mol.L™1 com incrementos de 4,1x10-8 mol.L1.

A diminuicado de intensidade de fluorescéncia em funcao da adicéo de ligantes
registrados nos espectros de fluorescéncia sincronos (Figura 45) indica que houve
interacOes de todos os ligantes estudados com a ricina. A principal contribuicdo para
a intensidade de fluorescéncia da proteina resultou dos residuos de triptofano, uma
vez que a intensidade da fluorescéncia dos residuos triptofano foi mais forte do que
para os residuos de tirosina.

Também foi observado na Figura 45 que nao houve alteracao significativa na
posi¢cdo do comprimento de onda de emissdo maxima para os residuos de triptofano,
sugerindo que os ligantes 1, 4, 5(R) e 7 tem pouco efeito sobre o ambiente desses
residuos. Como aricina e sua subunidade B possuem 90% dos residuos de triptofano,

os resultados encontrados sugerem que a ligacdo ocorreu em regiao distante dos
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residuos de triptofano, o que estaria de acordo com interacdes ligante-RTA.
Entretanto, mais ensaios devem ser realizados visando consolidar a confiabilidade do

referido teste.

6.3.6 Efeito da temperatura e parametros termodinamicos da interacao

Os ligantes selecionados para o estudo do efeito da temperatura e
determinagdo de AH e AS foram 1, 4, 5®R) e 7, os quais apresentaram maiores valores
de Ksv em pH 4,6 (Tabela 10). Dessa forma, a influéncia da temperatura na formacao
do complexo ricina-ligante foi estudada para as moléculas 1, 4, 5(R) e 7 em 15°C,
25°C e 35°C, e seus resultados apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 - Constante de ligagcdo e parametros termodinamicos da interagao de ricina e moléculas 1,

4,7e5(R)
Kb [x10%L.mol?]
T (K) Molécula 1 Molécula 4 Molécula 7 Molécula 5 ®
288 110,5+12,3 699+6,4 106,9 £4,2 102,0£5,1
298 839+84 92,2140 108,7 £ 13,7 939+54
308 56,1+ 3,5 1045+ 11,2 111,3+7,4 85,3+6,1

Fonte: Do autor

Os valores obtidos de Ksy para cada temperatura foram utilizados no célculo de
AH e AS usando a equacao 18 de Van't Hoff. A representacao grafica de Van’t Hoff
(Ln Ksv versus 1/T) informa a dependéncia linear da constante de ligagdo com a
variacdo da temperatura em capacidade calorifica constante em que a inclinacao da
linha reta descreve a entalpia de Van't Hoff (KRIMMER; KLEBE, 2015). Os resultados
estédo representados na Figura 46, € cOm seus parametros termodinamicos calculados
na Tabela 14.



Figura 46 - Dependéncia da constante de formacdo do
Moléculas: 1, 4, 7, 5(R)
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Tabela 14 - Parametros termodindmicos (AH, AS e TAS) da interacdo da ricina com as Moléculas 1,

4,5(R)e7.
AH AS -TAS a 298K
Moléculas [kJ.mol™"] R [J.mol~ K] [kJ.mol™"]
1 -24,91 £3,2 0,97 29,33+x1,1 -8,74 £ 0,33
4 14,85+ 2,9 0,92 163,71 £ 10 -48,78 £ 2,98
5(R) -6,59 + 0,45 0,99 92,092 -27,60 £ 0,59
7 1,47 +£0,17 0,97 120,47+ 1 -35,90 £ 0,30

Fonte: Do autor.

Esses resultados sugerem que os ligantes tiveram mecanismos distintos na

complexacdo com ricina. Enquanto os ligantes 4 e 7 foram endotérmicos na faixa de
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temperatura ensaiada (15 - 35 °C), os ligantes 1 e 5 foram exotérmicos (VINCENZI;
VARANI; BOREA, 2018).

A Tabela 14 resume os parametros termodinamicos dos ligantes complexados
com a ricina, onde as faixas de, AH e AS para a interacdo sdo apresentadas
juntamente com a informacgao do termo -TAS. De acordo com os parametros obtidos,
pode-se observar que para os ligantes 4, 5(R) e 7 o termo entropico TAS (por exemplo,
em 298K) foi significativamente superior ao termo entalpico AH, reforcando que
formacdo dos complexos ligante-ricina é favorecida por efeito hidrofobico (excluséo
de solvente), mais do que por ligacbes de H ou forcas eletrostaticas (ROSS;
SUBRAMANIAN, 1981). Para o ligante 1, o mecanismo de ligagcdo parece ser
entalpico e entropicamente dirigido.

Adicionalmente, contrastarmos o numero de aceptores de H para essas
estruturas (CHEMICALIZE) com o valor experimental de Ksv obtidos em pH 4,6 (Tabela
10) por uma representacao grafica a seguir (Figura 47).

Figura 47 - Relagéo da constante de interacdo do complexo com o descritor de
ndmero de aceptor de ligacao de hidrogénio
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Fonte: Do autor.
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Os resultados informam uma correlagéo inversamente proporcional entre o In
Kb e os aceptores de hidrogénio.

Nesta etapa, os ligantes selecionados como alvos para ricina apresentaram
valores significativos para as constantes de formagéao dos complexos (Kb, 56,1 = 3,5
a111,3 + 7,40 x10*L.mol?), tal como monitorado por espectrofluorimetria com pico de
emissao em 334 nm.

Os valores de variacdo de energia de Gibbs determinados experimentalmente
sugeriram uma complexacdo maior para os produtos em pH 4,6 do que 7,0. Uma
hiptese que justifique o resultado reside na faixa de maior estabilizacéo
conformacional da ricina (BUSHUEVA; TONEVITSKY, 1987; FRENOY, 1986) e de
seu pH 6timo de trabalho para acao N-glicosidase (pH =5,0) (TAN et al., 2009). Assim,
pressupondo-se o carater competitivo de inibicdo dos ligantes, entdo o pH 4,6 utilizado
nos ensaios de complexac¢éo por fluorescéncia pode também ter sido mais adequado
gue o pH 7,0 devido a melhor acomodacédo conformacional das moléculas candidatas.

A partir de ensaios de temperatura na faixa de 15 a 35 °C, foi possivel obter os
valores de variacdo de entalpia e de entropia para a interacdo. Os parametros
termodinamicos obtidos com variagdo da temperatura sugerem que a formacao dos
complexos foi entropicamente dirigida, com mecanismo de interagao relacionado mais

ao efeito hidrofébico do que a interacfes eletrostaticas ou ligacdes de hidrogénio.
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7 CONCLUSOES

Tendo em vista o objetivo geral e o0s objetivos especificos inicialmente

propostos para este trabalho, foi possivel a elaboracdo e validacdo de um método

mais simples e com potencial de emprego em campo eletroquimico para deteccéo de

ricina e sua atividade biolégica por cinética enzimatica, baseado na eletro-oxidacao

de DNA como unico reagente. Também foi avaliada a interagcdo de alguns novos

ligantes para ricina por espectrofluorescéncia, bem com seu potencial inibitorio pelo

método proposto.

a)

b)

d)

A metodologia utilizada neste trabalho para extracdo e purificacdo da ricina
obteve pureza satisfatoria, possibilitando o uso das fracGes purificadas nos
proximos passos de analise.

O desenvolvimento do ensaio eletroquimico para caracterizacdo de atividade
enzimatica da ricina apresentou vantagens em comparacdo aos métodos
tradicionais. Entre elas destacam-se a possibilidade de medi¢cdes em campo,
uma vez que os sistemas amperométricos sao facilmente miniaturizados, além
de ndo necessitar de modificacdo ou derivatizacdo do analito para deteccéao,
ou combinacao de técnicas para pré-purificacdo de amostra antes da deteccao.
Os ensaios sugerem que a liberacdo de adenina mediada por ricina exibe um
comportamento bifasico de catdlise, com um estado pré-estacionario
precedendo o comportamento de Michaelis-Menten.

Os inibidores selecionados como alvos para ricina apresentaram inibicdes
superiores aos inibidores obtidos comercialmente e podem representar

alternativa promissora na inibicdo da atividade catalitica da ricina.

Como um todo, os estudos realizados nesse trabalho podem contribuir para as

medidas de prevengcdo e contencdo em casos de contaminagdo com ricina,

considerando o novo procedimento para deteccdo e caracterizagdo de ricina

estabelecido nesta monografia, bem como a exploracéo de novos inibidores da sua

acao catalitica.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho inseriu-se em uma colaboracao interinstitucional de diversas IES
por intermédio da rede Babel de pesquisa para elaboracao racional de ligantes para
alvos drogaveis (edital Capes n° 051/2013), entre eles a ricina. Assim, as
metodologias desenvolvidas até aqui sdo importantes para os proximos passos do
grupo na realizacéo de testes de inibidores para a ricina.

Sao esperados como préximos passos deste trabalho:

a) Estudo da interacao e atividade enziméatica de RTA isolada a partir da ricina
e/ou obtido por sintese em cianobactéria junto & rede Babel de pesquisa,
sobre os candidatos a inibidores avaliados;

b) Ensaios de inibicdo com novos candidatos a inibidores elaborados pela rede

Babel a partir dos resultados obtidos até o presente momento.
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ANEXO B — CR N°28378 (RELACAO DE PRODUTOS CONTROLADOS)

MINISTERIO DA DEFESA
EXERCITO BRASILEIRO
COMANDO MILITAR DO LESTE
4* REGIAO MILITAR
(4° DISTRITO MILITAR / 1891)
REGIAO DAS MINAS DO OURO

ANEXO AO CERTIFICADO DE REGISTRO n° 28378 - n° SIGMA 28378 - SFPC 4* RM
PROPRIETARIO: UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS - UNIFAL-MG

RELACAO DE PRODUTOS CONTROLADOS

N |GRUPO DESCRICAO DO PRODUTO QTD |UND.|  \pryipapE
ORD. MAX |MDD
0080_|_PGQ__|ACIDO FLUORIDRICO (FLUORETO DE HIDROGENIO) 20 L | AQUISICAO (COMPRA) _|
0080 | PGQ [ACIDO FLUORIDRICO (FLUORETO DE HIDROGENIO) 20 L Amggéggar%j\no
080_| PGQ _|ACIDO FLUORIDRICO (FLUORETO DE HIDROGENIO). 20 L DISTRIBUICAG
> : UTILIZACAO
000 | PGQ |ACIDO FLUORIDRICO (FLUORETO DE HIDROGENIO) 20 L e
0110 | _OM__|ACIDO PERCLORICO %0 I AQUISICAO (COMPRA
ARMAZENAMENTO
0110 | QM |ACIDO PERCLORICO 4 1 EPOSTID)
0110 QM__|ACIDO PERCLORICO 40 L DISTRIBUICAO
UTILIZACAO
0110 | QM [ACIDO PERCLORICO 40 L L RATACRD
0730 EX__|ACIDO PICRICO (TRINITROFENOL) 30| KG | _AQUISICAO (COMPRA
i 3 ARMAZENAMENTO
0130 EX |ACIDO PICRICO (TRINITROFENOL) 20 | kG iy
0130 EX__|ACIDO PICRICO (TRINITROFENOL) 30| KG DISTRIBUICAO
. = UTILIZACAO
0130 EX  |ACIDO PICRICO (TRINITROFENOL) 20 | kG ENeICRO.
019 | QM __|ALUMINIO EMPO E SUAS LIGAS 5| KG | AQUISICAO (COMPRA)
: ARMAZENAMENTO
019 | QM  [ALUMINIO EM PO E SUAS LIGAS 15 | kG L
0190 _|__OM__|ALUMINIO EM PO E SUAS LIGAS TSPEKG DISTRIBUICAQ
- UTILIZACAO
019 | QM  [ALUMINIO EMPO E SUAS LIGAS 1 B el
0200 _|__GQ__|AMINOFENOL 10| KG | AQUISICAO (COMPRA)
ARMAZENAMENTO
0200 | GQ |AMINOFENOL 10 | ke s,
0200 | GQ__|AMINOFENOL 0| %G DISTRIBUICAG
UTILIZACAO
0200 | G INOFEN
Q. ;JAMINOFENOL B 2l KO LABORATORIAL
039 | QM __|AZIDA DE SODIO 10| KG | AQUISICAO (COMPRA)
ARMAZENAMENTO
0390 QM |AZIDA DE SODIO 10 KG (DEPOSITO)
0390 _|__OM__|AZIDA DE SODIO 0| KG DISTRIBUICAO
> : UTILIZACAO
03
90 | QM  [AzIDA DESODIO 0 | ke e
0330 | PGQ__|BIFLUORETO DE AMONIO (HIDROGENO FLUORETO DE AMONIO) 20| KG | AQUISICAO (COMPRA)
0430 | PGQ [BIFLUORETO DE AMONIO (HIDROGENO FLUORETO DE AMONIO) 20 KG Am:gésg;#g)mo
0330 | PGQ _|BIFLUORETO DE AMONIO (HIDROGENO FLUORETO DE AMONIO) 0| KG DISTRIBUICAO
0430 PG IFLU N ; 3 N 5 UTILIZACAO
Q UORETO DE AMONIO (HIDROGENO FLUORETO DE AMONIO) 20 KG LABORATORIAL
0330 | P60 EFLUORETO DE POTASSIO (HIDROGENO FLUORETO DE POTASSIO) 10| KG | AQUISICAO (COMPRA)
R R T y : 2 ” ARMAZENAMENTO
Q  [BIFLUORETO DE POTASSIO (HIDROGENO FLUORETO DE POTASSIO) 10 | xe e
0440 | _PGQ_|BIFLUORETO DE POTASSIO (HIDROGENG FLUORETO DE POTASSIO) 0| KG DISTRIBUICAG
0440 | PGQ [BIFLUORETO DE POTASSIO (HIDROGENO FLUORETO DE POTASSIO) 10 KG L:gg;i’;gél‘h
0450 | PGQ__[BIFLUORETO DE SODIO (HIDROGENO FLUORETO DE SODIO) 10| KG | AQUISICAO (COMPRA)
0450 | PGQ [BIFLUORETO DE SODIO (HIDROGENO FLUORETO DE SODIO) 10 KG AK‘»/{IS%ESI:IT]\%)NTO

-

15
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CONTINUACAO DA RELACAO DE PRODUTOS CONTROLADOS DO CR n° 28378 - n° SIGMA 28378 - Pigina 2

N |GRUPO DESCRICAO DO PRODUTO QTD |UND.| s q1yipADE
ORD. MAX |MDD

2465 Ex _[VETAIS PULVERIZADOS, MISTURADOS A PERCLORATOS, CLORATOS OU | s BISTRIHGICAD

5550 ox__[METAIS PULVERIZADOS, MISTURADOS A PERCLORATOS, CLORATOS OU o | %o UTILIZACAC
CROMATOS LABORATORIAL

2830 QM__[NITRATO DE AMONIO 20 KG AQUISICAO (COMPRA) _|
2830 QM [NITRATO DE AMONIO 20 KG AR%S%&SQ}“S)NTO
3830 | _OM __INITRATO DE AMONIO 0| XG DISTRIBUICAO
2830 QM [NITRATO DE AMONIO 20 KG B e
3850 EX__|NITRATO DE MERCURIO 10| KG | AQUISICAO (COMPRA)
2850 EX  [NITRATO DE MERCURIO 10 KG "Rl‘:‘gé’fg;‘;}"g)mo
3850 EX__[NITRATO DE MERCURIO 0| KG DISTRIBUICAO
2850 EX [NITRATO DE MERCURIO 10 KG Lkg&&?gé%
3870 | _OM__INITRATO DE POTASSIO 30| KG | _AQUISICAO (COMPRA)
2870 | QM  |NITRATO DE POTASSIO 40 | ke ngfgg‘f}"gf‘m
3870 _|__OM__INITRATO DE POTASSIO W0_| KG DISTRIBUICAO
2870 | QM  [NITRATO DE POTASSIO 90 | KG A
2990 PGQ__JOXICLORETO DE FOSFORO _ 20 KG | AQUISICAO (COMPRA) |
2990 | PGQ [OXICLORETO DE FOSFORO 20 | xe Amgéggg‘;’%)“m
2990 PGQ__|OXICLORETO DE FOSFORO 20 KG DISTRIBUICAO
299 | PGQ [OXICLORETO DEFOSFORO 20 | kG L ;’gg;&?gé&
339 | GQ__|RICINA ] KG | AQUISICAO (COMPRA)
339 GQ  [RICINA 1 KG ARMAZENAMENTO
3390 | GO__[RICINA [ KG D}%-SDT%I?B%TS:O
3390 GQ  [RICINA 1 KG s O
3480 PGQ__|SULFETOS DE SODIO 40 KG | AQUISICAO (COMPRA)
3480 | PGQ [SULFETOS DE SODIO 40 KG Anx?gégg§¥&x70
3480 | PGQ__SULFETOS DE SODIO 0| KG DISTRIBUICAO
3480 | PGQ [SULFETOS DE SODIO 40 KG A o taai,
3670 | _PGQ__[TRIETANOLAMINA (TRIC-HIDROXIETIL) AMINA) m L AQUISICAO (COMPRA)
3670 | PGQ [TRIETANOLAMINA (TRI(2-HIDROXIETIL) AMINA) 40 L ARMS%E(’;'S"Y'}‘(‘;‘)NTO
3670_|_PGQ_[TRIETANOLAMINA (TRI(2-HIDROXIETIL) AMINA) 0 T DISTRIBUICAO
3670 | PGQ [TRIETANOLAMINA (TRI(2-HIDROXIETIL) AMINA) 40 L ABLALRO

Belo Horizonte - MG, 13 de julho de 2016
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ANEXO C - MATERIAL SUPLEMENTAR

M.S. Fig. 1 - Teste de eletrodos de trabalho em hsDNA (Eletrodo pasta de carbono,
carbono vitreo (CG) e Eletrodo pasta de carbono modificado com 4-
amino benzoéico) em tampéo acetato de sodio 50 mmol.L-1(pH 4,6)

— Eletrodo PC modificado com 4-aminobenzoico
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M.S. Fig. 2 - Teste das combinacdes de proporcées em massa 85/15, 80/20 e 75/25
(%m/m) de grafite e 6leo mineral para medidas em hsDNA
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M.S. Fig. 3 - Ensaio do efeito acumulativo de adenina na superficie do eletrodo de
pasta de carbono
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