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RESUMO

A familia Fabaceae é importante na industria madeireira, como fonte de
proteinas vegetais e contém uma grande variedade de biomoléculas com potencial
para aplicacao industrial, incluindo os inibidores proteoliticos, os quais sdo proteinas
que podem atuar como fonte de aminoacidos sulfurados, na regulacdo de
proteinases enddgenas e na defesa das plantas contra o ataque de insetos e
patégenos. Os objetivos deste trabalho foram a investigacéo e caracterizacao parcial
dos inibidores proteoliticos bem como suas propriedades bioquimicas em extratos e
fracbes de sementes de leguminosas arboreas da flora amazonica: Parkia pendula,
Parkia discolor, Parkia multijuga, Parkia nitida e Enterolobium schomburgkii. Os
extratos obtidos apoOs extracdo salina, precipitacdo por acetona e precipitacdo por
sulfato de aménio foram utilizados para a quantificacdo protéica e nas etapas de
deteccdo da atividade inibit6ria contra tripsina e quimotripsina bovina. O extrato total
(ET), proveniente da extracdo salina, foi submetido a cromatografia de afinidade em
Sepharose tripsina. As espécies P. pendula, P. discolor e P. nitida, mostraram
maiores teores de proteinas nos ET, enquanto as espécies E. schomburgkii e P.
multijuga mostraram estes resultados nos sobrenadantes submetidos ao
fracionamento por sulfato de aménio a 0-30% e 60-80% de saturacdo. A atividade
inibitéria sobre tripsina foi maior nos extratos totais para todas as espécies, com
possivel perda de atividade apds precipitacdo acetbnica e precipitacdo por sulfato de
amoénio a 30-60% de saturacdo para E. schomburgkii. Contudo, a inibicdo da
quimotripsina acima de 50%, foi observada apenas no extrato total e no precipitado
cetbnico de P. nitida. Os valores das constantes de inibicédo (Ki) foram de 8,92 x 10
8 M; 6,89 x 10® M; 6,15 x 10® M, para P. pendula, P. discolor e P. multijuga,
respectivamente. Os inibidores de tripsina apresentaram massas moleculares
aparentes de 17 kDa (PpTl), 21 kDa (PdTI), 19 kDa (PmTI e PnTl) e 18 kDa (EsTI),
bem como afinidade diferenciada contra a tripsina e quimotripsina bovina. Os
resultados mostram que, provavelmente, os inibidores pertencem a familia Kunitz.
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ABSTRACT

The Fabaceae family is important in the lumberjack industry, as source of vegetable
protein and contain a great variety of biomolecules with potential industrial
application, including the proteolitics inhibitors, which are proteins that can act as
source of sulphur amino acids, in the regulation of endogenous proteinases and in
the defense of plants against the attack of insects and pathogens. The aims of this
work were the investigation and partial characterization of proteolitics inhibitors as
well as its biochemists properties in extracts and fractions of seeds from leguminous
tree of the Amazonian flora: Parkia pendula, Parkia discolor, Parkia multijuga, Parkia
nitida and Enterolobium schomburgkii. The extracts obtained after saline extraction,
precipitation by acetone and precipitation by ammonium sulphate, were used for the
proteic quantification and in the steps of detection of the inhibitory activity against
bovine trypsin and chymotrypsin. The total extract (ET) from the saline extraction was
submitted to Sepharose trypsin affinity chromatography. The species P. pendula, P.
discolor and P nitida exhibited high protein content in the ET, while E. schomburgkii
and P. multijuga exhibited these results in the supernatants submitted to ammonium
sulphate fractionation at 0-30% and 60-80% of saturation. The inibitory activity
against trypsin was higher in total extracts for all the species, with possible loss of
activity after precipitation by acetone and precipitation by ammonium sulphate 30-
60% of saturation for E. schomburgkii. However, the chymotrypsin inhibition above of
50% was observed only in the total extract and in the acetonic precipitate of P. nitida.
The values of the inhibition constants (Ki) were of 8.92 x 10® M, 6.89 x 10® M and
6.15 x 10® M, for P. pendula, P. discolor and P. multijuga, respectively. The trypsin
inhibitors presented apparent molecular mass of 17 kDa (PpTIl), 21 kDa (PdTI), 19
kDa (PmTI and PnTl) and 18 kDa (EsTI) as well as different affinity against the
bovine trypsin and chymotrypsin.The results show that, probably, the inhibitors
belong to the Kunitz family.
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1. INTRODUCAO

A familia Fabaceae é a terceira maior familia de angiospermas, representando
cerca de 727 géneros e 19.325 espécies, as quais estdo presentes em diversos
ecossistemas do mundo (Lewis et al., 2005). No Brasil, esta familia € uma das mais
representativas, com cerca de 2.100 espécies nativas reunidas em 188 géneros e
distribuidas em diferentes ecossistemas. Fato que tem sido comprovado a partir de
pesquisas na area de floristica que apontam a familia Fabaceae como uma das mais
representativas em formacdes florestais (Lima et al., 2007).

Em geral, espécies leguminosas arbdéreas sdo importantes para a manutencao
da cobertura florestal, fixagcdo bioldégica de nitrogénio, apresentam alto valor
comercial madeireiro, e recentemente, seus produtos florestais tém recebido maior
valor econdbmico como consequéncia do aumento na demanda por espécies
produtoras de 06leos, resinas, pigmentos, farmacos, gomas naturais, dentre outros
compostos vegetais, com aplicacdo industrial, incluindo os inibidores proteoliticos
(Barbosa et al., 2006; Behrens et al., 2006).

Os inibidores proteoliticos sdo metabdlitos importantes em decorréncia das
multiplas fun¢des que exercem na planta, podendo atuar de maneira constitutiva ou
induzida, na defesa contra o atague de insetos e patdégenos, como fonte de
aminoacidos sulfurados, na regulacdo de proteinases enddgenas e como sinais de
respostas as condigdes ambientais (Carlini e Grossi-de-S4, 2002; Ragg et al., 2006;
Macedo et al., 2007; Marra et al., 2009). Adicionalmente, estudos tém demonstrado
gue os inibidores proteoliticos podem ser aplicados no tratamento de patologias, por
exemplo, inflamacdes, hemorragias e cancer (Fear et al., 2007).

Considerando o alto teor de proteinas nos tecidos de estocagem de
leguminosas, e que ha poucos estudos sobre o isolamento de inibidores proteoliticos
em espécies pertencentes a flora Amazonica, a proposta deste estudo € investigar a
ocorréncia dessas proteinas em sementes de leguminosas arbéreas da flora
Amazonica, contribuindo para o entendimento da interacdo entre inibidores e suas
enzimas proteoliticas, na expectativa de que futuros estudos possam possibilitar a
aplicacdo dessas moléculas sobre fungos, insetos e bactérias de interesse para as
diferentes areas do conhecimento, considerando a logica de prospectar

biomoléculas com potencial de uso sustentavel da flora Amazonica.



15

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Enzimas proteoliticas

As enzimas proteoliticas, também chamadas de proteinases, sdo essenciais
para a regulacdo de processos vitais em todos os organismos vivos, atuando nas
reacOes de degradacdo e em processos fisioldégicos especificos como a ativacédo de
zimogénios, liberacdo de peptideos biologicamente ativos, liberacdo de horménios
precursores, reaproveitamento de aminoacidos (“turnover” de proteinas), na ativacao
ou translocacdo através da membrana e na coagulacdo sanguinea (Bode e Huber,
2000; Powers et al., 2002; Chou e Cai, 2006).

Nas plantas, essas enzimas participam da degradacéo de proteinas de reserva,
fornecendo nitrogénio e enxofre para as vias de biossintese e estdo associadas ao
processo global de renovacdo de proteinas (Barret et al., 2001; Shee e Sharma,
2008).

De modo geral, essas enzimas sao responsaveis por catalisar a clivagem de
ligacdes peptidicas em outras proteinas, podendo atuar nas liga¢cdes internas, sendo
denominadas de proteinase ou endopeptidase, ou na clivagem das ligacdes entre os
residuos de aminoacidos C- ou N- terminal das proteinas, denominando-se protease
ou exopeptidase (Mikola, 1983; Shen e Chou, 2009).

De acordo com 0 mecanismo de catalise, similaridade na sequéncia de
aminoacidos e composicao de seu sitio ativo, essas proteinas séo classificadas em
serinoproteinases, cisteinoproteinases e proteinases asparticas, possuindo em seus
sitios ativos os aminoacidos serina, cisteina e aspartato, respectivamente. As
metaloproteinases, por sua vez, possuem em seu sitio ativo um fon metalico (Zn**,
Ca®* ou Mn?") (Neurath, 1984; Shen e Chou, 2009). As familias de enzimas
proteoliticas estdo apresentadas na tabela 1.

As serinoproteinases compreendem a classe de proteinases fisiologicamente
mais versatii e melhor caracterizada e compreendem as serinoproteinases de
mamiferos, dentre as quais destacam-se a tripsina, a quimotripsina, a elastase e as

calicreinas (Xavier-Filho, 1992).
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Tabela 1 - Familias de enzimas proteoliticas.

. Componentes
. Proteinases o .
Familia _ caracteristicos do sitio
representativas

ativo
Serinoproteinases | Quimotripsina, Tripsina, Asp (102), Ser (195), His
Elastase, Calicreina (57)
Serinoproteinases I Subtilisina Asp (32), Ser (221), His (64)

Cisteinoproteinases Papaina, Actinidina, _
Cys (25), His (159), Asp

Bromelaina, Catepsinas B
(158)

e H de figado de rato

Proteinases asparticas  Penicilopepsina, pepsina,
Rhizopus chinesis, Asp (33), Asp (213)

Endothia parasitica, Revina

Metaloproteinases | Carboxipeptidase bovina A 2
Zn™c, Glu (270); Tyr (24)
eB
Metaloproteinases Il Termolisina Zn*?, Glu (143), His (23)

Fonte: Neurath (1984).

Apesar de serem importantes, as enzimas proteoliticas podem exercer diversos
danos aos sistemas vivos quando a sua atividade ndo é eficientemente controlada.
Desta forma, o controle da atividade proteolitica pode ser realizado pela biossintese
de precursores inativos, chamados pro-proteinas ou zimogénios e, portanto,
dependente da protedlise de uma ou vérias ligacdes peptidicas da por¢do N-terminal
para tornar-se ativa. Outras formas de controle desta atividade incluem a regulacao
de sua expressdo génica, a diferenca de compartimentacdo de enzimas e
substratos, pela diferenca no pH de acdo da enzima ou pelo bloqueio ou diminuicéo
de sua atividade catalitica sobre um determinado substrato por meio de inibidores
(Xavier-Filho, 1992; Rawlings et al., 2004; Powers et al., 2002).

Esses inibidores sédo capazes de reduzir a velocidade da reacéo catalisada por

uma enzima, resultando na inibicdo reversivel e/ou irreversivel da atividade
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proteolitica, por meio da formacdo de um complexo estavel, através da
complementariedade do sitio reativo do inibidor ao sitio ativo da enzima (Bode e
Huber, 2000; Laskowski e Qasim, 2000; Bazock et al., 2005; Habib e Fazili, 2007).

A formacéo deste complexo estavel entre enzima e inibidor € dependente da
interacdo de aminoacidos, presentes no sitio reativo do inibidor, com os aminoacidos
do sitio ativo da enzima, determinando uma interacdo altamente especifica com suas
enzimas proteoliticas alvo (Haqg et al., 2004; 2005).

O primeiro estudo que desvendou o mecanismo de interacdo entre enzimas e
inibidores foi realizado com serinoproteinases, por meio da técnica de difracdo de
raio X e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear. Este estudo sugeriu que,
o radical hidroxila do residuo serina do sitio ativo da enzima interage com o sitio
reativo do inibidor, formando um complexo covalentemente estavel, onde poucos
residuos de aminoacidos (10 — 12) determinam a especificidade da interacdo (Figura
1) (Belitz e Weder, 1990; Matheson et al., 1991; Valueva e Mosolov, 1999).

o PROTEINASE ™\

INIBIDOR

Figura 1 - Mecanismo de interacdo entre o0s Iinibidores proteoliticos e as

serinoproteinases. Fonte: Valueva e Mosolov (1999).

A inibicdo das serinoproteinases ocorre de forma estritamente competitiva.
Isto ocorre, uma vez que os inibidores agem como “pseudosubstratos” altamente

especificos para a enzima, inibindo em uma Unica ligacao peptidica, a regiao do sitio
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ativo. Contudo, além da ligacéo do sitio reativo do inibidor ao sitio ativo da enzima,
h& ainda uma grande area de contato entre essas duas moléculas, decorrente da
presenca de aminoacidos que circundam a regido da ligacéo entre o sitio reativo e o
sitio ativo, o que proporciona a resisténcia da interacdo enzima-inibidor, mediada
pela compatibilidade entre todos os residuos de aminoacidos (Richardson, 1991;
Broadway, 1995; Legowska et al., 2009).

2.2. Inibidores proteoliticos

Inibidores proteoliticos sdo proteinas regulatérias dos eventos proteoliticos,
sendo ubiquas em todos 0s organismos vivos, incluindo plantas, animais e
microorganismos e estao envolvidos em diversos processos metabodlicos (Mello et
al., 2006). Em muitas espécies de plantas, os inibidores estdo presentes em altas
concentragdes nas sementes, representando de 5 a 15% do contetdo de proteinas
totais e, em sua grande maioria, sdo encontrados nas familias Fabaceae,
Brassicaceae e Poaceae (Bhattacharyya et al., 2006; Shee e Sharma, 2008).

Além de tecidos de reserva (sementes), tecidos reprodutivos e tecidos
vegetativos podem acumular inibidores de maneira constitutiva ou induzida. Do
ponto de vista funcional, estas proteinas participam dos processos de regulacdo dos
eventos de apoptose, fotossintese e expressédo génica, como proteinas de reserva,
além de atuarem na defesa contra o ataque de patdogenos e pragas, injuria mecanica
e estresse abidtico (Koiwa et al., 1997; Mosolov e Valueva, 2005; Marra et al., 2009).

A maioria dessas proteinas compreende moléculas pequenas, com massa
molecular variando de 8 a 25 kDa; sdo extremamente estaveis e resistentes ao calor,
a variacao de pH, sdo abundantes e de facil purificacdo (Belitz e Weder, 1990; Birk,
1994; Tremacoldi e Pascholati, 2004).

2.3. Funcdes dos inibidores proteoliticos
2.3.1. Regulacao de processos proteoliticos

Estudos tém levado a evidéncia de que os inibidores podem atuar controlando
a atividade de enzimas endégenas em plantas, prevenindo a hidrélise prematura dos
materiais de reserva (Richardson, 1991; Xavier-Filho, 1992; Oliveira et al., 2003). As
cistatinas sdo exemplos de inibidores que regulam proteinases enddgenas, onde a
sua sintese esta relacionada a alta intensidade de desenvolvimento da semente,

precedidos pela deposicdo de proteinas de reserva, sugerindo que, esses inibidores
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previnem a degradacdo proteolitica antecipada dessas proteinas (Misaka et al.,
1996; Pernas et al., 2000; Kuroda et al., 2001).

No entanto, os inibidores que atuam sobre serinoproteinases nao exercem tal
funcdo, uma vez que essas enzimas ndo participam da protedlise de proteinas de
reserva (Xavier-Filho, 1992; Reeck et al., 1997).

2.3.2. Inibidores como proteinas de reserva

Os inibidores proteoliticos que desempenham esse papel sdo encontrados em
sementes e tubérculos, e 0 seu contetdo esta relacionado a sua dindmica no curso
da maturacdo e germinacédo da semente, sendo as enzimas proteoliticas, em certos
casos, responsaveis por iniciarem a degradacdo dos inibidores durante a
germinacao (Richardson, 1977; Wingate et al., 1991).

Essas moléculas atuam como reserva de enxofre e nitrogénio, devido a
composicdo de seus aminoacidos sulfurados, os quais sdo degradados e
reutiizados na formacdo de outras proteinas, proporcionando melhor

desenvolvimento da plantula (Valueva e Mosolov, 1999).

2.3.3. Inibidores como proteinas de defesa

A funcao dos inibidores como forma de protecdo das plantas contra o ataque
de microorganismos fitopatogénicos e de insetos tem chamado muita atencédo dos
pesquisadores, em virtude da grande preocupacdo com a producdo agricola
mundial, visando diminuir o uso indiscriminado de produtos quimicos (Ye et al.,
2001; Bayeés et al., 2006).

A atuacao dos inibidores como proteinas de defesa das plantas, no que diz
respeito a interacdo planta-microorganismo, ainda ndo é totalmente conhecida.
Contudo, acredita-se que as plantas sintetizem inibidores proteoliticos capazes de
suprimir a atividade de enzimas proteoliticas extracelulares, excretadas pelos
microorganismos, responsaveis por degradar paredes celulares (complexos de
pectina-proteina) e proteinas de membrana. Deste modo, esses inibidores reduzem
a desorganizacdo celular e dificultam a penetracdo dos patdgenos (Tremacoldi e
Pascholati, 2002; 2004; Gvozdeva et al., 2006; Revina et al., 2008).

A interferéncia dos inibidores sobre o crescimento e desenvolvimento de
insetos tem sido atribuida a sua capacidade de ligar-se e, portanto, inibir a acado das

proteinases digestivas destes patdgenos, resultando em deficiéncia de aminoacidos



20

essenciais para o “turnover” de proteinas (Mello e Silva-Filho, 2002; Bayés et al.,
2006; Mosolov e Valueva, 2008; Marra et al., 2009).

2.4. Classificacédo dos inibidores proteoliticos

Os inibidores vegetais tém sido extensivamente isolados e caracterizados
quanto aos aspectos estruturais e funcionais, em muitas espécies de plantas
leguminosas, especialmente nas sub-familias Mimosoideae e Caesalpinioideae, e
em plantas ndo leguminosas. Dentre os inibidores mais bem estudados, estédo
agueles que afetam a atividade de serinoproteinases, cisteinoproteinases,
proteinases asparticas e metaloproteinases, que compreendem 0s principais grupos
de enzimas proteoliticas (Tabela 2) (Richardson, 1991; Haq et al., 2004).

Além da especificidade inibitoria, essa classificacdo de inibidores proteoliticos
vegetais, tem levado em consideracao a similaridade da estrutura primaria, a massa
molecular, o contetdo de cisteina e a localizagcdo do sitio reativo. Deste modo, as
nomenclaturas tém sido estabelecidas de acordo com a atividade sobre a enzima
avaliada e com a origem do organismo ou tecido (Haq et al., 2004; Bhattacharyya et
al., 2007). No entanto, esta classificacdo dificulta a correlacdo do mecanismo de
acao de um inibidor com o mecanismo de outro, pois um mesmo inibidor pode atuar

sobre duas ou mais enzimas diferentes (Frokiaer et al., 1994; Rawlings et al., 2004).

Tabela 2 - Classificacdo de inibidores proteoliticos vegetais de acordo com a classe

de enzima inibida.

Classes Familias

o Inibidor de tripsina de soja (Kunitz), inibidor de Bowman-
Inibidor de

_ _ Birk, inibidor de batata | e Il, inibidor de abobora, inibidor de
serinoproteinase

cereal, inibidor Ragi I-2 e inibidor de taumatina

Inibidor de o o _
o ) Inibidor de fitocistatinas
cisteinoproteinase
Inibidor de - _
L, _ Inibidor de catepsina D
asparticoproteinase
Inibidor de

_ Inibidor de metalocarboxipeptidase de tomate e batata
metaloproteinase

Fonte: Haq et al., 2004.
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Atualmente tem sido proposta uma classificacdo adicional para os inibidores

proteoliticos, a qual considera a homologia da sequéncia de seus dominios

inibitorios, distribuindo os inibidores vegetais em 10 familias, descritas na Tabela 3
(Rawlings et al., 2004; Habib e Fazili, 2007).

Tabela 3 - Familias de inibidores proteoliticos de acordo com a homologia da

sequéncia de seus dominios inibitorios.

amilase em feijéo

Inibidor de tripsina e do
fator Xlla em cevada

Inibidor de ftripsina e a-
amilase em trigo

Inibidor de tripsina e fator
Xlla em milho

Hordeum vulgare

Triticum aestivum

Zea mays

MEROPS Proteinases
Nome Comum familia/ Exemplos Origem L
" inibidas
superfamilia
Kunitz (plantas) 13 A Inibidor de tripsina tipo Glycine Max Tripsina,
Kunitz de soja quimotripsina
Inibidor de subtilisina de  Hordeum vulgare Subtilisina, a-
cevada amilase
Inibidor de quimotripsina Psophocarpus a-quimotripsina
de feijao tetragonolobus
Inibidor de Solanum cisteinoproteinases
cisteinoproteinase | tipo  tuberosum
Kunitz
Kunitz (plantas) I13B Unidade de inibidor de Sagittaria Tripsina,
inibidor de proteinase A sagitifolia quimotripsina,
calicreina
Inibidor de subtilisina tipo Canavalia lineata  Serinoproteinase
Kunitz de subtilisina- tipo
microbial
Inibidor de catepsina D Solanum Catepsina D,
tuberosum tripsina
Inibidor de tripsina Acacia confusa Tripsina e a-
quimotripsina
Cereais 16 Inibidor de tripsina e a- Eleusine coracana a-amilase

a-amilase, tripsina
a-amilase, tripsina

Tripsina de
mamiferos, fator
ativado Xlla




22

CONTINUACAO

Abobbora

Batata |

Mostarda

Cistatina

Cininogénio

Bowman — Birk

Batata Il

113

118

125B

125C

112

120

Inibidor de trpsina MCTI-I

Inibidor de tripsina MCTI-
Il

Inibidor de tripsina
macrociclico em abobora
Inibidor de tripsina CSTI-
v

Inibidor de quimotripsina |

Inibidor de
peptidase Il

glutamina

Inibidor de subtilisina —
quimotripsina Cl — 1A

Inibidor de subtilisina —
quimotripsina em trigo

Inibidor de tripsina em
mostarda

Inibidor de tripsina em
mostrada 2

Inibidor de tripsina

Oncocistatinas

Ovocistatinas
Oryzacistatinas Il
Inibidor de
metaloproteinase

Sarcocistatinas

Inibidor de tripsina
Bowman-Birk unidade 1

Inibidor de tripsina /
quimotripsina Bowman —
Birk

Inibidor de tripsina ciclico
de girassol

Inibidor de proteinase Il

Inibidor de peptidase de
batata Il unidade 1

Inibidor de peptidase de
tomate Il unidade 1 e 2

Momordica
charantia
Momordica
charantia
Momordica
cochinchinensis
Cucumis sativus

Solanun tuberosum

Momordica
charantia
Hordeum vulgare

Triticum aestivum

Sinapis Alba

Brassica hirta

Brassica napus

Onchocerca
volvulus
Gallus gallus

Oryza sativa
Bothrops jararaca

Sarcophaga
peregrina
Glicine Max

Arachis hypogaea

Helianthus annuus

Solanum tuberosum
Solanum tuberosum

Solanum
lycopersicum

Elastase
pancreatica
Tripsina

Tripsina
Tripsina

Quimotripsina,
tripsina

Protease de S.
griseus, subtilisina

Subtilisina,
guimotripsina
Subtilisina de B.

lichenoformis, a-
guimotripsina

B - tripsina

B - tripsina
bovina; a -
guimotripsina
Tripsina,
guimotripsina

Cisteinoproteinase

Tiol protease
Cisteinoproteinase

Atrolisina C,
jararhagin

Cisteinoproteinase

Tripsina,
guimotripsina

Tripsina,
guimotripsina

Tripsina,
catepsina G,
elastase,
guimotripsina e
trombina

Tripsina,
guimotripsina
Tripsina,
guimotripsina
Tripsina,
guimotripsina

Fonte: Habib e Fazili (2007).
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2.4.1. Inibidores de serinoproteinases

Os inibidores de serinoproteinases sdo 0s mais bem caracterizados e
isolados, sendo facilmente encontrados em varias espécies de plantas e em
diferentes tecidos da mesma planta, por isso, sdo 0s mais estudados entre as
classes de inibidores (Birk, 1985; Haq et al., 2004).

Os primeiros estudos com essas proteinas foram realizados em 6rgaos de
reserva das plantas (sementes e tubérculos) e, posteriormente em folhas e frutos. A
partir desses estudos, verificou-se que esses inibidores ndo participavam da
protedlise de proteinas de reserva, mas que foram expressos em resposta a ataques
de pragas e patogenos (Peng e Black, 1976; Xavier-Filho, 1993; Reeck et al., 1997).

Atualmente, existem pelo menos 16 familias de inibidores de
serinoproteinases, sendo que 8 destas correspondem aos inibidores de origem
vegetal (Tabela 4).

As familias Bowman-Birk e Kunitz sdo as mais bem estudadas e podem ser
encontradas em altas concentracdes em sementes de leguminosas (Tabela 5)
(Richardson, 1991; Mosolov e Valueva, 2005; Bhattacharyya et al., 2006).

Tabela 4 - Familias de inibidores de serinoproteinases de origem vegetal.

Mondmero
Familia
(kDa) 1/2 Cys
STI Kunitz 21-22 4
Bowman-Birk 8-9 14
Batata | 8-9 0-2
Batata Il 6 8
Abobbora 3 6
Cereal 12-13 10
Ragi I-2 12-13 7-8
Thaumatina 22-23 16

Fonte: Adaptado de Richardson (1991) e Mosolov e Valueva (2005).
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Tabela 5 - Inibidores tipo Kunitz e Bowman-Birk.

Familia Enzimas inibidas Distribuicao
. Tripsina, quimotripsina, Fabaceae, Poaceae,
Kunitz . S
elastase, subtilisina, calicreina Solanaceae
Tripsina, quimotripsina, Fabaceae, Poaceae,

Bowman-Birk elastase Compositae, Aliaceae

Fonte: Mosolov e Valueva, 2005.

Inibidores Kunitz

Os inibidores tipo Kunitz ocorrem, predominantemente, em leguminosas,
batatas e cereais, podendo ser encontrados em todas as partes das plantas. Nas
leguminosas, esses inibidores apresentam cadeia polipeptidica Unica, apresentando
como caracteristica geral massa molecular em torno de 20 kDa (Figura 2)
(Richardson, 1991).

Figura 2 - Estrutura tridimensional do inibidor de tripsina do tipo Kunitz extraido de
soja (STI Kunitz). Pontes dissulfeto sdo coloridas em verde. Fonte: Krauchenco (2005).
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Contudo, na subfamilia Mimosoideae sao compostos por duas cadeias, uma
alfa (16 kDa) e uma beta (5 kDa), ligadas entre si por pontes dissulfeto, resultantes
de um processamento proteolitico de um precursor de cadeia Unica (Richardson,
1991). Adicionalmente, estes tipos de inibidores apresentam baixo conteddo de
cisteina (normalmente quatro residuos formando duas pontes dissulfeto intracadeia)
e um unico sitio reativo que lhes permite inibir somente uma molécula de enzima,
formando um complexo 1:1 (inibidor:enzima), geralmente, inibindo a tripsina.
Contudo, muitos inibem a quimotripsina fracamente, bem como podem ser ativos
contra outras classes de enzimas, que nao serinoproteinases, tais como papaina e
bromelaina (proteinases cisteinicas) (Birk, 1994; Terada et al., 1994; Valueva et al.,
1997; Haqg et al., 2004).

Inibidores Bowman-Birk

Os inibidores Bowman-Birk foram os primeiros inibidores de tripsina de
sementes a terem suas sequéncias de aminoacidos determinadas, descrita por
Bowman e caracterizada por Birk em 1946 (Figura 3) (José, 2002; Mello et al., 2002;
Mosolov e Valueva, 2005; Ragg et al., 2006).

Os inibidores desta familia sdo extensivamente encontrados em plantas que
pertencem as familias Fabaceae e Poaceae e sdo caracterizados por apresentarem
massa molecular variando de 8 a 10 kDa e pela presenca, em sua grande maioria,
de dois dominios ou sitios inibitorios, podendo também ser encontrados inibidores
com trés, quatro e oito dominios (Richardson, 1991; Birk, 1994; Gariani e
Leatherbarrow, 1997; Miller et al., 2000).

Os dois dominios inibitérios, caracteristicos desses inibidores, sdo formados
devido a presenca de cisteinas, aproximadamente 14 residuos desse aminoacido,
em sua estrutura protéica, as quais formam 7 pontes dissulfeto intracadeia,
permitindo a formagdo de uma estrutura assimétrica composta por dois dominios
independentes, capazes de inibir simultaneamente duas moléculas de tripsina ou
ainda uma molécula de tripsina e outra de quimotripsina ou elastase, formando os
complexos 1:2 (inibidor: tripsina: tripsina) ou 1:1:1 (inibidor: tripsina:
guimotripsina/elastase), localizados em extremos opostos da molécula (Figura 3)
(Tsunogae et al., 1986; Gariani e Leatherbarrow, 1997).
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Figura 3 — Representacdo da estrutura tridimensional de um inibidor do tipo

Bowman-Birk. Fonte: Krauchenco (2005).

A posicdo dos dominios inibitorios € importante na definicdo da especificidade
a enzima a ser inibida. Neste sentido, a inibicdo da tripsina esta relacionada a
presenca de lisina ou arginina nos dominios, enquanto que a inibicdo da elastase
esta relacionada a presenca de alanina e os inibidores de quimotripsina apresentam
tirosina, arginina, leucina, fenilanina ou metionina (Odani e lkenaka, 1978; Prakash
et al., 1996; Mosolov e Valueva, 2005).

Inibidores do tipo batata |

Os inibidores batata | podem ser encontrados em tecidos vegetais e animais,
apresentam massa molecular variando entre 8 e 10 kDa e sdo constituidos de uma
Gnica cadeia polipeptidica, consistindo de, aproximadamente 70 — 71 residuos de
aminoacidos, com baixo teor de cisteina, formando uma Unica ponte dissulfeto
(Figura 4). Essas proteinas sdo caracterizadas por inibirem fortemente a
quimotripsina, a subtilisina e em menor grau a tripsina, por apresentarem em seus
sitios reativos residuos de metionina, leucina e acido aspartico e pelo alto grau de
homologia como inibidor de quimotripsina isolado de tubérculos de batatas
(Richardson, 1991; Heitz et al., 1993).
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Figura 4 - Estrutura tridimensional do inibidor tipo batata | extraido de Cucurbita

maxima. Pontes dissulfeto sado coloridas em verde. Fonte: Krauchenco (2005).

Inibidores do tipo batata Il

Os inibidores de batata Il apresentam massa molecular em torno de 12 kDa e
séo constituidos de 96 — 98 residuos de aminoacidos, contendo alto teor de cisteina,
formando, aproximadamente, 6 pontes dissulfeto (Figura 5). Esses inibidores sao
caracterizados por inibir, principalmente a subtilisina, podendo também inibir a
quimotripsina e a tripsina e por apresentarem em seus sitios reativos residuos de
arginina e asparagina (Mosolov e Valueva, 2005). Adicionalmente, esses inibidores
sdo comumente encontrados em batatas, em mostardas e folhas de tomateiro.
Contudo, estudos ainda ndo comprovaram sua presenca em sementes (Richardson,
1991; Antcheva et al., 1996).
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Figura 5 - Estrutura tridimensional do inibidor tipo batata Il extraido de Nicotiana

alata. Pontes dissulfeto sao coloridas em verde. Fonte: Krauchenco (2005).

Inibidores do tipo abébora

Os inibidores tipo abdbora compreendem a menor familia dos inibidores
proteoliticos e tém sido isolados de sementes da familia Curcubitaceae (Figura 6).
Esses inibidores apresentam massa molecular em torno de 4 kDa e s&o constituidos
de, aproximadamente, 27 - 34 residuos de aminoacidos, formando apenas 3 pontes
dissulfeto. Essas proteinas sdo caracterizadas por inibirem, principalmente, a tripsina
e por apresentarem em seus sitios reativos residuos de arginina, isoleucina e lisina
(Richardson, 1991; Otlewski e Krowarsch, 1996).

LoOe
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Figura 6 - Estrutura tridimensional do inibidor tipo abobora extraido de Cucurbita

maxima. Pontes dissulfeto sdo coloridas em verde. Fonte: Krauchenco (2005).
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Inibidores do tipo cereal

Inibidores desta familia tém sido descritos detalhadamente em trigo, mas
também ja se tem relatos de sua presenca em arroz, milho, sorgo, cevada e centeio.
Estas moléculas sdo caracterizadas por apresentarem atividade inibitoria sobre a
tripsina e a-amilase, sendo esta Ultima, caracteristica comum a um grande nimero
de individuos da familia (Figura 7). Em alguns casos sdo ativas contra duas ou mais
classes de enzimas, e por esta razao sao classificadas como bifuncionais (Franco et
al., 2002; Gourinath et al., 2000; Habib e Fazili, 2007).

Os inibidores de tripsina/a-amilase encontrados em cereais consistem em
uma simples cadeia polipeptidica, contendo 5 pontes dissulfeto e massa molecular
em torno de 13 kDa (Christeller e Liang, 2005; Habib e Fazili, 2007).

uun-t‘ 3
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Figura 7 - Estrutura tridimensional do inibidor da familia cereal extraido de Eleusine

coracana gaertneri. Pontes dissulfeto sdo coloridas em verde. Fonte: Krauchenco (2005).

Inibidores do tipo ragi |-2

Inibidores desta familia foram inicialmente isolados de sementes de Eleusine
coracana e correspondem a um segundo inibidor de a-amilase extraido desta
espécie, sendo que o primeiro pertencente a familia de inibidores do tipo cereal.
Adicionalmente, a sequéncia de aminoacidos, desses dois inibidores, é
completamente diferente, onde a similaridade do primeiro inibidor com o de outros
cereais indica que os inibidores do tipo ragi I-2 pertencem a uma nova e separada
familia (Figura 8) (Richardson, 1991).
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Figura 8 - Estrutura tridimensional do inibidor da familia ragi 1-2 extraido de
Hordeum vulgare. Note como a estrutura dessa familia € bem diferente da familia
cereal, ndo contendo folhas3 - pregueadas. Pontes dissulfeto sdo coloridas em

verde. Fonte: Krauchenco (2005).

Inibidores do tipo taumatina

Os inibidores desta familia sdo proteinas com massa molecular de,
aproximadamente, 22 kDa e apresentam significante similaridade com a sequéncia
das “proteinas relacionadas com patogénese” (também denominadas PR-proteinas).
Estas proteinas tém sido obtidas de frutos de Thaumatococcus danielli, no entanto, o
inibidor mais bem caracterizado desta familia € o inibidor bifuncional isolado de Zea
mays, o qual inibe a-amilases de insetos e tripsinas de mamiferos (Figura 9) (Franco
et al., 2002).

LOOP
REATIVQ

Figura 9 - Estrutura tridimensional do inibidor da familia taumatina extraido de Zea
mays. Pontes dissulfeto sdo coloridas em verde. Fonte: Krauchenco (2005).
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2.4.2. Inibidores de cisteinoproteinases

Essa classe de inibidores pode ser encontrada em diversos organismos vivos,
incluindo plantas, microorganismos e animais. Nas plantas essas proteinas sao
responsaveis pela inibicdo da atividade da papaina, actinidina ou bromelaina, sendo
a inibicdo da papaina uma das mais bem estudadas dessa classe (Xavier-Filho,
1992; Oliveira et al., 2003).

Os membros desta familia também s&o chamados de cistatinas e estdo
agrupados em quatro familias (cistatina I, cistatina II, cistatina Ill e cistatina V),
baseadas na similaridade das sequéncias primarias, nas massas moleculares, no
namero de pontes dissulfeto e na localizacao subcelular (Oliveira et al., 2003).

A familia cistatina | é também denominada familia stefina e ocorre,
geralmente, no citosol, sendo caracterizada por apresentar massa molecular em
torno de 11 kDa, com aproximadamente, 100 residuos de aminoacidos e por ndo
conter pontes dissulfeto (Figura 10) (Machleidt et al., 1983; Oliveira et al., 2003).

A familia cistatina Il consiste em proteinas com massa molecular entre 13 —
24 kDa, que apresentam aproximadamente 115 residuos de aminoacidos, formando
duas pontes dissulfeto. Estes inibidores apresentam um tripeptideo conservado, com
a sequéncia de Phe — Ala — Val posicionado no C — terminal e um dipeptideo
conservado, Phe — Tyr, posicionado no N — terminal, sendo a conservagao desses
peptideos essencial para a inibicdo da atividade de proteinases (Machleidt et al.,
1983; Turk et al., 1997; Grzonka et al., 2001; Oliveira et al., 2003).

Os inibidores da familia cistatina Il compreendem o0s cininogénios,
caracterizados por serem glicoproteinas com importante funcdo nos processos de
coagulacdo sanguinea. Esses inibidores compreendem o grupo de cistatinas mais
complexo, apresentando altas massas moleculares (60-120 kDa), e sdo conhecidas
por conterem dominios resultantes de duplicacbes do material genético da familia
cistatina Il (Salvesen et al., 1986; Oliveira et al., 2003).

Os inibidores da familia cistatina IV sao designados fitocistatina e
representam todos os inibidores de cisteinoproteinases descritos em plantas, sendo
amplamente identificados em monocotiledéneas e dicotiledéneas. Estas proteinas
apresentam massa molecular variando de 5 a 87 kDa e estdo divididas em dois
grupos, um constituido de um Unico dominio (compreendendo a maioria das

fitocistatinas) e o outro constituido de multiplos dominios (compreendendo os
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inibidores isolados de tubérculos de batata e de folhas de tomate) (Walsh e
Strictland, 1993; Pernas et al., 1998; Carlini e Grossi-de-S4&, 2002).

]

Figura 10 - Estrutura tridimensional da oryzacistatina extraida de arroz (Oryza sativa

japonica). Fonte: Krauchenco (2005).

2.4.3. Inibidores de proteinases asparticas

O grupo de inibidores de proteinases asparticas tem sido pouco estudado
devido sua rara ocorréncia, sendo as familias de inibidores de catepsina e de
pepsina as que melhor representam esse grupo. Dentre essas duas familias, a
catepsina D foi primeiramente isolada de batata (Solanum tuberosum), mas também,
encontrada em varias outras plantas (Hag et al., 2004). Estas proteinas séo
inibidoras efetivas de tripsina e quimotripsina, em virtude do elevado grau de
similaridade com os inibidores da familia Kunitz, contudo, apresentam massa

molecular em torno de 27 kDa (Hannapel, 1993; Lawrence e Koundal, 2002).

2.4.4. Inibidores de metaloproteinases

Os inibidores de metaloproteinases em plantas sao representados pela familia
de inibidores de metalocarboxipeptidases, extraidos de tomates e batatas (Figura
11). Essas proteinas sao relativamente pequenas, apresentam massa molecular em
torno de 4,2 kDa, consistem em até 38 — 39 residuos de aminoacidos e possuem
trés pontes dissulfeto (Hass e Hermodson, 1981; Graham e Ryan, 1997).

Esses inibidores sdo capazes de inibir fortemente uma ampla variedade de
carboxipeptidases provenientes de animais e microorganimos, mas nao inibem as

carboxipeptidases provenientes de plantas (Habib e Fazili, 2007).
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Figura 11 - Estrutura tridimensional do inibidor de metalocarboxipeptidase de batata
(Solanum tuberosum). Pontes dissulfeto sdo coloridas em verde. Fonte: Krauchenco
(2005).

2.5. Espécies estudadas

A familia Fabaceae compreende a terceira maior familia botéanica juntamente
com a Orchidaceae e a Asteraceae, caracterizada por ser vasta, cosmopolita e
geologicamente antiga, representando uma das principais e mais importantes
familias de plantas, sendo a mais numerosa em espécies e géneros nativos (Silva e
Souza, 2002; Ferreira et al., 2004).

Sua importancia econémica é grande e muito diversificada, sendo utilizada
desde a alimentagdo humana e animal até na producdo de corantes, 6leos,
perfumes, inseticidas, além de apresentar uso medicinal, agrondmico
(enriquecimento de solos), ornamental e, principalmente, para producdo de madeiras
nobres e valiosas usadas na marcenaria e em construgcdes em geral (Ferreira et al.,
2004). As leguminosas também sao apontadas como uma das principais fontes para
a producdo de proteina vegetal, particularmente para os paises subdesenvolvidos
(Lima et al., 1994).

A familia Fabaceae estad dividida em trés subfamilias, Caesalpinioideae,
Mimosoideae e Faboideae (antiga Papilionoideae), com boa parte de suas espécies,
originalmente pertencentes a flora brasileira, assumindo os mais diversificados
habitats (como varzeas, savanas, campinas e campinaranas amazonicas) ou formas
vegetativas de vida e inclui arvores de pequeno a grande porte, arbustos, cipds e
ervas (Polhill e Raven, 1981; Barroso et al., 1991; Joly, 1993; Silva e Souza, 2002).
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Neste estudo a familia Fabaceae esta representada pela Parkia pendula, P.

discolor, P. multijuga, P. nitida e Enterolobium schomburgkii.

2.5.1. Parkia pendula (Willd.) Benth. Ex Walp.

A espécie Parkia pendula, conhecida vulgarmente por “visgueiro”, pertence a
subfamilia Mimosoideae e pode ser encontrada na América Central e norte da
Ameérica do Sul, com ocorréncia nas matas primarias ou secundarias da regiao
amazonica, sul da Bahia, norte do Espirito Santo, Pernambuco e Alagoas (Rosa e
Cavalcanti, 2005; Oliveira et al., 2006; Pinedo e Ferraz, 2008).

E uma espécie arborea, de dossel, com copa plana e vistosa, com cascas
sempre vermelhas. O fato de pertencerem a familia Fabaceae desperta interesse
agrondmico, em vista da caracteristica de fixacdo simbibtica de nitrogénio,
importante para compor sistemas silvipastoris ou para 0 plantio em areas
degradadas, além de ser essencial para a restauracdo ambiental da Amazonia,
mediante sua importancia para a comunidade de passaros e mamiferos, atraidos
pela producao de sementes e resinas das vagens (Souza Filho et al., 2005; Pinedo e
Ferraz, 2008).

Figura 12 - A espécie P. pendula. A: Arvore; B: Fruto; C: Sementes (Fotos:
Chevreull, L.R.).
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2.5.2. Parkia discolor Spruce ex Benth

A espécie Parkia discolor, também € conhecida por visgueiro-do-igap6, arara-
tucupi e faveira, pertence a subfamilia Mimosoideae e apresenta ocorréncia em
floresta inundavel de igap6 da regido Amazonica, com alta dominancia no Rio Negro
(Hopkins, 1983; Hopkins 1986; Parolin et al., 2004).

Consiste em uma espécie de porte pequeno a médio, com copa irregular,
aberta e com galhos longos e tortuosos (Hopkins, 1986). Além do potencial interesse
econdbmico comum as espécies pertencentes a familia Fabaceae, a Parkia discolor,
também é utilizada na medicina popular e na producdo de goma (Souza e Silva,
2003).

Figura 13 - A espécie P. discolor. A: Copa da arvore; B: Fruto; C: Sementes (Fotos:
Souza, L.A.G. e Chevreull, L.R.).

2.5.3. Parkia multijuga Benth

A espécie Parkia multijjuga, também conhecida por faveira, parica grande da
terra firme, bengué, arara-tucupi e visgueiro, pertence a subfamilia Mimosoideae,
apresenta ampla distribuicdo em toda a Amazénia, com ocorréncia em mata primaria
ou secundaria e varzea altas em solo argiloso de toda regido Amazénica (Lorenzi,
1992; Ramos et al., 2000; Lorenzi, 2008).

E uma espécie arborea de grande porte, de fuste cilindrico e casca cinza ou
avermelhada, exudando resina. Seu principal potencial econdmico esta voltado ao

seu valor madeireiro (Nascimento et al., 2003).
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Figura 14 — A espécie P. multijuga. A: Arvore; B: Fruto e semente (Fotos: Chevreul,
L.R).

2.5.4. Parkia nitida Miq.

A espécie Parkia nitida, também conhecida como fava bengué, arara tucupi,
faveira branca, visgueiro, pertence a subfamilia Mimooideae, apresenta ocorréncia
na floresta pluvial Amazoénica, no sul do Panam4, leste da Venezuela e Guianas e é
caracterizada por ser uma espécie de grande porte, de fuste cilindrico, com copa
arredondada, sendo sua madeira facil de trabalhar, o que justifica o seu potencial

madeireiro (Hopkins, 1986).

Figura 15 — A espécie P. nitida. A: Fruto e B: Sementes (Fotos: Souza, L.A.G. e
Chevreull, L.R.).
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2.5.5. Enterolobium schomburgkii (Benth) Benth

E uma espécie extensamente explorada na regio amazonica, conhecida
comercialmente como sucupira amarela ou orelha de macaco, pertence a subfamilia
Mimosoideae e pode ser encontrada no Brasil, na Bolivia, na Guiana Francesa, no
Peru e na Venezuela, com ocorréncia nas matas de terra firme da Regido
Amazonica (Souza e Varela, 1989).

A orelha de macaco € uma espécie com alto valor comercial em virtude de
suas qualidades, apresentando alto peso especifico, boa trabalhabilidade sendo,
portanto, muito utilizada em construgbes em geral, marcenaria e para a produgao de

dormentes (Souza e Varela, 1989).

Figura 16 — A espécie E. schomburgkii. A: Arvore; B: Fruto e semente (Fotos:
Chevreull, L.R.).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Bioprospectar inibidores proteoliticos e caracterizar parcialmente suas
propriedades bioquimicas em extratos e fracbes de sementes de leguminosas

arbéreas da flora Amazonica.
3.2. Objetivos Especificos
e Avaliar o rendimento protéico dos diferentes métodos de extracdo de
proteinas em sementes de leguminosas arboreas;

e Purificar e caracterizar parcialmente os inibidores proteoliticos;

e Monitorar o perfil protéico dos extratos totais e das fracbes com atividade

inibitéria.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Coleta de material bioldgico

Sementes inteiras e maduras das espécies Parkia pendula e Enterolobium
schomburgkii foram coletadas na Reserva Florestal Adolpho Ducke, de Parkia
discolor na Reserva Ecolégica de Anavilhanas, Parkia nitida no Taruma-Mirim e
Parkia multijuga, proveniente da Associacdo das Indastrias Exportadoras de
Madeiras do Estado do Para (AIMEX).

4.2. Isolamento de proteinas
As sementes inteiras foram trituradas em moinho analitico até a obtencdo de
um material finamente pulverizado, o qual foi utilizado nas etapas posteriores, que

estdo apresentados na figura 17.

4.1.1. Extracao salina

O material finamente pulverizado (30 g) foi homogeneizado em 300 mL de
NaCl 0,15M (10% p/v). A suspensédo foi mantida sob leve agitacdo durante 2 horas,
centrifugada a 5000 g, durante 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi dialisado
contra agua destilada, durante 48 horas, para a retirada do sal e, posteriormente,
liofilizado, resultando no extrato total (ET).

4.1.2. Precipitacao por acetona 80%

Ao extrato total, proveniente da etapa anterior, foi adicionado lentamente
acetona, sob agitacdo a 4°C, até a concentracgdo final de 80% (v/v).

ApoOs o periodo de decantacao (30 minutos), parte da acetona foi retirada e a
fracéo restante foi centrifugada a 3000 g, durante 20 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado protéico foi espalhado em placas de Petri e seco a
temperatura ambiente, resultando no precipitado cetbnico (PA).

4.1.3. Precipitacao por sulfato de aménio

O extrato total, proveniente da extracao salina, foi primeiramente submetido a
0-30% de saturacdo com sulfato de amoénio, onde ap6s 12 horas, a mistura foi
centrifugada a 8.000 x g, durante 20 minutos a 4°C, obtendo-se o sobrenadante |

(SI) e o precipitado | (PI).
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Parte do Sl foi precipitado a 30-60% de saturacao, e apos 12 horas, seguiu-se
0 mesmo procedimento de centrifugacédo, obtendo-se o sobrenadante Il (Sll) e o
precipitado Il (PII).

Em seguida, parte do Sll foi precipitado a 60-80% de saturacdo, seguindo-se
0 mesmo procedimento da etapa anterior, obtendo-se o sobrenadante Il (Slll) e o
precipitado Il (PIII).

Os sobrenadantes (SI, Sl e Slll) e os precipitados (PI, Pll e PIll) foram

dialisados contra agua destilada e liofilizados.

Sementes

4

Extracdo Salina
NaCl 0,15 M (10%, piv)

Y Y

Precipitacéo por Precipitac&o por
acetona 80% (v/v) sulfato de aménio
(0-30%)

/
Precipitacéo por
sulfato de aménio
(30-60%)

Precipitac&o por
sulfato de aménio
(60-80%)

Figura 17 — Fluxograma das etapas de extracdo de proteinas de sementes de

leguminosas arbéreas da Amazonia.

4.2. Purificagdo dos inibidores proteoliticos
4.2.1. Preparo daresina de tripsina-Sepharose 4B

A enzima tripsina bovina foi acoplada ao gel de Sepharose ativado com CNBr
de acordo com as recomendacdes do fabricante (GE). Para seu preparo, pesou-se

1g da resina para cada 3,5 mL final de gel. O pé foi ressuspendido em 10 mL de HCI
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1mM e lavado durante 15 minutos em funil de Bichner, sendo filtrado vérias vezes
com auxilio de uma bomba a vacuo.

Para a ligac&o da tripsina a resina, dissolveu-se 10 mg da enzima por mL de
gel, em tampdo bicarbonato de sédio 0,1 M pH 8,3, contendo NaCl 0,5 M. A solucéo
de tripsina foi entdo adicionada ao gel e incubada “overnight” a 4°C. Decorrido o
tempo, o gel foi transferido para o tampé&o glicina 0,2 M pH 8,0 e deixada em
repouso durante 16 horas a 4°C. Posteriormente, o gel foi lavado em tampéao acetato
de sodio 0,1 M pH 4,0 contendo NaCl 0,5M, alternando com a solucdo de
bicarbonato de sddio 0,1 pH 8,3 contendo NaCl 0,5 M por cinco vezes, com a
finalidade de se retirar 0 excesso de tripsina ndo acoplada a Sepharose.

4.2.2. Cromatografia de afinidade em tripsina - Sepharose 4B

A resina foi equilibrada com tampéao Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 contendo 0,3 M de
NaCl. Os extratos totais foram aplicados nesta coluna, sendo coletadas fracdes de
1,0 mL até que a absorbancia permanecesse proxima de zero, subsequentemente, o
material retido foi eluido com HCI 0,1 M, contendo NaCl 0,3 M. As fragcdes com
atividade inibitéria foram reunidas, dialisadas contra agua deionizada, liofilizadas e
utilizadas nas etapas posteriores. O monitoramento do perfil cromatografico foi
realizado por espectrofotometria no comprimento de onda de 280 nm

(Espectrofotdmetro UV/ Visivel Ultrospec 2100 pro, Armesham Biosciences).

4.3. Titulacdo dos sitios ativos das enzimas tripsina e quimotripsina

A determinagao da concentragao efetiva de solucdo de enzima foi realizada
conforme metodologia descrita por Chase e Shaw (1970) e Sampaio et al. (1984).
Este método envolve a formacdo de um complexo acil-enzima estavel e a liberagcéo
do p-nitrofenil, medido espectrofotometricamente.

A mistura de incubagéao consistiu em 15 pl do substrato NPGB (9,4 mM) e 100
pl de uma solucéo recém preparada de tripsina e quimotripsina (1 mg/mL em HCI 1
mM) em meio de tampao barbital 0,06 M pH 8,3, para um volume final de 1 mL. A
reacdo foi monitorada a 410 nm (Espectrofotdmetro UV/ Visivel Ultrospec 2100 pro,
Armesham Biosciences).
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4.4. Caracterizagdo da atividade dos inibidores proteoliticos
4.4.1. Medida da inibic&o de tripsina

A mistura de pré-incubacéo, para o volume final de 2 mL, foi constituida de 250
pl de tampéao Tris/HCI 0,05 M pH 8,0, 50 pl de tripsina bovina (62 pg da enzima
dissolvida em HCI 1mM) e 150 ul dos extratos provenientes das diferentes etapas de
isolamento. A pré-incubacdo prosseguiu durante 10 minutos a 37°C. Decorrido o
tempo descrito, 1 mL do substrato cromogénico DL-BAPNA (0,5 mM) foi adicionado
e a incubacdo prosseguiu por mais 30 minutos a 37°C. A reacédo foi interrompida
pela adicdo de &cido acético 30% (v/v) e a hidrdlise do substrato pela enzima foi
acompanhada espectrofotometricamente a 410 nm (Espectrofotémetro UV/ Visivel
Ultrospec 2100 pro, Armesham Biosciences). O célculo da atividade inibitoria foi

realizado pela determinacao da atividade residual da tripsina no ensaio.

4.4.2. Medida da inibic&o de quimotripsina

A mistura de pré-incubacéo, para um volume final de 2 mL, foi constituida de
500 ul de tampéao Tris/HCI (pH 8,0), 150 ul de quimotripsina (0,2 mg da enzima
dissolvida em HCI 1 mM) e 100 pl dos extratos provenientes das diferentes etapas
de isolamento. A pré-incubacado prosseguiu durante 10 minutos a 37°C. Decorrido o
tempo descrito, 50 pl do substrato cromogénico BTPNA (0,1 M) foi adicionado e,
apos 20 minutos de incubacéo, a reacao foi interrompida pela adicdo de acido
acético 30% (v/v). A hidrdlise do substrato pela enzima foi acompanhada
espectrofotometricamente a 410 nm (Espectrofotdmetro UV/ Visivel Ultrospec 2100
pro, Armesham Biosciences). O calculo da atividade inibitoria foi realizado pela

determinacao da atividade residual da quimotripsina no ensaio.

4.5. Determinacgdo de proteina bruta

A determinacado de proteina bruta foi realizada pelo método de micro — Kjeldahl
(Anderson e Ingram, 1993), a partir da quantificacdo de nitrogénio total e sua
converséo utilizando o fator 5,71 (FAO, 1982; Ezeagu et al., 2002).

Apés secagem em estufa a 65°C, 100 mg do material pulverizado foi submetido
a disgestao, em um bloco digestor a 350°C, em uma mistura contendo selenito de
sédio (0,25 g), sulfato de cobre (11,25 g), sulfato de sédio (47,5 g), acido salicilico
(1,25 g) e acido sulfarico (500 mL), até o material apresentar coloracéo esverdeada.

ApoOs a digestdo e resfriamento das amostras procedeu-se a destilacdo, a qual foi
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acrescentada agua destilada (20 mL), hidroxido de sédio 40% (15 mL) e,
separadamente, em um béquer a solugéo receptora contendo acido boérico. Para a

titulacao utilizou-se solucéo de acido sulfurico a 0,01 N.

4.6. Determinacgdo de proteinas totais

As amostras provenientes de cada etapa de isolamento de proteinas e as
fracOes obtidas na etapa cromatografica tiveram suas concentracdes de proteinas
dosadas segundo o método de Bradford (1976). Amostras de 50 pL do isolado
protéico foram incubadas durante 5 minutos a temperatura ambiente com 2,5 mL do
reagente de Bradford, sendo a concentracdo de proteinas estimadas em leitura em
espectrofotometro a 595 nm (Espectrofotdmetro UV/ Visivel Ultrospec 2100 pro,

Armesham Biosciences).

4.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O gel de poliacrilamida foi realizado, em condi¢des nao redutoras, segundo o
meétodo descrito por Laemmli (1970). Os géis de concentracdo e separacao foram
obtidos a partir de uma solugao estoque de acrilamida a 30% e de N-N’-metileno bis-
acrilamida 0,8%, preparada com agua deionizada e mantida em refrigeracdo em
geladeira (10°C) em frasco ambar.

O gel de concentracdo a 5% foi preparado em tampéo Tris-HCI 0,125 M, pH
6,8, e 0 gel de separacdo 12,5%, em tampao Tris-HClI 1 M, pH 8,8, sendo
acrescentado em ambos SDS 20%. A polimerizagéo foi conseguida pela adicdo de
TEMED e PSA 10%.

As amostras (50 pg) foram dissolvidas em tampéao Tris-HCI 0,08 M, pH 6,8,
contendo 2% de SDS, 10% de glicerol e 0,1% de azul de bromofenol, e
posteriormente, foram imersas em &gua em ebulicdo durante 3 minutos e
centrifugadas por mais 3 minutos. A eletroforese foi realizada em tampéao de corrida
Tris-HCI 0,025 M, glicina 0,192 M e SDS 0,1%, a 100 volts, 15 mA, durante 3 horas.

Como marcadores de massas moleculares foram utilizados marcadores da
Promega (225 kDa - 10 kDa). ApGs os procedimentos de corrida, os géis foram
corados com Coomassie Brilliant Blue, acido acético 0,1%, metanol e agua
deionizada na proporcao de 1:4:5 (v/v/v), durante 3 horas e entdo descorados em
solucéo de acido acético glacial, metanol e 4gua deionizada na proporcao de 1:4:5
(VIVIV).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Determinacéao de proteina bruta

A percentagem de nitrogénio total estimado nas sementes de P. pendula, P.
discolor, P. multijuga, P. nitida e E. schomburgkii, foi convertida em teor de proteina
bruta multiplicando-se pelo fator 5,71 (Figura 18), visto que, o fator comumente
utilizado (6,25) baseia-se na suposicdo de que 16% das proteinas animais sao
constituidas por nitrogénio, e desta forma, superestima a concentracdo de proteina
em vegetais, que costumam apresentar um perfil de aminodcidos com
predominancia de atomos de nitrogénio maior que 1. Além disso, a presenca de
nitrogénio ndo protéico, na forma de compostos tais como acidos nucléicos,
glicosideos nitrogenados, quitina e sais de amonio, representa outro fator importante
para ndo recomendar o uso generalizado do fator 6,25 (FAO, 1982; Ezeagu et al.,
2002).
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Figura 18 — Teores de proteina bruta em sementes de leguminosas arboreas da

flora Amazoénica. Concentracéo estimada pelo método de Kjeldahl.

Assim sendo, levando em consideracdo os argumentos descritos por Ezeagu
et al. (2002) e por conseguinte aplicado o fator 5,71, os teores de proteina bruta
estimados nas sementes das espécies estudadas variaram de, aproximadamente,
9% a 21%, sendo o menor teor encontrado para P. multijuga e o maior para E.
schomburgkii (Figura 18).

Estudos realizados com oito espécies de leguminosas do cerrado

demonstraram uma variacdo dos teores de proteina bruta de 9% a 30%, sendo as



45

maiores concentracbes encontradas em sementes de Acosmium subelegans,
Anadenanthera peregrina var. falcata e Crotalaria flavicoma e as menores em Andira
laurifolia, Copaifera langsdorfii, Dimorphandra mollis, Hymenaea stigonocarpa e Inga
uraguensis (Sasaki, 2008). Contudo, a determinacdo de proteina bruta, em 10 outras
espécies de leguminosas, mostraram uma diferenca menor variando de
aproximadamente 3% a 7% (Ezeagu et al., 2002). Desta forma, o conteudo de
proteina bruta estimado nas sementes das espécies em estudo corrobora com

resultados encontrados em outras espécies de leguminosas.

5.2. Determinacdo de proteinas totais

Os métodos aplicados para a extragdo protéica em sementes de P. pendula,
P. discolor, P. multijuga, P. nitida e E. schomburgkii corresponderam as técnicas
comumente utilizadas para o isolamento de proteinas vegetais (Tabela 6). Dentre as
técnicas utilizadas, a extragdo por meio de agua, de solugbes salinas e/ou &cidas e
precipitacdo por solventes organicos ou por sais, tém sido empregadas para a
obtencao de inibidores proteoliticos (Pando, 1999; Mello, 2001; Gomes, 2004).

Tabela 6- Teor de proteinas totais nos extratos das sementes de P. pendula, P.
discolor, P. multijuga, P. nitida e E. schomburgkii. Concentracdo estimada pelo

método de Bradfrod.

Concentracao de proteinas (mg/g MF)

ET PA Sl Pl Sli Pl Shlt - Pl

P. pendula 448 2,73 293 045 231 047 267 0,71
P. discolor 6,88 165 445 103 208 0,71 4,58 0,50
P. multijuga 539 3,76 450 0,27 237 080 5,16 2,22
P.nitida 825 210 322 1033 263 060 150 0,82
E.schomburgkii 209 39 580 033 6,67 5,75 5,10 5,00

MF: massa fresca;

ET: extrato total;

PA: precipitado cetdnico;

S: sobrenadante apés saturacdo com sulfato de aménio;
P: precipitado apds saturacdo com sulfato de aménio.
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A espécie P. pendula apresentou maior concentracao de proteinas no extrato
total proveniente da etapa de extracdo em solugdo salina (ET). Contudo, no
precipitado cetdnico (PA) e sobrenadantes resultantes da precipitacdo por sulfato de
amonio a 0-30% (SI), a 30-60% (Sll) e 60-80% de saturacdo (Sllil), houve pouca
reducdo dos teores. MQuanto aos precipitados oriundos da extracdo com sulfato de
amonio a 0-30% (PI), 30-60% (PII) e 60-80% de saturacdo (PIlll), nota-se drastica
reducdo na percentagem de proteinas. Nos extratos de P. discolor observou-se um
conteudo protéico mais elevado em ET, Sl e Slll, com significante reducdo nas
demais etapas.

Quanto a espécie P. multijuga verifica-se maiores concentracdes de proteinas
nos ET, Sl e Slll, com expressiva reducédo dos teores em Pl e PIl. Por sua vez, a
espécie P. nitida exibiu maiores valores de proteinas no ET e dréstica reducdo nas
demais etapas. No que diz respeito a espécie E. schomburgkii, elevados teores de
proteinas foram observados nos extratos PA, SI, Sll, PII, SlliI e PIIl, indicando que o
isolamento de proteinas, para essa espécie, € mais efetivo utilizando métodos
envolvendo a precipitacdo por solvente organico e sais (Tabela 6).

A diversidade de extratores utilizados, visando o isolamento de inibidores
proteoliticos, tem sido demonstrada por diversos autores que empregaram técnicas
de extragdo em agua, em tampdo PBS, precipitacdo por sulfato de amoénio e
precipitacdo por acetona, com a finalidade de isolar tais proteinas em sementes de
Tamarindus indica e Acacia victoriae, respectivamente (Fook et al.,2005; Ee et al.,
2008).

Considerando os diferentes métodos aplicados para a obtencdo de inibidores
proteoliticos, os resultados indicam que para as espécies do género Parkia a
extracdo por meio de solucéo salina é suficiente para obter expressiva quantidade
de proteinas, valendo ressaltar que este método proporciona maior rendimento,
necessario para as etapas de purificagdo e caracterizacao dos inibidores, sendo este
fator levado em consideragdo mesmo para E. schomburgkii, apesar do baixo

conteudo protéico no extrato total.

5.3. Determinacdo da atividade inibitoria da tripsina
O percentual da inibicdo da atividade da enzima tripsina, pelos inibidores
presentes nos extratos de P. pendula demonstra que, dentre os diferentes métodos

de extracdo, o Pl e Sll apresentaram a menor atividade inibitéria, sendo 18% e 3%,
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respectivamente, menores que a inibicAo detectada nas demais etapas de
isolamento, as quais nota-se que ndo ha diferenca de atividade inibitéria (Tabela 7).

Tabela 7 - Inibicdo da atividade da tripsina bovina (%) sobre o substrato BAPNA

pelos extratos das espécies em estudo, apés diferentes etapas de isolamento.

Inibic&o da tripsina bovina

P. pendula P. discolor  P. multijuga P. nitida E. schomburgkii

% mglg % mglg % mg/lg % mglg % mg/g

ET 100 50,50 100 51,00 76 37,84 71 3526 63 38,53
PA 100 37,04 100 33,78 73 26,17 48 15,34 ND ND
SI (0-30%) 100 37,04 97 3841 57 18,76 66 21,35 53 17,04
PI (0-30%) 82 29,45 49 1866 63 20,58 29 8,58 41 12,97
SIl (30-60%) 100 37,20 100 39,04 52 17,00 52 20,13 28 10,31
PIl (30-60%) 97 34,26 52 19,51 57 1875 19 6,76 ND NI
Sill (60-80%) 100 34,01 39 1455 52 16,79 11 3,40 20 7,17

PIll (60-80%) 100 3391 29 1060 36 11,33 1 0,789 7 1,79

mg/g: mg de tripsina inibida/ g da amostra

ET: extrato total

PA: precipitado cetdnico

S: sobrenadante ap6s saturagcdo com sulfato de amonio
P: precipitado apds saturagdo com sulfato de amdnio
NI: N&o inibe

A espécie P. discolor exibiu valores de atividade inibitéria semelhantes a P.
pendula na etapa ET, PA, Sl e Sll. No entanto, constatou-se reducdo drastica da
percentagem inibitoria em PI, PII, SlliI e PIIl. Estes resultados demonstram, em parte,
a diferenca de solubilizacdo dos inibidores entre os extratores, onde a 60-80% de
saturacdo de sulfato de amonio proporcionou perda de atividade de tais proteinas e,
portanto, ndo € indicado para esta espécie.

As espécies P. pendula e P. discolor apresentaram valores elevados de
inibicdo da tripsina, apos serem submetidas aos diferentes métodos de extracdo (ET,

PA, Sl e Sll). No entanto, constatou-se reducdo de 48% na atividade inibitéria da
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etapa PIl de P. discolor. Além disso, essa espécie apresentou valores de inibicdo
inferiores a 50% nas demais etapas de isolamento, que correspondem a PI, Slll e
PIILI.

Os métodos que envolveram extracdo em solucdo salina e precipitacdo por
acetona demonstraram maior atividade inibitéria sobre a tripsina em sementes de P.
multijuga. Enquanto que nos demais extratos houve reducéo da atividade inibitoria,
que variou de 36 a 63% (Tabela 7).

As espécies P. nitida e E. schomburgkii exibiram maiores valores de inibicao
da tripsina nos extratos totais (ET). Adicionalmente, para E. schomburgkii o PA néo
inibiu a atividade da tripsina, corroborando com os resultados descritos na literatura,
onde o fracionamento das proteinas com acetona pode acarretar a perda total ou
parcial da atividade biologica dos inibidores (Mello, 2001; Pando, 2001). No entanto,
inibidores de tripsina provenientes de sementes de Enterolobium contortisiliquum, ao
serem extraidos com acetona, ndo perderam atividade sobre a tripsina, divergindo
dos resultados encontrados para a espécie E. schomburgkii, apesar de serem
representantes do mesmo género (Batista et al., 1996).

Outros estudos também demonstram o isolamento de inibidores de tripsina,
em sementes de leguminosas, por meio da acetona, sem haver perda da atividade
biolégica como, por exemplo, em Leucaena leucocephala e Delonix regia (Souza-
Pinto, et al., 1996; Pando et al., 2001).

Essa diferenca da atividade inibitéria tem sido registrada na literatura, com
estudos em que apés extragdo em solugdo salina (NaCl 0,15 M), precipitagdo em
acetona e saturagdo com sulfato de amonio, os resultados demonstraram maiores
valores de inibicdo nas fracOes extraidas por sulfato de amoénio, onde a espécie
Archidendron ellipticum apresentou 96% de inibicdo da tripsina na faixa de 50-65%
de saturacdo, enquanto que Caesalpinia bonduc apresentou 75,6% de inibicdo
quando submetida a saturacédo de 30-60% (Bhattacharyya et al., 2006; 2007).

Estudos com sementes de Crotalaria pallida e Inga laurina também
comprovaram a diferenca de atividade inibitoria entre os diferentes métodos de
extracdo, envolvendo tampdo Tris-HCl e sulfato de amoénio em diferentes
saturacfes, onde os extratos submetidos a saturacdo de 30-60% renderam maiores
valores de inibigcdo (Gomes et al., 2005; Macedo et al., 2007).

Quanto a deteccao de inibidores proteoliticos em sementes de leguminosas

pertencentes a flora amazonica, estudos preliminares demonstraram a presenca de
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inibidores de tripsina em sementes de Tachigali plumbea, Caesalpinia ferrea var.
cearensis, Sesbania exasperata, Cedrelinga catenaeformis, Swartzia polyphylla e
Peltogyne venosa, sendo a atividade inibitoria exibida pelos seus extratos de 96%,
95%, 84%, 69%, 43% e 34%, respectivamente (Bariani, 2008; Chevreuil et al., 2009).

No que diz respeito a atividade inibitoria expressa em miligrama de tripsina
inibida por grama de amostra (Tabela 7), os valores obtidos confirmaram uma maior
inibicdo da tripsina pelos extratos totais de todas as espécies, provenientes da
extracdo salina. Estes resultados mostram altos valores de inibicdo, sendo,
aproximadamente, duas vezes maiores que 0s encontrados para Swartizia pickellii,
uma leguminosa pertencente a subfamilia Caesalpinioideae (Cavalcanti et al., 2002).

Nesse sentido, considerando que para todas as espécies investigadas neste
estudo, a extracdo salina resultou em maior percentagem de atividade inibitoria da
tripsina, além de proporcionar maior rendimento, justifica-se a utilizacdo deste

procedimento na etapa de purificacéo.

5.4. Determinacéo da atividade inibitéria da quimotripsina

Dentre as espécies estudas, apenas a espécie P. nitida apresentou valor de
atividade inibitoria acima de 50% no extrato total, e portanto, justifica-se a realizacao
da deteccéo dos inibidores de quimotripsina apenas nos extratos, provenientes das
diferentes etapas de isolamento, dessa espécie (Figura 19).

A espécie P. nitida apresentou valores de atividade inibitéria maiores que 50%
sobre a quimotripsina bovina, apds extracéo salina (ET) e precipitacdo com acetona
(PA), sofrendo drastica reducdo nas demais etapas de isolamento.

Muitos estudos envolvendo inibidores e enzimas proteoliticas tém sido
realizados com a finalidade de verificar o efeito bioldégico desses inibidores sobre
proteinases de insetos, microorganismos, bem como no tratamento de doencgas,
como por exemplo, cancer e HIV. Adicionalmente, para tais estudos considera-se a
concentracdo de inibidor capaz de promover a reducdo em 50% da atividade

enzimatica (ICsp).
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Figura 19 — Inibicdo da atividade da quimotripsina bovina (%) sobre o substrato
BTPNA pelos extratos de P. nitida, apos diferentes etapas de isolamento. ET: extrato
total; PA: precipitado cetdnico; S: sobrenadante apds saturacdo com sulfato de

amonio e P: precipitado apos saturacdo com sulfato de aménio.

Os resultados encontrados nos diferentes extratos de P. nitida divergem
daqueles encontrados para a espécie Derris trifoliata, em que a atividade inibitoria
contra a quimotripsina aumentou apos extracdo com sulfato de amonio a saturacéo
de 0-75% (Bhattacharyya e Babu, 2009).

De fato, os inibidores vegetais apresentam variacdo quanto a especificidade
inibitoria, destacando-a os inibidores tipo Kunitz, que sdo potentes inibidores da
tripsina e pouco especificos para quimotripsina (Garcia et al., 2004; Macedo et al.,
2007).

Resultados similares, quanto a diferenca de inibicAo enzimatica, foram
encontrados por Norioka et al. (1988), esses autores, ao estudar a distribuicdo de
inibidores de proteinases em sementes de leguminosas verificaram diferencas em
algumas espécies como Cassia tora, Delonix regia, Parkia speciosa e Crotalaria
cratalia, as quais inibiram a atividade da tripsina, mas nao foram efetivas contra a
quimotripsina. Por outro lado, espécies como Caesalpinia pulcherrima, Leucaena
leucocephala, Mimosa invisa e Sesbania cannabina inibiram tanto a tripsina quanto a

quimotripsina.
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Lingaraju e Gowda (2008) e Ee et al. (2008) estudaram sementes de Entada
scandens e Acacia victoriae e também observaram que os inibidores extraidos
destas sementes inibiram somente a atividade da tripsina.

No que diz respeito aos estudos realizados com algumas espécies de
leguminosas pertencentes a flora amazbnica, j& se tem relato de inibidores de
quimotripsina e tripsina em extratos de sementes de Cassia brasselari, Cassia
occidentalis, Dialium guianense, Inga rubiginosa, Inga umbratica, Inga velutina e
Mimosa guillandinae, enquanto para Inga fagifolia e Cassia grandis a inibicdo foi
especifica contra a atividade da tripsina (Calderon et al., 2001).

A diferenca de especificidade de inibicdo enzimatica € explicada mediante a
formacdo de um complexo estavel entre enzima e inibidor, o qual € dependente da
interacdo de aminoacidos presentes no sitio reativo do inibidor com os aminoacidos
do sitio ativo da enzima, determinando uma interacdo altamente especifica com suas
enzimas proteoliticas alvo (Haq et al., 2004; 2005). Desse modo, quando a posicéo
P1 do sitio reativo for ocupado por um aminodacido lisina ou arginina, o inibidor sera
reconhecido pela tripsina, porém se o sitio reativo apresentar triptofano, fenilalanina,
tirosina ou leucina, o inibidor serd reconhecido pela quimotripsina. Assim,
dependendo do tipo de residuo de aminoacido no sitio reativo do inibidor, existe uma
enzima especifica que atua sobre este inibidor (Bode e Huber, 2000; Wesolowska et
al., 2001; Scarafoni et al., 2008; Legowska et al., 2009).

5.5. Curva de inibic&o da tripsina bovina

A partir da extrapolacao das curvas de inibicdo para o ponto de interseccao
com a abscissa, péde ser calculada a concentracdo de inibidor que promove a
reducdo da atividade da tripsina na faixa de 50 a 60%. A inibicdo enzimatica foi
obtida na presenca de, aproximadamente, 90 ug, 138 ug e 108 ug de proteinas dos

extratos de P. pendula, P. discolor e P. multijjuga, respectivamente (Figura 20).
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Figura 20 - Curva de inibicdo da tripsina bovina pelo extrato total (ET) de P. pendula,
P.discolor e P. multijuga. A atividade inibitéria do sitio ativo da tripsina bovina foi
determinada pelo ensaio de incubacdo com BAPNA na presenca de diferentes

concentracdes do inibidor. A: P. pendula, B: P. discolor e C: P. multijuga.

Adicionalmente, foi possivel observar uma semelhanca na curva de inibicdo
de P. pendula e P. discolor, corroborando com os resultados encontrados por Sallai
(1993), este autor ao estudar as espécies Bauhinia forficata, Bauhinia rufa e
Bauhinia ungulata, observou superposi¢cao das curvas de inibicdo, indicando, desta
forma, afinidade semelhante pela tripsina.

Considerando que a amostra obtida a partir de E. schomburgkii e P. nitida
reduziram, respectivamente, apenas 37% e 39% a atividade da tripsina, nao foi
possivel calcular o valor da constante de inibigcdo, de acordo com o modelo proposto
por Morrison (1982).
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5.6. Determinagéo das constantes de inibigéo

ApoOs a obtencéo das cuvas de inibicdo da tripsina pelos extratos totais de P.
pendula, P. discolor e P. multijuga, foi possivel determinar suas constantes de
inibicdo de acordo com o procedimento de Morrison (1982) e adaptada ao programa
computacional Enzfitter (Tabela 8). Este modelo € do tipo “slow tight-binding”, onde
“slow” significa que a inibicdo ndo é imediata e “tight-binding” refere-se ao fato de
que a inibicdo é significativa em concentracdes proximas as das enzimas que esta
sendo inibida e,quanto menor for o Ki, mais forte sera a interacdo entre inibidor e

enzima, indicando a magnitude da afinidade entre enzima e inibidor.

Tabela 8 — Constantes de inibicdo obtidas pelos extratos totais de P. pendula, P.

discolor e P. multijuga sobre a tripsina bovina.

Espécies Ki (M)
P. pendula 8,92 x 10°®
P. discolor 6,86 x 10°®
P. multijuga 6,15 x 10

Os valores das constantes de inibicdo (Ki) encontrados neste estudo
corroboram com os resultados obtidos em outros trabalhos com inibidores vegetais,
como por exemplo, os inibidores de Pithecelobium dumosum, Plathymenia foliolosa
e Albizzia kalkora, as quais compreendem trés espécies pertencentes a sub-familia
Mimosoideae e cujos valores de Ki foram 1,65 x 108 M; 4 x 108 M e 2,5 x 107 M,
respectivamente (Oliveira et al., 2007; Ramos et al., 2008; Zhou et al., 2008).

De modo geral, os inibidores de serinoproteinases apresentam inibicao
estritamente competitiva, sendo o complexo enzima-inibidor altamente estavel, com

valores de Ki variando entre 10® a 10 M (Richardson, 1991).

5.7. Cromatografia de afinidade em tripsina-Sepharose 4B
Os inibidores de tripsina presentes nos extratos totais das espécies em
estudo foram parcialmente purificados e designados como PpTI, PdTI, PmTI, PnTl e

EsTI, correspondentes as espécies P. pendula, P.discolor, P. multijjuga, P. nitida e
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E.schomburgkii (Figura 21). Adicionalmente, tais inibidores apresentaram cerca de
99% de atividade antitriptica.

Muitos inibidores proteoliticos presentes nas sementes das mais variadas
espécies de plantas sdo purificados e isolados com a utlizacdo de técnicas
cromatograficas. Desta forma, cromatografias de exclusdo molecular, troca ibnica,
de afinidade e de fase reversa sdo amplamente utilizadas como passos obrigatdrios
durante o processo de purificacdo dos inibidores (Richardson, 1991; Mello, 2001).

Dentre essas técnicas cromatograficas, a de afinidade em colunas com
proteinases imobilizadas € um método muito eficaz na purificagdo dessas proteinas.
No entanto, uma desvantagem de sua utilizacdo é que pode ocorrer a protedlise
parcial do sitio reativo do inibidor, caso a tripsina ndo esteja imobilizada em uma
forma inativa, podendo destruir a atividade do inibidor, ocasionando
heterogeneidade nas preparacdes obtidas. Contudo, essa alteracdo pode ser
evitada pela utilizacdo de resinas com a proteinase especifica imobilizada, como por
exemplo, o uso de anidrotripsina - Sepharose (Belitz e Weder, 1990; Macedo et al.,
2000; Mello, 2001).

Com a finalidade de obter uma purificacdo total de inibidores proteoliticos,
muitos pesquisadores tém aplicado varias técnicas cromatograficas. Nesse sentido,
Liao et al. (2007) e Zhou et al. (2008) purificaram inibidores de tripsina de sementes
de Cassia obtusifolia e Albizzia kalkora, respectivamente, por meio da técnica de
cromatografia de afinidade em tripsina-Sepharose e de exclusdo molecular em
Sephadex G-75. Contudo, Garcia et al. (2004) utilizaram, além dessas técnicas, a
cromatografia em Sephadex G-100 e HPLC em coluna u - Bondapak Cig, para a
obtencdo de um inibidor de tripsina totalmente purificado de sementes de

Poecilanthe parviflora.
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Figura 21 - Cromatografia de afinidade em tripsina-Sepharose 4B. Amostra:
aproximadamente 500 mg de extrato total. A: Parkia pendula; B: Parkia discolor; C:
Parkia multijuga; D: Parkia nitida e E: Enterolobium schomburgkii. Tampao de
equilibrio: Tris-HCI 0,1M pH 8,0. Tampéao de eluicdo: HCI 0,1M/NaCl 0,3M. A eluicéo
foi monitorada fotometricamente em A280 nm. () Fragdo com atividade

inibitoria.

Na tabela 9 ilustra-se a atividade total e especifica dos extratos totais e das
fracOes, das espécies em estudo, apds a etapa de isolamento por meio da extracédo
salina e purificagdo em tripsina-Sepharose 4B.

A atividade especifica dos inibidores aumentou apés a etapa de purificacao,
sendo este resultado esperado, uma vez que € um indicativo do grau de pureza,

além de corroborar com os dados de purificagdo encontrados na literatura, como por
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exemplo, para Pithecelobium dumosum e Crotalaria pallida (Gomes et al., 2005;
Oliveira et al., 2007).

Tabela 9 — Determinacédo de proteinas, inibidores e atividade especifica dos extratos

totais e fracdes de P. pendula, P. discolor, P. multijuga, P. nitida e E. schomburgkii.

. Atividade Atividade
Proteina total
Espécies Etapas total especifica
(malgMF) i MF) (UI/ mg)
ET 4480,87 16,72 0,004
P. pendula
PpTI 424,16 14,35 0,033
ET 6880,96 16,89 0,002
P. discolor
PdTI 1198,71 14,29 0,012
ET 5391,62 12,45 0,002
P. multijuga
PmTI 440,29 14,32 0,032
ET 8252,44 11,57 0,001
P. nitida
PnTI 5666,21 14,29 0,002
ET 918,25 11,78 0,013
E. schomburgkii
EsTI 1018,90 14,4 0,014

Ul: Unidade de inibidor

ET: extrato total;

PpTI: inibidor de tripsina de P. pendula;
PdTI: inibidor de tripsina de P. discolor;
PmTI: inibidor de tripsina de P. multijuga;
PnTI: inibidor de tripsina de P. nitida;

EsTI: inibidor de tripsina de E. schomburgkii.

Zhou et al. (2008), ap6s o fracionamento com sulfato de aménio (30-60%),
obtiveram o valor de 965 de atividade total (Ul) durante o processo de purificacdo do
inibidor de tripsina de Albizia kalkora. Em seguida, esta fragcéo foi aplicada em coluna
Sepharose-tripsina, cujo valor de Ul foi de 356, fato que permitiu a continuidade dos
procedimentos de purificagdo. No entanto, neste estudo, foram utilizados os extratos
totais provenientes da extracdo salina para a obtencédo das fracbes em coluna de

afinidade, uma vez que, o fracionamento com 30-60% de sulfato de aménio néo
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proporcionou rendimento e atividade inibitéria necessarios para a etapa

cromatografica.

5.8. Caracterizacado da atividade inibitoria de PpTI, PdTI, PmTI, PnTl e ESTI

A caracterizacdo da atividade inibitéria de PpTI, PdTI, PmTI e ESTI sobre as
enzimas, exibiram afinidade diferenciada entre as serinoproteinases, de modo que
se observou uma alta inibicédo da tripsina, comparada a da quimotripsina (Tabela 10).
Contudo, o PnTI mostrou-se um potente inibidor tanto para a tripsina quanto para a
quimotripsina, sendo a diferenca de inibic&do, entre essas duas serinoproteinases, de
aproximadamente 11%, enquanto que PpTI n&o inibiu a atividade da quimotripsina.

Tabela 10 — Especificidade de inibicdo de PpTI, PdTI, PmTI, PnTl e ESTI sobre as

enzimas tripsina e quimotripsina bovina.

Inibicao (%)

Tripsina Quimotripsina
P. pendula 994 ND
P. discolor 99,1 33,7
P. multijuga 99,3 53,2
P. nitida 99,1 88,3
E. schomburgkii 99,8 10,9

ND: Nao detectado.

Esta variagdo da afinidade por diferentes enzimas proteoliticas também foi
observada em estudos envolvendo o inibidor de tripsina isolado de sementes de
Poecilanthe parviflora (Faboideae) e o inibidor de tripsina-papaina de Pithecelobium
dumosum (Mimosoideae), os quais demonstraram forte inibicdo contra a tripsina,
com valores percentuais préximos a 100%, e fraca inibicdo contra a quimotripsina e
papaina, sendo seus repectivos valores percentuais de 40% e 10% para P. parviflora
e de 10% e 49% para P. dumosum (Garcia et al., 2004; Oliveira et al., 2007).

A atividade inibitéria dos inibidores do tipo Kunitz é variavel, e poucos
inibidores desta familia sdo especificos para a quimotripsina e ndo para a tripsina.
Contudo, alguns inibidores tipo Kunitz podem inibir tanto a tripsina quanto a
quimotripsina, diferindo em relacdo a afinidade inibitéria (Macedo et al., 2003;
Gomes et al., 2005).
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5.9. Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS

Em todas as espécies do género Parkia verifica-se a presenca de uma banda
principal, correspondente ao inibidor de tripsina. Contudo, sdo necessarias outras
etapas cromatograficas para a obtencdo de inibidores totalmente purificados (Figura
22).

ETPn PnTl ETEs EsTl

Figura 22 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5%. M: Marcadores de massa
molecular; ETPp: Extrato total de P. pendula; PpTI: Inibidor de P. pendula; ETPd:
Extrato total de P. discolor; PdTI: Inibidor de P. discolor; ETPm: Extrato total de P.
multijuga; PmTI: Inibidor de P. multijuga; ETPn: Extrato total de P. nitida; PnTI:
Inibidor de P. nitida; ETEs: Extrato total de E. schomburgkii; ESTI: Inibidor de E.
schomburgkii. Amostras: 50 ug.

No que diz respeito a espécie E. schomburgkii foi possivel observar uma
Unica banda protéica, o que significa maior grau de pureza, quando comparado as
espécies Parkia. No entanto, esta banda apareceu pouco nitida no gel, indicando
menor concentragdo da mesma (Figura 22).

Além do acompanhamento do grau de purificacdo dos inibidores, a
eletroforese em gel de poliacrilamida permitiu determinar a massa molecular
aparente dos inibidores de tripsina presente nas sementes das espécies em estudo,
sendo os valores encontrados de 17 kDa (PpTl), 21 kDa (PdTI), 19 kDa (PmTI e

PnTI) e 18 kDa (EsTI) (Figura 23).
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Figura 23 - Determinacdo da massa molecular aparente do inibidor de P. pendula
(A); P. discolor (B); P. multijuga (C); P. nitida (D) e E. schomburgkii (E).

Os valores das massas moleculares aparentes dos inibidores de tripsina das
espécies em estudo variaram de 17 a 21 kDa, sugerindo que tais moléculas sejam
inibidores do tipo Kunitz ou pertencente a familia taumatina, sendo necessarios
estudos mais detalhados para confirmar estes resultados, como por exemplo, a
sequéncia do N-terminal.

Estes resultados corroboram com a variagdo de massas moleculares de
inibidores de tripsina do tipo Kunitz encontradas em outras leguminosas, como por
exemplo, os inibidores de tripsina de sementes de Entada scandens, os quais
apresentam massa molecular de aproximadamente 20 kDa (Lingaraju et al., 2008).
Resultados similares foram reportados em inibidores tipo Kunitz encontrados em
sementes de Dimorphandra mollis, Archidendron ellipticum, Inga laurina e

Caesalpinia bonduc, todas pertencentes a subfamilia Mimosoideae (Macedo et al.,
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2000; Mello et al., 2002; Bhattacharyya et al., 2006; Macedo et al., 2007;
Bhattacharyya et al., 2007). Em contraste, as sementes de Copaifera langsdorfii
(Caesalpinioideae) e Poecilanthe parviflora (Faboideae) apresentaram inibidores de
tripsina de 24 kDa e 16 kDa, respectivamente (Silva et al., 2001; Garcia et al., 2004).

Essa variedade estrutural € comum em espécies pertencentes ao mesmo
género. Por exemplo, Pando et al. (1999) isolaram um inibidor de tripsina de
Crotalaria paulina, que apresentou massa molecular de 20 kDa, enquanto Gomes et
al. (2005) isolaram um inibidor de tripsina tipo Kunitz de Crotalaria pallida,
caracterizado por apresentar massa molecular de 32,5 kDa.

Muitas sementes de leguminosas contém varios tipos de inibidores
proteoliticos, sendo estes, classificados em duas familias principais: Kunitz e
Bowman-Birk, considerando-se sua massa molecular e contetdo de cisteina. Os
inibidores pertencentes a familia Kunitz, apresentam massa molecular em torno de
18 a 20 kDa e duas pontes dissulfeto, enquanto os inibidores Bowman-Birk possuem
massa molecular de aproximadamente 8 kDa e, sdo caracterizados pelo alto
conteudo de cisteina, formando 7 pontes dissulfeto (Norioka et al., 1988).

Estudos tém indicado que existe uma relacdo entre as familias de inibidores
proteoliticos encontradas em sementes de leguminosas e o grau de evolugcao
dessas plantas, onde em espécies tropicais, por exemplo, os inibidores tipo Kunitz
sao encontrados principalmente nas subfamilias primitivas, como Caesalpinioideae e
Mimosoideae, enquanto os inibidores Bowman-Birk sdo mais frequentes na
subfamilia mais evoluida, a Faboideae (Norioka et al., 1988; Macedo et al., 2000;
Oliveira et al., 2007; Bhattacharyya e Babu, 2009).

Esta diferenca, é explicada mediante a suposicdo de que as leguminosas,
inicialmente, eram compostas apenas por inibidores tipo Kunitz e, gradualmente
foram adquirindo inibidores Bowman-Birk, durante a sua evolugcédo entre arvores e
arbustos, como uma forma de adaptacdo a zona temperada. Nesse sentido, 0s
inibidores Bowman-Birk sédo considerados bioquimicamente mais evoluidos, por suas
estruturas serem mais compactas e rigidas, devido ao alto conteudo de cisteina,
ajudando, provavelmente, a prevenir sua digestdo por proteases, sendo
convenientes para um longo periodo de estocagem, necessarios durante a

dorméncia da semente (Norioka et al., 1988).
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6. CONCLUSAO

Neste estudo foram detectados inibidores de tripsina bovina nas sementes de
P. pendula, P. discolor, P. multijuga, P. nitida e E. schomburgkii, enquanto que
inibidores de quimotripsina, com inibicdo acima de 50%, foram encontrados apenas
nas sementes de P. nitida.

A atividade inibitéria foi reduzida apos precipitacao cetbnica e precipitacao por
sulfato de aménio na etapa de 30-60% de saturagéo para a espécie E. schomburgkii,
sendo que a extracdo por meio de NaCl foi o método que proporcionou maior
rendimento e atividade inibitéria contra a tripsina para todas as espécies estudadas.

Os inibidores de tripsina parcialmente purificados apresentaram inibicao de,
aproximadamente, 99% contra a tripsina e baixos percentuais contra a quimotripsina,
exceto para o inibidor proveniente de P. nitida, onde a inibi¢éo foi de 88%.

Adicionalmente, os resultados mostram que os inibidores apresentam massas
moleculares aparentes variando de 17 a 21 kDa, sugerindo a sua classificacdo como
do tipo Kunitz.
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