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RESUMO

Ricinus communis, popularmente conhecido como
mamona, é um vegetal que possui diversas aplicagdes
médicas e industriais. O grande potencial desse vegetal
estd na produgdo do ricino, um o6leo com muitas
particularidades, o que o torna bastante util na industria.
Muitas sdo as investigacOes cientificas com esse
organismo, no entanto, a falta de informacgdes precisas
sobre a biossintese do ricino impossibilita uma maior
aplicagdo desse lipideo. Por isso, faz-se cada vez mais
necessario conhecer as particularidades e caracteristicas
do metabolismo de lipidios do R. communis. Visando ao

entendimento melhor dessa biossintese, realizamos uma
andlise de biologia de sistema de R. communis. Para essa
anadlise, utilizamos sequéncias genémicas desse vegetal
disponibilizadas no banco de dados de sequéncia
nucleotidica. As sequéncias obtidas foram submetidas a
plataforma STRING e os dados gerados foram analisados
no programa Cytoscap. Os resultados revelaram quatro
proteinas chaves na biossintese de lipideos, das quais
duas sdo proteinas hipotéticas. A analise de biologia de
sistemas mostro-se bastante eficiente na investiga¢do de
vias metabdlicas em R. communus.
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Ricinus communis: THE CASTOR BEAN AND YOUR SYSTEMS BIOLOGY

ABSTRACT

Ricinus communis, popularly known as castor bean, is a
plant that has many medical and industrial applications.
The great potential of this plant is in the production of
castor oil, an oil with many particularities, which make it
very useful in industry. There are many scientific studies
with this organism, however, the lack of precise
information on the biosynthesis of castor oil prevents the
further application of this lipid. Therefore, it is
increasingly necessary to know the features and
characteristics of lipid metabolism of R. communis.
Aiming a better understanding of this biosynthesis, we

performed an analysis of system biology in R. communis.
For this analysis we used genomic sequences of this plant
available in the database of nucleotide sequence. The
sequences obtained were submitted to STRING platform
and the data generated were analyzed using the
Cytoscape software. The results revealed four key
proteins in the biosynthesis of lipids with two of these
been hypothetical proteins. The analysis of systems
biology showed to be very efficient in the investigation of
metabolic pathways of R. communus.

KEYWORDS: Ricinus communis, metabolism of lipids and systems biology.
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1 INTRODUCAO

Os ciclos naturais sdo os geradores das energias renovaveis como o sol (energia solar), o
vento (energia edlica), os rios e as correntes de dgua doce (energia hidraulica), os mares e oceanos
(energia mareomotriz e energia das ondas), as matérias organicas (biomassa) e o calor da Terra
(energia geotérmica). Outra fonte de energia que tem gerado bastante interesse ao governo
brasileiro sdo os combustiveis renovdveis, que sao oriundos de matéria-prima renovavel para a
natureza, principalmente os de origem vegetal, como a cana-de-acglcar (Saccharum L.), utilizada na
fabricacdo do etanol, a mamona (Ricinus communis) e o girassol (Helianthus annuus), usados na
fabricacdo do biodiesel ou outros éleos vegetais, que podem ser usados diretamente em motores
a diesel com algumas adaptacdes (PAPER, 2011). A utilizacdo das energias renovaveis emerge em
uma conjuntura bastante favoravel para sua implementacdo, pois vivemos um momento em que
os problemas socioambientais sdo bastante evidentes e trazem sérios problemas as populacoes
humanas em todo mundo. Para PACHECO (2006), “As energias renovdveis podem e devem ser
utilizadas de forma sustentada, de maneira tal que resulte em minimo impacto ao meio
ambiente”. FLOREZ (2003), por sua vez, afirma que “As energias renovdveis solucionardo muito
dos problemas ambientais, como as mudangas climdticas, os residuos radioativos, as chuvas dcidas
e a contaminagdo atmosférica. Porém para isso temos falta de vontade politica e dinheiro”.

Visando, portanto, a fornecer subsidios para o uso mais eficiente de biocombustivel,
principalmente do biodiesel oriundo do 6leo da mamona, resolvemos investigar a via metabdlica
da biossintese de lipideos da mamona. A mamoneira, cientificamente denominada Ricinus
communis L, é um vegetal da familia Euphorbiacea e seu fruto é conhecido como mamona ou
ricino. No Brasil, ela também é conhecida como mamoneira, ricino, carrapateira, bafureira, baga,
planta christi e palma-criste. Em algumas regides africanas, é conhecida como abelmeluco. Na
lingua inglesa, por sua vez, ela recebe o nome de “castor bean” e “cator seed” (EMBRAPA, 2012).

A mamona tem como principal produto o 6leo, também chamado de 6leo de ricino. Na
medicina popular, o ricino é usado como purgativo. Esse 6leo é uma matéria-prima de aplicacbes
Unicas na industria quimica devido a caracteristicas peculiares de sua molécula, que o fazem o
Unico dleo vegetal naturalmente hidroxilado e com uma composicdo com predominancia de um
unico dacido graxo, ricinoléico, conferindo-lhe as propriedades quimicas atipicas como alta
viscosidade e solubilidade em 4&lcool a baixa temperatura (BELTRAO, 2004). O éleo de ricino,
portanto, devido a todas essas caracteristicas, pode também ser utilizado como matéria-prima
para o biodiesel (CHIERICE e CLARO NETO, 2001).

O cultivo de ricinos sofre algumas restricées (JACKSON et al, 2006), pois a mamona produz
proteinas téxicas que sdo encontradas no endosperma das suas sementes, sendo a principal a
ricina uma citotoxina que é venenosa a humanos, animais e insetos (LER, et al, 2006). Stillmark,
em 1888, nomeou a ricina, também conhecida como RCA 60, por ter 60 kDa, quando analisava os
efeitos do extrato de mamona em células vermelhas de sangue e observou que se aglutinaram
(HOFMAN et al, 2007). Atualmente, é sabido que a aglutinacdo observada é causada pela RCA (do
inglés: Ricinus communis agglutinin), uma lectina potente com fungdo hemolitica também
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encontrada no endosperma da mamona. Dadas essas propriedades téxicas, os produtos do Ricinus
communis poderiam ser usados como armas de bioterrorismo de grande poder letal (PINKERTON
et al, 1999). O efeito téxico da ricina deve-se a habilidade de inativar os ribossomos eucaridticos
especifica e irreversivelmente, promovendo a morte das células pela inibicdo da sintese de
proteina. As duas cadeias juntas constituem uma das citotoxinas mais potentes da natureza,
considerando que nenhum efeito toxico é conhecido para as cadeias isoladas (HOFFMAN et al.
2007). A intoxicacdo por ricina causa imediatamente dores abdominais e vomitos. Em alguns dias,
ocorre desidratacdo severa, com decréscimo da producdo de urina e diminuicdo da pressao
sanguinea. A vitima usualmente recupera-se quando ndao ocorre morte entre trés e cinco dias
(DOAN,2005).

A anadlise aplicada para o estudo da R. communis L foi a "Biologia Sistémica que é a Ciéncia
de descobrir, modelar, entender e, em ultima insténcia, projetar as relacbes dindmicas entre as
moléculas bioldgicas que definem os organismos vivos" (MAYORGA, 2008). E nesse contexto que a
biologia de sistemas possibilita o estudo das interagdes entre os componentes de um sistema
biolégico e de como essas interacdes fazem emergir fungdo e comportamento no sistema. Os
componentes que interagem dinamicamente incluem genes, proteinas e metabdlitos numa via
metabdlica. A biologia de sistema é fundamentada na elaboragao de redes interatomas, que tém
como objetivo final unir as informacdes do genoma, do proteoma e do metaboloma, gerando
informacoes auxiliares no entendimento de funcdes e a¢des direcionadas a farmacos e moléculas
biologicamente ativas (IDEKER et al., 2001). Varios sdo os softwares utilizados na construcdo das
redes interatbmicas, no entanto, os mais aplicados sdo o STRING, o STITCH e o Cytoscape. A
escolha dos softwares depende do organismo estudado, da hipdtese a ser investigada, como
também do banco de dados no qual estd depositada a sequéncia a ser estudada - se NCBI ou
Swiss-Prot. Também é importante que os interatomas sejam feitos por diferentes programas
computacionais para futuras comparag¢des que promovam uma maior confianca nos dados finais
(ESPINDOLA et al., 2010). Sendo assim, este trabalho objetiva realizar andlise de biologia de
sistemas das proteinas do metabolismo de lipideos, a fim de elucidar a biossintese do ricino e dos
demais lipideos sintetizados por R. communis.

2 METODOLOGIA

Nos ultimos anos, com a execucdo de centenas de projetos genoma, milhares de
sequéncias nucleotidicas e peptidicas foram depositadas nos bancos publicos, cujos acessos sdo
gratuitos. Dessa maneira, as sequéncias de R. communis e outros organismos estdo disponiveis em
bancos publicos mundiais. As sequéncias de interesse foram adquiridas para dispormos de um
banco de dados particular. Para isso, foi acessado o principal banco GenBank Overview do NCBI-
National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Uma vez de posse dos dados depositados em nosso banco de dados, foram realizadas as
construcdes de redes interatbmicas. Para execucdo dessa atividade, foi utilizado o portal do
STRING (http://string.embl.de/), o qual consiste em bancos de dados que contém as interacdes de

proteina previstas. As interacdes sdo estabelecidas utilizando-se diversos parametros, que incluem
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as associacoes diretas (fisico) e indiretas (funcional), provenientes de quatro fontes: o contexto
genodmico, experimentos de alta capacidade, coexpressdo e conhecimento prévio (SZKLARCZYK et
al., 2011, KUHN et al., 2009).

Para analisar, interpretar e formatar as redes interatomicas, foi utilizado o Cytoscape, que
é um software de bioinformatica de cddigo aberto e gratuito, utilizado para visualizar interacoes
de redes moleculares (SMOOT, 2011). Nesta analise, foi utilizado o plugins CentiScaPe para
calcular a centralidade (SCARDONI et al., 2009).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um interatoma foi gerado pela plataforma STRING com sequéncias de proteinas com
funcGes relacionadas ao metabolismo de lipideos de R. communis, o qual apresentou 19 nodes e
70 edges (conexdes) - ver figura 1. A fim de um maior entendimento da biossintese de lipideo,
esse interatoma foi expandido, criando outro com 53 nodes e 281 edges (figura 3).
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Figura 1: Interatoma 1 - elaborado a partir de 19 sequéncias pepitidicas, de proteinas pertencentes a via da
biossintese de lipideos em R. communis. Em destaque as proteinas identificadas como bottlenecks.
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A andlise de centralidade revelou em cada um dos interatomas dois bottlenecks, os quais
sdo a representacdo das proteinas chaves em uma determina via metabdlica. Os dois bottlenecks
selecionados foram os que apresentaram maiores valores de centralidade (Figura 2 e 4).

15-
[ ]
(O] [ ] [ ]
L 104
(@)] [ ]
S
Qb eeeeeeeemesmeenmmanneeeeeaaeneee
S P
g 5 ENR
Proteina Hipotética
CT L] L] L] 1
0 20 40 60 80
Betweenness

Figura 2. Graficos de identificacdo dos bottleneck no interatorma 1

Esses bottleneck revelados sdo representados no primeiro interatoma por uma proteina
hipotética e uma Enoil-(Proteina de Transporte de Acila) Redutase (NADPH, B-Especifica) (EC
1.3.1.9). Proteinas hipotéticas ou putativas sdo definidas como proteinas preditas
computacionalmente a partir de sequéncias de nucleotideos, geralmente dos genomas, porém sua
expressao pela célula ou pelo organismo respectivo ainda ndo foi confirmada experimentalmente.
Além disso, ndo existem proteinas com funcdo determinada que sejam similares as proteinas
hipotéticas (REZENDE, 2012). A Enoil-(Proteina de Transporte de Acila) Redutase (NADPH, B-
Especifica) é classificada como EC 1.3.1.9. Essa enzima catalisa a oxidacdo da acila [proteina de
transporte de acila], a trans-2,3-dehidroacila [proteina de transporte acila] na via biossintética dos
acidos graxos. Possui preferéncia pelos derivados de acila com cadeias que variam entre 4 e 16
carbonos de comprimento (BVS, 2013). E uma enzima chave do sistema de sintese de acidos

graxos (FAS).

Esses resultados mostram que a biossintese de lipidios em R. communis é pouco entendida,
uma vez que foi identificada uma proteina hipotéticas tanto no primeiro interatoma quanto no

segundo (figura 3).
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Figura 3: Interatoma 1 - elaborado a partir da expansao do primeiro interatoma. Em destaque as proteinas
identificadas como bottlenecks.

Os bottlenecks identificados no segundo interatoma s3do também outras proteinas
hipotéticas e uma proteina de transporte de acila S-maloniltransferase (EC 2.3.1.39). Essa enzima
catalisa a transacilacdo do malonato a partir da malonil CoA em ACP-holoativado para gerar
malonil (proteina carreadora de acila), um substrato alongado na biossintese de acidos graxos. E

uma enzima essencial na biossintese de acidos graxos (BDS, 2013).
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Figura 4. Graficos de identificagdo dos bottlenecks no interatoma 2.
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4 CONCLUSAO

Os resultados mostraram as proteinas chaves da biossintese de lipidios interagindo com
proteinas hipotéticas que ainda ndao tém funcdo caracterizada. Esse dado revela que os
mecanismos de biossintese do ricino e demais acidos graxos ainda ndo sdo totalmente
compreendidos. Sendo assim, a biologia de sistema mostrou-se uma ferramenta importante no
entendimento de processos biolégicos bem como detectou duas proteinas com fungao
desconhecida cuja caracterizacdo é necessdria para se obter a compreensdo completa do
mecanismo da biossintese de acidos graxos em R. communis .
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