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RESUMO

A mamoneira (Ricinus communis) € uma planta de grande valor
econdbmico, que tem como principal produto o seu Oleo, extraido das
sementes. A extracao de 6leo de mamona leva a geracdo de um outro produto,
a torta de mamona, que além de ser considerada um adubo organico, ainda é
rica em proteinas e fibras, passivel de uso como ingrediente aditivo em ragdes
animais. O problema do uso da torta de mamona na alimentacdo animal é a
presenca de uma proteina téxica, a ricina, que € classificada como uma
proteina inativadora de ribossomos do tipo 2, e € uma das fitotoxinas mais
potentes j& descritas. Diversos métodos ja foram descritos para a
destoxificacdo da torta de mamona, mas muitos destes precisam ser
otimizados. Além disso, a forma como a destoxificacdo é validada em geral ndo
envolve testes de atividade biolégica. Assim, o presente trabalho além de
mostrar dois métodos eficientes na eliminagdo da ricina na torta de mamona,
ainda mostra um ensaio de atividade bioldgica baseado em cultura de células
Vero. O ensaio biolégico, além de alta sensibilidade para ricina (10 ng/mL),
mostra se a ricina continua biologicamente ativa, e o uso de anticorpos anti-
cadeia A fornecem dados qualitativos. Foi visto que a fermentacdo em estado
sélido, utilizando torta de mamona como substrato para o crescimento de
Aspergillus niger, eliminou a ricina da torta apds 24 horas, como visto nos
ensaios de citotoxicidade. Tratamentos da torta com CaO, Ca(OH), e CaCO; a
4% e 8% também foram realizados, e foi visto que 6xido e hidroxido de calcio
funcionaram na eliminacdo da toxicidade, enquanto o carbonato de calcio
mostrou-se ineficaz. Ao utilizar a ricina pura para determinar o método pelo
qual o 6xido e o hidroxido de calcio faziam a sua desativacdo, verificamos que
concentracbes muito baixas dos compostos (até 0,6%) tinham efeito sobre a
atividade da holotoxina. Também foi visto que, mesmo em soluc¢des alcalinas
sem calcio, a ricina perdia a sua atividade, mostrando que o célcio nao € o fator
chave na desativagao da toxina com CaO e Ca(OH),, mas sim o alto pH destas

solugoes.

Palavras chave: ricina, torta de mamona, destoxificagdo, Ricinus communis,

calcio, fermentacdo em estado sélido.
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ABSTRACT

Castor bean (Ricinus communis) is a plant with high economic value, and
the oil extracted from the seeds is its main product. In addition to that the oil
extraction leads to a new product called castor bean cake which has a potential
use as a fertilizer and also is rich in proteins and fiber that makes it an
interesting raw material for animal feedstock. The problem about using castor
cake to feed animal is that it contains ricin, a type 2 ribosome-inactivating
protein which is also one of the most toxic phytotoxins which has been reported.
Several methods for castor bake detoxification have been described, but most
of them need being optimized. Further the way the detoxification has been
validated in those works has not involved any biological activity assay. Thus,
the present thesis shows two efficient methods for ricin inactivation in casto
cake, and also brings a Vero cells culture based biological activity. The
biological assay is highly sensible (10 ng/mL) and it can determine if ricin is
biologicaly active or not. The anti-ricin A chain antibodies used to the assay can
give qualitative information about the sample. It was shown that solid-state
fermentation using castor cake as substrate to grow Aspergillus niger eliminated
ricin from the cake at 24 hours of fermentation, as seen by cytotoxicity assays.
Castor cake treatments with CaO, Ca(OH), and CaCO; at 4% and 8% were
performed too, and it was seen that calcium oxyde and hydroxyde worked for
ricin inactivation. On the other hand calcium carbonate was ineffective to
detoxification. Purified ricin was also used to elucidate the mechanism by which
calcium oxyde and calcium hydroxyde inactivate the protein. It was shown that
the calcium concentration needed for inactivating the holotoxin is very low
(0,6%). And even in alkaline buffers without calcium ricin lost the activity,
showing that calcium is not the key factor for the ricin inactivation, but the high

pH which could lead to protein alkaline hydrolisys.

Key words: ricin, castor bean cake, detoxification, Ricinus communis, calcium,

solid-state fermentation.
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1 - INTRODUCAO

O Brasil € um grande produtor de oleaginosas, o que lhe confere um
enorme potencial na producéo de Oleos vegetais e derivados. Entre os diversos
produtos deste setor, o biodiesel é aquele que vem recebendo o maior
destaque, decorrente do crescente aumento nos precos do petréleo e a
preocupacdo com o meio ambiente. O biodiesel é tido como uma evolugdo na
substituicdo do 6leo mineral, porque possui 0 mesmo contetdo energético do
diesel mineral e adicionalmente é renovavel e menos poluente (OLIVEIRA,
2001).

O Brasil se inseriu formalmente na producéo de biodiesel a partir da Lei
n°® 11.097/2005, que estabelece a sua mistura em escala comercial, na
proporcao de 2% de biodiesel e 98% de Oleo diesel, mistura denominada B2,
que passou a ser obrigatoria em 2008 (BRASIL, 2005). A propor¢édo da mistura
vem subindo gradativamente, estando atualmente nos 5% e com previsédo de
subir para 0s 7% ainda em 2014 (AGENCIA BRASIL, 2013). Dentre as
plantas oleaginosas cogitadas para a producdo de biodiesel no Brasil esta a
mamona (Ricinus communis L.), uma euforbiacea amplamente cultivada no
Nordeste do pais e que vem ganhando atencdo e espaco nas demais regides.
As sementes de mamona sdo a fonte do 6leo de ricino, que possui inUmeras
aplicacdes, muitas destas relacionadas com a presenca de 90% de &cido
ricinoléico, o que Ihe confere uma alta viscosidade (OLIVEIRA, 2001).

A extracdo do Oleo de mamona pode ser feita de trés maneiras:
prensagem das sementes a frio, prensagem das sementes a quente e extracao
por solvente (BELTRAO & LIMA, 2007). E bom salientar que nestes processos,
o subproduto, conhecido como torta de mamona, € alvo de grande interesse
comercial gragas ao seu alto valor nutricional. A torta bruta é muito utilizada
como adubo e, quando tratada para a eliminacdo de residuos toxicos, como a
ricina, a ricinina e o componente alergénico CB-1A, pode ser utilizada na
composicao de racOes para animais (GHANDI et al., 1994). Muitos trabalhos
vém sendo realizados no intuito de eliminar os componentes toxicos e
alergénicos da torta de mamona, e dentre este alguns métodos quimicos e
biolégicos mostram-se promissores. Como exemplo de processos de

destoxificacdo, a fermentacdo em estado soélido (FES) ja se mostrou eficiente
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na remocéao total da ricina e parcial das albuminas 2S (proteinas de baixo peso
molecular que compdem o complexo alergénico) de um residuo extremamente
toxico, alergénico e alcalino, denominado rejeito de mamona, obtido pela
trituracdo das sementes, simultaneamente ao processo de transesterificacédo
alcalina (GODOY et al., 2009). O tratamento feito com compostos de calcio tal
como o CaO, que foi eficiente na remogédo da ricina em torta de mamona
(ANANDAN et al, 2005). Os métodos apresentados carecem de
aperfeicoamento e também de um forma mais eficiente de determinacdo
gquantitativa da destoxificacdo. Atualmente ndo existe um método padrdo para
deteccdo de ricina, seja em torta de mamona ou mesmo a titulo de pericia
criminal, uma vez que a ricina € uma toxina com histérico em uso para
bioterrorismo (ATLAS, 2002). Acreditamos que, para detectar a toxina ativa,
testes envolvendo avaliacdo da atividade biolégica sejam mais eficazes, no
entanto, este tipo de avaliacdo ndo vem sendo feita para validar os processos
de destoxificacdo da torta de mamona por diferentes métodos, inclusive os ja

citados.

1.1 — Caracteristicas botanicas da mamoneira

A mamoneira (Ricinus communis L. — Figura 1) € uma oleaginosa de
relevante importancia econdmica e social, e sua origem ndo é muito bem
conhecida, sendo ora dita como asiatica, ora dita como africana (possivelmente
da antiga Absinia, hoje Etidpia), e até mesmo, como planta nativa da América.
No Brasil, conhece-se a mamona sob as denomina¢des de mamoneira, ricino,
carrapateira, enxerida, bafureira, baga e palma-cristi; em paises de lingua
inglesa ela é conhecida pelos nomes de "castor bean" e "castor seed"; em
espanhol, “higuerilla”, “higuerete”, “palma christi”, “higuera” e “tartaro”; em
francés, “ricinu”; e em alem&o como “wunder-baun” (RODRIGUES et al., 2002).
Em nosso pais a mamona foi introduzida durante a coloniza¢do portuguesa. O
Oleo extraido de suas sementes era utilizado para lubrificar as engrenagens
dos engenhos de cana da época (BELTRAO & LIMA, 2007).

10



FERNANDES, KV

Figura 1. Mamoneira. Observa-se o formato palmatiforme das folhas com muita facilidade, bem
como os frutos, que podem variar de cor (verde ou vermelho) entre cultivares (Foto: Keysson
Fernandes)

A mamoneira possui a seguinte classificacdo (MOSHKIN, 1986):

Subdiviséo: Fanerogamae ou Espermatophita
Filo: Angiospermae

Classe: Dicotiledonae

Subclasse: Archychlamideae

Ordem: Geraniales

Familia: Euphorbiaceae

Género: Ricinus

Espécie: Ricinus communis

Subespécie: Ricinus communis communis

A mamoneira é uma espécie tolerante & seca e exigente em calor e
luminosidade, que é encontrada em diversas partes do mundo, em especial
nas regides gue apresentam clima temperado ou tropical (RODRIGUES et al.,

hY

2002). E uma planta bastante complexa no que diz respeito a morfologia,
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biologia floral e fisiologia, apresentando metabolismo fotossintético C3
(AZEVEDO & LIMA, 2001).

A mamoneira € na maioria das vezes um arbusto, ou com menor
freqiuéncia uma arvore, que geralmente mede cerca de 2 metros de altura,
mas que, algumas vezes, pode atingir entre 10 e 15 metros. E uma planta
encontrada em diversos lugares no Brasil, podendo, ainda, ser cultivada em
jardins e no campo. (RODRIGUES et al., 2002).

A semente de mamona, de onde extrai-se 0 principal produto que € o
Oleo de ricino, é muito variavel quanto a cor, forma, tamanho, peso, proporcao
do tegumento, presenca ou auséncia de carincula e maior ou menor aderéncia
do tegumento ao endosperma (MAZZANI, 1983). O peso de 100 sementes
varia muito, de 10 a 100 g, ou seja, de 0,1 a 1 g por semente, com média de 30
g nas cultivares anas, e de 45 a 75 g nas cultivares de porte médio (AZEVEDO
& LIMA, 2001).

1.2 — Aspectos econdémicos da mamona

Economicamente, a mamona € cultivada em varias partes do mundo. A
partir da industrializacdo de sua semente obtém-se o 6leo e a torta, sendo o
primeiro o principal produto e o segundo um produto com potencial para
adubacao de terras (SANTOS et al., 2007). O 6leo é muito utilizado para fins
medicinais e industriais (ANANDAN et al., 2005).

Os principais paises produtores sdo a india e China, sendo que este
primeiro em 2011 produziu mais de 2 milhdes de toneladas de sementes, como
mostra a Figura 2. Na América do Sul, o Brasil se destaca na producdo de
mamona, com producdo variavel sempre abaixo das 100 mil toneladas de
sementes nos Gltimos 20 anos (MILANI & NOBREGA, 2013).
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Figura 2. Rendimento em sementes de mamona nos trés principais paises produtores durante
20 anos (Adaptado de: Milani & Nébrega, 2013).

O Brasil, que ja foi o maior produtor mundial de sementes de mamona,
perdeu sua hegemonia a partir de 1983, com o aumento gradativo da area de
cultivo e da producdo dos principais concorrentes, além das dificuldades de
relacionamento comercial entre a industria e o agricultor (SAVY FILHO, 2005).

A producdo em escala comercial e tradicional da mamona no semi-arido
brasileiro é concentrada no Estado da Bahia, onde na safra de 2003/2004
foram plantados mais de 140.000 hectares. A partir da safra de 2001/2002,
gracas ao grande interesse mundial pelas fontes renovaveis de energia, para
substituicdo gradual das fontes minerais originarias do petréleo, tornou
evidente um programa nacional de estruturacdo da producdo de mamona nos
outros Estados do semi-arido brasileiro (BANDEIRA et al., 2004). A mamoneira,
por ser uma planta com capacidade de produzir satisfatoriamente bem sob
condicbes de baixa precipitagdo pluviométrica, se apresenta como uma
alternativa de grande importancia para o semi-arido brasileiro. Nesta regido, a
cultura, mesmo tendo sua produtividade afetada, tem-se mostrado resistente
ao clima adverso quando se verificam perdas totais em outras culturas, e serve
desta forma, como uma das poucas alternativas de trabalho e de renda para o
agricultor da regiao (SANTOS et al., 2007).
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1.2.1 — Produtos da mamona

A mamona possui destaque na economia devido a ampla variedade de
produtos que pode fornecer. Estes produtos vao desde o 6leo de ricino e seus
derivados, até produtos gerados da extracdo deste 6leo (SAVY FILHO, 2005).

Segundo o Banco de Desenvolvimento de Minas Gerais S/A, da
mamona se aproveita tudo (Figura 3). As folhas servem de alimento para uma
espécie de bicho da seda e a haste, além de celulose propria para a fabricacao
de papel, fornece matéria-prima para a producdo de tecidos grosseiros. Além
disso, as hastes e as folhas podem ser utillizadas na melhoria das
caracteristicas fisicas e biologicas do solo, e a folha ainda serve para aumentar
a secrecdo lactea das vacas (SANTOS et al, 2007). Porém os principais
produtos derivados da semente de mamona sdo o 0leo e a torta residual (da

extragcdo do 6leo).

Cultura da Mamona

l—h Residuos “egetais

i » Cascas <[Fun‘[e de Matéria Orgdnica

COutros Usos

Fonte de Mutrientes minerais

-ante de Matéria Orgdnica
Fonte de Celulose

Industrializacao

Exportagdo «—— I ER I ET LLE R ———» PG —> Adubacdo Orgdnica
Inativagdo

/ \A de Toxinas
o Transesterificagdo L —— Racdo
Biodiese| 4—

efou Craqueamento l

l < Isolados )
| —* Faonte de Proteina

Substituigdo de Oleo Soldvel, Industrial
Combustiveis Lubrificante,
Desengraxante,
Detergente,
Plasticizante,
Mylan,
Poliuretano, etc.

Aminoacido Suplementagdo de

Ragéo
Figura 3. Agroindustria da mamona. Possibilidades de utilizacdo (adaptado de Savy Filho,
2005).
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O 6leo da mamona tem uma estrutura quimica peculiar, predominando o
acido ricinoléico (Figura 4) em 90% de sua composi¢cao. As caracteristicas do
acido ricinoléico séo conferidas pela sua estrutura quimica, com grupo hidroxila
no carbono 12 e dupla ligacdo entre os carbonos 9 e 10, sendo a Unica fonte
comercial com essa singularidade. A hidroxila confere ao composto a
estabilidade e a alta viscosidade, que s&o mantidas em larga faixa de
condicdes de temperatura, ao contrario de outros Oleos vegetais, que perdem
viscosidade em altas temperaturas e se solidificam em baixas temperaturas,
possuindo também estabilidade & oxidacdo (BOREM & SAVY FILHO, 1999).

O
OH =

H

Figura 4. Estrutura do &cido ricinoléico.

O Oleo extraido das sementes possui um mercado internacional
crescente, garantido por cerca de 700 aplicacdes, que incluem desde o uso
medicinal e producdo de cosméticos até a substituicdo ao petréleo na
fabricacdo de plasticos e lubrificantes (SAVY FILHO, 2005). O produto também
é utilizado na fabricacao de tintas e isolantes, na producéo de fibra 6tica, vidro
a prova de balas e proteses Osseas. Pelas caracteristicas exclusivas de
queimar sem deixar residuos e de suportar altas temperaturas sem perder a
viscosidade (no que supera os 0leos derivados do petrdleo), € o 6leo ideal para
motores de alta rotagdo. Além disso, é indispensavel para impedir o
congelamento de combustiveis e lubrificantes de avides e foguetes espaciais
guando atingem baixissimas temperaturas. Além destas aplicacbes, o oleo de
mamona € empregado para a producdo de corantes, anilinas, desinfetantes,
colas e aderentes, tintas de impressdo e vernizes. O Oleo de mamona
transformado em plastico, sob a acdo de reatores nucleares, adquire a

resisténcia de aco, mantendo a leveza da matéria plastica. Uma das aplicacbes
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de grande valor econémico do 6leo de mamona € na fabricacdo do nylon e da
matéria prima plastica onde o seu emprego € importantissimo na fabricacao de
espumas plasticas. O 6leo confere ao material textura varidvel, desde a macia
e esponjosa até a dura e rigida (FORNAZIERI, 1986).

As fabricas de o6leo existentes industrializam toda a producéo, obtendo-

se como co-produto a torta de mamona.

1.2.2 — Torta de mamona

Apbs a extracao do 6leo por prensagem, uma massa organica conhecida
como torta de mamona fica retida nos filtros (GHANDI et al., 1994). A torta de
mamona, antes considerada um subproduto da extracdo de 6leo, € hoje um
produto da mamona que desperta consideravel interesse econémico (MORAIS
& SILVA, 2008).

A torta de mamona pode ser utilizada como adubo orgéanico, ja que esta
se constitui em um excelente fertilizante. Nestas condi¢cdes a torta de mamona
apresenta elevadissima porcentagem de matéria organica e riqueza dos
macroelementos. A adicdo de torta de mamona no solo, com dosagens
variando de acordo com a cultura, o tipo do solo e a disponibilidade de
nutrientes, além de suprir as necessidades nutricionais das plantas aumenta o
pH do solo, reduzindo a acidez total, eleva o contetdo de carbono e promove
melhoria geral na parte fisica do solo. A utilizagdo da torta no solo, além de
reduzir os nematdides e elevar o poder tamponante e a capacidade de troca de
cations do solo, tem propriedade de reduzir a densidade aparente do ambiente
em todos os tipos de solos, o0 que interfere positivamente no crescimento e no
desenvolvimento radicular, devido a melhor porosidade do solo, com mais
rapida renovacao adequada de oxigénio (SAVY FILHO, 2005).

Apesar de apresentar alto teor de proteinas totais (Tabela 1), ndo se
recomenda o0 uso da torta in natura para racao, pois esta é toxica devido a
presenca da proteina ricina, da ricinina e do complexo alergénico denominado
nas décadas passadas de CB-1A (Castor bean allergen) que € uma mistura de
proteinas de baixo peso molecular (YOULE & HUANG, 1978).

Tabela 1. Composicao centesimal da torta de mamona (Souza, 1979).
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Fracéao Teor
Matéria seca 91,5%
Proteina bruta 42,5%
Fibra 20,04%
Calcio 0,68%
Fosforo 0,78%
Extrato etéreo 4,23%

A ricinina é um alcal6ide téxico denominado 1,2-dihidro-4-metoxi-1-metil-
2-0x0-3-piridinocarbonitrila (CgHgN20O,), sendo sublimavel na temperatura de
152°C. Esse composto encontra-se ha torta em menor quantidade,
apresentando também uma menor toxidez em relacdo a ricina (BELTRAO &
LIMA, 2007).

Dos trés componentes listados anteriormente, a ricina é a toxina mais
potente e a maioria das tentativas de destoxificagcdo da torta apontam para a
eliminagdo desta proteina. As demais fracBes toxicas e alergénicas sdo de
baixa preocupacdo no que diz respeito a nutricdo animal, seja pela sua baixa
concentracdo ou pela baixa toxidez. Os alérgenos nao afetam os animais
alimentados com a torta. O maior problema relacionado a fracdo alergénica,
formada por proteinas da familia das albuminas 2S, é a manipulagéo da torta
de mamona pelos trabalhadores, sendo assim métodos de detoxificacdo que
também inativassem o0s alérgenos seriam de grande interesse industrial
(FERNANDES & MACHADO, 2012).

1.3 - Componentes alergénicos e toxicos

1.3.1 — Albuminas 2S de Ricinus communis

As albuminas 2S constituem o principal grupo de proteinas de reserva
presente nas dicotiledoneas. Além de estar presente nas sementes de
mamona, constituem também os principais alérgenos de nozes e sementes
como castanha do maranhéo, avela, algodao e mostarda (BREITENEDER &
RADAUER, 2004).

Em 1943, Spies e Coulson isolaram da semente de mamona uma fragao

protéica de baixo peso molecular, estavel ao calor, que foi denominada CB-1A.
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Em 1977, Li et al isolaram e caracterizaram uma proteina das sementes de
Ricinus communis de baixo peso molecular com um alto teor de glutamina e
um espectro ndo comum de UV que mostrou propriedades similares aqueles do
alérgeno de Ricinus communis.

Em 1978 Youle e Huang concluiram que CB-1A era a albumina 2S de
reserva caracterizada por Li et al. Em 1982, Sharief e Li sequenciaram uma
proteina das sementes de Ricinus communis (Ric ¢ 1), coeficiente de
sedimentacdo 2S, constituida de duas subunidades unidas por pontes de
enxofre. A menor contendo 34 aminoacidos (Ric ¢ 1 leve) com massa
molecular aparente de 4 kDa e a subunidade maior composta de 61
aminoécidos (Ric ¢ 1 pesada) com massa molecular de 7 kDa.

Machado e Silva (1992) isolaram e sequenciaram uma segunda
albumina 2S, denominada de Ric ¢ 3, tendo massa molecular em torno de 11
kDa, presente no mesmo precursor (29 kDa) de Ricc 1. Dados bioquimicos
e imunoldgicos foram encontrados para a presenca de pelo menos nove
fracbes diferentes de albumina 2S. Essas nove fracfes apresentam uma
composicdo similar de aminoacidos, com alta quantidade de glutamina, além
da similaridade na sequencia N-terminal. Sendo que sete destas proteinas
apresentaram potencial alergénico (MACHADO et al., 2003).

Vieira (2002) observou que ambas as isoformas isoladas do pool de
albuminas 2S, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, mesmo ap6s serem submetidas a
desnaturacdo, sao capazes de desencadear a desgranulacdo de mastocitos,
indicando a presenca de epitopos lineares nas duas isoformas. Félix et al.
(2008) identificaram os peptideos constituintes dos epitopos de albumina 2S
ligantes de IgE, sendo quatro destes epitopos identificados na proteina Ric c1 e
dois na proteina Ric ¢ 3. Foram identificados residuos de acidos glutamicos nos
epitopos alergénicos de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, e um tratamento utilizando
aminoacidos livres foi usado para bloquear a ligacdo com IgE e a concomitante
desgranulacédo de mastocitos, com sucesso (DEUS-DE-OLIVEIRA et al., 2011).

A presenca de proteinas alergénicas em sementes de mamona ja €
conhecida ha muitos anos, no entanto, os tratamentos que sao aplicados hoje
para a torta de mamona se referem a destoxicacdo, mas séo ineficientes para a
desalergenizacdo da torta (ANANDAN etal., 2005). A fracdo alergénica é

termicamente estavel, ndo sendo eliminada com processos de cozimento
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simples. Existem processos de destoxicacdo e eliminacéo da fracéo alergénica
da torta de mamona por meio de cozimento seguido por extrusdo, no qual,
apos ser aditivada com solucao de hidroxido de sédio, a torta é processada em
extrusoras, em pressdo e temperaturas elevadas, durante poucos segundos
(AZEVEDO & LIMA, 2001). Além disso, Carrielo-Gama (2006) mostrou que a
utilizacdo do reagente de Woodward € eficiente para a desativacdo de
alérgenos, no entanto estes sdo métodos de alto custo para aplicagdo em
escala industrial. Alérgenos da familia das albuminas 2S estdo presentes
também em outros tipos de sementes e poélen de plantas como girassol,
gergelim, amendoim e castanha, além de estarem também presentes em
algumas fontes animais como peixe e camardo. Em algumas destas fontes,
como camardo, soja, amendoim, peixes, poeira domiciliar, tabaco e macela,
pode ocorrer reagio cruzada entre estes alérgenos (FELIX et al., 2008).

As albuminas 2S ndo sdo um perigo em potencial para a saude de
animais alimentados com torta de mamona, mas representam risco para o
trabalhador rural que manipula este material, e também as familias que
residem préximo a area de plantio (DEUS-DE-OLIVEIRA & MACHADO, 2011).

1.3.2 = Ricinina

A ricinina € um alcalbéide que atua na defesa vegetal, sendo sintetizado
em maior quantidade em situagcdes como danos mecéanicos ou alta temperatura
(MOSHKIN, 1986). Segundo Beltrdo e Lima (2007), este alcaldide foi isolado
pela primeira vez por Tuson, em 1864, e teve sua estrutura determinada por
Henry, em 1949. A contribuicdo da ricinina a toxicidade da torta de mamona é
muito pequena, por apresentar baixa atividade toxica e estar presente em baixa
concentracdo (CARVALHO, 1978). Moshkin (1986) afirma que a concentracao
de ricinina na semente aumenta de dentro para fora, ou seja, o endosperma
contém uma pequena quantidade dela (30,8 mg/kg a 77,1 mg/kg), aumentando
seu teor no tegumento da semente (257,6 mg/kg a 431,2 mg/kg) e
apresentando uma concentracdo ainda mais elevada na capsula (1664,4
mg/kg) (BELTRAO & LIMA, 2007). Isto sugere uma possivel importancia da
ricinina como defesa quimica contra predadores de sementes, ja que esta

presente em maior quantidade no tegumento.
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1.3.3 = Ricina

As sementes de Ricinus communis L. s8o conhecidas pela sua
toxicidade ha algum tempo. Este veneno vem sendo utilizado desde a
antiguidade tanto na medicina popular, quanto em praticas criminosas de
envenenamento. Segundo Olsnes (2004), Dixson, em 1887, j4 imaginava que a
toxina da mamona fosse uma proteina, mas isso so6 foi realmente comprovado
em 1913, por Kobert. O nome ricina foi dado por Stillmark em 1888. A ricina &

uma das mais potentes fitotoxinas conhecidas e é classificada como uma
proteina inativadora de ribossomos (RIP) do tipo 2 (OLSNES, 2004).

1.3.3.1 — Proteinas inativadoras de ribossomos

As RIPs apresentam papéis interessantes na histéria das ciéncias
biomédicas, e a estrutura e o mecanismo de acdo destas toxinas tem sido
estudados intensamente desde 1970, quando foi visto que a ricina e a abrina
(presente na semente de Abrus precatorius, vulgar olho-de-cabra) se
mostravam mais téxicas contra células cancerigenas do que contra células
normais, sugerindo uma aplicabilidade na terapia anti-cancer (LIN et al., 1970).

Desde entdo, diversas proteinas capazes de inativar ribossomos
enzimaticamente foram caracterizadas. As RIPs apresentam atividade RNA N-
glicosidase, assim, estas proteinas removem uma adenina em uma regido de
loop bem conservada no RNAr (STIRPE, 2013). Existem dois tipos de RIPs: as
do tipo 1 (RIP 1) sdo mondmeros, tais como a PAP (pokeweed antiviral
protein), a tricosantina (de Trichosantes Kkirilowii), e a curcina, presente no
pinhdo manso (Jatropha curcas), que também é uma oleaginosa cogitada para
a producdo de biodiesel no Brasil. Atualmente existem mais de 50 RIPs 1 ja
conhecidas (GIRBES et al., 2004); as RIPs do tipo 2 (RIP 2) s&o heterodimeros
compostos de duas cadeias: um homélogo enzimético da RIP 1 (cadeia A) e
uma subunidade lectina (cadeia B), que sdo unidas por ponte disulfeto. Este
grupo compreende proteinas altamente téxicas como a abrina, a modecina, a

nigrina, a ebulina e a ricina presente na mamona (STIRPE, 2013).
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Uma RIP isolada de milho (WALSH et al., 1991) apresenta uma estrutura
incomum que n&o se enquadra perfeitamente em nenhuma das duas
classificacdes. Ela é formada por uma cadeia homologa as RIPs 1 e é ativada
apos a remocdo de um curto segmento peptidico interno. Outro exemplo
incomum é a JIP60 (Figura 5), da cevada, na qual a cadeia ativa esta ligada a
outro segmento sem funcao definida (REINBOTHE et al., 1994). Inicialmente foi
sugerida uma nova classificacdo para estas toxinas, como RIP 3, no entanto
estas sao consideradas excecdes entre as RIP do tipo 1. Aquelas que possuem
estrutura semelhante as RIP 2, mas sem funcao definida para a cadeia B, sédo
classificadas como RIP 2. (STIRPE & BATELLI, 2006), que € o caso da nigrina

(Figura 5), de Sambucus nigra (vulgar sabugueiro).

Estrutura geral Excecbes

RIP tipo 1

[ ] [ == ] b-32 de milho
| " P50

RIP tipo 2
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: $
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Figura 5. Estrutura das RIPs 1 e 2: cadeia ativa (barra aberta), cadeia lectina (barra cinza) e

cadeia com fungcdo desconhecida (barra preta), e as pontes dissulfeto (-S-S-) (adaptado de
STIRPE & BATELLI, 2006).

1.3.3.2 — Estrutura e funcao

A ricina € uma proteina encontrada exclusivamente no endosperma das
sementes de mamona, ndo sendo detectada em nenhuma outra parte da
planta. E uma proteina que consiste de duas partes funcionalmente diferentes,
uma cadeia A (32 kDa), enzimaticamente ativa, e uma cadeia B (34 kDa)
ligante de receptores, ligadas por uma ponte dissulfeto (Figura 6). Outras
proteinas toxicas também pertencem a essa familia A-B de lectinas, como
toxinas microbianas de difteria, pseudomonas, coélera, shiga e antrax (OLSNES

et al., 1999). No caso da toxina vegetal abrina (RIP 2 de Abrus precatorius),
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existe uma grande similaridade entre a cadeia A desta com a da ricina
(STIRPE, 2013).

Day et al. (1996) mostrou que na ricina, os residuos Glul77 e Argl80,
localizados no sitio ativo da cadeia A sdo particularmente importantes, e que
mutacBes nestes residuos provocam diminuicdo consideravel da atividade
enzimatica. A sequencia de aminoacidos da ricina foi determinada por Funatsu
(1979).

Figura 6. Estrutura da ricina. A cadeia B esta a direita (laranja), e a cadeia A esta a esquerda
(azul). O circulo vermelho indica a ponte dissulfeto (RUTENBER & ROBERTUS, 1991). Figura
preparada através do programa MOI:MOI, por Korardi et al. (1996).

A cadeia A da ricina possui atividade catalitica (MOTANARO et al.
1973). Endo & Tsurugi (1987) apontaram a cadeia A como uma glicosidase,
que remove um residuo de adenina numa regido de loop no RNA ribossomal
(Figura 7), conhecida com e-sarcin/ricin loop (SRL). Esta regido do RNAr
modificada é essencial para ligacdo do fator de alongamento, sendo assim, 0s
ribossomos modificados ndo podem dar suporte a sintese protéica (OLSNES et
al., 1975). A ricina é tao eficiente que uma molécula de cadeia A pode inativar
cerca de 2000 ribossomos por minuto (OLSNES et al., 1975). Assim, uma
molécula de ricina inativa ribossomos numa velocidade em que a célula ndo

pode acompanhar sintetizando novos (OLSNES, 2004).
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Figura 7. Loop de RNAr e o sitio de despurinacdo pela acdo da ricina (RTA). A imagem
esquematiza a remocgdo da adenina (A4zp4) pela atividade N-glicosidase da toxina. (Adaptado
de: FERNANDES & MACHADO, 2012).

A ricina € mais toxica para células animais do que para células vegetais,
e em bactérias ha uma resisténcia ainda maior, necessitando de uma
concentragdo mais elevada de ricina para mata-las (ENDO et al., 1991).

A cadeia B liga fracbes de pB-D-galactopiranosideo, e € a porgado
correspondente a lectina (OLSNES, 2004). A habilidade da ricina de ligacdo a
galactose nao € apenas necessaria para a ligacdo aos receptores na superficie
celular, mas também para ligacdo as moléculas intracelulares (YOULE et al.,
1981). Essa ligacéao é feita através de dois sitios globulares chamados 1a e 2y.
Ambos os sitios devem ser mutados para eliminar a atividade ligante de
galactose (SPHYRIS et al., 1995).

A ricina é sintetizada nas células do endosperma, e entdo quando a
semente madura germina, as toxinas séo destruidas por hidrélise dentro de
poucos dias. A sintese é feita como uma Unica cadeia polipeptidica na célula,
gue posteriormente é clivada nas cadeia A e B. O seu precursor, apesar de ser
capaz de se ligar a galactose, ndo faz depurinacdo SRL (RICHARDSON et al.,
1989).

1.3.3.3 — Internalizagéo e rota intracelular

Apés se ligar a superficie celular, a toxina penetra na célula por
endocitose, 0 que ocorre numa taxa bem lenta, de cerca de 10% por hora
(SANDVIG & VAN DEURS, 2000). A toxina endocitada € transportada para os

endossomos, e dai uma parte da ricina retorna a superficie celular, outras sdo
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degradadas por lisossomos, e s6 uma pequena quantidade da toxina chega ao
destino final (OSLNES, 2004). Cerca de 5% da ricina endocitada é translocada
até a rede trans-Golgi (VAN DEURS et al., 1989), mas ainda nao se sabe quais
moléculas de superficie guiam a toxina para o complexo (LORD & SPOONER,
2011).

Uma vez no complexo de Golgi, a toxina precisa ser transportada para o
reticulo endoplasmatico (RE). Algumas toxinas, como a da colera, possuem
uma sequenciaC-terminal KDEL que direciona a toxina do Golgi para o reticulo
endoplasmatico. Isto ndo acontece com a ricina. No entanto, acredita-se que a
ricina se ligue, através da cadeia B, a um residuo de galactose presente na
glicoproteina calreticulina, que por sua vez apresenta uma sequencia KDEL na
regido C-terminal (OLSNES, 2004).

Apos chegar ao reticulo endoplasmatico a separacdo das cadeias A e B
(RTA e RTB) da holotoxina € catalizada por dissulfeto isomerase (MAJOUL et
al.,, 1997). Parte das moléculas de RTA é transportada para o citosol,
aparentemente por um processo envolvendo o complexo Sec6l (LORD &
ROBERTS, 1998). Este complexo estad envolvido no transporte de proteinas
mal enoveladas do RE para o citosol (PILON et al.,, 1997). Também foi
mostrado por Qing et al. (2012) que este transporte da RTA para o citosol &
dependente de uma glicosilacdo do seu N-terminal ainda no RE. No citosol
parte da toxina é degradada pelos proteassomas, e outra parte desempenha

seu papel téxico inativando ribossomos citosélicos (STIRPE & BATELLI, 2006).

1.3.3.4 — Outros problemas e aplica¢gfes daricina

Uma utilizagdo da ricina bem conhecida e muito temida é o
bioterrorismo. Desde a antiguidade ha relatos do uso da ricina e de outras RIPs
em casos de homicidio. A ricina também ja teve seu uso como arma estudado
durante as duas guerras mundiais, visto que se trata de uma proteina sollvel
em agua e que poderia ser utilizada, por exemplo, para 0 envenenamento de
tropas através da contaminacdo de fontes de agua (ATLAS, 2002). Um caso
mais recente ocorreu com uma carta enviada ao senador do Mississipi, Roger
Wicker, em abril de 2013, contendo ricina, que foi interceptada pelos correios

americanos em tempo (YAHOO NEWS, 2013). A intoxicagao por ricina pode
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ocorrer por diversos meios, como feridas expostas, contato com os olhos,
inalacdo, ingestdo e aplicacdo direta na corrente sanguinea, sendo que para
causar a morte de um humano as formas injetadas e por inalagdo exigem uma
quantidade menor (LDsp = 22 ug/kg) se comparado com a ingestao (20-30
mg/kg) (SAEIDNIA & ABDOLLAHI, 2013). Os sintomas da intoxicacao por
ricina geralmente consistem em diarréia, a qual pode progredir para hipotensao
e disfungBes renal e hepatica, problemas neurologicos e cardiovasculares. A
morte ocorre alguns dias depois por faléncia multipla dos 6rgédos (AUDI et al,.
2005).

Ja a utilizacdo de toxinas no tratamento de tumores acontece desde a
década de 70. Um exemplo mais comum € a utilizagdo de RIPs do tipo 1 como
imunotoxinas. Imunotoxinas correspondem a um composto no qual a toxina &
conjugada a um anticorpo, horménio ou fator de crescimento que vai direciona-
la até uma célula alvo, como por exemplo, uma célula cancerigena, que sera
alvo da sua acdo toxica (OLSNES, 2004). Esta tecnologia tem sido mais
estudada com RIP 1 pela maior facilidade na construcdo dos conjugados se
comparado com as RIP 2, que ja possuem um cadeia B (STIRPE, 2013).
Outros estudos envolvendo a ricina no tratamento de doencgas, como acidentes
vasculares e fadiga ja foram realizados com sucesso (SMALLSHAW et al.,
2002). O grande impecilho que a utilizagdo de imunotoxinas ainda apresenta é
que estas moléculas sdo reconhecidas como estranhas pelo sistema
imunoldgico, o que dificulta sua administracédo repetida, embora muitos estudos
ja estejam sendo realizados para tentar contornar este problema (STIRPE,
2013).

O uso das RIPs também vem sendo estudado como potencial uso na
agricultura. A primeira RIP a mostrar atividade antiviral em plantas foi a PAP
(pokeweed antivira protein, de Phytolacca americana), que teve também sua
eficiéncia demonstrada quando expressa em tabaco e Agrostis spp (LODGE et
al., 1993; DAI et al., 2003). No caso da ricina, junto com a saporina foram as
duas primeiras RIPs a mostrarem atividade téxica contra larvas de insetos
predadores (GATEHOUSE et al., 1990), e dai por diante muitos trabalhos de
transfeccéo de plantas com genes de RIPs foram realizados para aumentar a
resisténcia contra predacdo (STIRPE, 2013). As propriedades de defesa das

RIPs e da ricina vém sendo cada vez mais estudadas, e atualmente sabe-se
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gue sua expressdo € iniciada ou aumentada por fatores como eliciadores
quimicos (&cido jasmonico, acido abcisico), infec¢do por virus e fungos, e até
mesmo fatores abidticos como estresse osmotico, temperatura e injaria
mecanica (STIRPE, 2013).

1.3.3.5 - Métodos de deteccdo daricina

Pelo fato da ricina ser considerada um potencial agente para o
bioterrorismo a busca por métodos rapidos e sensiveis para detectar essa
toxina comecaram logo apds os primeiros estudos que elucidaram o seu
mecanismo de acgéo, sendo o ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) o
primeiro ensaio aplicado na deteccao de ricina (KOJA et al., 1980). O ELISA
para detecgao de ricina foi melhorado desde entéo, (POLI et al., 1994; SHYU et
al., 2002), com limites de deteccao na faixa dos 5 ng/mL, e atualmente kits de
ELISA especificos para deteccdo de ricina podem ser adquiridos
comercialmente (GARBER et al.,, 2005). Apesar disso, o ELISA possui uma
série de desvantagens que o impedem de ser o melhor método de deteccao de
ricina, como o0 tempo alto que se consome entre as lavagens e o0 baixo
rendimento. O ELISA também pode cair no “efeito gancho” (hook effect) em
casos em que a concentracdo do antigeno é tdo alta que acaba sendo
superestimada (FERNANDES & MACHADO, 2012). Uma alternativa ao ELISA
gue aumentava consideravelmente a sensibilidade para deteccdo de ricina
foram os ensaios imunomagnéticos (ver Figura 2 do Anexo 3). Gatto-Menking
et al. (1995) usaram eletroquimioluminescéncia imunomagnética (IM-ECL) para
detectar ricina e outros agentes toxicos. Para isso, micro esferas cojugadas a
anticorpos foram utilizadas para capturar o antigeno alvo e anticorpos
marcados com ruténio foram utilizados como reporter. Todo o ensaio de IM-
ECL pode ser realizado em 40 minutos e a sensibilidade para ricina é de 5
pg/mL, tendo chegado a 0,5 pg/mL apds aperfeicoamento da técnica (YU et al.,
2000).

A busca por métodos de deteccdo de agentes toxicos levou
pesquisadores a trabalharem tecnologias que pudessem nao sé detectar com
precisdo e rapidez uma Unica ameaca, mas também pudesse de uma sé vez

varrer a presenca de diferentes agentes. Dessa forma o uso dos sistemas de
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arranjo se difundiram e pesquisas para deteccao de ricina também foram feitas
nessa linha (WADKINS et al., 1998). Usando o sistema de microarranjos foi
possivel detectar a presenca de ricina, em misturas complexas contendo outros
agentes toxicos, numa concentracdo de 10 ng/mL em um ensaio feito em 15
minutos (DELEHANTY & LIGLER, 2002).

Aptameros séo ligantes de &cidos nucleicos artificiais que podem ser
gerados contra diferentes macromoléculas, inclusive proteinas. Assim,
alternativamente ao uso de anticorpos em técnicas de reconhecimento de
ricina, varios grupos vém trabalhando na utilizacdo destas moléculas para o
reconhecimento da ricina (FERNANDES & MACHADO, 2012). Devido a sua
alta termoestabilidade quando comparado aos anticorpos, 0os aptameros tém
sido utilizados em sistemas analiticos como biosensores, e como agentes
terapéuticos (JAMES, 2000).

Recentemente, com 0s avancos no uso de espectrometria de massas
(MS), o uso desta técnica tem sido bastante explorada para deteccdo de
agentes toxicos como a ricina (FERNANDES & MACHADO, 2012). E possivel
identificar a presenca da ricina baseada em fragmentos tripticos tanto da
cadeia A quanto da cadeia B (em LC-ES MS/MS), assim como utilizando a
holotoxina intacta (MALDI-MS) (FREDRIKSSON et al., 2005). Também foi
possivel combinar uma triagem imunolégica utilizando anticorpos especificos
para detectar ricina em misturas complexas contendo inclusive outras proteinas
(KULL et al., 2010). O limite de detec¢cao por MS gira em torno dos 50 ng/mL, o
que nao é tdo ruim. O problema esta no tempo de duracdo das andlises que
podem durar 5 horas, e a necessidade de um profissional especialista em
espectrometria de massas (FERNANDES & MACHADO, 2012).

O imuno-PCR (IPCR) é até o momento o método mais sensivel para
deteccdo da presenca de ricina, com um limite de deteccdo de 10 fg/mL
(LUBELLI et al., 2006). A técnica consiste primeiramente num ELISA (direto ou
sanduiche), no qual o anticorpo secundario esta complexado a biotina, que faz
a ligacdo através da streptavidina com o DNA também complexado a biotina.
O DNA ligado ao anticorpo (qualitativo para ricina) € entdo submetido a
amplificagéo por PCR (ver Figura 3 do Anexo 3) (SANO et al., 1992).
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Um outro método que vem sendo usado em muitos trabalhos de
destoxificacdo de torta de mamona para validar o processo € a eletroforese
(ANANDAN et al., 2005; GODOY et al., 2009). Esta metodologia, no entanto,
assim como os métodos ja apresentados, detecta somente a presenca da
toxina, sem considerar a sua atividade bioldgica. Outros aspectos
desfavoraveis a eletroforese sdo a baixa sensibilidade e o longo tempo de
ensaio, que pode durar em torno de 4 horas.

Uma vez que os métodos baseados em reconhecimento por anticorpo
ou deteccdo da presenca da proteina por diferentes ensaios ndo elucida a
competéncia biolégica da proteina, diversos outros métodos tém sido descritos
para detectar a ricina baseando-se na sua atividade téxica e depurinadora de
ribossomos (FERNANDES & MACHADO, 2012). O uso de lisado de
reticulocitos de coelho para testar atividade aglutinante causada pela ricina é o
método mais classico e mais antigo encontrado na literatura (LUGNIER et al.,
1974). O lisado de reticuldcitos também pode ser utilizado para medir a inibicdo
da sintese proteica, em um ensaio onde RNAm é adicionado ao sistema, que
fornece ribossomos e outros componentes necessarios para a sintese proteica
(ver Figura 4 do Anexo 3). Na presenca da ricina, a tradu¢do nao ocorre devido
sua atividade N-glicosidica. Na auséncia da toxina, a concentragdo de proteina
sintetizada pode ser medida, por isso nesse tipo de ensaio geralmente €&
utilizada luciferase como sinal (LANGER et al., 1996). Ensaios de inibicdo da
traducdo ja foram inclusive utilizados para avaliar toxicidade da ricina
submetida a tratamentos fisicos e quimicos para inativacao (MEI et al., 2006),
mostrando que estes podem ser métodos interessantes para avaliar
destoxificacao de torta de mamona.

A atividade N-glicosidica da ricina remove uma adenina do SRL no
ribossomo. Sendo assim, esta adenina liberada se tornou alvo de diversos
métodos para deteccdo da atividade biolégica da ricina, funcionando como um
marcador positivo (FERNANDES & MACHADO, 2012). A detec¢éo da adenina
liberada pode ser feita de varias formas, no entanto as mais comuns sao por
HPLC e por MS (ZAMBONI et al., 1989; BECHER et al., 2007; KALB & BARR,
2009). A detecgao da atividade “desadeniladora” pode também ser reconhecida
por medidas indiretas a partir de produtos formados da adenina liberada, como

no caso dos trés fosfatos gerados durante a conversao a AMP (HEISLER et al.,
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2002). Outros métodos de deteccao da atividade biolégica da ricina tambéem
dependem da depurinacdo do SRL. No entanto utilizam formas alternativas de
deteccdo, ndo direcionadas para a adenina ou seus produtos. Keener et al.
(2006) utilizaram um ensaio no qual um fragmento de RNA biotinilado
(corerspondente em sequéncia ao SRL) foi clivado pela acdo combinada da
ricina com DMEDA (N,N’-dimetiletilenodiamina), e o fragmento foi anelado com
um aptdmero conjugado a ruténio capturado por esferas magnéticas e
permitindo a deteccdo por ECL, onde a quimioluminescéncia produzida é
proporcional a fragmentos de RNA depurinados. A sensibilidade desse método
é de 100 pg/mL.

Apesar dos métodos envolvendo liberacdo de adenina se mostrem
eficazes na deteccdo da atividade bioldgica da ricina, este pode ndo ser
suficiente ou apresentar falhas, visto que a depurinacdo ndo € o Unico
mecanismo envolvido na citotoxicidade causada pela ricina. Ja foi descrito que
mutantes de RTA nado téxicos foram capazes de depurinar ribossomos em
células de levedura, sem que ocasionasse morte celular ou qualquer sinal de
apoptose (LI et al., 2007).

Para determinar a toxicidade da ricina em torta de mamona, uma forma
utilizada sdo os modelos animais, uma vez que a alimentacdo animal é o foco
dos processos de destoxificacdo. No entanto, devido a questbes éticas que
rodeiam o uso de modelos in vivo e também a estrutura necessaria para
manter 0s animais, esta pratica se torna inviavel para aplicagdo em série. Um
ensaio in vitro baseado na citotoxicidade da ricina contra células Jurkat foi
mostrado h& alguns anos atras, para detectar a toxina em matrizes alimenticias
como leite, suco e café (BRZEZINSKI & CRAFT, 2007). As células foram
cultivadas em placas de 96 pocos e a toxina foi entdo inoculada. Apdés um
periodo de incubacao aliquotas das culturas tratadas foram utilizadas para a
validacdo da citotoxicidade utilizando um ensaio para atividade de lactato
desidrogenase (LDH), disponivel comercialmente em kit. O ensaio se mostrou
eficiente para detectar ricina de 10-100 pg/mL, dependendo da matriz utilizada
para diluir a toxina. A inclusédo de anticorpos anti-ricina no ensaio também
mostram que é possivel inibir a atividade toxica da proteina de forma a utilizar
este método como um indicador qualitativo especifico para a ricina. Assim, a

possibilidade de utilizar cultura de células para avaliar a toxicidade da ricina
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parece um meio eficiente para testar material oriundo de processos de
destoxificacdo, uma vez que apresenta bom limite de deteccdo e ainda mostra
a atividade da toxina na célula. A possibilidade de métodos baseados em
cultura de células é bem grande, e novos ensaios utilizando outras linhagens
celulares devem ser desenvolvidos para melhor atender as necessidades
(FERNANDES & MACHADO, 2012).

1.3.3.6 — Eliminacéo daricina na torta de mamona

O dleo de mamona ndo possui ricina, pois toda a proteina da semente
permanece na torta apds o processo de extracdo. Os niveis de ricina na
semente podem variar entre os genotipos de mamona produzidos pelos
programas de melhoramento (PINKERTON et al., 1999). Entre os gendtipos
mais cultivados no Brasil os niveis desta toxina variam entre 1,4% a 4,5% das
proteinas totais na semente (FERNANDES, 2008).

A transformacéo da torta de mamona em um produto atoxico, que possa
ser usado para alimentacdo animal ja vem ha muito tempo despertando a
atencdo de diversos pesquisadores no mundo, tendo-se obtido alguns
resultados satisfatérios embora alguns passos tecnoldgicos ainda necessitem
ser melhorados para que o produto possa tornar-se economicamente viavel
(OLSNES, 2004). Em virtude de sua baixa estabilidade térmica e da
solubilidade em agua, os processos fisicos tais como cozimento e
autoclavagem foram os mais explorados para destoxificacdo da torta de
mamona durante o século XX (BELTRAO & LIMA, 2007). Os primeiros
trabalhos de destoxificacdo da torta de mamona, realizados por Ambekar e
Dole (1957), utilizaram aquecimento da torta por 3 horas a 150 °C, e néo foi
eficiente em eliminar a toxicidade, uma vez que ratos alimentados com este
material acabaram morrendo. A autoclavagem também foi utilizada em
algumas situagdes para destoxificacdo de torta de mamona (PURUSHOTHAM
et al., 1986; ANANDAN et al., 2005). No entanto algumas condi¢cbes testadas
nao foram eficientes, pois animais alimentados com a torta autoclavada tiveram
ganho de peso bem abaixo da média. Embora alguns processos fisicos se
mostrem promissores (ANANDAN et al., 2005), ainda é necessario reavaliar a

destoxificacdo utilizando métodos bioldgicos. Além disso, estes processos
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(autoclavagem e aguecimento), ndo apresenta viabilidade para aplicacdo em
escala industrial devido o seu alto custo. Vilhjaimsdéttir e Fisher (1972)
conseguiram resultado satisfatério quando submeteram a torta de mamona a
lavagem com agua (4 vezes por 10 minutos huma propor¢ao 1:5). No entanto,
para conseguir bons resultados de nutricdo, foi necessario suplementar a torta
lavada com lisina e triptofano, e 0 processo de extragdo com agua acaba
gerando mais um residuo toxico, que seria a propria dgua da lavagem.

Tratamentos quimicos para remocao da ricina na torta de mamona
também ja foram realizados utilizando 6xido de calcio (ANANDAN et al., 2005;
GOWDA et al.,, 2009; DINIZ et al.,, 2011). No entanto estes trabalhos néo
mostram o que de fato ocorre com a ricina apés o tratamento, e utilizam a torta
tratada para alimentacdo animal sem um ensaio prévio de atividade toxica da
proteina, como os ja citados anteriormente. Além disso, s6 a presenca da ricina
foi avaliada nestes trabalhos, enquanto & presenca dos alérgenos foi ignorada.

A acdo de metalo-proteases (induzidas pelo esmagamento da semente)
na degradacédo da ricina durante o periodo de armazenagem da torta também
se mostrou uma forma eficiente de destoxificacdo deste residuo. E possivel
que estas proteases tenham origem na propria semente ou até mesmo que
sejam produzidas por microrganismos presentes no material (CRESPO-NETO,
2009).

Sabe-se ainda que alguns processos biolégicos vém sendo utilizados
para destoxificacdo de rejeitos agroindustriais, inclusive de mamona. Os
residuos da producdo de biodiesel a partir de sementes de mamona
(Petrobras, patente P10105888-6) proporcionou um substrato potencial para a
producdo de lipases por Penicillium simplicissium, a0 mesmo passo que
mostrou 0s primeiros sinais de reducdo nos niveis de ricina utlizando a
fermentacdo em estado solido (GODOY et al.,, 2009). Neste trabalho foi
observada uma redugdo nos picos cromatograficos referentes a massa da
ricina (em coluna de exclusdo molecular Sephadex G-50), e um acumulo de
peptideos de baixo massa molecular, possivelmente gerados da degradacgéo
de proteinas maiores. A presenca da ricina no rejeito fermentado também foi
avaliado por eletroforese, que indicou auséncia total da toxina. No entanto,
nenhum teste de atividade biol6gica foi realizado a fim de mostrar se niveis nao

detectaveis da toxina ativa estavam presentes. Somente em 2012, Godoy et al.
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realizaram uma melhoria do processo e fez a avaliagcdo da atividade toxica
através de ensaio de citotoxicidade. Sendo assim, observa-se que O0s
tratamentos quimicos e a fermentagdo em estado sdlido como métodos
promissores na eliminacéo da ricina na torta de mamona.

No presente trabalho visou-se padronizar um ensaio de citotoxicidade
para ricina a fim de usa-lo na determinagdo de atividade toxica em torta de
mamona submetida & processos de destoxificacdo. O uso de compostos de
calcio para destoxificacdo da torta de mamona e desativacdo da ricina
purificada para estudos de mecanismo de acdo também serédo abordados, uma
vez que a maioria dos estudos envolvendo destoxificacdo n&o procuram
elucidar o mecanismo a nivel estrutural. Por fim, serdo aprofundados os
estudos preévios feitos com fermentacdo em estado soélido para destoxificacao
da torta de mamona, utilizando um fungo de status GRAS (generally

recognized as safe).

1.4 — Fermentacdo em estado sadlido

O termo fermentacdo em estado solido (FES) denota o cultivo de
microrganismos em substratos sélidos umedecidos na auséncia de uma fase
aguosa livre (PANDEY, 2003). No entanto, o substrato deve apresentar
umidade adequada para manter o crescimento e 0 metabolismo do
microrganismo, sem exceder a capacidade de retencdo maxima de agua pela
matriz. A FES se assemelha ao habitat natural dos microrganismos e, portanto,
€ uma escolha interessante para estes crescerem e gerarem produtos de
interesse tecnolégico (Figura 8). A matriz solida utilizada no processo pode ser
tanto a fonte de nutriente, quanto simplesmente um suporte impregnado com
os nutrientes adequados ao desenvolvimento do microrganismo (DURAND et
al., 1997).

Apesar de ainda ser menos difundida no ocidente, a FES é amplamente
utilizada nos paises asiaticos, principalmente na inddstria de alimentos
fermentados. Enzimas e metabdlitos microbianos também sao produzidos
através desta tecnologia, que ja vem sendo utilizada ha milhares de anos
(HOLKER & LENZ, 2005). Nos paises ocidentais, a FES enfrenta os avangos

técnicos da fermentacdo submersa (FS), que foi amplamente aprimorada e
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difundida em funcdo do seu intenso uso para a producdo de antibibticos
durante a Segunda Guerra Mundial (HOLKER & LENZ, 2005).
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Figura 8. Esquema de alguns dos processos, em microescala, que ocorrem durante a
fermentacdo em estado solido. Apds a esporulacdo, as hifas do fungo se desenvolvem em um
emaranhado micelial (preto), o qual se espalha sobre a superficie da particula utilizada como
substrato sélido (marrom). Da malha de micélios crescem hifas tanto para o espago gasoso
quanto em direcdo do substrato penetrando os poros. Em niveis normais de umidade, os
espacos vazios entre as hifas aéreas sao preenchidos por gas (g), enquanto 0s espagos vazios
na malha de micélios e dentro do substrato sdo preenchidos com liquido (I). As atividades
metabdlicas mostradas ocorrem principalmente proximo a superficie do substrato e dentro dos
poros. No entanto, regides expostas do micélio (como as hifas aéreas) também apresentam
metabolismo e pode haver o transporte de substancias das hifas penetrativas para as aéreas.
Enzimas hidroliticas (azul claro), as quais sdo produzidas pelo micélio, se difundem para a
matriz sélida e catalisam a degradacéo de macromoléculas em unidades menores (verde).
Estas serdo mais tarde utilizadas como nutrientes para os fungos. O O, € consumido e 0 CO,,
H,O, calor e produtos de interesse bioquimico sédo produzidos durante a fermentacéo. Por isso
o desenvolvimento de gradientes dentro do biofilme que, por instancia, forca o O, a difundir-se
da fase gasosa para dentro de regides mais profundas (rosa) e o CO, a difundir-se destas
regides para para a fase gasosa (vermelho). A geracdo de calor (Q; laranja) leva a um aumento
na temperatura (T), a qual representa um sério problema durante a FES. O calor é portanto
removido do substrato nao somente por condugdo, mas também por evaporacao, que é parte
do balango complexo da agua no sistema (azul escuro). Além da evaporacao, o balancgo hidrico
induz a captura de agua pelo micélio no seu crescimento, consumo desta durante as reacdes
de hidrdlise e producao através da respiragdo. Como outro fator importante, o pH local poderia
ser alterado pela liberagcdo de acidos carb6nicos e pela troca de aménia (cinza). Os produtos
de interesse (magenta) que sdo liberados na matriz sélida e espagos aquosos durante a
fermentacé@o poderiam ser absorvidos pelo substrato sélido e entdo extraidos para uso futuro
no fim do processo. Todos estes e muitos outros fendmenos podem influenciar fortemente o
processo durante a FES. (adaptado de HOLKER & LENZ, 2005)
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Durante 1950-1960 foi visto o uso de cultura de fungos para a
transformacao de esterdides e relatos da produgcdo de micotoxinas utilizando
FES, e durante 1960-1970 os avancos na area permitiram que a técnica
voltasse a conquistar espaco (SINGHANIA et al., 2009). Outro ponto importante
no aumento da utilizacdo desta tecnologia foi 0 seu uso no enriquecimento
proteico de racdo para gado, utilizando residuos agroindustriais, oferecendo
entdo um processo Unico para agregar valor a estes residuos de baixo custo e
até entdo considerados como poluentes (SINGHANIA et al., 2009).

Existem diferencas significativas entre os processos de FES e FS
(Tabela 2). A principal diferenca entre FES e FS € a quantidade de &gua livre
no meio de cultivo. Na FS, a quantidade de sdlidos ndo ultrapassa 50g/L,
enquanto na FES o contetdo de sélidos varia de 20 a 70% do peso total.
Assim, a FES é um processo que ocorre na auséncia ou quase auséncia de
agua livre (MITCHELL et al., 2002).

As caracteristicas da FES conferem a este processo diversas vantagens
sobre a fermentacdo submersa. Uma das principais vantagens da FES é a
utilizacdo de meios de cultura simples, compostos de materiais de origem
vegetal, como farelos e cascas de arroz, trigo, milho e outros cereais,
necessitando de poucos nutrientes adicionais ao meio. Isso possibilita a
utilizacdo de residuos agro-industriais como substrato, representando, em
paises como o Brasil, matéria prima abundante e de baixo custo (GRAMINHA
et al., 2008).

Devido ao baixo teor de umidade e a auséncia de agua livre no meio, a
probabilidade de contaminacdo por bactérias é reduzida. A pequena
guantidade de agua empregada na FES também implica em vantagens, tais
como menor volume de meio reacional; menor espaco requerido para 0s
fermentadores em relacéo ao rendimento do produto; e maior concentracdo do
produto (HOLKER & LENZ, 2005).

Dentre as caracteristicas da FES, a baixa atividade de &agua (A,) do
meio de cultivo solido influencia nos aspectos fisiolégicos dos microrganismos,
tais como no seu crescimento vegetativo, esporulacéo, germinagao de esporos,
producdo de enzimas e atividade enzimética (GRAMINHA et al., 2008). Muitas
vezes, essa diferenca na fisiologia do microrganismo leva a obtencao de

produtos com caracteristicas mais interessantes. Esporos flungicos produzidos
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por FES sdo mais estaveis, resistentes a desidratacdo e possuem uma taxa de

germinagdo maior do que quando produzidos por FS (HOLKER & LENZ, 2005).

Tabela 2. Principais diferencas entre a FES e a FS (adaptado de Mitchell & Lonsane, 1992).

Fermentacdo no Estado Sélido Fermentacdo Submersa

Meio de cultivo sem fase liquida
Substratos insollveis em agua

Agua presente no meio apenas na
quantidade necessaria para 0
crescimento do microrganismo

A absorcédo de nutrientes ocorre a partir
do substrato sélido umedecido

Presenca de gradientes de calor,
nutrientes, produto e O,

Apresenta fases soélida, liquida e gasosa
Fase liquida descontinua

Maiores concentracdes de indculo
Aeracdo disponibiliza O, e remove o

calor metabdlico e os produtos gasosos

Agitacao facultativa
Produtos mais concentrados
O crescimento fangico envolve a

penetracdo das hifas no substrato sélido

Bactérias e leveduras crescem aderidas

ao substrato sélido

Meio de cultivo com fase liquida
Substratos solUveis em agua

Grande quantidade de agua

Ocorre a absorcdo de nutrientes
dissolvidos no meio liquido

Calor, nutrientes, produto e O,
uniformemente distribuidos

Apresenta fases liquida e gasosa

Fase liguida continua

Menores concentragdes de indculo
Aeracdo disponibiliza O, e remove o0s
produtos gasosos, mas o0 calor
metabdlico € removido por dispositivos
especificos para troca de calor

Agitacdo geralmente essencial

Produtos menos concentrados

O crescimento fungico ocorre na forma
de micélios individuais ou em
aglomerados uniformemente distribuidos

no meio agitado

Bactérias e leveduras crescem
distribuidas uniformemente no meio
agitado

A FES também pode, em alguns casos, ser economicamente mais

interessante na producdo de enzimas (lipases). Castilho et al.

(2000)

realizaram uma andlise econbmica da producdo de lipase por Penicillium

restrictum tanto por FES quanto por FS. Os autores relatam que o investimento

total necesséario para a producdo de lipase por FS foi 78% maior do que o
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necessario para producao por FES devido, principalmente, ao custo do meio de
cultivo.

Apesar das inumeras vantagens da FES em relacdo a FS, observa-se
que a FES €& um sistema heterogéneo, onde a distribuicdo de nutrientes e
oxigénio, a concentracdo de produto e o crescimento ndo sao uniformes por
todo meio e a utilizacdo de agitacdo requer elevados gastos de energia.
Adicionalmente, a heterogeneidade do meio implica em dificuldades de
monitoramento e o controle de parametros muito importantes para 0 processo
fermentativo, como a temperatura, pH, umidade e oxigénio. Quanto aos tipos
de microrganismos utilizados, existe também uma certa restricdo devido a
baixa concentragdo de agua livre no meio de cultura (PANDEY, 2003).

Muitas bactérias, leveduras e fungos filamentosos crescem em
substratos solidos, dando origem a diversos produtos de interesse. Porém
entre os microrganismos estudados, os fungos filamentosos sdo os mais
adaptados a este sistema (MITCHELL & LONSANE, 1992). Os fungos
filamentosos possuem uma grande facilidade de se adaptar a FES devido
principalmente ao seu crescimento em forma de hifas e as suas caracteristicas
fisiolégicas. A penetracdo de hifas permite uma maior acessibilidade aos
nutrientes do que no caso dos microrganismos unicelulares, reduzindo a
distancia em que os processos de difusdo devem ocorrer. Isso € de grande
importancia, principalmente nos estagios finais da fermentacdo, quando os
nutrientes da superficie encontram-se esgotados (MITCHELL & LONSANE,
1992; MITCHELL et al., 2002). A auséncia de agua livre é outro fator que
influencia positivamente o crescimento de fungos filamentosos em substrato
sélido (PANDEY, 2003).

A grande maioria dos substratos usados para FES € de origem agro-
industrial, e estes podem ser divididos em trés grupos: substratos que possuem
amido como principal fonte de carbono, como residuo de batata doce, farelos
de trigo e de arroz, e farinhas de milho, de mandioca e de banana; substratos
gue possuem celulose e lignocelulose como principal fonte de carbono, como
palha de trigo, polpa de beterraba e restos de madeira; e substratos que
possuem acucares soluveis como principal fonte de carbono, como forragem,
acucar de beterraba e residuo de abacaxi (MITCHELL et al., 2002).
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Mal interpretada como “sistema de baixa tecnologia”, a FES parece ser
promissora para a sintese de produtos de “alto custo e pequeno volume” como
biofarmacos, por exemplo. Embora a FES tenha sido desenvolvida para a
manufatura de produtos tradicionais, como alimentos e bebidas fermentadas,
sua aplicacdo, atualmente, tem se estendido as induastrias farmacéuticas e
bioguimicas, destacando-se alguns produtos e processos como enzimas,
acidos organicos, etanol, biogas, antibidticos, surfactantes, toxinas, agentes de
bioremediacdo, cogumelos comestiveis, polissacarideos microbianos,
biopesticidas, enriqguecimento proteico de alimentos fermentados, pré-digestédo
de racdes animais, e variagbes dos tradicionais alimentos fermentados
(MITCHELL et al., 2000; PANDEY, 2003).

Os processos de FES oferecem vantagens potenciais na biorremediacéo
e na destoxificacao biol6gica de compostos toxicos (PANDEY et al., 2000). No
que diz respeito a destoxificacao de rejeitos, seja com a intencao de aproveita-
los na alimentacdo animal ou de simplesmente elimina-los de forma segura, a
FES vem se apresentando como uma arma em potencial. O gossipol, um
pigmento polifendlico téxico que se apresenta como um limitante para a
utilizacdo da torta de algodéo para a alimentacdo animal, pode ser eliminado
por FES utilizando-se o fungo Candida tropicalis ZD-3 (ZHANG et al., 2007).
Rejeitos de café submetidos a FES utilizando-se cepas do fungo Rhizopus sp.
tiveram 57% e 87% de reducdo nos niveis de taninos e cafeina,
respectivamente (LEIFA et al. 1999).

Recentemente foi mostrado que o processo de fermentagdo em estado
sélido pode ser uma forma eficiente e barata de eliminacdo da ricina presente
em rejeitos de mamona. Godoy et al. (2009) mostrou que durante a producéo
de lipase por FES o0s niveis desta toxina foram reduzidos a zero. O utilizado
nao foi a torta, e sim o residuo de mamona originado da producédo de biodiesel
patenteada pela Petrobras (P10105888-6). Diferente da torta de mamona, este
ndo é um co-produto classico da extracdo do Oleo. Dessa forma, a utilizacdo da
torta de mamona tradicional como substrato para a FES seria interessante,
visto que existe a possibilidade da eliminagdo das toxinas presentes atraves
deste processo. Além disso, a escolha do microrganismo também € outro fator
importante, visto que a destoxificacdo do material poderia torna-lo interessante

para aplicacdo em alimentagdo animal. A escolha de um microrganismo de
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status GRAS como por exemplo o fungo Aspergillus niger, talvez seja a mais

adequada neste caso.

1.5 - Aspergillus niger

O fungo filamentoso Aspergillus niger é utilizado na pesquisa e na
industria h4 algumas décadas. Sua importancia foi mostrada em 1919, quando
sua habilidade de producédo de acido citrico foi explorada. No entanto, desde
1960 A. niger vem sendo utilizado para a producéo de véarias enzimas utilizadas
em especial na industria de alimentos (SCHUSTER et al., 2002).

Como descrito por Reiss (1986), A. niger é capaz de crescer em ampla
faixa de temperatura (6-47 °C), com um o6timo entre 35-37 °C. A atividade de
agua limite para o crescimento é 0,88, a qual é relativamente alta se
comparada com outras espécies de Aspergillus. A faixa de pH em que A. niger
cresce também é bem ampla, variando entre 1,4-9,8. Estas habilidades e a
abundante producdo de conidiosporos, 0s quais sao distribuidos pelo ar,
garantem a ocorréncia da espécie em varios lugares, principalmente nos mais
quentes e umidos (REISS, 1986).

O acido citrico € um dos principais produtos obtidos através de A. niger,
sendo um importante acidulante utilizado na industria de alimentos e bebidas.
Este possui ainda aplicacdo na industria farmacéutica, producdo de
detergentes, couro sintético, entre outras aplicacées (SCHUSTER et al., 2002).

A producdo de enzimas por A. niger teve inicio com a pectinase,
protease e amiloglucosidase (FROST & MOSS, 1987). Outras enzimas de
importancia econdmica também sdo produzidas pelo fungo, como lipases
(DANTAS & AQUINO, 2009), amilases (ROSES & GUERRA, 2009) e celulases
(VILLENA & GUTIERRES-CORREA, 2006).

A. niger é considerado um microrganismo GRAS. Isto esta documentado
em listas de organizacdes responsaveis pela seguranca e saude, a exemplo da
Berufsgenossenschaft der Chemischen Industrie (1998). Em casos raros,
quando pessoas sd0 expostas intensivamente a esporos, podem ocorrer
reacOes de hipersensitividade (SCHUSTER et al., 2002). Quanto a toxicidade
para animais, sabe-se que nem a inalagcdo (BHATIA & MOHAPATRA, 1969)
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nem a ingestdo (NYIREDY et al., 1975) de grandes doses de esporos induzem
micoses em animais.

Apesar da longa histéria e intensivos estudos sobre a natureza de A.
niger, somente poucos casos de formagcao de toxina por este fungo foram
documentadas. No entanto, em nenhum destes casos foi provada a producéo
de aflatoxinas. Quanto a ocratoxina A, uma micotoxina nefrotéxica e
carcinogénica, alguns estudos confirmam que pode ser produzida por algumas
espécies de Aspergillus, entre estas, A. niger , quando cultivado sob as
condi¢cbes para producéo desta toxina (ABARCA et al., 1994). Uma série de
nafto-y-pironas, produzidas por algumas cepas de A. niger, atuam como
agentes toxicos ao sistema nervoso central dos vertebrados. No entanto, estes
metabdlitos secundarios ndo sdo considerados micotoxinas, uma vez que ndo
apresentam toxicidade quando administrados por rota natural, e sim quando
administrados por injecao intraperitoneal (SCHUSTER et al., 2002).

Uma outra aplicacdo para A. niger € a destoxificacao de residuos. Birk et
al. (1996) utilizou o fungo, através de FES, para eliminar o cianeto presente em
uma variedade de mandioca, conhecida vulgarmente como mandioca-brava
(Manihot esculenta). O processo reduziu o conteddo de cianeto em 95% e
aumentou o contetdo protéico em 50%. Um outro exemplo é a remocéo de
metais pesados, como o cromo, em efluentes dos moinhos de curtimento de
couro, através da biosorcdo por A. niger. Os resultados mostraram uma
remocao de mais de 75% do cromo, e foi visto que este metal se acumulava
nos micélios do fungo (SRIVASTAVA & THAKUR, 2006. Ehren et al. (2009)
mostrou que uma enzima proteolitica produzida por A. niger, a
aspergillopepsina (ASP), pode ser utilizada como um destoxificante para
intoxicacdes causadas por gliten, ja que a protease em questdo favorece a

digestao desta proteina.
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Gerais

Padronizar um ensaio de citotoxicidade para deteccdo de ricina que
possa ser utilizado para avaliar a eficiéncia de processos de destoxificacao
com fermentagdo no estado sélido e tratamento quimico com 6xido, hirdréxido
e carbonato de célcio, e também avaliar o efeito do oxido e do hidroxido de

calcio sobre a atividade biologica da holotoxina.

2.2 — Especificos

e Padronizar um ensaio de citotoxicidade para deteccdo de ricina em
cultura de células Vero, determinando dose minima e melhor tempo de

resposta.

e Utilizar a torta de mamona como substrato para crescimento de
Aspergillus niger e em seguida verificar a presencga da ricina ou qualquer

atividade toxica no material fermentado.

e Utilizar compostos de célcio (6xido, hidréxido e carbonato) como
tratamento quimico da torta de mamona visando sua destoxificacao, e

avaliar a atividade toxica da ricina por ensaios de citotoxicidade.
e Reproduzir o tratamento quimico com compostos de calcio na ricina

purificada (holotoxina) a fim de elucidar o mecanismo pelo qual a toxina

€ desativada.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Ensaios de citotoxicidade

Os ensaios biologicos para ricina foram realizados em colaboracdo com
a Dra. Nilgun Ereken Tumer, no Departamento de Biologia e Patologia Vegetal
(Department of Plant Biology and Pathology) da Rutger University, em New
Brunswick, NJ, Estados Unidos. A parceria foi estabelecida devido a ampla
experiéncia da Dr2. Tumer com mecanismo de acao de RIPs, incluindo ricina, e
pela disponibilidade da toxina purificada, obtida comercialmente pelo seu
grupo. Também foi feita a colaboracdo com o Dr. Edésio José Tendrio de Melo,
do Laboratorio de Biologia Celular e Tecidual da UENF, para os experimentos
de citotoxicidade realizados nesta universidade.

As células, da linhagem Vero (células aderentes epiteliais de rim de
Chlorocebus sabaeus, popular Macaco Verde ou Green Monkey), foram
cultivadas em garrafas de cultura de 25 cm? (TPP/90025), em meio DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle media) suplementado com 5% de soro fetal bovino.
Para os testes de citotoxicidade, as células da cultura em monocamada foram
desprendidas da garrafa pelo uso de uma solugdo de tripsina (tripsina
0,5 mg/ml + EDTA 0,2 mg/ml). Primeiramente o meio de cultura antigo foi
removido e a garrafa lavada por 3 vezes com 2 mL de PBS pH 7,0, e entéo foi
feito o desprendimento das células com 1 mL da solucdo de tripsina incubada
por 1 minuto a 37°C. Foram adicionados 6 mL de meio de cultura na garrafa
com as células em suspensdo e a contagem foi feita em microscépio Optico
invertido. Uma concentracdo de aproximadamente 4 x 10° células foi incubada
em cada po¢o numa placa de cultura de 96 pocos. A placa foi mantida a 37°
por 24-48 horas até que as ceélulas estivessem em estagio de monocamada
para a incubacéo com a toxina.

Para estabelecer a menor dose letal de ricina para as células Vero,
foram utilizadas diferentes concentragcdes da holotoxina, diluida em tampéao
PBS pH 7,0. As concentrac¢fes testadas foram 100 ug, 10 ug, 1 ng, 100 ng, 10
ng, 1 ng, 100 pg e 10 pg por mL. Estes valores séo referentes a concentragédo
final de ricina por poco na placa de cultura, num volume final de 100 uL por

poco. As células incubadas com ricina foram mantidas em camara de cultivo a
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37°C por 48 horas. A contagem de células, feita em microscépio Optico
invertido (Axiolplan — Zeiss), foi realizada a cada 12 horas de incubacdo (em
12, 24, 36 e 48 horas), afim de determinar o numero de céluas vivas (aderidas
a placa) ap6s a incubacéo da ricina. Outro método utilizado para determinar a
citotoxicidade da holotoxina foi a dosagem da atividade de lactado
desidrogenase (LDH), apds 48 horas de incubacdo da toxina. Para isso, foi
utilizado um kit comercial (Cytotoxicity Detection Kit, LDH — Roche Applied
Bioscience), e foram utilizados os procedimentos descritos no protocolo de uso
do produto. Assim, em uma placa de 96 pocos, 100 uL da solugao do kit de
citotoxicidade (Catalisador = diaforase/NAD"; Soluc&o reveladora = Cloreto de
iodotetrazolio e lactato de sodio) foram adicionados a 100 uL de cada solugéo
teste (meio de cultura das células incubadas com: ricina; Triton X-100 2% como
controle positivo; PBS pH 7,2 como controle negativo). A placa foi mantida por
30 minutos na auséncia de luz para que as reagcdes ocorressem. Em seguida, a
leitura colorimétrica das amostras foi feita em leitor de placas (Thermo Plate) a
492 nm. A citotoxicidade foi determinada utilizando os valores de absorvancia

na seguinte formula:

Citotoxicidade (%) = valor do experimento — controle negativo x 100
controle positivo — controle negativo

Todos os experimentos para cada uma das amostras foram realizados
em triplicata.

Como controle qualitativo do ensaio, nos verificamos a utilizagdo de
anticorpos, do tipo IgG, anti-cadeia A de ricina (Santa Cruz Biotecnologia), a
fim de bloquear a atividade tOxica da proteina, identificando a ricina como
agente indutor da citotoxicidade. Para isso utilizamos uma concentragéo final
de 8 ug de anticorpo em cada poco da placa contendo células incubadas com

ricina ou torta extrato proteico de torta de mamona.

3.2 — Tratamentos daricina purificada com compostos de calcio
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Foram utilizados nestes ensaios o 0xido de célcio (CaO) e o hidréxido de
calcio [Ca(OH),], primeiramente em diferentes concentracbes, afim de
determinar uma dose minima em caso de resultados positivos para desativacdo
da ricina. As seguintes concentracdes foram utilizadas: 10%, 5%, 2,5%, 1,25%,
0,6%, 0,3%, 0,15% e 0,075%, dos compostos de calcio diluidos em tampéao
PBS pH 7,0. A holotoxina foi incubada com as solugfes de célcio e PBS puro
(controle) na proporgéao de 1:1 (v/v). A mistura foi mantida em agitacéo por 12
horas a 4 °C. Posteriormente, cada amostra foi centrifugada por 1 minuto a
1.500 g, e o sobrenadante foi coletado e incubado nas células em duas
concentracdes finais, de 50 ng/mL e 1 ug/mL. A determinac¢éo da citotoxicidade
foi feita pelo ensaio enzimético, como descrito anteriormente, apos 48 horas de
incubacao nas células Vero. Também foi verificada a presenca da ricina apés o
tratamento com calcio, por SDS-PAGE 12 % (Tabela 3) (LAEMMLI, 1970), em
trés situacdes. Num primeiro instante foram aplicados no gel os sobrenadantes
obtidos apo6s a centrifugacdo, o0 mesmo material inoculado nas células. Num
segundo gel, foram aplicadas as misturas de calcio e solu¢do de ricina sem
centrifugar, contendo célcio insoltvel. O terceiro experimento foi feito utilizando
o0 sobrenadante da centrifugacédo, que foi submetido a uma precipitacdo de
proteinas com &cido tricloroacético (TCA) 20%. O pellet (precipitado)
recuperado no fim do processo foi ressuspendido em tampdo de amostra,

igualando assim o pH de todas as amostras para aplicar no gel.

Tabela 3. Preparo de gel de poliacrilamida separador de 12% (5 mL) e do gel concentrador
(stacking) (2 mL), para placas de espacador de 1 mm, em sistema Mini Protean 3 (Bio-Rad).

Solucéo Gel Separador 12% (mL) Stacking (mL)

Agua destilada 1,7 1,4

*Solugao acrilamida 30% 2,0 0,33
Tampao Tris 1,5 M (pH 8,8) 1,3

Tampao Tris 1,0 M (pH 6,8) 0,25
SDS 10% 0,05 0,02
APS 10% 0,05 0,02
TEMED 0,002 0,002

*29,2% de acrilamida com 0,8% de N’,N’-metileno-bis-acrilamida.

Além de pré-tratar a ricina com os compostos de célcio antes de incuba-
la na cultura de células, também foi realizado um experimento de tratamento
das células com célcio seguido da ricina a fim de verificar a capacidade do CaO
e do Ca(OH), em proteger as células da acdo da toxina. Para isso utilizamos
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concentracfes de CaO e Ca(OH), mais baixas (1,25%, 0,6%, 0,3% e 0,15%),
contendo menos célcio insoluvel, que é prejudicial a cultura. Apés 48 horas de
incubacédo a citotoxicidade foi avaliada pelo método enzimatico ja descrito.

O mesmo tratamento, utilizando somente CaO a 5% (eficiente na
destoxificacao), 0,6% (minimo eficiente na destoxificacao) e 0,15% (ineficiente),
foi realizado com o intuito de reduzir o tempo de tratamento, inicialmente feito
em 12 horas. Foram testados periodos mais curtos de exposi¢cdo da ricina ao
calcio. Os seguintes tempos foram testados: 180, 120, 60, 30, 10, 5 e 1 minuto.
A citotoxicidade foi avaliada pelo método enziméatico descrito anteriormente. A
presenca de bandas de ricina em gel de poliacrilamida também foi avaliada
para os tempos de 30, 10, 1 e 0 minutos de tratamento.

3.3 - Avaliacdo morfolégica comparativa das células Vero por

Microscopia Optica

Para este experimento utilizamos duas placas de 24 pocos. As
laminulas foram colocadas no fundo de cada poco utilizado no experimento,
para aderéncia das células, e em cada placa os seguintes compostos foram
utilizados em duplicata: somente meio de cultura (DMEM + 5% de soro fetal
bovino); PBS pH 7,0; CaO 5%; ricina; ricina pré tratada com CaO 5% por 1
hora de agitacdo. ApGs 24 horas de incubacao, uma das placas teve o meio de
cultura em cada poco substituido por meio novo. O tempo de incubacao total foi
de 48 horas. Entéo, as células foram lavadas por trés vezes com solucédo de
PBS pH 7,2, e entdo fixadas com solucdo de acido picrico e formaldeido (4:1)
por 5 minutos. As células foram lavadas quatro vezes com PBS e coradas com
solucéo de Giemsa diluido em PBS (9:1) por 6 horas em temperatura ambiente.
As laminulas foram embebidas em solucéo decrescente de acetona-xilol (90-
10%, 70-30%, 30-70%, 10-90%). As laminulas foram montadas em laminas
histol6égicas com entelan e deixadas secando por 48 horas. Foram entdo

observadas em microscopio optico e fotografadas em aumento de 20x.

3.4 — Dot blotting

46



FERNANDES, KV

Para verificar se a estrutura da proteina era alterada pelo tratamento
com calcio, de forma que néo fosse reconhecida por anticorpo especifico, foi
realizado um ensaio de dot blotting. A ricina ndo tratada e amostras tratadas
com CaO (10 pL) foram aplicadas em membrana de nitrocelulose, e apos
secas, 0 bloqueio foi feito com solucéo 5% de leite em p6 em PBS-T (PBS pH
7,0 + Tween 0,05%) por 1 hora. O anticorpo primario (IgG de camundongo anti
cadeia A de ricina) foi incubado por 1 hora, a lavagem foi feita trés vezes com
PBS-T, e entdo o anticorpo secundario (anti IgG de camundongo conjugado a
peroxidase) foi incubado também por 1 hora. Apds lavagens (trés vezes) com
PBS-T, a deteccdo foi feita utilizando um kit de deteccdo por
eletroquimioluminescéncia (ECL Western Blotting Detection Kit, GE Life

Sciences).

3.5 - Avaliacdo da importancia de célcio livre para a inativacao daricina

Para verificar se o calcio era necessario para a inativacdo da toxina, foi
feito um ensaio de citotoxicidade, como descrito anteriormente, utilizando um
guelante de calcio juntamente com as solucdes de CaO. O quelante utilizado
foi o acido tetracético etileno glicol (EGTA). Num primeiro momento utilizamos
diferentes concentragcbes (em molaridade) de CaO puro para verificar a
concentragdo minima eficiente na inativacdo da toxina. Fizemos também uma
curva de concentracdes de EGTA para encontrar um concentracdo nao toxica
para as células e que pudesse ser utilizada no ensaio. Ambos 0s compostos
foram testados na presenca e auséncia de ricina. As concentracdes de CaO e
de EGTA utilizadas separadamente foram as seguintes: 0,8 M, 0,5 M, 0,1 M, 50
mM, 10 mM e 1 mM. Para verificar a importancia do calcio através da acao
quelante do EGTA, foram utilizadas trés concentracbes de CaO (50 mM, 10
mM e 1 mM) contra trés concentracdes de EGTA (50 mM, 10 mM e 1 mM), na
presenca e na auséncia de ricina (1 ng/uL). A citotoxicidade foi avaliada pelo

meétodo enzimatico previamente descrito.

3.6 — Avaliacédo da interferéncia do pH nainativacdo da ricina
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A adicdo de CaO ou de Ca(OH), torna o pH das solucdes utilizadas para
inativacao da ricina elevado, acima de 11. Assim, foi feita uma varredura de
diferentes faixas de pH utilizando PBS sem CaO ou Ca(OH),, para tratar a
toxina e avaliar se a atividade tdxica era mantida em todas as faixas de pH. A
holotoxina foi incubada com as solu¢cdes PBS em pH inicial 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12 e 13 na proporgéo de 1:1 (v/v). As misturas foi mantida em agitagédo
por 3 horas a 4°C e incubadas nas células. A citotoxicidade foi medida pelo
método enzimatico ja descrito, e a presenca de bandas de ricina em gel foi
avaliada por SDS-PAGE 12% para as amostras tratadas com PBS em

diferentes pH.

3.7 — Tratamento da torta de mamona com compostos de calcio e

avaliacdo da toxicidade em cultura de células Vero

A torta de mamona utilizada nos processos de destoxificacéo foi obtida
por doacdo através da Biodleo Industria e Comércio S/A (Feira de Santana,
BA).

Para os tratamentos da torta com calcio, foram empregados os dois
compostos usados na inativagdo da toxina purificada, CaO e Ca(OH),, e ainda
mais um terceiro composto, o CaCOj; (carbonato de calcio). Para cada
composto de calcio, foram utilizadas solu¢cdes em duas concentracoes, 4% e
8%, em PBS pH 7,0. O tratamento foi feito na propor¢ao 1:1 (m/v), e a torta
com os compostos de célcio foi mantida em agitacdo por 12 horas a 4°C.
Posteriormente, 0 extrato proteico da torta tratada foi obtido por extracdo com
PBS pH 7,0, na proporcéo 1:4 (m/v), em agitacdo por 3 horas a 4°C. O material
foi entdo centrifugado a 10.000 g por 15 minutos, e o sobrenadante foi coletado
e utilizado nos passos seguintes. Foi feita a dosagem de proteinas em cada
uma das amostras (BRADFORD, 1976), e estas foram diluidas para a
concentracéo final de 200 ng/uL, no qual, de acordo com Fernandes (2008),
tem-se aproximadamente 10 ng de ricina por uL (5% do contetudo proteico
total). Os extratos proteicos da torta de mamona tratada (in natura, como
controle positivo) foram esterilizados em filtros com poro de 0,22 um, em

capela de fluxo laminar, e as amostras filtradas foram utilizadas para os testes
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de citotoxicidade. Assim como descrito anteriormente, 10 pL do filtrado foi
incubado na cultura de células, contendo 90 uL de meio por poco
(concentracao final de ricina por poco de aproximadamente 1 ug/mL). A
incubacéo foi realizada 48 horas, e o crescimento celular foi determinado por
contagem de células vivas em microscopio optico, em 12, 24 e 48 horas de
incubagéo. E a citotoxicidade foi medida em dois pontos, 24 e 48 horas,

utilizando o método enzimético para atividade de LDH.

3.8 — Biodestoxificacdo da torta de mamona por fermentacdo em estado

solido

Os experimentos de fermentacdo em estado solido (FES) foram todos
realizados no Laboratério de Biotecnologia Microbiana, no Instituto de Quimica
da UFRJ, em colaborac&o com a Dr2, Denise Maria Guimaraes Freire.

Foram empregados biorreatores do tipo bandeja, cilindricos com 10 cm
de diametro e 15 cm de altura (becker de 500 mL) com 20 g de torta,
perfazendo uma altura de leito de 1 cm. Como meio de cultivo foi empregado
torta de mamona fornecida pela empresa Biodleo Industria e Comércio S/A
(Feira de Santana, BA), autoclavada, com 48% de umidade, suplementada com
melaco 6,25% (m/m). As fermentacdes foram conduzidas por 120 horas, em
triplicata, em camara climatica com temperatura e umidade controlada em 30°C
e 90%, respectivamente. A amostragem foi realizada a cada 24 horas para
medida de parametros como pH, umidade, atividade de &gua e crescimento
microbiano. O teor de umidade foi medido através da andlise de
aproximadamente 0,5 g de material fermentado diretamente em balanca
determinadora de umidade (AND — MX-50), a qual calcula a diferenca de peso
entre o material mido e o material seco, ap0s evaporar a agua presente, por
aguecimento a 160 °C. Amostras de aproximadamente 1,0 g de material
fermentado foram analisadas em um higrobmetro (Aqualab Decagon), para a
determinacdo da atividade de &gua nos diversos tempos de fermentacdo. E
para a medida de pH, adicionou-se 5 mL de agua destilada a 0,5 g de material
fermentado, e a mistura foi vigorosamente agitada, e apos 10 minutos o pH do

sobrenadante foi medido em potenciémetro.
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Para verificar a inativacdo da ricina, foram extraidas as proteinas
presentes nas tortas fermentadas por 24, 48, 72 e 96 horas, seguindo o
protocolo de extracdo descrito para a torta tratada com célcio. Todo o processo
de dosagem de proteinas e esterilizacdo das amostras também foi feito da
mesma forma. O crescimento celular foi determinado por contagem de células
em 12, 24, 36 e 48 horas de incubagdo das amostras na cultura. E a
citotoxicidade foi medida apds 48 horas de incubacdo. Para os ensaios de
citotoxicidade, além de incubar as células com as amostras de torta de
mamona fermentada e in natura, em um segundo experimento foram
adicionados, junto com estas amostras, 8 ug (por poco) de anticorpos anti-
cadeia A de ricina (Santa Cruz Biotecnologia), como controle qualitativo. O
ensaio utilizado foi a dosagem de atividade de LDH, descrito anteriormente.

3.9 — Medida do crescimento do fungo

A quantificagdo do crescimento fungico foi realizada de forma
indireta através da dosagem de N-acetilglicosamina (AIDOO et al., 1981). Na
primeira etapa, de hidrélise da parede celular do fungo, adicionou-se 5 mL de
HClI 6 N a 0,5 g de amostra, colocando-se a mistura em banho de agua
fervente por 2 horas. Em seguida, a amostra foi resfriada e filtrada,
transferindo-se 1 mL do filtrado para um baldo de 15 mL, onde 1 gota de
solucdo alcodlica de fenolftaleina 0,5% (m/v) foi adicionada, sendo a
neutralizacdo efetuada com solugcdo de NaOH 3 N, até que a coloracdo
atingisse a tonalidade rosa. Em seguida, foi feita a titulacdo reversa com
KHSO, 1%, até que esta coloracdo desaparecesse. O volume do balédo foi
entdo completado com &gua destilada. ApOs esta etapa, tomou-se 1 mL da
solucédo anterior e adicionou-se a mesma 1 mL de solucédo de acetil acetona em
Na,CO3 0,5 N (1:50), colocando-se a mistura em banho de agua fervente por
20 minutos. Apos resfriamento, foram adicionados 6 mL de etanol e, em
seguida, 1 mL de solucéo de p-DAB (p-dimetilaminobenzaldeido - reagente de
Erlich). Os tubos foram incubados a 65 °C por 10 minutos e a absorbéancia foi
lida a 530 nm para a construgcdo da curva de crescimento celular. Maior
absorvancia representou maior quantidade de glicosamina liberada. A

glicosamina é um produto da degradacédo da quitina presente na parede celular
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do fungo, e sua concentracdo foi diretamente associada ao crescimento do

microrganismo.

3.10 — Medida da atividade de protease

Ao fim da fermentacé&o foi realizada a extragdo das enzimas produzidas
no processo. Para isso foi utilizado tampao fosfato de sédio 0,1 M e pH 7,0, na
proporcao de 5:1 (5 mL de tampé&o para 1 g de torta fermentada). A extracao
foi feita em agitacéo por 20 minutos a 200 rpm e 35 °C. Para separar o extrato
enzimatico, primeiramente foi utilizada uma prensa para espremer a torta
embebida em tampédo, e entdo o material foi centrifugado a 3000 rpm por 5
minutos a 20°C. O extrato enzimatico foi utilizado para a avaliacdo da atividade
proteasica (GOMBERT et al, 1999; GUTARRA et al, 2007).

A atividade proteasica foi determinada pelo método descrito por Charney
e Tomarelli (1947), que se baseia na formacao de peptideos soluveis em TCA
(acido tricloroacético), a partir da digestdo de uma solucdo de azocaseina com
enzimas proteoliticas presentes no extrato. Foi diluido 0,5 mL da amostra em
tampao acetato de sodio (50 mM, pH 5,0), e a esta foi adicionado 0,5 mL de
azocaseina 0,5% (m/v) (também em tampdo acetato). A mistura resultante foi
incubada a 37 °C por 40 minutos. Em seguida, a reacao foi paralisada pela
adicdo de 0,5 mL de TCA 10% em banho de gelo por 5 minutos. A seguir, a
mistura foi centrifugada a 3000 rpm por 2 minutos para remover o substrato
nao digerido. Depois da centrifugacdo, 1 mL do sobrenadante foi colocado em
1 mL de uma solucdo de hidréxido de potassio 5 N. A absorbancia dessa
solucdo foi medida em espectrofotometro (UV/VIS Spectrometer — PG
Instruments) a 428 nm. O branco do aparelho foi preparado adicionando-se 0,5
mL de tampado em substituicdo da amostra. O branco da reacéo foi preparado
adicionando-se 0,5 mL da amostra previamente diluida somente apés a adicdo
do TCA. Uma unidade de atividade proteasica (U) foi definida como a
quantidade de enzima, que causa diferenca unitaria de absorbéncia entre a
amostra e seu respectivo branco por minuto, nas condicbes de ensaio, de

modo que o célculo da atividade enziméatica foi feito pela equagéo seguinte:
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Onde:

t.Va

A, = atividade (U/mL)

Abs , = absorbancia da amostra

fa = fator de diluicdo da amostra

Absy, = absorbancia do branco da amostra
f, = fator de diluicdo do branco

t = tempo de reacdo (min)

V, = volume de amostra (mL)
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4 — RESULTADOS

4.1 — Padronizagéo dos ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular

Antes de realizar os tratamentos de inativacao da ricina e destoxificacao
da torta de mamona, focou-se em melhorar o ensaio de citotoxicidade em
células Vero proposto por Fernandes (2010). Para isso, o limite de detec¢éo do
ensaio foi avaliado em quatro instantes da incubacao da ricina purificada com a
cultura de células: 12, 24, 36 e 48 horas de incubacéo. As concentracdes de
ricina utilizadas no ensaio foram 10 pg, 10 ug, 1, pug, 100 ng, 1 ng, 100 pg e 10
pg por mL. Em um primeiro momento, a toxicidade foi medida por contagem de
células vivas (aderidas a placa) utilizando microscopia éptica, onde verificou-se
um aumento significativo no crescimento celular quando utilizadas
concentracdes de ricina inferiores a 10 ng/mL (Figura 9A). Esta diferenca pode
ser melhor visualizada ap6s 24 horas de incubacdo, mostrando que este seria
o tempo ideal para medir a citotoxicidade. Uma outra forma de avaliar a
citotoxicidade das diluigdes de ricina foi utilizando um kit comercial de dosagem
para atividade enzimatica, no caso lactato desidrogenase (LDH), uma enzima
marcadora de morte celular. Nesse resultado foi reforcado o que foi visualizado
na contagem de células, onde concentracdes de ricina inferiores a 10 ng/mL
nao promoveram citotoxicidade (Figura 9B). A medida da citotoxicidade para
cada amostra foi feita 48 horas apds a incubacao na cultura de células.

Ao encontrar o minimo de ricina capaz de ser detectado pelo ensaio e
quais os tempos ideais para avaliacdo da citotoxicidade, foi realizado um
ensaio utilizando anticorpo anti-cadeia A de ricina como uma possivel medida
qualitativa. Como pode ser observado na Figura 10, células tratadas por 24
horas com ricina, na concentracdo de 1 pg/mL, sofreram morte celular, se
desprendendo da placa de cultura, como indica a seta. Tratando a cultura de
células Vero com a mesma concentragdo de ricina, porém adicionando o 1gG
anti-cadeia A, ndo observou-se toxicidade, e as células se proliferam
normalmente, seguindo o padrdo observado no controle negativo feito com
PBS pH 6,8. Dessa forma foi observado que este passo de imunoprecipitagéo

pode ser utilizado junto com o teste de citotoxicidade como um método
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gualitativo, mostrando ndo s6 se a amostra esta téxica ou ndao, mas também

indicando que o agente responsavel pela citotoxicidade & mesmo a ricina.
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Figura 9. Ensaio para determinacdo do limite de deteccdo da atividade toxica de ricina em
cultura de células Vero. A) Avaliagdo de citotoxicidade feita por contagem de células em
microscopio optico apds 12, 24, 36 e 48 horas de incubagéo. B) Avaliagdo de citotoxicidade
feita por dosagem enzimética de LDH.

Flgura 10 Mlcroscopla optlca de cultura de células Vero ap6s 48 horas de incubacdo com
ricina, na auséncia e na presenca de anticorpos anti-cadeia A. Controle negativo feito com PBS
pH 6,8. Barra = 50 um.
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4.2 — Biodestoxificacdo da torta de mamona por fermentacdo em estado

solido

Primeiramente, a presenca da ricina na torta fermentada (por 24, 48, 72
e 96 horas) foi avaliada por SDS-PAGE 12%. Verificou-se entdo reducédo nas
bandas referentes as cadeias A e B da toxina, bem como o aumento de bandas
de baixo peso molecular (Figura 11), que podem ser produtos de degradacao
da ricina e de outras proteinas presentes na torta de mamona. Atraves do gel €
possivel observar que as cadeias da ricina desaparecem ja apos 24 horas de

fermentacao.
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Figura 11. SDS-PAGE 12% para torta de mamona submetida a biodestoxificacdo por
fermentacéo em estado sélido. M = Marcador; IN = Torta in natura; 24h, 48h, 72h e 96h = Torta
de mamona fermentada em horas.

Para avaliar a citotoxicidade da torta fermentada, utilizamos a contagem
de células vivas e a dosagem de LDH. Através da contagem, verificamos que
todos os tempos de fermentacdo testados foram eficientes na eliminacdo da
toxicidade, pois o crescimento celular seguiu o padrdo do controle feito com
PBS pH 7,0, com um crescimento um pouco mais baixo para as células
tratadas com extrato proteico de 72 horas de fermentagdo (Figura 12A).
Utilizando o ensaio para citotoxicidade (LDH), verificou-se 0o mesmo
comportamento, mostrando a eficiéncia do processo de destoxificacdo da torta

(Figura 12B). Para este experimento utilizamos ainda anticorpos anti-cadeia A
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de ricina como um controle qualitativo, mostrando que a ricina € mesmo o

agente toxico presente na torta de mamona testada.
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Figura 12. Toxicidade da torta de mamona utilizada como substrato para o crescimento de
Aspergillus niger por 24, 48, 72 e 96 horas. A) Crescimento celular determinado por contagem
de células vivas. O controle negativo foi feito com PBS pH 7,0, e a contagem foi feita apés 12,
24, 36 e 48 horas de incubacédo (padrbes das barras). B) Citotoxicidade determinada pelo
ensaio de LDH, determinada 48 horas apds a incubacdo das amostras fermentadas, na
presenca (IgG+) e na auséncia (IgG-) de anticorpos anti-cadeia A de ricina.

Alguns parametros representativos do crescimento fangico, como a
determinacdo da concentragdo de N-glicosamina presente no substrato e a
concentracdo de proteases foram determinados durante todo o tempo de
fermentacdo. A concentracdo de proteases poderia estar associada a
degradacgéo da ricina na torta. Como mostra a Figura 13, o crescimento do
fungo alcangou o seu maximo ja em 24 horas de fermentagéo , e em 48 horas

podemos observar a maior atividade proteasica (1,18 U/qg).
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Figura 13. Curvas de crescimento de A. niger (representado em verde pela concentracdo de N-
acetilglicosamina) e de atividade proteasica (em laranja) encontrada na torta de mamona
durante 96 horas de fermentagéo.

4.3 — Destoxificacdo da torta de mamona por tratamento com compostos

de calcio

ApoGs verificar a eficiéncia do Oxido e do hidroxido de calcio na
eliminacdo da atividade toxica da ricina pura, foram realizados experimentos de
tratamento da torta de mamona com CaO, Ca(OH),, e também com um sal de
calcio, o CaCOgs. Assim como foi feito para os primeiros experimentos com a
ricina pura, sem tratamento (Figura 9), a atividade da ricina foi medida por
contagem de células Vero vivas apés incubacdo (Figura 14A) e por ensaio
enzimatico (LDH) de citotoxicidade (Figura 14B). Diferente do que foi feito com
a ricina pura, quando foi checada uma ampla variedade de concentracfes de
calcio, para a torta foram utilizados 4% e 8% de cada composto. Verificamos,
tanto por contagem de células quanto pelo ensaio de LDH, que o carbonato de
calcio foi ineficiente na inativagdo da toxina, tanto em 4%, quanto em 8% em
cada tempo de incubacdo. O CaO e Ca(OH),, a 4% nao foram o suficiente para
eliminar a toxicidade da torta de mamona. Como pode ser visto na Figura 14A,
a concentracdo celular decresce para ambos, e para o ensaio de LDH (Figura
14B) foi possivel verificar um baixo nivel de citotoxicidade em 48 horas de
incubacdo. Ao utilizar 8% de CaO e Ca(OH),, foi possivel observar

destoxificacao da torta.
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Figura 14. Toxicidade da torta de mamona quimicamente tratada. A) Crescimento celular
determinado por contagem de células, em 12, 24 e 48 horas de incubac¢éo. B) Determinagéo da
toxicidade pela dosagem de LDH em 24 e 48 horas de incubacéo.

A presenca da ricina na torta de mamona tratada com solug@es de calcio
também foi avaliada por SDS-PAGE 12%. Para isso foi utilizado o material
tratado com CaO. Enquanto as bandas de ricina podem ser visualizadas para o
extrato proteico da torta in natura, 0 mesmo nao pode ser observado para as
amostras oriundas da torta tratada (Figura 15), onde n&o aparecem as bandas
de ricina e nem outras proteinas presentes na torta. Assim como foi visto para
o tratamento da ricina purificada, bandas de baixa massa molecular que
indicam produtos de degradacao da toxina também n&o apareceram no extrato
proteico da torta tratada.
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Figura 15. SDS-PAGE 12% para detec¢éo de ricina em torta de mamona tratada com CaO. M
= Marcador; IN = Torta de mamona in natura; 4% = Torta de mamona tratada com CaO 4%; 8%
= Torta de mamona tratada com CaO 8%.

4.4 — Inativacao daricina purificada por solucdes de CaO e Ca(OH);

Um dos tratamentos propostos no nosso trabalho para destoxificacdo da
torta de mamona foi o tratamento quimico com compostos de calcio. Antes de
aplicar o tratamento a torta bruta, realizamos experimentos para avaliar a
capacidade de solucbes de 6xido de célcio e hidroxido de calcio em inativar a
ricina purificada. Desta forma, foi realizada uma varredura de diferentes
concentracbes de CaO e Ca(OH);, bem como reduziu-se o tempo de
tratamento para definir 0 minimo necessario para atingir a inativacao da
holotoxina. Inicialmente avaliou-se a citotoxicidade para células incubadas com
a ricina apos o tratamento da holotoxina com diferentes concentracdes de
compostos de calcio (6xido e hidroxido). Foi mostrado que concentracfes entre
10 % e 0,3% foram eficazes para a inativagédo da toxina, tanto com CaO quanto
com Ca(OH), (Figura 16). Ja concentracdes mais baixas testadas (0,15% e
0,075%) nao tiveram efeito na reducdo da citotoxicidade da ricina. Duas
concentracOes diferentes de ricina também foram utilizadas, sendo 50 ng/mL
(concentracdo proxima do limite de deteccdo em testes de citotoxicidade, e
uma concentracdo mais elevada de 1 pg/mL). Verificou-se que, para as
concentracbes testadas, a citotoxicidade média foi de 81% e 91%,
respectivamente, para 50 ng/mL e 1 ug/mL, conforme pbéde ser observado nas

Figuras 16A e 16B, respectivamente.
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Figura 16. Ensaios de citotoxicidade para determinar a menor concentracéo de calcio eficiente contra a
toxicidade da ricina, usando uma concentragéo final de ricina de A) 50 ng/mL e B) 1 ug/mL. Ricina ndo
tratada foi utilizada como controle positivo, registrando 91% de citotoxicidade (----) e PBS pH 7,2 como
controle negativo.

Visto que a ricina perdeu sua atividade ap6s o tratamento com O6xido e
hidroxido de calcio, realizamos uma analise por SDS-PAGE 12% para verificar
a presenca da toxina ou mesmo de peptideos de baixo peso gerados da sua
degradacdo. Dois géis foram preparados, sendo o primeiro (Figura 17A)
carregado com o sobrenadante das amostras centrifugadas apos o tratamento
(que foi utilizado para tratar as células), enquanto o segundo gel (Figura 17B)
foi carregado com a amostra tratada ndo centrifugada (contendo calcio
insoltvel). Em ambos os géis observou-se 0 mesmo resultado, no qual a ricina
desapareceu apds o tratamento com 10% de CaO e Ca(OH),, mas algumas

bandas com a mesma massa molecular das cadeias A e B da ricina ainda
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puderam ser vistas ap0s o tratamento utilizando uma concentracao que nao foi

efetiva para eliminar a citotoxicidade (0,15%).

Figura 17. SDS-PAGE das amostras de ricina apds o tratamento com alta e baixa
concentracdo de calcio. A) gel carregado com o sobrenadante das amostras tratadas apoés
centrifugacdo. B) Gel carregado com a amostra inteira, incluindo célcio insoltvel. R = ricina ndo
tratada; Tratamentos: 1 = CaO 10%; 2 = Ca(OH), 10%; 3 = CaO 0,15%; 4 = Ca(OH), 0,15%.

Embora a ricina ndo seja detectada no gel apdés o tratamento, a
degradacao da ricina também ndo é mostrada, uma vez que ndo ha produtos
de degradacédo de baixo peso molecular. Entdo, para verificar se o pH alcalino
(por volta de 12) das amostras tratadas estava impedindo as proteinas de
entrar no gel, outra eletroforese foi realizada utilizando amostras com o pH
ajustado para 7 apdés o tratamento com calcio. Mas novamente ndo foram
observados peptideos de baixo peso no gel separador ou mesmo proteinas

retidas no gel concentrador (stacking) (Figura 18).
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Figura 18. SDS-PAGE da ricina tratada com diferentes concentra¢des de CaO, onde todas as
amostras tiveram seu pH ajustado para 7 para serem aplicadas no gel. R = ricina ndo tratada;
tratamentos: 1 = CaO 10%; 2 = CaO 2,5%; 3 = CaO 0,6%; 4 = CaO 0,15%.

Depois de confirmar que o tratamento com calcio realmente funcionou
para inativacdo da ricina, um ensaio foi realizado para determinar se o CaO e o
Ca(OH), poderiam conferir resisténcia as células contra a toxina. Para isso
foram utilizadas concentracdes baixas, a fim de evitar turbidez no meio
(interferéncia na leitura de absorvancia), mas que fosse eficiente na inativacéo
da holotoxina (concentracbes até 0,6%, como visto anteriormente). A
incubacgéo das células foi feita com a ricina sem o tratamento prévio com calcio,
e as solugcbes de CaO e Ca(OH), foram incubadas logo em seguida. Como é
possivel observar na Figura 19, o calcio ndo induziu nenhuma protecdo as
células. Altas concentragBes de calcio insolavel foram toxicas para a cultura,
como pode ser visto no controle negativo sem ricina. Mesmo as solugfes de
CaO e Ca(OH), 0,3% que foram eficientes para inativar a ricina nos
experimentos anteriores (Figura 16), e por si s6 ndo foram téxicas quando

usadas como controle negativo, ou seja, ndao protegeram as células.
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Figura 19. Ensaio de citotoxicidade para avaliar a capacidade dos compostos de célcio
induzirem prote¢c@o as células tratadas com ricina. Em vermelho a citotoxicidade para as
células incubadas com ricina seguido de calcio (CaO na esquerda e Ca(OH), na direita), e em
azul o controle negativo feito sé com as solu¢bes de célcio. Ricina nédo tratada foi utilizada como
controle positivo, registrando 83% de citotoxicidade (----).

Com o intuito de reduzir o tempo do tratamento e encontrar 0 minimo
necessario de exposicdo da ricina as solucbes de calcio para que houvesse
inativacdo, os tempos de tratamento foram reduzidos. Usando 5% (efetivo),
0,6% (efetivo) e 0,15% (n&o efetivo) de CaO foi observado que 5 minutos foi o
suficiente para reduzir consideravelmente a toxicidade da ricina na
concentracdo mais alta de CaO (5%), e em 10 minutos na concentracdo mais
baixa (0,6%) (Figura 20). O melhor resultado foi obtido em 1 hora de
tratamento, onde ao utilizar 5% de CaO foi possivel desativar a atividade
citotoxica da proteina a quase zero. Ao longo das 3 horas de tratamento, a
concentracdo mais baixa (0,15% de CaO) nao foi efetiva na inativacdo da
ricina, onde os niveis de citotoxicidade mais baixos obtidos giraram em torno
dos 40%, da mesma forma que nos tratamentos anteriores feitos por 12 horas.
Ricina a 200 ng/mL foi utilizada como controle positivo, com citotoxicidade de
83%. Assim, de acordo com esses resultados, vimos que € possivel utilizar
uma baixa quantidade de CaO por um curto periodo de tempo para inativar a

toxina.
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Figura 20. Ensaio de citotoxicidade para determinar o tempo minimo requerido para a
inativacao da ricina usando diferentes concentra¢des de CaO. Ricina foi utilizada como controle
positivo, registrando com 83% de citotoxicidade (----).

Também foi confirmado a redug&o na presenca da ricina em gel para os
diferentes tempos de tratamento. E possivel ver que as bandas das cadeias A
e B sdo mais fortes nos tempos 1 e 0 do tratamento (Figura 21). Cada tempo é
referente aos minutos de incubagéo da ricina com o CaO em agitagdo. Sendo
assim o tempo 0 é a amostra sem esse periodo de agitacdo, mas para todos os
tempos houve a fervura das amostras por 5 minutos antes de aplicar no gel, o

que explica a diminuigdo das bandas de ricina mesmo no tempo 0.

Figure 21. SDS-PAGE para a ricina tratada com CaO 5% por 60, 30, 10, 1 e 0 minutos. R =
ricina ndo tratada.
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Para mostrar o efeito da ricina sobre a cultura de células, apos
tratamento da toxina com CaO por 1 hora, a morfologia das células foi
observada por microscopia Optica. Nas células nado tratadas (apenas meio de
cultura, Figura 22), no controle negativo feito com PBS (Figura 23) e quando
incubadas somente com solucdo de CaO 5% (Figura 24), foi observado que o
padrdo de crescimento foi normal, sem alteragbes morfologicas das células. Ja
para células incubadas com ricina verificou-se uma drastica redu¢do no nimero
de células aderidas, mostrando que a toxina estava ativa (Figura 25). As
células incubadas com a ricina pré-tratada com CaO 5% sobreviveram e
cresceram seguindo o padrdao normal de crescimento observado sem a toxina
(Figura 26). Estes resultados indicam a eficiéncia do tratamento quimico para
desativacdo da ricina. O experimento foi conduzido em duas placas, por 48
horas totais, sendo que para um das placas o meio de cultura de cada poco foi
renovado apés 24 horas de incubagcdo. No entanto, os mesmos resultados

foram vistos para ambas.
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Scale:41.67um
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5% de soro fetal bovino. A) Experimento com troca de meio em 24 horas de incubagéo; B)
Experimento com 48 horas corridas de incubagéo. A barra em vermelho indica a escala no
tamanho de 41,67 pum.
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Figura 23. Microscopia ptica para células Ver

3 N A 4 ? o i ‘

0 incubadas com 5% (v/v) de PBS pH 7,0. A)
Experimento com troca de meio em 24 horas de incubacgéo; B) Experimento com 48 horas
corridas de incubag&o. A barra em vermelho indica a escala no tamanho de 41,67 pum.
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Figura 24. Microscopia Optica para células Vero incubadas com solu¢cdo de CaO 5%. A)
Experimento com troca de meio em 24 horas de incubacgéo; B) Experimento com 48 horas

corridas de incubag&o. A barra em vermelho indica a escala no tamanho de 41,67 pum.
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Figura 25. Microscopia Optica para células Vero incubadas com ricina na concentragéo final de
1 pg/mL. A) Experimento com troca de meio em 24 horas de incubacéo; B) Experimento com
48 horas corridas de incubacéo. A barra em vermelho indica a escala no tamanho de 41,67 um.
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Figura 26. Microscopia Optica paa células Vero incubadas com ricina pré tratadzi com CaO 5%
por 1 hora. A) Experimento com troca de meio em 24 horas de incubacéo; B) Experimento com

48 horas corridas de incubacéo. A barra em vermelho indica a escala no tamanho de 41,67 um.
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Para avaliar as possiveis modificacbes estruturais que estariam
ocorrendo na proteina para sua inativacdo apds o tratamento com calcio, foi
feito um ensaio de Dot blotting para verificar se anticorpos anti-cadeia A de
ricina poderiam reconhecer a toxina. O resultado mostrou que o anticorpo
reconheceu a ricina ndo tratada e também a toxina tratada com 0,15% de CaO
(Figura 27). Além disso o anticorpo ndo se ligou a proteina depois do
tratamento com 10%, 2,5% e 0,6% de CaO, que foram as concentracdes
eficientes para destoxificacdo. Estes resultados sugerem que houve
modificacdes na estrutura da proteina, ao menos na sua cadeia A, 0 que evitou

0 reconhecimento pelo anticorpo.

’ .
R R+10% R+2.5% R+0.6%
. "
L
R+0.15% 10% 2.5% 0.6%
0.15% PBS

Figure 27. Dot Blotting da ricina tratada com diferentes concentracdes de CaO. R = ricina ndo
tratada; R+10%, 2.5%, 0.6% e 0.15% = ricina tratada com 10%, 2.5%, 0.6% e 0.15% de CaO
respectivamente. 10%, 2.5%, 0.6% e 0.15% de solu¢des de CaO e PBS sem a toxina foram
usados como controle negativo.

Uma forma de testar se o célcio € realmente o responsavel pela
inativacdo da toxina foi utilizar um agente quelante. Dessa forma, o céalcio da
amostra seria capturado e néo teria efeito sobre a toxicidade da ricina. Para
isso EGTA fou isado. Num primeiro experimento foram definidas doses
eficientes de CaO (em molaridade) e ndo toxicas de EGTA, usando somente 0s
compostos individualmente, com e sem ricina. Observou-se que 50 mM de

CaO foi a concentracdo minima eficiente para a desativagéo da toxina (Figura
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28). O EGTA individualmente € toxico quando usado em altas concentracgdes,
no entanto as células incubadas com concentracao igual ou menor a 10 mM
sobreviveram (Figura 28B). Para testar o efeito quelante sobre a inativagéo da
ricina diferentes combinacgdes para concentracdes de CaO + EGTA, com e sem
ricina, foram utilizadas. Usando-se 50 mM de EGTA obteve-se uma
concentracdo toxica do composto individualmente (como visto na Figura 28B),
mas quando noés foi utilizado esta concentracdo combinada com 50 mM de
CaO, o controle sem ricina sobreviveu. No entanto, ao utilizar a mesma
combinacédo de EGTA 50 mM + CaO 50 mM com ricina, mesmo utilizando uma
concentracédo de CaO eficiente para inativagao da ricina (como visto na Figura
28A), observou-se citotoxicidade. Assim, seria possivel que, ao quelar o célcio
adicionado no sistema, o composto ndo inativaria a ricina. Fixando-se a
concentracdo de CaO a 50 mM e diminuindo-se a concentracdo do EGTA
adicionado (10 mM e 1 mM), verificou-se que a toxina perdeu a toxicidade.
Provavelmente a baixa concentracdo de EGTA utilizada né&o foi suficiente para
capturar o célcio do tratamento. Dessa forma, este experimento demonstrou
que o calcio poderia estar envolvido na inativacdo da toxina, uma vez que a
sua provavel captura pelo EGTA levou a ineficacia no processo de desativacao

da ricina.
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Figura 28. Ensaio de citotoxicidade para: A) CaO; B) EGTA separadamente em diferentes
concentracdes, com e sem ricina; C) CaO + EGTA (diferentes concentracbes) com e sem
ricina. O eixo x corresponde a trés diferentes concentrages de CaO (50 mM, 10 mM e 1 mM)
para cada concentracdo de EGTA testada. Ricina foi utilizada como controle positivo (----), com

citotoxicidade de 82% (A), 87% (B) e 78% (C).

Uma vez que o pH das solugbes de calcio utilizadas nos tratamentos &

muito alcalino (por volta dos 12), a ricina foi pré-tratada em tampdes, sem

calcio, em diferentes faixas de pH (2 a 13). Primeiramente a presenca da ricina

apos o tratamento foi avaliada por SDS-PAGE (Figura 29), e foi

visto que as

bandas das cadeias A (32 kDa) e B (34 kDa) desapareceram das amostras

tratadas com tamp&o em pH 12.
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R 2 4 7 9 11 12 13

Figure 29. SDS-PAGE da ricina tratada com PBS em diferentes faixas de pH. Os ndmeros
sobre as raias indicam o pH do tampé&o utilizado no tratamento. R = ricina néo tratada.

A citotoxicidade também mostrou resultados similares. Do pH 2 ao 11 o
tratamento foi ineficaz para inativacdo da ricina, enquanto amostras tratadas
com PBS em pH 12 perderam a toxicidade (Figura 30). O tampéo de pH 13
alcalinizou o meio de cultura, tornando-o inviavel para a sobrevivéncia das

células, como mostra o controle negativo, sem ricina, na Figura 30 (barras

azuis).
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Figura 30. Citotoxicidade da ricina apés o tratamento com PBS em diferentes faixas de pH. Os
ndameros nos eixo X representam os valores de pH testados.

Dessa forma foi observado mais um indicativo de que a eficiéncia da
inativacdo da ricina, pelo tratamento com calcio, pode estar relacionada a

hidrolise alcalina da proteina.

75



EEEEEEEEEEEE

DISCUSSAO




FERNANDES, KV

5 — DISCUSSAO

Entre as espécies de oleaginosas cultivadas no Brasil, a mamoneira €
uma das menos exigentes em termos de clima, solo e manejo cultural. Além
disso, ela tem a capacidade de gerar um produto (0o 6leo) cujo leque de
possibilidades e aplicacBes industriais é bastante amplo (BELTRAO & LIMA,
2007).

Com a implantacdo do programa de producdo de biodiesel
(PROBIODIESEL — Portaria MCT n° 702, de 30.10.2002), a tendéncia € que
ocorra um aumento na disponibilidade de rejeitos agroindustriais oriundos da
extracdo de 6leo, dentro dos quais encontra-se a torta de mamona. Outrora
considerada um sub-produto da extracdo de Oleo, a torta de mamona é
atualmente considerada um produto rico em nutrientes e ja € utilizado como
fertilizante (SILVA et al, 2013). Devido ao seu alto teor proteico, poderia ainda
ser utilizada como alternativa para a alimentagcédo de animais. No entanto, esta
aplicacao esbarra no problema da presenca de compostos téxicos, sendo o
principal componente toxico da torta de mamona, a proteina inativadora de
ribossomos, ricina. Atualmente encontra-se em estudo diversos tratamentos
para a eliminagdo da ricina presente na torta de mamona.

Muitos processos para destoxificacdo da torta de mamona ja foram
descritos mas nao tiveram o mecanismo de inativacdo da toxina elucidado
(DEUS-DE-OLIVEIRA & MACHADO, 2011). Além disto, poucos processos
utilizaram métodos de validacdo baseado em teste in vivo, analisando a
atividade biologica da ricina. Um método que se mostrou eficiente para
eliminacdo da ricina em rejeito de mamona (um residuo alcalino diferente da
torta, gerado por um processo de producdo de biodiesel da Petrobras) € a
fermentacdo em estado sdlido (FES). Godoy et al. (2009) mostrou que ao
utilizar este rejeito como substrato para producéo de lipases pelo fungo
Penicillium simplicissimum, os niveis de ricina eram reduzidos a concentragdes
indetectaveis por SDS-PAGE e cromatografia. Os autores descrevem que a
FES também reduziu o potencial alergénico do rejeito. O processo para o
rejeito foi otimizado e a destoxificacdo foi também confirmada por ensaios de

citotoxicidade em cultura de células Vero, segundo a metodologia descrita por
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Fernandes (2010). Assim conclui-se que a FES do rejeito alcalino por P.
simplicissimum era realmente eficiente (GODOQY et al., 2012).

A adequacao da FES para o rejeito de mamona né&o foi suficiente para
destoxificar a torta de mamona. Nosso grupo realizou estudos prévios com FES
para destoxificacdo da torta de mamona (a tradicional, obtida por prensagem
das semente), utilizando Aspergillus niger, um fungo considerado GRAS
(Fernandes, 2010), obtendo resultados preliminares positivos. No presente
trabalho foi mostrado que a torta de mamona fermentada por A. niger foi
destoxificada apds 24 horas de fermentacdo. Todos os testes foram realizados
em triplicata, e a avaliacao da citotoxicidade foi feita por contagem de células e
medida de atividade de LDH. Com 36 horas de incubacdo j4 era possivel
comparar a atividade toxica da torta in natura com a fermentada. A atividade
bioldgica foi avaliada pelo ensaio de citotoxicidade, no qual verificou-se que o
material fermentado estava parcialmente isento de componentes toxicos. Isto
porque, apesar da toxicidade ndo ter sido constatada (ou vista em niveis
baixos) em 24 e 48 horas de fermentacdo, as amostras correspondentes a 72 e
96 horas apresentavam alguma toxicidez, visto que o crescimento celular
sofreu uma inibicdo (Figura 24A). Por dosagem da atividade de LDH também
observou-se que as amostras de 72 e 96 horas apresentam alguma
citotoxicidade, mesmo que baixa comparado com a torta in natura (Figura 24B).
No entanto, ndo poderiamos apontar a ricina como agente toxico em questao
sem antes checar a especificidade desta, o que foi feito pelo teste usando
anticorpo anti-cadeia A. Desta forma, constatou-se que a ricina provavelmente
nao € a toxina responsavel pelo mal crescimento das células tratadas com
extrato fermentado por 72 e 96 horas. Isto porgue, mesmo com 0 anticorpo
blogueando o sitio ativo da cadeia A na ricina que poderia estar presente
(STIRPE & BATELLI, 2006), as células tratadas pelas amostras em questao
continuaram apresentando sinais de intoxicagao (liberacdo de LDH). Uma
possivel explicacdo para o caso seria a produgdo de algum componente toxico
pelo fungo.

Apesar de ser considerado um microrganismo GRAS, algumas cepas de
A. niger podem produzir ocratoxina A (OTA), mesmo que em baixas
concentragdes (ESTEBAN et al., 2006). Ocratoxina A, a mais potente dentre as

ocratoxinas, provoca graves alteracdes teciduais em rim de humanos e
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animais. Pel et al. (2007) mostraram, através do sequenciamento do genoma
de A. niger, que este apresentava homologos aos genes envolvidos na sintese
de fumonisinas por F. verticillioides. Dessa forma, a sintese desta toxina por A.
niger pode estar relacionada as condi¢des de cultivo deste fungo.

A FES utiliza residuos solidos da agroindustria, de composicdo bastante
complexa, e 0s microrganismos que crescem nesse tipo de processo
necessitam produzir diversas enzimas capazes de degradar e tornar
disponiveis o0s nutrientes presentes no meio de cultivo, dentre elas as
proteases (GOMBERT et al. 1999; PALMA et al., 2000). A maior producao de
protease foi obtida, no presente trabalho, em 48 horas de fermentacédo, com
uma atividade inferior a encontrada por Godoy (2009) no rejeito alcalino de
mamona. Crespo-Neto (2009) mostrou que metalo-proteases estdo envolvidas
na degradacdo da ricina armazenada durante determinado tempo em
determinadas condi¢cdes. Assim, as proteases produzidas pelo A. niger
poderiam estar hipoteticamente associadas a degradacdo da toxina por
protedlise.

Apesar da torta de mamona passar por processo de autoclavagem antes
de ser utilizada como substrato para FES, sabe-se que este processo,
realizado para eliminar microrganismos contaminantes, ndo € suficiente para
eliminar a ricina (FERNANDES, 2010; GODOQY et al., 2012), o que reforca a
hipétese de que a destoxificacdo € devida a presenca de proteases produzidas
durante o crescimento do fungo. Recentemente outras publicagdes tém surgido
com o uso de FES para destoxificacdo de residuos agroindustriais, ndo sé para
torta de mamona (MADEIRA et al., 2011) como também para torta de pinhao
manso (KASUYA et al., 2012).

Embora muitas técnicas de destoxificacdo de torta de mamona ja terem
sido descritas, muitas delas ainda utilizam métodos para deteccao de ricina que
nao sao suficientes para comprovarem a destoxificagdo, como por exemplo a
eletroforese (ANANDAN et al., 2005), Western blotting (BARNES et al., 2009) e
cromatografia (GODOQY et al., 2009). Desta forma, ao propor novos metodos de
destoxificacao da torta de mamona, o desenvolvimento de um ensaio eficiente
gue possa detectar ndo so a presenca, mas também a atividade téxica da ricina
em células de mamiferos fez-se necessario. Fernandes e Machado (2012)

descrevem dezenas de técnicas usadas até o momento para deteccdo de
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ricina, ndo s6 em torta de mamona, mas como em varias outras matrizes, como
alimentos e bebidas.

A ricina é uma toxina de uso potencial em bioterrorismo, e por isso
técnicas que detectem quantidades minimas de ricina em pouco tempo vém
sendo estudadas (ATLAS, 2002; FERNANDES & MACHADO, 2012). No
entanto, praticamente nenhuma delas até entdo havia sido padronizada para
torta de mamona. Os primeiros testes em células Vero para deteccdo de ricina
extraida de torta de mamona foram conduzidos por Fernandes (2010), e entdo
padronizados no presente trabalho (avaliacdo de dose resposta para ricina
pura e uso de anticorpo para avaliagdo qualitativa). Foram testadas diferentes
concentragbes de ricina (holotoxina isolada) a fim de determinar a
concentracdo minima necessaria para induzir morte celular, onde a menor dose
letal para as células Vero foi de 10 ng/mL apds 24 horas de incubacdo. Foi
visto entdo que o0 ensaio proposto é capaz de detectar ricina na concentracao
de até 10 ng/mL. Um ensaio semelhante, proposto por Brzezinski e Craft
(2007), mostrou que células Jurkat (linfocitos T derivados de linfoma) tratadas
com ricina respondiam a acdo toxica numa concentracdo minima de 100
pg/mL. A avaliacdo do ensaio foi feita apenas por dosagem da atividade de
LDH, visto que células Jurkat sdo de linhagem nao aderente, o que dificulta a
contagem. Dessa forma, o ensaio proposto no atual trabalho mostra-se em
vantagem, uma vez que oferece uma maior versatilidade na avaliacdo do
comportamento celular, permitindo a sua utilizacdo em laboratérios apropriados
ao uso tanto da contagem de células aderidas, quanto da dosagem de
atividade enzimatica.

Outros métodos descritos na literatura se mostram mais eficazes no que
diz respeito ao limite de deteccdo da ricina. Um exemplo é o imuno-PCR
(LUBELLI et al., 2006), que combina a especificidade de uma analise
imunoldgica com a amplificacdo exponencial do PCR, e detecta ricina em até
0,01 pg/mL. No entanto, este e muitos outros ensaios baseados em ligagéao de
anticorpo, ndao apresentam eficacia em mostrar a atividade tdxica da proteina.
Além disso, kits para PCR sao caros, e a aplicacdo do método em maior escala
pode ser inviavel. Outros métodos para deteccdo de ricina, com seus prés e
contras sao discutidos por Fernandes e Machado (2012), e estdo disponiveis

no Anexo 3 do presente trabalho.
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Varios autores descrevem o tratamento da torta de mamona com CaO e
Ca(OH), como método eficiente de eliminacdo da ricina (ANANDAN et al,.
2005; BARNES et al,. 2009; FERNANDES, 2010). No entanto a confirmacéao
desta destoxificacdo vem sendo feita principalmente por métodos de deteccao
como eletroforese e Western blotting. Sabe-se que a sensibilidade destes
métodos € bem reduzida comparado a outros ja descritos, e o teste bioldgico
que mostre atividade toxica da ricina ou de qualquer outro composto na torta
apos o tratamento € de extrema importancia antes de utilizar este produto para
alimentacdo animal. Mesmo que para testes de carater académico o teste em
animais sirva como determinacdo de atividade toxica, a aplicacdo de métodos
de destoxificagdo em escala maior precisa de testes simplificados que nao
exijam sacrificios de animais a cada novo lote do produto. No presente trabalho
mostramos que o tratatamento da torta de mamona com sais de célcio reduz os
niveis de ricina , como pode ser visto em gel de poliacrilamida. Demonstramos
através de ensaios de citotoxicidade, a auséncia de qualquer atividade téxica
da torta em células Vero. Verificamos que o CaCOj3; nao foi eficiente na
eliminacdo da toxicidade causada pela ricina. Por outro lado, ja foi
demonstrado que o CaCOs; € eficiente para a desalergenizacdo da torta de
mamona, bem como o CaO e o Ca(OH), (FERNANDES et al., 2012; DEUS-
DE-OLIVEIRA, 2014). Tanto o 6xido quanto o hidroxido de calcio se mostraram
eficazes para reducéo dos niveis de ricina na torta, como visto por eletroforese,
e na eliminagdo da toxicidade, como foi observado nos testes de citotoxicidade,
especialmente apos 48 horas de incubacdo em células Vero, sendo que 0s
melhores resultados foram obtidos com solu¢des de CaO e Ca(OH), a 8%. Tais
compostos de calcio ja sdo tradicionalmente usados na industria de racfes
animais para hidrélise de proteinas, o que facilita a digestdo pelo animal
(PERRY JR & HAZEL, 1946; USMAN et al., 2003; GARCIA et al., 2011;
SAHRAEI et al.,, 2012). E nesse caso, 0 método seria interessante para
aplicacdo na industria de 6leo de mamona que gera grande quantidade de
torta.

Ainda que varios métodos ja tenham sido descritos para desativacao de
ricina na torta de mamona, nao consta na literatura nenhum trabalho que tenha
utilizado a toxina pura com o intuito de elucidar o mecanismo pelo qual ocorre a

sua inativacdo. Alguns experimentos com o propdsito de elucidar a acdo dos
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compostos de calcio sobre a ricina foram realizados. Ja foi mostrado pelo
Nosso grupo que as albuminas 2S, principais alérgenos de mamona, podem ter
a atividade alergénica eliminada por tratamento com 0s mesmos compostos
de célcio, e uma das possiveis causas seria uma modificacdo quimica de um
residuo de &cido glutamico (Glu) importante para a ligacdo do alérgeno com
anticorpos do tipo IgE (FERNANDES et al., 2012), interacdo fundamental para
o deflagracdo do processo alérgico. Sabemos que a ricina também possui um
residuo de acido glutdmico (Glui77) que é critico para sua atividade téxica
(LORD et al., 1994; DAY et al., 1996). Assim, estudos de inativacdo da toxina
utilizando 6xido e hidréxido de calcio e checando a atividade da proteina em
ensaios de citotoxicidade foram realizados. Foi observado que para a
holotoxina purificada, a menor concentracdo de CaO e Ca(OH); eficiente para
sua inativacao foi de 0,3%. Concentracfes mais baixas, 0,15% e 0,075%, néo
foram capazes de eliminar a atividade toxica da ricina. Para os testes de
citotoxicidade, foram utilizadas duas concentracbes diferentes de ricina, 5
ng/mL e 1 pg/mL, e obtivemos os mesmos resultados. Ao verificar por
eletroforese a presenca da ricina no material tratado os resultados, n&o foram
visualizadas bandas proteicas para os tratamentos de maior concentracdo de
calcio (eficientes na desativacao), enquanto para as concentracdes de 0,15% e
0,075% as cadeias de ricina puderam ser observadas. A diminuicdo da
intensidade para essas duas concentracfes mais baixas sugere que o calcio
esteja, de certa forma, impedindo a entrada da ricina no gel. A ndo visualizacao
da toxina ou de produtos de degradacéo (peptideos de baixo peso molecular)
sugere que a formacdo de agregados proteicos de alto peso molecular possa
estar ocorrendo apdés o tratamento com sais de célcio. Uma outra possibilidade
seria que o pH alcalino das solucbes de CaO e Ca(OH), estivessem
interferindo na entrada ou migragéo da toxina (ou fragmentos de degradacéo)
no gel de poliacrilamida 12%. Desta forma, as proteinas nas amostras tratadas
foram precipitadas utilizando TCA 20%, e resuspendidas em tamp&o de mesmo
pH (7,0), para entdo aplicar no gel. Da mesma forma, também n&o foram
visualizadas bandas proteicas para os tratamentos eficientes. Para as amostras
tratadas com CaO 0,15% tracos de uma das cadeias da toxina puderam ser
observados no gel. . Sabe-se que ions calcio podem induzir agregacédo de

proteinas, levando a perda de funcdo ou mesmo gerando formas toxicas de
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proteinas antes nao prejudiciais (LOWE et al., 2004). Um exemplo € a doencga
de Parkinson, que esta associada a agregacao anormal de proteinas do tipo a-
sinucleina, onde o calcio é um indutor da formagcdo de agregados desta
proteina (NATH et al., 2010). Assim a agregacdo de proteinas induzidas por
CaO seria uma possibilidade para o fato da ricina ou fragmentos ndo serem
observados no gel apés o tratamento, mesmo eliminando a interferéncia do pH.

Ao verificar a eficiéncia dos compostos de célcio em inativar a ricina em
tratamento prévio aos testes de citotoxicidade, foi testado também a
capacidade da ricina de conferir protecdo as células tratadas com ricina. Ja foi
mostrado que tratamentos com manganés sao eficientes em inibir a
citotoxicidade causada por toxina Shiga (STx), uma outra RIP do tipo 2, em
cultura de células e em ratos (MUKHOPADHYAY et al., 2012). De acordo com
0s autores, isto ocorre porque o Mn?" bloqueia o transporte de STx do
endosomo para o Golgi, e entdo a toxina é degradada nos lisossomos. Sendo
assim, foram realizados testes de citotoxicidade com o tratamento no tempo
zero, com incubacdo da ricina na cultura de células, seguido imediatamente
dos compostos de calcio. Foi observado que as solugdes de maior
concentracdo de CaO e Ca(OH),, contendo material insoltvel(1,25% e 0,6%),
foram prejudiciais ao crescimento celular mesmo na auséncia da toxina (Figura
14). No entanto, mesmo quando o tratamento foi feito com CaO e Ca(OH),
0,3%, ora visto como eficaz no tratamento prévio da ricina antes da incubacédo
nas células, ndo funcionou como protecao neste tipo de ensaio.

O trabalho também objetivou reduzir o tempo de tratamento, comparado
com o que ja foi visto para albuminas 2S (DEUS-DE-OLIVEIRA, 2014) e
mesmo para a ricina em trabalhos anteriores (ANANDAN et al., 2005) e no
tratamento que realizamos anteriormente para a torta (descrito na
metodologia). Obsevou-se que, em 30 minutos, ja foi possivel alcancar a
inativagdo da toxina com o tratamento de CaO 5% e 0,6%. Anandan et al.
(2005) obteve os melhores resultados de inativagéo de ricina apds 5 horas de
tratamento da torta de mamona com CaO e 2,5 horas de tratamento com
Ca(OH),. O tratamento para inativagdo de alérgenos com 0S mesmos
compostos e CaCOj tiveram bons resultados apds 12 horas (DEUS-DE-
OLIVEIRA, 2014). Dessa forma, comparado com o método anteriormente mais
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rapido (5 horas ou 300 minutos) utilizando CaO, o tempo necessario para
desativacao da toxina foi 10 vezes menor.

Para verificar as modificacées estruturais na cadeia A da ricina, foi
realizado um ensaio de Dot blotting utilizando anticorpo anti cadeia A de ricina.
O nao reconhecimento da toxina apés tratamento com Cao a 10%, 2,5% e
0,6% nos indica que o tratamento altera a estrutura da cadeia A da toxina.

Para tentar confirmar mais uma vez se 0 calcio € necessario para a
desativacdo da toxina, um ensaio utilizando EGTA como quelante, com o
propésito de capturar o Ca®* das solugdes de tratamento e entender a sua
necessidade para a desativacdo da toxina foi realizado (OUANOUNOU et al.,
1999; NISHITANI et al., 2011). Ao utilizar uma concentracdo de CaO eficiente
para desativacdo da ricina em adicdo de EGTA na mesma concentracdo (CaO
50 mM + EGTA 50 mM), foi observado que as células incubadas com ricina
tratada nesta solugdo morriam, o que nao deveria ocorrer caso tivessem sido
tratadas apenas com CaO, sem EGTA. No mesmo experimento o controle sem
ricina, mesmo sendo incubado com uma solucédo mais alta que o apropriado de
EGTA, néo sofreu acdo téxica, devido a equivalente concentracdo de calcio
disponivel na solugdo de CaO + EGTA. Ao diminuir a concentracdo de EGTA
para 10 mM em adicdo de 50 mM de CaO, observou-se que a ricina foi
inativada, pois a baixa concentracdo de EGTA néo foi suficiente para capturar o
célcio da solucdo, mostrando entdo que Ca** pode mesmo ser essencial para a
inativacao da ricina.

No entanto, observamos que a adicdo de EGTA 50 mM a solucao de
CaO 50 mM para o tratamento da ricina ocasionou um decréscimo do pH da
solucédo de calcio de 12,1 para 11,4. Sabe-se que, devido ao elevado pH, o
hidroxido de calcio realiza hidrolise alcalina de proteinas (USMAN et al., 2003;
GARCIA et al., 2011). Dessa forma, utilizou-se tampdes em diferentes faixas de
pH para pré-tratar a ricina, da mesma forma que foi feito anteriormente com o0s
compostos de calcio, e entdo avaliou-se a citotoxicidade da toxina e sua
presencga nas amostras por eletroforese. Em pH 12 a toxina teve sua toxicidade
reduzida, enquanto os tampdes abaixo disso ndo foram eficientes. As solucdes
de CaO e Ca(OH), entre 10% e 0,3% testadas para desativacdo de ricina
possuem pH entre 12,4 e 11,6. As solugbes néo eficientes na desativacao da

toxina (0,15% ou menores) possuem pH igual ou inferior a 11,2, o que seria
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condizente com os resultados obtidos, no caso a toxina pode ter sido
hidrolisada.

Dessa forma, estes primeiros resultados sugerem fortemente que a
ricina seja hidrolisada pelas solucdes alcalinas de CaO e Ca(OH),. Apesar das
suspeitas de Deus-de-Oliveira (2014) de que houvesse incorporacédo do Ca*
em residuos de acido glutdmico nos epitopos alergénicos das albuminas 2S,
inativando a alergenicidade da proteina, um recente trabalho do mesmo autor
mostrou, por analise em espectrometria de massas, que o0s alérgenos de
mamona tratados com CaO e Ca(OH), sofrem hidrélise alcalina, o que acarreta
na desalergenizacao da torta de mamona (DEUS-DE-OLIVEIRA, 2014). Assim,
para melhor elucidar o que ocorre com a estrutura da ricina, novos estudos
precisam ser realizados, e a espectrometria de massas pode ser uma

interessante ferramenta para estudos futuros.
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6 — Conclusoes

O teste de citotoxicidade padronizado para deteccao de ricina em
células Vero mostrou-se eficiente para indicar concentracdes

relativamente baixas da toxina, baseado na sua atividade bioldgica.

A adicdo de anticorpos especificos para a cadeia A da toxina ainda

conferem carater qualitativo ao ensaio.

A fermentacdo em estado sélido utilizando Aspergillus niger destoxificou
a torta de mamona, como pbéde ser observado por andlise em gel de
poliacrilamida e pelos testes de citotoxicidade utilizando extrato proteico

total do farelo.

Durante o crescimento do fungo verificou-se producao de proteases

Os tratamentos da torta de mamona com o6xido e hidroxido de calcio
foram eficazes para a desativacdo da ricina no material, como foi

observado por ensaios de citotoxicidade.

Solugbes de CaO e Ca(OH), a 0,6%, em 1 hora, séo eficazes para a

desativacdo da toxina purificada.

Ocorrem modificacdes estruturais na cadeia A da toxina, que apés o

tratamento com os compostos de calcio.

O alto pH das solugdes de calcio e a presenca de ions Ca®" podem ser

responsaveis pela desativacdo da toxina.
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