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INTRODUCAO

Em 1889, Joseph Von Mering e Oscar Minkowski descobriram que o pancreas produzia uma
substancia capaz de controlar o aglcar no sangue, descrita posteriormente como insulina (Oliveira,
2002) e isolada, pela primeira vez, em 27 de julho de 1921 por pesquisadores da Universidade de
Toronto.

A insulina € um hormonio proteico responsavel por regular a entrada e absorcdo de aclcares nas
células, principalmente a glicose. A secrecdo inadequada de insulina caracteriza uma patologia
denominada de diabetes, que resulta em hipoglicemia persistente de carater leve a grave. O
tratamento dos pacientes que convivem com a doenca é feito com o uso de medicamentos orais e/ou
injecBes intravenosas de insulina.

Notoriamente existem muitas pesquisas com o objetivo de diminuir as intervencées com a infusédo
de insulina, porém estudos na medicina popular buscam uma solucdo menos incisiva, utilizando
plantas medicinais como forma de tratamento da patologia (Vasconcelos, 2007).

Entre os estudos realizados com plantas medicinais estdo as do género Cissus, que revelaram
inimeras atividades farmacoldgicas desse género, dentre as quais se destacam as a¢des hipotensora,
anti-reumatica, hipoglicemiante, anti-inflamatéria e antibacteriana (Vasconcelos, 2007; Lima et al.,
2001; Beltrame, 2002; Garcia et al., 1997; Garcia et al., 2000). Dentro desse género, a espécie
Cissus sicyoides, uma planta nativa das Américas central e sul e conhecida popularmente como
“insulina vegetal”, vem sendo utilizada no tratamento de diversas patologias, dentre elas a diabetes
mellitus.

Uma vez que a C. sicyoides também ¢é conhecida como “insulina vegetal”, levanta-se a hipotese,
eventualmente, de que a planta possa apresentar um composto com caracteristicas similares a da
insulina humana, horménio de natureza proteica responsavel pela regulacdo da glicemia humana, o
que torna relevante investigar a presenca de polipeptideos nos extratos de C. sicyoides com massa
molecular similar a da insulina humana.

Portanto, este estudo teve por objetivo analisar o perfil eletroforético dos extratos proteicos totais
das folhas de C. sicyoides.

MATERIAL E METODOS
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MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi coletado no municipio de Joéia, Rio Grande do Sul — Brasil conforme as
coordenadas 28° 38&#8242; 49&#8243; S, 54° 7&#8242; 19&#8243; W, -28.646944, -54.121944.
A planta C. sicyoides foi cultivada em substrato para verduras, durante trés meses, e posteriormente
transferida para o solo onde permaneceu por mais quatro meses para o desenvolvimento total das
folhas.

EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO CONTEUDO PROTEICO

Para extracdo do conteudo proteico das folhas das amostras, foi utilizado o protocolo proposto por
Silva (2009) adaptado. Cerca de 1.000 mg de tecidos de folhas foram macerados na presenca de
nitrogénio liquido e submetidos a extracdo do conteddo proteico com 3 mL de tampdo salino [50
mM Tris, 500 mM NaCl, 50 mM EDTA, 5 mM MgCI2, 2 mM PMSF, pH 7.5] e 4 mL de tampéo
sacarose [700 mM sacarose, 500 mM Tris, 50 mM EDTA, 100 mM KCI, 2 mM PMSF, pH 8.0] (De
Mot & Vanderleyden, 1989). A seguir, os extratos foram centrifugados a 14.000 rpm em
temperatura de 10°C, o sedimento obtido foi descartado e o sobrenadante contendo as proteinas do
extrato foi conservado em freezer a -20°C.

O ensaio de quantificacdo das proteinas do extrato de C. sicyoides foi realizado seguindo o método
descrito por Bradford (1976). A determinacdo da concentragdo proteica foi feita a partir da curva
padrdo com BSA (0,1 mg/mL) e a leitura espectrofotométrica foi realizada a 595 nm utilizando o
espectrofotometro (Pharmacia Biotech Ultraspec 2000).

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

Os extratos proteicos foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 15%, sob condicdes
desnaturantes, conforme o método descrito por Laemmli (1970) com adaptagdes.

Para a montagem e a corrida eletroforética dos géis foi utilizado o sistema Mini-protean Il TETRA
CELL® (Bio-Rad), seguindo os procedimentos determinados pelo fabricante. Os géis SDS-PAGE
15% foram submetidos a corrida em temperatura ambiente durante aproximadamente 2 h e 45 min
em solugédo tampdo pH 8.3 [Tris, glicina, SDS, H20 destilada], utilizando uma corrente inicial de
10 mA e, posteriormente, aumentada para 20 mA com voltagem aberta até o final da corrida.

Apos a eletroforese, os géis foram corados com Coomassie Brillant Blue G 250, descorados com
solucdo de metanol 20% (v/v) até a visualizacdo das bandas proteicas, e fotografados.

Para acompanhar a identificagdo das bandas proteicas foi utilizado o marcador Polypeptide SDS-
PAGE Standards (Bio-Rad™) na concentragdo 10/10 pl (v/v) e insulina humana comercial (Sanofi-
Aventis Farmacéutica Ltda).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A comparacdo dos métodos de extracdo revelou valores de rendimento bastante similares (Tabela
1). Porém, em termos quantitativos o tampdo sacarose proporcionou um rendimento um pouco
maior na extracdo de proteinas totais quando comparado com o tampéo salino.
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A eficiéncia do tamp&o sacarose em relacdo ao tampdo salino pode estar relacionada a propriedade
da sacarose em favorecer a ruptura de membranas celulares e a solubilizacdo de diferentes classes
de proteinas (Vélcu & Schlink, 2006).

As analises em SDS-PAGE (Figura 1) mostraram que o0s extratos proteicos de folhas de C.
sisyoides obtidos com os tampdes salino e sacarose apresentaram perfis muito similares com bandas
de aproximadamente 26 kDa, 17kDa, 10 kDa e 6 kDa (Figura 1, linhas 4 a 7).

Comparando o perfil das bandas pode se observar que o extrato obtido com o uso do tampéo
sacarose apresentou um maior nimero de bandas e de maior intensidade. Como mencionado
anteriormente, a sacarose favorece a ruptura de membranas celulares e a solubilizacdo de diferentes
classes de proteinas (Valcu & Schlink, 2006), o que poderia explicar uma maior intensidade das
bandas proteicas no gel quando comparadas com as obtidas apds a extracdo com o tampdo salino.

A andlise eletroforética revelou a presenca de bandas proteicas com massa molecular préxima de 6
kDa, porém a intensidade dessas bandas foi muito fraca. Isso talvez se deva a baixa concentracdo
dessas proteinas nos extratos bem como o tipo de método de coloragdo utilizado para sua deteccao.
Sabe-se que a sensibilidade do método de coloracdo com Coomassie Brillant Blue G-250 é de 100
ng de proteinas, podendo aumentar significativamente, se for utilizado o método de coloragdo com
nitrato de prata, o qual detecta de 0.1 a 1.0 ng de proteina (Patton, 2002). Portanto, se tivéssemos
utilizado o método de coloragcdo com nitrato de prata, talvez pudéssemos ter uma melhor marcacao
de algumas proteinas.

J& a banda proteica de 6 kDa correspondente a insulina humana comercial (Figura 1, linhas 2 e 3)
ndo foi detectada no gel SDS-PAGE, talvez porque o método utilizado para analise eletroforética ou
de coloragéo néo tenha sido o mais adequado.

No método descrito por Laemmli (1970) para anélise eletroforética em gel SDS-PAGE o tampéo de
corrida contém, geralmente, na formulacdo os reagentes Tris e glicina. Porém, esse tampdo nédo é
recomendado para corrida eletroforética de polipeptideos com massa molecular menor que 10 kDa
(Villar, 2006). Em nossos experimentos, a utilizacdo do tampéo Tris/glicina mostrou-se adequado
desde que a corrida do gel fosse realizada com amperagem fixada entre 10 e 20 mA, o0 que
possibilitou a migracdo de polipeptideos de até 1,4 kDa do marcador Polypeptideo SDS-PAGE
Standards™ (BioRad), bem como de proteinas com massa molecular variando de 6 a 26 kDa.
Embora, alguns pesquisadores mencionam que o tampédo contendo os reagentes Tris e tricina é o
mais indicado para anélise de polipeptideos cujas massas moleculares sdo menores do que 10 kDa
(Schagger e Von Jagow, 1987; Villar, 2006), porque o reagente tricina atua como “trailing” ion, os
resultados obtidos neste trabalho corroboram que o método Laemmli também pode ser utilizado
para observacédo de proteinas de baixa massa molecular, desde que sejam feitas algumas adaptacgdes
para melhorar a migracéo e a visualizagdo dessas moléculas.

A presenca de bandas de aproximadamente 6 kDa nos extratos proteicos de C. sicyoides, parece
indicar, eventualmente, que essa planta pode apresentar alguma proteina de massa molecular
analoga a da insulina humana, porém esta ideia € muito prematura, uma vez que a nossa analise foi
baseada apenas no perfil eletroforético dos extratos proteicos brutos. Sendo assim, faz-se necessario
estudos de protebmica mais complexos, tais como analises de espectrometria de massa e ensaios de
Western Blotting, que possam elucidar a identidade molecular das proteinas encontradas nos
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extratos de C. sicyoides e também testes para deteccdo da capacidade hipoglicemiante de cada uma
delas, principalmente a de proteinas de massa molecular em torno de 6 kDa.

CONCLUSAO

Este trabalho é pioneiro na analise em gel de poliacrilamida SDS-PAGE do conteldo proteico total
presente nas folhas da planta C. sicyoides, e os resultados obtidos revelaram a presenga de proteinas
de baixa massa molecular entre elas uma de aproximadamente 6 kDa, massa correspondente a da
insulina humana.Nossos dados sugerem pela primeira vez que uma proteina com massa molecular
analoga a da insulina humana poderia ser o composto ativo responsavel pela capacidade
hipoglicemiante atribuida a C. sicyoides.

PALAVRAS CHAVES: Cissus sicyoides (L), insulina vegetal, Protedmica, SDS-PAGE.
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Tabela 1: Dados de quantificagdo via espectrofotdmetro dos extratos proteicos totais de folhas de Cissus sicyoides.
Amostras contendo 1.000 mg de tecidos foram extraidas em 3 mL e 4 mL de tampdes salino e sacarose
respectivamente.
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Figura 1. Gel de eletroforese SDS-PAGE dos extratos proteicos de Cissus sycioides. M, marcador Polypeptideo SDS-
PAGE Standards - Bio-Rad™; IH, Insulina Humana; SL e SC, extratos de Cissus sicyoides com tampao salino e
tampéo sacarose, respectivamente.

o

‘=
]
o
L]
(=
-,

Sd



