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1. Introducéo

A alta diversidade vegetal presente na flora amaz6nica, quando investigada por métodos bioquimicos
e/ou biotecnolodgicos pode potencializar a utilizacdo industrial de substéancias quimicas de origem vegetal.
No entanto, de forma natural, visando eventos bioldgicos determinantes para o seu ciclo de vida, as
plantas produzem moléculas responsaveis tanto pela defesa quanto pela regulacdo do metabolismo
vegetal. Uma das moléculas envolvidas nestas ac¢des € o inibidor proteolitico (Natarajan et al. 2013).
Dentre os 6rgéos e/ou tecidos vegetais com potencial para prospeccé@o de biomoléculas, destacam-se as
sementes, por constituirem uma das principais fontes de reserva de proteinas, importantes para o
processo de germinacéo (Gongalves et al. 2002).

Durante a germinacao, varios processos metabdlicos séo ativados, incluindo a mobilizacdo de proteinas,
que ocorre por meio da atividade de enzimas proteoliticas (proteinases ou proteases), responsaveis por
catalisar a clivagem de ligagdes peptidicas em outras proteinas, fornecendo, desta forma, nitrogénio e
enxofre para as vias de biossintese (Pesquet 2012).

Apesar da importancia metabdlica dessas enzimas durante a germinacgdo, sua atividade deve ser
eficientemente regulada, de modo a evitar a hidrélise prematura de proteinas e, um dos mecanismos para
controle da atividade enzimética é o bloqueio ou a diminuicdo de sua atividade catalitica por meio da
interac@o com inibidores proteoliticos (Kuhar et al. 2013).

Nos vegetais, os inibidores proteoliticos sdo metabolicamente importantes, pois além de regularem a
atividade de proteinases, podem servir como fonte de reserva e atuar na defesa vegetal contra o ataque
de patogenos, inibindo enzimas digestivas em insetos e, enzimas proteoliticas extracelulares em
microrganismos (Magni et al. 2012).

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi investigar a presenca da atividade de proteinases e de
inibidores de proteinases durante a germinacdo de sementes de Parkia multijuga, além de purificar e
caracterizar inibidores de tripsina visando esclarecer a participacdo destas proteinas no processo de
germinagéo.

Material e Métodos

Sementes de P. multijuga adquiridas da empresa Connarus Ambiental LTDA, coletadas da Reserva de
Desenvolvimento Sustentavel do Uatum&/AM, tiveram a dorméncia quebrada por desponte ao lado oposto
do eixo embrionario e, apds embebicdo por 24 horas, foram semeadas em bandejas plasticas contendo
vermiculita como substrato e, acondicionadas em camara de germinacédo (ELETROIlab, modelo EL 202) a
temperatura constante de 25°C, providas de lampadas fluorescentes de luz branca com fotoperiodo de
12:12 horas (luz:escuro).

As amostras foram coletadas em diferentes estadios de germinacdo, semente quiescente (SQ) e
cotilédones apdés embebigdo (EM), emissdo da radicula (RA) e exposicdo do né cotiledonar (NO) e
submetidas a extracédo de proteinas.

A porcentagem de germinacgdo (%G) e tempo médio de germinagdo (TMG) foram calculados de acordo
com (Labouriau e Valadares 1976) e o indice de velocidade de germinacdo (IVG) segundo (Maguire
1962).

O material finamente pulverizado, proveniente de cada estadio de germinacgéo, foi submetido a extracédo
salina em NaCl 0,15M (10% p/v), durante duas horas a temperatura ambiente (26+3°C), seguida de
centrifugagdo a 11.000 x g durante 20 minutos a 10°C. O sobrenadante foi dialisado contra agua destilada
durante 48 horas, e liofilizado, resultando no extrato protéico.

Os extratos protéicos de SQ foram submetidos & cromatografia de afinidade em tripsina-Sepharose 4B em
coluna de polietileno (2 x 8 cm), utilizando-se como tampédo de equilibrio Tris-HCI 50 mM pH 7,5. O
acompanhamento do perfil cromatografico foi realizado a partir de leituras espectrofotométricas a A=280
nm (Visivel Ultrospec 2100 pro, Armesham Biosciences).

A atividade de serinoproteinases e inibidores de serinoproteinases (inibidores de tripsina e quimotripsina)
foi determinada a partir da hidrélise dos substratos BAPNA (benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida, Sigma) e
Azocaseina e, de cisteinoproteinases e inibidores de cisteinoproteinases a partir da hidrélise de BANA (N-
alfa Benzoil-DL-Arginina B naftilamida, Sigma) e azocaseina. Uma unidade de atividade (UA) foi definida
como a quantidade de enzima capaz de aumentar a absorbancia em 0,01 e uma unidade de inibicdo (Ul)
como a inibicdo de uma unidade de atividade de proteinase.

A caracterizacao dos inibidores purificados foi realizada determinando a concentragdo minima de inibidor
capaz de inibir 50% da atividade enzimatica e, por meio de testes de estabilidade térmica, incubando-se
as fracbes em diferentes temperaturas (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100°C) durante 30 minutos e,
posteriormente, submetidas a ensaios inibitérios.
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A obtencéo dos perfis proteicos e 0 monitoramento da purificacdo foi realizado a partir de géis de
poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE), segundo o método de Laemmli (1970). Como marcadores de
massas moleculares foram utilizados marcadores da Promega (10 a 225 kDa). Apds as corridas, os géis
foram corados com Coomassie Brilliant Blue durante 2 horas e entdo descorados em solugéo de &cido
acético glacial, metanol e agua deionizada na proporgao de 1:4:5 (v/v/v).

3. Resultados e Discusséo

As sementes de P. multijuga exibiram germinabilidade de 95%, tempo médio de germinacéo de 5 + 0,8
dias e, emisséo da parte aérea em 12 + 0,6 dias. O indice de velocidade de germinac¢é&o foi de 2,07 + 0,2
sementes/dia).

Durante a germinagé@o de sementes de P. multijuga observou-se aumento da atividade de inibidores de
tripsina ap6s RA, mantendo-se em NO, ao passo que, a atividade de inibidores de quimotripsina €
reduzida durante EM (sem atividade), com posterior aumento em RA e NO (Figura 2).
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Figura 2. Atividade de proteinases e inibidores de proteinases e, perfil eletroforético em SDS-PAGE (20%)
dos extratos protéicos durante a germinacdo de sementes de P. multijuga. UIT: Unidade de inibicdo da
tripsina. UIQ: unidade de inibicdo da quimotripsina. UAS: Unidade de atividade de serinoproteinases. UIP:
unidade de inibicdo da papaina. UIB: Unidade de inibicdo da bromelaina. UAC: Unidade de atividade de
cisteinoproteinases. kDa: Quilodalton. M: marcador.

Quanto aos inibidores de papaina, observou-se decréscimo de sua atividade apenas no periodo que
compreende RA, seguida de aumento no periodo pds-germinativo (NO), enquanto a atividade dos
inibidores de bromelaina foi aumentada neste mesmo periodo (RA) (Figura 2).

No que diz respeito a atividade de serinoproteinases e cisteinoproteinases, exibiram aumento apenas em
RA (Figura 2). Esse acréscimo de atividade proteolitica pode estar associado a um aumento na demanda
de hidrélise protéica, necessaria para dar suporte a divisdo celular e desenvolvimento de novos tecidos,
uma vez que, estudos indicam que proteinases estdo envolvidas com a hidrolise de proteinas de reserva
apos a protrusdo da radicula (Praxades-Garcia et al. 2012).

A similaridade na atividade de cisteino e serinoproteinases e de inibidores durante a germinacao sugere
que as sementes de P. multijuga apresentam um conjunto de diferentes proteinas que podem significar
uma adaptacdo da espécie, no que diz respeito a sua defesa, visto que essa variedade de proteinases e
inibidores de proteinases pode atuar sobre varias espécies de insetos e patdgenos ou mesmo “contornar”
a evolugdo adaptativa das espécies de predadores e patégenos (Scarafoni et al. 2013).

Existe pouca evidéncia de que inibidores de proteinases influenciem na atividade de proteinases da
prépria semente. Em alguns casos, como em sementes de feijdo, relatou-se que, apés a germinac¢édo ha
uma diminui¢do no teor de inibidor ao mesmo tempo em que hd aumento no contetido de proteinases
(Bewley et al. 2013).

O perfil protéico dos extratos nos diferentes estadios demonstrou a sintese e degradagdo de proteinas ao
longo do processo de formacgdo da plantula (Figura 2). Bandas protéicas com massa molecular de,
aproximadamente, 55 kDa apresentam-se mais intensas nos estadios SQ e EM, com consecutiva redugéo
da intensidade protéica ao longo processo, ao passo que, bandas protéicas com massa molecular entre
14 e 21 kDa e de 6 kDa séo intensificadas apds RA e NO, respectivamente (Figura 2).

Proteinas com massa molecular de, aproximadamente, 55 kDa podem pertencer a classe das
cisteinoproteinases, uma vez que, no periodo pré-germinativo, essas proteases sdo armazenadas em sua
forma inativa e, posteriormente, clivadas a proteinas menores, de modo a tornarem-se ativas e realizarem
a hidrdlise de proteinas de reserva, corroborando com os dados obtidos para P. multijuga uma vez que,
nos periodos em que esta faixa protéica perde a intensidade, a atividade de cisteinoproteinases detectada
atinge seu valor maximo (Figura 3) (Grudkowska e Zagdanska 2004).
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Quanto as bandas protéicas entre 6 kDa e 14 - 21 kDa sugere-se que correspondam a classe dos
inibidores de serinoproteinases do tipo Bowman-Birk e Kunitz, respectivamente, visto que, inibidores do
tipo Bowman-Birk tem sido isolados de sementes de varias espécies de leguminosas como Cajanus
cajan, com massa molecular de 8 kDa, ao passo que inibidores do tipo Kunitz, com massa molecular de
20 kDa foram isolados de sementes de Acacia polyphylla (Prasad et al. 2010; Machado et al. 2013).

Inibidores de tripsina foram purificados de sementes quiescentes (SQ) de P. multijuga a partir de coluna
de afinidade em tripsina-Sepharose 4B, apresentando dois picos distintos. O primeiro pico (Pl)
corresponde as proteinas que néo interagiram com a tripsina imobilizada na coluna, ao passo que o
segundo pico (PIl) refere-se as proteinas com afinidade de interagdo, tratando-se possivelmente de
inibidores de tripsina, denominados de inibidores de tripsina de P. multijuga (PmTI) (Figura 3A e 3B).

A cromatografia de afinidade € um método conveniente para o isolamento de inibidores de tripsina,
porém, em alguns casos, € possivel observar a presenca de contaminantes, que podem ser eliminados a
partir da cromatografia de troca i6nica e/ou cromatografia de exclusdo molecular (Chan et al. 2013 ).
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Figura 3. Purificacdo de inibidores de tripsina de sementes de P. multijjuga. A. Cromatografia de afinidade
em tripsina-Sepharose 4B. B. Perfil eletroforético em SDS-PAGE (20%), sob condi¢des redutoras. M:
Marcador de massa molecular (Promega). Ext: Extrato protéico de P. multijuga. PmTI: Inibidores de
tripsina de P. multijuga.Tampao de eluigdo.

Um inibidor de tripsina foi totalmente purificado de sementes de Phaseolus vulgaris, por meio da
combinacado das cromatografias de afinidade em Affi-gel Blue Gel, troca ibnica em Q-Sepharose e Mono
Q e exclusdo molecular em Superdex 75, respectivamente, demonstrando a necessidade de mais de uma
etapa cromatogréfica para a obtengdo de uma molécula especifica de interesse (Chan et al. 2013).

O perfil protéico do extrato e de PmTI confirma a purificagdo dos inibidores, com a predominancia uma
Unica banda protéica na faixa de massa molecular de 9 kDa, correspondendo, provavelmente & inibidores
do tipo Bowman-Birk (Figura 3B).

Os inibidores de tripsina purificados (PmTI), apresentaram especificidade de inibicdo contra a tripsina e

quimotripsina, sendo a atividade inibitdria da tripsina 6 vezes maior comparada a quimotripsina (Figura 4).
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Figura 4. Especificidade de inibicdo dos inibidores de tripsina purificados de sementes quiescentes de P.
multijuga (PmT]).

Os inibidores de serinoproteinases, de fato, apresentam variacdo quanto a inibicdo de diferentes
proteinases, destacando-se os inibidores do tipo Kunitz, que sdo potentes inibidores da tripsina e poucos
especificos para a quimotripsina, enquanto os inibidores tipo Bowman-Birk podem inibir tanto a tripsina
quanto a quimotripsina (Jamal et al. 2012).

A diferenca de especificidade de inibicdo enzimatica é explicada mediante a formag¢do do complexo
estavel entre enzima-inibidor. Desse modo, dependendo do tipo de residuo de aminoacido presente no
sitio reativo do inibidor, existe uma enzima especifica que atua sobre este inibidor (Bode e Huber, 2000).
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4. Concluséo

Durante a germinacdo de sementes de P. multijuga, a atividade inibitéria da tripsina, especificamente,
aumenta apdés a emissdo da radicula, sugerindo a sua participacdo na regulacdo da atividade de
proteinases envolvidas na hidrélise de proteinas, necessarias para posteriores eventos, como 0
desenvolvimento de novos tecidos que formarao as estruturas da parte aérea.

Inibidores de tripsina foram purificados por meio de cromatografia em tripsina-Sepharose 4B, apresentam
alta especificidade pela tripsina e massa molecular de, aproximadamente, 9 kDa, sugerindo-se que
pertengam a familia Bowman-Birk.
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