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RESUMO

A obesidade é um problema de satide publica mundial associada a diversos tipos de doengas e
alteracdes, como redugdes nos niveis de adiponectina. Pesquisas apontam a proteina osmotina
como agonista do hormonio adiponectina. Isto levou ao isolamento de um gene que codifica
para uma proteina do tipo osmotina, denominado de PaOLP, o qual foi clonado em vetor
pQE30 para produzir a proteina madura recombinante, PAOLPHis6, em células de E. coli
M15. Visando complementar os estudos para potencial aplicagdo biotecnoldgica, neste
trabalho estudou-se a toxicidade da fracdo solivel da proteina PaOLPHis6 em raizes de
Allium cepa. A concentracdo de proteinas totais presentes nos extratos a partir de células
contendo ou ndo o gene para PaOLPHis6 (células M15 PaOLP e M15), com expressdao
induzida e ndo induzida, foi determinada por espectrofotometria. As raizes foram tratadas
com os extratos de M15 PaOLP induzido e ndo induzido, M15 induzido e ndo induzido, além
do controle negativo e positivo, durante 72 horas. A andlise da toxicidade foi feita a partir de
cortes nas raizes estudadas e producdo de laminas que foram observadas em microscopio
optico. Um total de 300 células por ldmina foi contabilizado, registrando-se o nimero de
células em mitose. A andlise dos dados indicou que os tratamentos com os extratos nao
afetaram o crescimento das raizes, bem como, a divisdo celular. A presenca de alteracdes
cromossOmicas e nucleares ndo foi observada, exceto no grupo controle positivo. Portanto, os
dados dessa pesquisa ndo sugerem toxicidade aos extratos, € isso representa uma informacgao
relevante. Futuros testes in vitro, em culturas de células de animais, e in vivo, em
camundongos testes in vitro contribuirdo para a validacdo da atividade e toxicidade de PaOLP.

Palavras-chave: Osmotina, Allium cepa, expressdo heteréloga de proteinas.



ABSTRACT

Obesity is a global public health problem associated with several types of diseases and
alterations, such as reductions in adiponectin levels. Research indicates that the protein
osmotin is an agonist of the adiponectin hormone. This led to the isolation of a gene that
encodes an osmotin-like protein, called PaOLP, which was cloned into the pQE30 vector to
produce the recombinant mature protein, PaAOLPHis6, in E. coli M15 cells. Aiming to
complement the studies for potential biotechnological application, this work studied the
toxicity of the soluble fraction of the PaOLPHis6 protein in Allium cepa roots. The
concentration of total proteins present in the extracts from cells containing or not the gene for
PaOLPHis6 (M15 PaOLP and M15 cells), with induced and non-induced expression, was
determined by spectrophotometry. The roots were treated with extracts of induced and
non-induced M15 PaOLP, induced and non-induced M15, and negative and positive controls
for 72 hours. Toxicity analysis was performed by cutting the roots and producing slides that
were observed under a common optical microscope. A total of 300 cells per slide were
counted, and the number of cells in mitosis was recorded. Data analysis indicated that
treatments with the extracts did not affect root growth or cell division. The presence of
chromosomal and nuclear alterations was not observed, except in the positive control group.
Therefore, the data from this study do not suggest toxicity to the extracts, and this represents
relevant information. Future in vitro, such as in animal cell cultures, and in vivo tests, such as
in mice, will contribute to the validation of PaOLP activity and toxicity.

Keywords: Osmotin, Allium cepa, heterologous protein expression.
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1 INTRODUCAO

O excesso de peso representa um grave problema de satde puiblica mundial que afeta
cerca de 2 bilhdes de pessoas. Vdrios fatores contribuem para a alta incidéncia de sobrepeso
e obesidade, especialmente em paises de alta renda, onde o poder aquisitivo, a alimentacio
rica em gorduras e o sedentarismo sdo mais prevalentes. Esta condicdo estd relacionada a
diversas doencas, como diabetes mellitus tipo 2, doencga hepdtica gordurosa niao alcodlica,

doencga cardiovascular e cancer (Zhang et al., 2023).

A adiponectina € um hormoénio secretado principalmente pelos adipdcitos do tecido
adiposo branco, que ao interagir com seus receptores AdipoR1, AdipoR2 e T-caderina, por
meio de interacdes ligante-receptor, promove efeitos antidiabéticos, antioxidantes,
anti-inflamatdrios e antiaterosclerdticos. No entanto, baixos niveis de adiponectina sao
observados em pacientes diagnosticados com obesidade e diabetes mellitus tipo 2 (Choi,

Doss e Kim, 2020).

Aisike e colaboradores (2023) demonstram que ndo houveram diferengas significativas
nos niveis de adiponectina e leptina entre individuos com obesidade metabolicamente
sauddvel e ndo sauddvel, portanto, estas adipocinas demonstraram associacdo a parametros
metabdlicos em pessoas obesas. Os autores enfatizam ainda que a diminuicdo da
adiponectina e/ou o aumento da leptina podem contribuir para distirbios metabdlicos

relacionados a obesidade.

A proteina osmotina demonstrou capacidade terapéutica em distirbios metabdlicos como
a obesidade, no qual induziu vias de sinalizacdo e efeito semelhante a adiponectina em

ensaios in silico (Ahmad et al., 2019) e in vivo (Jo et al., 2019).

A busca por ligantes dos receptores de adiponectina levou a descoberta de que a proteina
osmotina de fumo (Nicotiana tabacum), membro da subclasse 5 de proteinas relacionadas a
patogénese (PR-5), atua como agonista do hormdnio adiponectina humana (Kadowaki,

Yamauchi, 2005; Miele, Constantini e Colonna, 2011).

Desse modo, Abreu e colaboradores (2012) isolaram um gene que codifica para uma
proteina do tipo osmotina, a partir do genoma da planta Physalis angulata, presente no
Horto Florestal do Centro de Educac¢do e Satde campus da UFCG, e denominaram de

PaOLP.



Batista (2015), realizou uma andlise estrutural e funcional comparativa por bioinformatica
e propds um modelo 3D estdvel para PaOLP, com representa¢do muito proxima da estrutura
real da proteina e sitio ativo com caracteristicas funcionais caracteristicas para a familia
PR-5 do tipo osmotina. Além disso, PaOLP se ligou fortemente ao receptor de adiponectina

com interacdo comprovada por energias eletrostaticas.

Visando a realizacdo de estudos para validacdo funcional in vitro, o gene PaOLP foi
clonado para expressdo heter6loga em Escherichia coli como proteina PaOLP madura

recombinante (Batista, 2018).

Desse modo, a pesquisa proposta neste projeto dd continuidade a trabalhos anteriores
desenvolvidos por Batista (2015; 2018), os quais indicaram a PaOLP como possivel
candidato a farmaco, no qual o ensaio de toxicidade em raizes de Allium cepa contribuird

para o direcionamento de estudos no interesse de aplicag¢do biotecnoldgica.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos do extrato proteico de
Escherichia coli induzida e ndo induzida para expressdo da proteina PaOLP recombinante,

em ensaio de raizes de Allium cepa, como forma de verificar a toxicidade da proteina.

2.2 Objetivos especificos
e Realizar bioensaio para a expressdo heter6loga da proteina PaOLP recombinante,
induzida em células de Escherichia coli M15[pREP4] contendo a construg¢do

pQE30-PaOLPHis6;

e Obter o extrato da fracio soluvel contendo proteina PaOLP recombinante, expressa

em células de Escherichia coli M15;

e Realizar bioensaios in vitro em sistema de raizes de Allium cepa, usando o do extrato
da proteina PaOLP recombinante e analisar a existéncia de possiveis efeitos

citotoxicos, genotdxicos € mutagénicos;

e Realizar a predicdo de toxicidade da proteina PaOLP para avaliacdo in silico.



3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Adiponectina e obesidade

A obesidade € uma doenga cronica complexa, caracterizada pelo excesso de gordura
corporal. Sua origem é de cardater multifatorial e estd relacionada a fatores ambientais,
psicossociais e genéticos, sendo considerada como uma epidemia mundial que, até 2030,

atingird mais de um bilhdo de adultos (OMS, 2023).

Durante muitos anos, o tecido adiposo era relacionado apenas como um reservatorio
energético, no entanto, com o passar das décadas, pesquisas o apontaram como um O6rgao
endocrino ativo, responsdvel pela secrecdo de adipocinas, citocinas, metabdlitos e

exossomos, dentre eles, a adiponectina (Zhao, Kusminski e Scherer, 2021).

z

A adiponectina é uma proteina sensibilizadora de insulina, codificada pelo gene
ADIPOQ e com o peso molecular de 30 kDa. Ela estd envolvida na modulacdo de diversas
doencgas metabdlicas como diabetes, dislipidemia, aterosclerose e disfuncdo metabdlica
comérbida que ocorrem em doencas cardiovasculares, como hipertensdo. No entanto, os
niveis de adiponectina diminuem em pacientes obesos (Kim et al., 2020; Pinho, Paiva e

Oliveira, 2022).

Logo, a supernutricio com alimentos hipercaldéricos ocasionam a hipertrofia do tecido
adiposo branco abdominal e subcutaneo, resultando em hipdxia e consequente interrupcao
da sintese de adiponectina. O quadro de hipertrofia dos adipdcitos ird desencadear uma série
de disfungdes como resisténcia a insulina, inflamac¢do cronica, infiltracdo de macréfagos no

tecido adiposo, disfun¢do mitocondrial e, por fim, morte dos adipdcitos (Kalkman, 2021).

A diminuicdo nos niveis de adiponectina associada ao aumento da concentracido de
leptina, bem como a elevacdo de macréfagos e outras células do sistema imune, como
TNF-a, IL-6 e citocinas, promovem a infiltracdo no tecido adiposo, relacionando a

obesidade com o processo inflamatdrio e a resisténcia a insulina (Pant et al., 2021).

A desregulacdo de adipocitocinas como adiponectina, sdo fatores importantes para
desenvolvimento de obesidade e distirbios metabdlicos relacionados, uma vez que, em
concentracdoes normais, ela atua melhorando o metabolismo da glicose e dos lipidios,
aumentando a sensibilidade a insulina, reduzindo o estresse oxidativo e a inflamagao e

estimulando a vascularizacio do tecido adiposo (Han et al., 2024).



Ele et al. (2024) descrevem que a obesidade abdominal estd relacionada com o
desenvolvimento de diabetes mellitus tipo II, destacando a adiponectina circulante como
mediadora nesse processo, no qual, os baixos niveis podem representar o risco de diabetes

induzido pela obesidade.

Liu e colaboradores (2022) relatam que a obesidade é um dos principais fatores de
risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Nesse sentido, os autores
destacam a adiponectina como uma adipocina do tipo protetora em doengas metabdlicas,
como a aterosclerose, podendo reduzir os niveis da lipoproteina de baixa densidade e

aumentar a lipoproteina de alta densidade, oferecendo protecdo contra a aterosclerose.

3.2 Adiponectina e receptores de adiponectina

Também nomeada como ApN, ACRP30, AdipoQ, apM1 ou GBP28, a adiponectina
circula no plasma nas isoformas de mondmero, trimeros (LMW), hexdmeros (MMW) e
multimeros (HMW), os quais interagem com os receptores AdipoR1, AdipoR2 e T-caderina,

como representa a figura 1 (Nguyen, 2020).

Os receptores AdipoRs estdo presentes na maioria dos tecidos e células imunes como
mondcitos, células B e células NK. O AdipoR1 apresenta maior expressdo no musculo
esquelético, j4 o AdipoR2 € expresso principalmente no figado, enquanto a T-caderina é
altamente expressa em células endoteliais vasculares e musculares lisas lesionadas

(Ramakrishnan ef al., 2024).



Figura 1. Estrutura e receptores da adiponectina.
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Fonte: Nguyen, 2020.

3.3 Osmotina como homoélogo da adiponectina
A osmotina € uma proteina multifuncional com um peso molecular de 24 kDa, que
responde as condic¢des de estresse, como alta salinidade, variacdes de temperatura e déficit

hidrico, oferecendo osmotolerancia para a planta (Abdin, Kiran e Alam, 2011).

Isolada pela primeira vez em células de tabaco, a osmotina foi relacionada a diversas
fungdes bioldgicas, incluindo a osmorregulacdo, papel no sistema imunolégico das plantas e
atividade antifungica. Posteriormente, estudos levaram a descoberta de que a proteina
osmotina de fumo (Nicotiana tabacum) atua como homodloga da adiponectina humana

(Viktorova et al, 2019).

Além de ser investigada como uma competidora natural dos receptores de
adiponectina, a osmotina de fumo participa de processos patoldgicos, como apoptose celular
e resposta inflamatéria, além de apresentar efeitos protetores contra diversos distirbios por

meio da modulacdo dos AdipoRs (Liu et al., 2017).

Sua estrutura € constituida por 246 aminodcidos, e possui um peptideo sinal de 21

aminodcidos, sem semelhanca de sequéncia com a adiponectina humana, que contém 244



aminodcidos (Takahashi et al., 2018). Logo, a osmotina apresenta potencial para uso como
farmaco voltado ao tratamento da obesidade, aterosclerose e resisténcia a insulina

(Viktorova et al, 2019).

3.4 Proteinas do tipo osmotina de plantas: PaOLP

As plantas estdo constantemente sujeitas a exposi¢do a estresses bidticos e abidticos,
estes desencadeiam uma série de cascatas que ativam sinais de defesa intracelular,
resultando na produ¢do de antimicrobianos e proteinas relacionadas a patogénese (PR), as

quais atuam como ferramentas de defesa (Kumar et al., 2015).

As proteinas do tipo osmotina (OLPs) sdo membros da subclasse PR-5 e apresentam
propriedades antiftingicas e papéis cruciais na fisiologia e desenvolvimento das plantas.
Ademais, pesquisas apontaram a osmotina como homodloga do horménio adiponectina,

devido a semelhanca funcional entre elas (Bashir et al., 2020).

Nesse contexto, foi isolado no Laboratério de Biotecnologia do Centro de Educagdo e
Saude, um gene que codifica para uma proteina do tipo osmotina, denominada PaOLP (de
Physalis angulata “Osmotin-Like Protein”), a partir do genoma da planta Physalis angulata

(Abreu et al., 2012).

Abreu e colaboradores (2012) relatam ainda que PaOLP madura possui 16 residuos de
cisteina conservadas que estdo envolvidos em oito pontes dissulfeto, caracteristicas das
proteinas do tipo PR-5. Além disso, os autores observaram similaridades de sequéncia dos
aminodcidos de PaOLP com proteinas antifiingicas do tipo PR-5, disponiveis no Banco de

dados GenBank, variando de 62 a 97%.

Com base na andlise estrutural e funcional comparativa por bioinformdtica, um
modelo 3D estdvel foi proposto para PaOLP, com representacdo muito préxima da estrutura
real da proteina, apresentando sitio ativo com caracteristicas funcionais tipicas para a
familia de proteinas PR-5 do tipo osmotina. Ademais, PaOLP se ligou fortemente ao
receptor de adiponectina com interacdo comprovada por energias eletrostiticas (Batista,

2015).

Desse modo, estes estudos apontaram que PaOLP representa um promissor candidato
terapéutico para ser explorado como agonista alternativo para a adiponectina, que esta

disponivel e livre de propriedade intelectual.



3.5 Uso de bioensaios para avaliacdo de toxicidade de compostos

Os estudos pré-clinicos desempenham um papel no processo de desenvolvimento de
novos farmacos e sdo conduzidos para avaliar possiveis efeitos adversos e riscos a satde
humana, sendo classificados em trés categorias: farmacoldgicos, farmacocinéticos e

toxicoldgicos (Lavandeira, 2014).

Entre os testes para avalia¢do da toxicidade de compostos, destacam-se 0os bioensaios
utilizando vegetais, pois sdo testes sensiveis, simples, de baixo custo e eficientes. A
utilizacdo de sistemas de raizes de Allium cepa sdo frequentes, devido sua alta correlagdao
dos resultados com outros tipos de bioensaios (Kriiger, 2009), grande tamanho de genoma
(>15000 Mbp) e baixo nimero de cromossomos (2n=16), o que possibilita a andlise de
parametros como indice mitético, micronicleos e aberracdes cromossomicas (Alias et al.,

2023).

Diante disso, os bioensaios utilizando A. cepa sdo uma excelente alternativa para

avaliacdo de toxicidade de compostos.



4 METODOLOGIA
O presente estudo trata-se de uma pesquisa experimental, baseada na andlise da toxicidade
do extrato da proteina PaOLP recombinante, avaliando possiveis efeitos citotoxicos,

genotdxicos e mutagénicos através de bioensaios utilizando raizes de Allium cepa.

4.1 Inducao da expressao em E. coli e obtencao de extrato da proteina PAOLP madura
recombinante

O gene da proteina PaOLP madura recombinante encontra-se clonado em cepa de

Escherichia coli, mantida a -20°C, e disponivel no Laboratério de Biotecnologia do Centro de

Educagdo e Saidde da Universidade Federal de Campina Grande (CES-UFCGQG), clonagem

realizada em trabalho anterior.

A expressdo da proteina PaOLP madura recombinante foi realizada de acordo com as
instrucdes do Kit The QIA Expressionist do vetor pQE30 (Qiagen). Os niveis de expressdo da
proteina madura foram obtidos a partir de células de um clone de E. coli M15 [pREP4]
contendo a constru¢do pQE30-PaOLPHis6, sob condi¢des de cultivo determinadas por Batista

(2018), representados na figura 2.



Figura 2. Cultivo bacteriano.

Fonte: Dados da pesquisa.

A induc¢do da expressdo da proteina PAOLP madura recombinante se deu pela adi¢dao
de IPTG (Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo). No qual, uma aliquota de células foi
coletada e reservada como controle nao induzido, enquanto que aliquotas de células induzidas
foi coletada apds a indugdo. A aliquota da fracdo solivel da proteina recombinante foi

reservada a partir do sobrenadante.

Ademais, também foi realizada a inducdo da expressio da E. coli MI15 controle
(apenas com o vetor pQE30). Desse modo, os extratos proteicos foram obtidos conforme

orientacdo do Kit e reservados para teste posterior, como representa a figura 3.



Figura 3. Extratos proteicos obtidos.

Fonte: Dados da pesquisa.

A concentra¢do de proteinas totais presentes nos extratos foi determinada por meio de

espectrofotometria, utilizando o Nanodrop 2000, como demonstra a figura 4.



Figura 4. Quantificacao por espectrofotometria.

Fonte: Dados da pesquisa.

4.2 Bioensaio de toxicidade em sistemas de raizes de Allium cepa

O bioensaio utilizando o sistema de raizes de Allium cepa foi realizado por meio de
adaptacdes do protocolo relatado por Nefic e colaboradores (2013). Para tal, 100 cebolas,
adquiridas comercialmente no municipio de Cuité-PB, tiveram a regido radicular imersa em

dgua destilada durante 48 horas (Figura 5).



Figura 5. Germinacdo das cebolas.

Fonte: Dados da pesquisa.

Por conseguinte, foram selecionadas as cebolas que obtiveram o melhor crescimento e
estas foram separadas em grupos (figura 6), os quais receberam os tratamentos com oS
extratos PaOLP induzido, PaOLP nio induzido, M15 induzido e M15 nio induzido. Além
disso, foram estabelecidos os grupos para controle positivo (CP), utilizando CuSO4 e controle

negativo (CN), utilizando dgua destilada.



Figura 6. Grupos recebendo os tratamentos.

Fonte: Dados da pesquisa.

Ap6s 72h de tratamento, as raizes foram coletadas e direcionadas ao preparo das
laminas. Para tal, as raizes foram embebidas em solucio de Carnoy, durante 24h, a 4°C.
Posteriormente, as raizes foram lavadas em 4gua destilada e embebidas em solucio de
hidrélise acida, em banho Maria a 60° C, durante 10 minutos. As amostras foram lavadas em

dgua destilada e embebidas em Reativo de Schiff, durante 2 horas (figura 7).



Figura 7. Raizes coradas para andlise microscopica.

Fonte: Dados da pesquisa.

Consecutivamente, as raizes foram lavadas em dgua sulfurosa para remocdo do
excesso do corante, permitindo melhor visualizagdo do material ao ser levado ao microscépio.
Em seguida, as raizes foram colocadas em ldminas de microscopia, a coifa foi removida e a
regido meristematica foi macerada, exposta ao Carmim e coberta com a laminula (Nefic,

2013).

Diante disto, as laminas foram observadas em microscopio Optico, utilizando a
objetiva de 40x. Foram contabilizadas 300 células por lamina, totalizando 1.800 células por

grupo e registrados o nimero de células em mitose.

O Indice Mitético foi calculado por meio da equagdo: IM = (nimero de células em

mitose / nimero total de células analisadas por grupo) x 100 (Oliveira et al., 1996).



4.3 Andlise estatistica dos dados

Inicialmente, foi avaliada a distribui¢do dos dados por meio do teste de Shapiro Wilk,
a fim de determinar o tipo de teste estatistico adequado aos dados obtidos. Para a avaliacdo da
influéncia dos tratamentos no crescimento das raizes de A. cepa foi utilizado o teste ANOVA
one-way, com test post-hoc de Tamhane T2. Para a avaliacdo do efeito dos tratamentos na
distribuicdo de células nas diferentes fases do ciclo celular foi utilizado o teste t de Mann
Whitney. Diferencas estatisticamente significativas foram representadas por p<0,05. Os
valores foram expressos como média + desvio padrdo. As andlises foram realizadas no

GraphPad Prism 8.0.1.

4.4 Predicao in silico da toxicidade metabdlica da proteina PaOLP
Para complementar os dados obtidos no bioensaio, foi realizada a predicdo da
toxicidade da  proteitna  PaOLP, por meio da  plataforma  ToxinPred2

(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred2/).

A técnica selecionada foi a abordagem hibrida, que integra trés métodos diferentes:
abordagem baseada em similaridade usando a busca de Alinhamento Local Baisico,
abordagem baseada em motivo usando utilizando o Motif-EmeRging e a ferramenta
Classes-Identification e Classificadores baseados em aprendizado de mdquina técnica, pois
segundo Sharma et al. (2022), este foi 0 modelo que apresentou o mais alto desempenho com
sensibilidade e especificidade equilibradas e maior precisdao. O valor do limite usado foi de

0,6.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Concentracao de proteinas totais
Apo6s a indugdo da expressdo e extracdo das proteinas soltiveis, obteve-se os extratos
proteicos de M15 PaOLP induzida, M15 PaOLP ndo induzida, M15 induzida e M15 ndo
induzida. A tabela 1 representa a quantidade de proteinas totais (mg/mlL) presente nos
extratos. A partir desses dados, foi possivel determinar a concentragdo a ser utilizada no

tratamento das raizes.

Tabela 1. Concentracdo de proteinas totais nos extratos.

Extratos Concentracao de proteinas
PaOLP induzida 4,721 mg/mL
PaOLP ndo induzida 5,225 mg/mL
M15 induzida 4,546 mg/mL
M15 nao induzida 4,827 mg/mL

Fonte: Dados da pesquisa.

5.2 Dados obtidos pelo bioensaio em A. cepa

5.2.1 Analise da influéncia dos tratamentos nos crescimento das raizes

Apds 24 horas de tratamento, como mostra a Figura 8, apenas no grupo M15 ndo

induzido foi observada agdo proliferativa das raizes (p=0,0039), em comparacdo com o CN.



Figura 8. Efeito dos tratamentos sobre o crescimento de raizes de A. cepa, em 24 h.
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Legenda: CN: controle negativo; M15 IN: M15 induzido; M15 NI: M15 nao induzido; PaOLP
IN: PaOLP induzido; PaOLP NI: PaOLP ndo induzido; CP: controle positivo. Anélise por
meio do ANOVA one-way, com test post-hoc de Tamhane T2. **: diferenca estatisticamente

significativa em relagcdo ao CN (p=0,0039). Fonte: dados da pesquisa.

Apds 48 horas de tratamento, como demonstra a figura 9, os grupos M15 induzido
(p=0,0027), M15 néo induzido (p=0,0027) e PaOLP nao induzido (p=0,0002) apresentaram
crescimento das raizes superiores ao CN, indicando acdo proliferativa. J4 o CP apresentou
acdo antiproliferativa (p=0,0001), sendo um resultado esperado devido a toxicidade do sulfato

de cobre.



Figura 9. Efeito dos tratamentos sobre o crescimento de raizes de A. cepa, em 48 h.
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Legenda: CN: controle negativo; M15 IN: M15 induzido; M15 NI: M15 nao induzido; PaOLP
IN: PaOLP induzido; PaOLP NI: PaOLP nao induzido; CP: controle positivo. Andlise por
meio do ANOVA one-way, com test post-hoc de Tamhane T2. **: diferenca estatisticamente
significativa em relacdo ao CN (p=0,0027); ***: diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao CN (p=0,0002); ****: diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao CN

(p<0,0001). Fonte: dados da pesquisa.

A acdo proliferativa observada em alguns tratamentos ao longo do tempo, entre 24 h e
48 h é um dado relevante, pois indica que os extratos nao afetaram negativamente o

crescimento das raizes, uma vez que este € um parametro para avaliacdo de citotoxicidade.

A inducio no crescimento radicular pode ser explicada pela presenca de
macronutrientes inorganicos, como fosforo presente no tampao de lise, que pode causar o
alongamento das raizes da cebola (Rodrigues e Bianchini, 2007). Ademais, substincias

liberadas pela prépria E.coli podem ter favorecido o crescimento das raizes.

Além disso, o sulfato de cobre demonstrou acdo dependente do tempo, tendo em vista
que seus efeitos téxicos s6 foram observados apds 48 horas. Silva et al. (2022) afirmam ainda
a caracteristica de acdo dependente da dose do sulfato de cobre, em sistemas de raizes de

Allium cepa.



Apds 72 horas de tratamento, como demonstra a figura 10, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas, no qual o crescimento das raizes de todos os grupos
se mostraram equivalentes, exceto o CP, que continuou apresentando aciao antiproliferativa

(p<0,0001).

Figura 10. Efeito dos tratamentos sobre o crescimento de raizes de A. cepa, em 72 h.
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Legenda: CN: controle negativo; M15 IN: M15 induzido; M15 NI: M15 nao induzido; PaOLP
IN: PaOLP induzido; PaOLP NI: PaOLP ndo induzido; CP: controle positivo. Anélise por
meio do ANOVA one-way, com test post-hoc de Tamhane T2. ***%*: diferenca

estatisticamente significativa em relagdao ao CN (p<0,0001). Fonte: dados da pesquisa.

Desse modo, ndo foram observados efeitos citotoxicos para nenhum dos extratos
testados, uma vez que o crescimento radicular das cebolas nao foi comprometido, exceto para

o grupo CP.



5.2.2 Analise da influéncia dos tratamentos no ciclo celular

Durante a andlise microscépica das laminas de raizes de A. cepa, foram quantificados
o nimero de células em cada uma das fases da mitose: intérfase, profase, prometafase,
metafase, tel6fase e anafase, representadas nas imagens 11A e 11B, para posterior avaliacio

do numero de células em 72 h de tratamento e do indice mitético.

Figura 11A e 11B: Fases da divisao celular

L J by - =
e & A ’ IR
\1 f /

- 9
€ n'i"' L 4 ‘&9 Vi
. ® & B g ~
o "N 4 & :
= ~ g8 ‘1;5\ F
Cc - . ™
» ¥ > s A
b’_* '.‘ -
-] A 0 e ,‘ \
\ . o \e rua i |

Legenda: A) intérfase; B) préfase; C) prometafase; D) metafase; E) tel6fase; F) anafase.

Fonte: Dados da pesquisa.

A tabela 02 demonstra o nimero de células presentes em cada fase da mitose, apds 72
horas de tratamento. Os grupos que foram tratados com os extratos proteicos de M15 induzido
e M15 ndo induzido, o ciclo celular foi interrompido em préfase. O grupo PaOLP induzido
apresentou interrup¢do em metdfase. O grupo PaOLP ndo induzido apresentou células em
intérfase, profase, prometiafase, metafase e tel6fase. Ja no grupo CP, o ciclo celular foi inibido

(p=0,0152), devido a citotoxicidade do sulfato de cobre.



Tabela 02. Numero de células de raizes de A. cepa em diferentes fases do ciclo celular, em 72

h de tratamento.

Tratamen N° de N° de N° de N° de N° de N° de
tos células células células células em células células
em em em metafase em em
intérfase | profase | prometaf anafase telofase
ase

CN 1777 13 1 3 5 1
MI15IN 1793 7 0 0 0 0
M15 NI 1778 22 0 0 0 0
PaOLP IN 1782 16 0 2 0 0
PaOLP NI 1778 12 4 2 0 4
CP 1800%* 0 0 0 0 0

Legenda: CN: controle negativo; M15 IN: M15 induzido; M15 NI: M15 nao induzido; PaOLP
IN: PaOLP induzido; PaOLP NI: PaOLP ndo induzido; CP: controle positivo. Anélise por
meio do teste t de Mann Whitney. *: diferenca estatisticamente significativa em relacio ao CN
(p=0,0152).

Em todos os grupos, hd predominio de células em interfase, sendo um resultado
esperado, por ser a fase mais longa do ciclo celular (Moreira, 2015). No grupo CN foram
observadas células em todas as fases da mitose, indicando atividade mitdtica normal, sendo

novamente um resultado esperado.

De acordo com Vieira e Vicentini (1997), os agentes mutagénicos podem ser
identificados por meio da inibicdo do ciclo celular, interrup¢do na metéafase, alteragdes
cromossdmicas, promo¢do de trocas entre cromdtides irmas, entre outros efeitos. Apesar de
algumas alteracdes observadas no ciclo celular de alguns grupos, ndo foram observadas outras

alteracdes significativas para a mutagenicidade.

Ja os agentes genotdxicos causam lesdes no material genético, que podem ser
refletidas em aberragcdes cromossdmicas (Frota et al., 2019). O surgimento de micronicleos
sdo resultados da quebra cromossomica, evidenciando distirbios do processo mitdtico
(Grover & Kaur, 1999). No entanto, essas alteracdes sugestivas para genotoxicidade ndo
foram observadas.

A tabela 3 representa o indice mitético dos grupos, o qual é um parametro para a
avaliacdo da citotoxicidade, através do seu aumento ou diminui¢do, determinado pelo total de

células em divisdo ao longo do ciclo celular (Fernandes, Mazzeo e Morales, 2007).



Ao comparar o indice mitético dos grupos com o CN (1,27), € possivel observar que
apenas o grupo M15 induzido apresentou reducdo significativa do indice mitético (0,38) e o

grupo CP apresentou inibi¢do da divisdo celular (0,00).

Tabela 3. Indice mit6tico em raizes de A. cepa, em 72 h de tratamento.

Tratamentos Indice mitético
CN 1,27
M15IN 0,38
M15 NI 1,22
PaOLP IN 1,00
PaOLP NI 1,22
CP 0,00

Legenda: CN: controle negativo; M15 IN: M15 induzido; M15 NI: M15 nao induzido; PaOLP
IN: PaOLP induzido; PaOLP NI: PaOLP nao induzido; CP: controle positivo. Fonte: dados da
pesquisa.

5.3 Resultados da prediciao da toxicidade da proteina PaOLP
Pela andlise na plataforma ToxinPred2, na configuracdo supracitada, a pontuacdo
hibrida para toxicidade da proteina PaOLP foi de 0,87, indicando que € uma proteina téxica.
No entanto, como as proteinas do tipo osmotina fazem parte da imunidade inata das
plantas, elas estdo naturalmente presentes em baixas quantidades nas raizes de Allium cepa.
Sendo assim, a concentracdo testada neste trabalho, ndo foi capaz de manifestar os efeitos
toxicos nas raizes de Allium cepa. Desse modo, evidencia-se a necessidade de novas pesquisas

envolvendo PaOLP, utilizando diferentes concentragdes para os tratamentos.

6. CONCLUSAO

Através da analise dos resultados, ndo foram observados sinais de citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade nas raizes de Allium cepa que receberam os tratamentos
com os extratos proteicos contendo PaOLP induzido, PAOLP ndo induzido, M15 induzido e
M15 ndo induzido. Apesar de que, em alguns grupos a divisdo celular foi afetada, no entanto,
o crescimento das raizes ndo foi negativamente prejudicado e ndo foram observadas a

presenca de alteracdes cromossOmicas e nucleares.



A andlise in silico da proteina PaOLP indicou toxicidade, no entanto, na concentracao
usada neste trabalho, ndo foram observados efeitos toxicos. Desse modo, os dados dessa
pesquisa contribuem para o direcionamento de novas pesquisas de interesse biotecnoldgico
envolvendo PaOLP, através de testes utilizando concentra¢des maiores e testes em culturas de

células de animais e in vivo.
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