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ABREVIATURAS

ATEE acetil-tirosil-etil-éster

BAPNA N-alfa-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida
BTPNA N-benzoil-L-tirosina-p-nitroanilida

CinrTl inibidor de tripsina de Crotafaria juncea nao resistente
CirTl inibidor de tripsina de Crofalaria juncea resistente
CpTl inibidor de tripsina de Crotfalaria paulina
DEAE dietilamino etil

DMSO dimetil sulféxido

HPLC high performance liquid chromatography

IEF focalizagao isoelétrica

kDa quilodalton

Ki constante de inibicao

mA miliampere

NPGB p-nitrofenil-p-guanidinobenzoato

PITC fenil-isotiocianato

PSA persulfato de amdnio

PTC feniltiocarbamil

SDS dodecil sulfato de sédio

TEMED N-N-N’-N'-tetrametilenodiamina

TFA acido trifluoracético

TRIS hidroximetil amino metano



ABREVIATURAS PARA AMINOACIDOS

Aminoacidos

Abreviacao (3 letras)

Simbolo (1 letra)

Alanina
Arginina
Asparagina
Acido aspartico
Cisteina
Giutamina
Acido glutamico
Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Fenilalanina
Prolina
Serina
Treonina
Triptofano
Tirosina

Valina

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gin
Glu
Gly
His
lte
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

r o moOon oz »r

prm—

< < S 4w v TMmE X




iNDICE

1.INTRODUGAO

1.1 Familia Leguminosae
1.1.1 Género Crotalaria
1.2 Enzimas proteoliticas
1.3 Inibidores de proteinases
1.3.1 Inibidores sintéticos
1.3.2 Inibidores proteicos de origem vegetal
1.3.3 Mecanismo de agéo dos inibidores
1.3.4 Familia de inibidores
1.3.4.1 Inibidores do tipo Bowman-Birk
1.3.4.2 Inibidores do tipo Kunitz
1.3.4.3 Inibidores do tipo Batata | e Batata Il
1.3.4.4 Inibidores do tipo abébora
1.4 Pape! fisioldgico dos inibidores de proteinases em sementes

2. OBJETIVOS

3. MATERIAIS

3.1 Material vegetal

3.2 Enzimas e substratos

3.3 Resinas

3.4 Reagentes para eletroforese e analise de aminoacidos

4.METODOS

4.1 Dosagem enzimatica
4.1.2 Titulagcdo da concentragdo de fripsina ativa
4.1.3 Hidrdlise de substratos cromogénicos
4.1.4 Medida da inibicéo sobre tripsina
4.2 Determinagao das constantes de inibigdo
4.3 Extracdo e purificacdo do inibidor de tripsina a partir das sementes
de C. paulina, C. juncea resistente e C. juncea nao resistente a
murcha bacteriana
4.3.1 Preparo do extrato de sementes para determinagdodo Ki
4.3.2 Precipitacdo das proteinas por acetona 80%
4.3.3 Cromatografia de tfroca idnica em DEAE Sephadex A-50
4.3.4 Cromatografia de fase reversa em HPLC
4.3.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida PAGE SDS (10-20%)
4.3.6 Analise automatica de aminoacidos
4.4 Preparo do extrato de inibidor de tripsina a partir de sementes
de C. paulina, C. juncea resistente e C. juncea nao resistente a
murcha bacteriana para determinacgao da atividade do inibidor
contra tripsina e g¢-quimotripsina, bovina, porcina e humana.
4.4.1 Determinagéo da atividade de tripsina

P9

01
01
01
02
05
05
06
09
10
10
12
14
16
15

17

18
18
18
18
18

19
19
19
20
20
20

21
21
21
21
22
23
24

25
26



4.4.2 Determinagao da atividade de quimofripsina
4.4.3 Determinacao da atividade do inibidor sobre tripsina bovina
e porcina
4.4.4 Determinacéo da atividade do inibidor sobre quimotripsina
bovina e porcina
4.5 Preparo do extrato do suco duodenal bruto humano
4.5.1 Determinacéo da atividade de tripsina e quimotripsina no
suco duodenal humano
4.5.2 Determinacéo direta da atividade inibitéria de sementes de
Crotalaria paulina sobre tripsina
4.6 Focalizacéo isoelétrica e identificagdo dos inibidores de tripsina

5. RESULTADOS

5.1 Detecgc@o da presenga de inibidor de fripsina nas sementes
5.2 Dosagem da atividade inibitéria dos extratos salinos de CpTI,CjNRTI
e CjNRT! sobre tripsina bovina
5.3 Purificac&o do inibidor de tripsina
5.3.1 Precipitagao acetonica
5.3.2 Determinagéo das constantes de inibigédo (Ki)
5.3.3 Cromatografia de troca idnica em DEAE - Sephadex A-50
5.3.4 Cromatografia de fase reversa em HPLC
5.3.5 Controle do rendimento da purificagéo
5.3.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida PAGE-SDS (10-20%)
5.3.7 Analise de aminoacidos do CpT!
5.3.8 Determinagéo da atividade do inibidor de tripsina de
CpTI, CjRTl e CjNRT!I

6. DISCUSSAO
7. RESUMO
8. SUMMARY

9.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

26

26

27
28

28

28
29

31
31
32
35
35
38
38
40
42
43
47
48
50
56
57

58



Exemplar aduito de Crofalaria paulina



1.INTRODUGAO

1.1 FAMILIA LEGUMINOSAE

A familia Leguminosae compreende 650 géneros e aproximadamente 18.000
- espécies @ € uma das trés maiores familias entre as Angiospermas, depois das
Compositae e Orchidaceae (Heywood, 1971).

Entre as Leguminosas estdo algumas das espécies economicamente mais
importantes do mundo, provendo uma ampla variedade de fontes de alimento,
principalmente de sementes. Sao também utilizadas como plantas forrageiras, para
alimentacéo animal e na producéo de madeira em partes temperadas e tropicais do
mundo (Heywood, 1971).

A familia Leguminosae pode ser subdividida em trés sub-familias: Mimosoideae,
Caesalpinioideae e Papilionoideae. A sub-familia Papilionoideae (ou Faboideae) &
muito maior do que as outras sub-familias e compreende aproximadamente 500
géneros e 12.000 espécies. Aproximadamente 30 géneros contém 100 ou mais
espécies, como por exemplo, Desmodium (350-450 espécies), Erythrina (100 - 200
especies) e Crofalaria (500 espécies) (Dickison, 1981)

1.1.1 O Género Crotalaria

O género Crotalaria € composto por espécies que se distribuem amplamente
pelos Continentes Asiaticos, Africanos, Australiano e Americano. Em relagido ao
cultivo, as plantas desenvolvem-se rapidamente e requerem pouco cuidado apés
seu plantio.

Sob o ponto de vista econdmico, algumas espécies merecem destague, como por

exemplo, Crofalania brevidens, que € cultivada para forragem verde e controle de



eroséo do solo, na Africa tropical; Crotalaria juncea é cultivada para producdo de
fibras em varios paises, inclusive o Brasil e serve, também, de alimento para alguns
animais, como cavalos, na antiga Unido Soviética e porcos na Rodésia; Crofalaria
pallida serve para pastagens, e as sementes algumas vezes sdc usadas como
substituto para o café, e Crotalaria spectabilis, cultivada nos USA para forragem
verde, alimentacao para o gado e como planta ornamental (Duke, 1980).

Algumas dessas espécies sdo usadas, também, em medicina popular. como por
exemplo, a Crotalaria juncea, onde as sementes s&o usadas para purificar o sangue,
no tratamento de impetigo e psoriase; e da Crofalaria spectabilis, onde as plantas
s@o usadas no tratamento de escabiose e impetigo na India.

O género e reconhecido por apresentar varias substancias venenosas, entre
elas, os alcaldides e a monocrotalina, sendo esta Glitima extremamente venenosa
para animais domeésticos (Duke, 1980).

1.2 ENZIMAS PROTEOLITICAS

As enzimas proteoliticas ou proteinases sao enzimas que catalisam a clivagem
de ligacbes peptidicas em outras proteinas. Na literatura, os trés termos, proteinase,
protease e endopeptidase, s&o usados como sinénimos. O termo proteinase refere-
se as enzimas que tém atividade endopeptidase, ou seja, habilidade em clivar
ligagbes peptidicas internas em proteinas com a produgéo de peptideos, e o termo
peptidase refere-se as enzimas que nio tém atividade endopeptidase mas liberam
residuos de aminoacidos C- ou N- terminal de peptideos e ou proteinas (Mikola,
1983). Alguns exemplos dessas proteinases s&o: tripsina, quimotripsina, pepsina,
presentes em animais e a papaina, bromelaina e ficina, em vegetais (White et al.,
1986). O papel das enzimas proteocliticas em todas as formas de vida pode ser visto
como parte de um processo global de renovagao de proteina. Essas proteinases
adquiriram um alto grau de especializagdo durante sua evolugdo bioldgica,
restringindo seu mecanismo de agdo sobre ligacdes peptidicas especificas. Muitos

processos biologicos s&@o regulados por este tipo de agdo de proteinases, por



exemplo, coagulagéo do sangue e fibrindlise, a liberacio de proteinas hormonais de
precursores moleculares, o transporte de proteinas secretoras através da
membrana, ativag&o do sistema de compiemento, fertilizagdo, germinagao e controle
da digest&o proteolitica (Neurath & Waish, 1976).

As enzimas proteoliticas s&o indispensaveis para os processos fisioldgicos em
animais, mas se ndo forem adequadamente controladas, podem representar um
risco em potencial, destruindo componentes protéicos celulares e teciduais
(Neurath, 1983). A natureza desenvolveu dois mecanismos basicos de regulacao,
cuja finalidade € controlar a atividade proteolitica. Um desses mecanismos é a
ativacdo de precursores de proteinases inativos (zimogénios) por protedlise
limitada, que consiste na quebra especifica de algumas ligacdes peptidicas, sendo
essa especificidade determinada pelo acesso da enzima a ligacao peptidica alvo na
proteina a ser hidrolisada, na formacdo do complexo enzima-substrato (Neurath,
1983); o outro mecanismo envolve a inativagic de proteinases pela formacéo de
complexos com inibidores protéicos, com a complementariedade do substrato ao
sitio ativo da enzima, com a formagdo do complexo enzima-inibidor (Laskowskl &
Kato, 1980).

A importancia fisiolégica de ambos os mecanismos tem sido demonstrada em
certas doencas que estio relacionadas a deficiéncia de zimogénios funcionais ou
inibidores de proteinases, respectivamente. Por exemplo, varios tipos de hemofilias
hereditarias sdo decorrentes da defici&ncia de uma ou outra proteinase do plasma
gue normalmente ativa zimogénios na cascata da coagulacao sanguinea; em outros
casos, enfisema pulmonar, uma mutagdo genética em «-1 inibidor prejudica sua
secrecéo no figado, resultando em concentragGes anormalmente baixas no plasma
e, consequentemente, em destruicdo do tecido conectivo do alvéoio pulmonar por
elastase de leucdcitos (Neurath, 1983).

As enzimas proteoliticas encontradas na natureza podem ser subdivididas em
seis grupos principais, que sao caracterizados pela natureza de seus sitios ativos e
mecanismo de reacéo envolvidos (Richardson, 1977). Estas enzimas (Tabela1) sdo:
serinoproteinases 1 serinoproteinases Il, cisteinoproteinases, metaloproteinases |,

metaloproteinases |l , e proteinases acidas (Neurath, 1983).



Familia

Proteinases representativas

Componentes caracteris ticos
do sitio ativo

Serinoproteinases |

Quimotripsina, Tripsina
Elastase, Calicreinas

Asp(102), Ser(195), His(57)

Serinoproteinases Il

Subtilisina

Asp(32), Ser(221), His(64)

Cisteinoproteinases

Papaina, Actinidina

Cys(25), His(159), Asp(158)

Catepsinas B e H de figado
de rato

Proteinases acidas Penicilopepsina, Pepsina
Rhizopus chinesis
Endothia parasitica

Renina

Asp(33), Asp(213)

Metaloproteinases | Carboxipeptidase bovinaAe B | Zn, Glu(270), Tyr(24)

Metaloproteinases Il | Termolisina Zn, Giu(143), His(23)

Tabela 1. Familias de enzimas proteoliticas

Cada familia de proteinases tem sua caracteristica fixada em certos residuos
de aminoacidos arranjados em uma configuragéo particular para formar o sitio ativo.
Acredita-se que membros de uma familia evoluiram de um ancestral comum. Dessa
forma, as serinoproteinases incluem duas familias distintas que presumiveimente,
evoluiram independentemente enire si, por exemplo, as serinoproteinases de
mamiferos tal como quimotripsina, difere de certas serinoproteinases de bactérias,
tal como a subtilisina em sequéncia de aminoacidos e conformagao tridimensional, e
o ancestral comum nado é provaveimente o mesmo (Neurath & Walsh, 1976). De
maneira semelhante, a carboxipeptidase pancreatica de mamiferos e a enzima
termolisina de bactérias, cada uma contendo um atomo de zinco responsavel pela
catalise, tém configuragao no sitio ativo muito similar , mas nao sustentam nenhuma
outra relag@o estrutural ou evolucionaria entre si (Neurath & Walsh, 19786).

A classe de enzimas mais bem estudada e bem caracterizada € a das
serinoproteinases, tendo como exemplo, fripsina, quimotripsina e elastase, que s&o
secretadas pelo pancreas de animais na forma de zimogénios e sdo ativadas no
trato intestinal por modificac6es proteoliticas (Barret, 1986; Neurath, 1989). Essas
enzimas tém sido os melhores modelos para estudos sobre a estrutura, funcéo e

mecanismos de ac¢ao das serinoproteinases, sendo a tripsina a serinoproteinase




que mais contribuiu para isso. E um importante grupo que tem serina e histidina em
seu centro ativo, que participam diretamente no mecanismo de catalise (Richardson,
1977, Hartley, 1960), o qual envolve a formagio de um complexo covalente com o
substrato. No mecanismo de acéo dessas serinoproteinases , principalmente do
tipo tripsina, ocorre a formacdo de um tetraedro intermediario durante a
transferéncia de prétons do residuc Ser (195) para o residuo His (57) e, em
seguida, deste para o residuo Asp (102). Esta transferéncia de prétons acaba
gerando uma carga negativa que ird promover a catalise, por meio de um ataque
nucleofilico aos radicais carboniia dos residuos de Arg ou Lys dos substratos
(Warshei et al., 1989).

As serinoproteinases possuem um pH 6timo de acdo de aproximadamente 8,0
e massa molecular em torno de 25 kDa. Em geral, trés tipos de especificidades séo
encontradas nas serinoproteinases: enzimas do tipo tripsina que clivam proteinas na
ligagao peptidica, onde estéo presentes os residuos de Lys e Arg; enzimas do tipo
quimotripsina, que clivam nos residuos hidrofébicos do substrato, tais como Tyr ou
Phe; e enzimas do tipo elastase que clivam quando pequenos residuos
hidrofobicos, tais como Ala, estdo presentes no substrato (Ryan & Walker-Simmons,
1881;.Dickerson & Geis, 1969).

1.3 INIBIDORES DE PROTEINASES

Os inibidores de proteinases podem ser compostos sintéticos, de baixo peso
molecular (Walsh & Wilcox, 1970); ou proteinas com alta especificidade (Laskowski
Jr. & Sealock, 1971), que reduzem a velocidade de reacdes enzimaticas através da

formacdo de um complexo enzima-inibidor.

1.3.1 Inibidores sintéticos

Os inibidores sintéticos ligam-se covalentemente e irreversivelmente ao
residuo de um aminoacido essencial para a fungéo enzimatica (Walish & Wilcox,
1970). A serina e a histidina nos sitios ativos das serinoproteinases podem reagir

especificamente e estequiometricamente com véarios reagentes que inativam



completamente e irreversivelmente as enzimas. Esses inibidores incluem reagentes
tais como PMSF (Fenilmetano sulfonil fluor) e DFP (Diisopropil fluorofosfato), que
reagem com a serina do sitio ativo da maioria, se néo todas, serinoproteinases, e
TLCK (N-tosil- L.-lisina-clorometil cetona) ou TPCK (N- tosil - | fenilalanina-clorometil
cetona), que reagem especificamente com a histidina do sitio ativo das enzimas do
tipo tripsina @ quimotripsina, respectivamente e PCMB (p-cloro-mercuribenzoato),

especifico para cisteinoproteinases (Ryan & Walker-Simmons, 1981).

1.3.2 Inibidores protéicos de origem vegetal

Os inibidores proteicos podem ser definidos como proteinas, que associadas
as proteinases, formam um complexo estequiométrico, inibindo competitivamente a
atividade proteolitica (Laskowski Jr. & Sealock, 1971).

Os vegetais, de maneira geral, contém inibidores para quase todos os tipos de
enzimas proteoliticas. Alguns inibidores foram bem caracterizados e o seu
mecanismo de acao tem sido objeto de considerave! atengédo. Revisbes sobre esse
assunto foram publicados por Vogel et al., 1968; Laskowski Jr. & Sealock, 1971;
Tschesche 1974, Richardson 1977; Laskowski Jr. & Kato, 1980; Xavier-Filho &
Campos,1984; Richardson, 1991. Esses inibidores s3o tipicamente polipeptideos
contendo alta porcentagem de residuos de meia-cistina, presentes como ligacdes
dissulfeto; outros, contém poucos residuos de meia-cistina, apresentando uma ou
duas pontes dissuifetos. Esses inibidorers sdo deficientes ou destituidos de
residuos de metionina, histidina e ftriptofano, e possuem alto contéudo de acido
aspartico, acido glutamico, lisina e serina. (Ryan & Walker-Simmons, 1981; Kortt &
Caidwell, 1990).

A massa molecular desses inibidores vegetais varia de 8 a 25 kDa, sendo
moléculas extremamente estaveis, resistente ao calor, a variacdes de pH, e a
protedlise por proteinases, eventualmente por aquelas que eles nio inibem. Esta
estabilidade tem sido atribuida em parte as pontes dissuifetos e outras intera¢des
n&o covalentes que também contribuem significativamente para a estabilidade dos
inibidores (Belitz & Weder, 1990).



A especificidade de inibig&o exibida por estas proteinas € aliamente variavel e
muitos dos inibidores de tripsina também inibem quimotripsina (Vogel et al., 1968;
Kassel, 1970). Em alguns casos, o sitio reativo € 0 mesmo para ambas enzimas
(Bidlingmeyer et al, 1972), ou a inibicdo ocorre através de sitios reativos
independentes (lkenaka et al., 1974; Stevens et al., 1974).

Ha poucos relatos que inbidores de serinoproteinases sao ativos contra
enzimas de outros grupos. Por exemplo, um inibidor de tripsina e quimotripsina
purificadc por Warsy et al.,, (1974) inibiu também papaina, uma importante
cisteinoproteinase.

Alguns inibidores bifuncionais efetivos de enzimas {ém sido isclados de
plantas e pertencem a classes completamente diferentes, como por exemplo,
inibidores extraidos de milho e cevada que inibem tanto tripsina como amilases
(Richardson et al; 1987;.0Odani et al., 1983).

Muitos dos frabalhos recentes sobre inibidores de proteinases de origem
vegetal concentram quase que exclusivamente sobre os inibidores de tripsina, uma
importante serinoproteinase do trato digestivo de animais (Richardson, 1977).

Esses inibidores de proteinases sdo usualmente encontrados nas sementes e
tubérculos, particularmente nas familias leguminosas, gramineas e solanaceas,
onde eles representam um percentual elevado da proteina total. Pode-se encontrar
em um unico tecido vegetal varias espécies de inibidores que sio especificos para
um amplo espectro de serinoproteinases de origem animal e microbiana. Esses
inibidores podem pertencer a familias diferentes, que nao estejam relacionadas, ou
eles podem estar estritamente relacionados com formas de isoinibidores diferindo
somente em poucos aminoacidos.

Esses inibidores sdo classificados de acordo com a classe de enzimas que
inibem. Assim, podemos ter inibidores de serinoproteinases, cisteinoproteinases,
metaloproteinases e proteinases &cidas, ou ainda inibidores multifuncionais, que
podem inibir duas ou mais diferentes classes de enzimas (Richardson, 1991).

Os inibidores mais estudados até o momento s&o aqueles que inibem enzimas
pertencentes a familia das serinoproteinases (Ryan, 1981). Esses inibidores de
proteinases de plantas tém sido estudados extensivamente em leguminosas, por

causa de sua importéncia come fonte basica de proteinas (Richardson, 1977).



As sementes de leguminosas sdo reccnhecidas por serem uma excelente fonte
de proteinas (Richardson, 1977). Apresentam baixos teores lipidicos, com excegéo,
por exemplo, de Glycine max (soja) e Arachis hypogaea (amendoim), bem como
elevado teor de carboidrato (Belitz & Grosch, 1988). As sementes dessas plantas
contém, ainda, substadncias antinutritivas, como os inibidores de proteinases,
phytohemaglutininas (lectina), taninos, etc., que provocam efeitos adversos quando
ingeridos na dieta, podendo interferir direta ou indiretamente na digestiao e
absorcédo de proteinas, ou por afetar as funcdes de digestao e absorgéo das células
intestinais limitando, assim, o usoc dessas sementes na nutricdo humana e animal.
Destas substéncias, os inibidores de proteinases s&o alguns dos compostos
antinutritivos mais importantes e que merecem uma atengéo especial (Pusztai,
1986).

A descoberta de proteinas termolabeis em soja, que inibem a atividade
proteolitica da ftripsina, levou a conclusdo que os inibidores de tripsina sé&o
responsaveis pela baixa absor¢do das proteinas da soja, quando ingeridos sem
tratamento prévio. E bem estabelecido que alimentagido de soja crua e muitos
produtos de leguminosas que contém altos niveis de inibidores de proteinases
quando testados em animais experimentais tais como ratos, camundongos e pintos,
conduz ao aumento de depressdo, hipertrofia efou hiperplasia pancreatica, bem
como decrécimo na taxa de crescimento. (Liener & Kakade, 1980; Gallaher &
Schneeman, 1984, Pusztal, 1986; Birk & Applebaum, 1985; Pearce et al., 1979).

Embora os inibidores sejam compostos termolabeis, alguma atividade residual
ainda permanece, mesmo apds o tratamento térmico (Churrela et al.,, 1976).
Inibidores de lentilhas purificados por Weder & Link, (1993), mostraram uma
consideravel habilidade em inibir tripsina humana (HT) e quimotripsina humana
(HCT), apés aquecimento (95°C-2 hr). A estabilidade destes inibidores, esta
provaveimente, relacionada com sua estrutura compacta, estabilizada por pontes de
dissulfetos (Weder et al., 1992).

A primeira indicagdo de um inibidor de proteinase em plantas foi publicada em
1938 por Read & Haas e, posteriormente, seguido pela demonstracdoc de inibigéo de
tripsina por extratos de Glycine max (soja) por Ham et al { 1945) e Bowman, (1946).

O interesse nestes estudos de inibidores enzimaticos de plantas comegou na



década de 40 quando Kunitz (1945) isolou e purificou uma proteina termo-labil de
soja que inibia tripsina, uma importante enzima proteolitica do sistema digestivo
(Richardson, 1991). Desde entdo, quase todas as espécies de leguminosas
estudadas tém mostrado a presenca destes inibidores (Liener & Kakade, 1980).
Portanto, ha um interesse muito grande por parte dos pesquisadores em
utilizar os inibidores de plantas no tratamento de amplas desordens metabdlicas
que sdo associadas com aumenio da atividade proteolitica, tais como: pancreatite,

enfizema, inflamacao, coaguiagac sanguinea. (Richardson, 1991).

1.3.3 Mecanismo de ag¢ao dos inibidores

O mecanismo de reacado entre serinoproteinases e inibidor é estritamente
competitiva, formando um complexo 1:1 enzima-inibidor, onde a atividade da enzima
é completamente abolida (Laskowski & Kato, 1980). Todos os estudos indicam que
os inibidores agem como um substrato altamente especifico para a enzima, inibindo
uma Unica ligac@o peptidica chamada ligacdo peptidica do sitio ativo (Neurath,
1983).

O mecanismo de interacdc das serinoproteinases com pequenos inibidores
protéicos foi verificado através de estudos de difragcdo de raios X e espectroscopia
de ressonancia nuclear magnética. A proposta elaborada sugere que o radical
hidroxila do residuo Ser(posicdo 195).da enzima interage com o sitio ativo do
inibidor, formando um complexo covalente estave! do tipo enzima-inibidor, mas
complexos intermediarios instaveis também ocorrem no curso de reagdes (Matheson
et al., 1991).

Uns poucos residuos de aminoacidos, 10 - 12 , estao em contato com a
enzima. Esses residuos de aminoacidos no sitio reativo do inibidor determinam a
especificidade da interacdo (Belitz & Weder, 1990).

Quando o sitio reativo € ocupado por um aminoacido lisina ou arginina, e for
reconhecido pela tripsina ou enzima do tipo tripsina, o inibidor € um inibidor de
tripsina. Quando o sitio reativo apresenta triptofano, fenilalanina, tirosina ou leucina,

o inibidor € um inibidor de quimotripsina. Assim, dependendo do tipo de residuo de
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aminoacido no sitio reativo do inibidor, existe uma enzima especifica que atua sobre

este inibidor.

1.3.4 Familia de inibidores

Os inibidores de serinoproteinases presentes em plantas sio classificados em
familias através de caracteristicas da homologia na estrutura primaria, massa
molecular e conteldo de cisteina.

Existem varias familias de inibidores: familia Kunitz, familia Bowman-Birk,
familia tipo Batata | , familia tipo Batata I, familia tipo abébora, a superfamilia de
inibidores de cereal, familia Taumatina /PR-proteinas, familia Ragi -2 e familia
cistatina (Richardson, 1991). Entre as varias familias de inibidores existentes, as
mais estudadas sdo: familia Bowman-Birk, familia Kunitz, familia Batata | e Batata |1
Tabela 2.

MONOMERO
Familia Massa molecular Enzimas inibidas Distribuicao
(kDa) Cys
1.Bowman-Birk |8-9 14(18) | tripsina, quimotripsina, |Leguminosae
elastase
2. Kunitz 21-22 4 tripsina,quimotripsina, Leguminosae
subtilisina, calicreina Gramineae
Araceae
Alismataceae
3. Batata | 8-9 0-2 |{quimotripsina Solanaceae
tripsina Gramineae
subtilisina Leguminosae
Cucurbitaceae
4. Batata Il 6-12 8 tripsina, quimotripsina Solanaceae

Tabela 2. Familias dos inibidores de serinoproteinases de plantas
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1.3.4.1 Inibidores do tipo Bowman-Birk

Os primeiros inibidores de sementes a terem suas sequéncias de aminoacidos
determinadas foram os assim-chamados inibidores de proteinases Bowman-Birk de
(Phaseolus lunatus) (Tan & Stevens, 1971) e (Glycine max) (Odani & lkenaka,
1972). Este tipo de inibidor € amplamente distribuido em sementes de leguminosas
e em cereais, principalmente em milho. Outras sequéncias homoélogas de
aminoacidos tém sido encontrada nos inibidores de Phaseolus vulgaris (feijdo
comum) (Wilson & Laskowski, 1975), Vigna angularis (feijao adzuki) (Ishikawa et al |
1985), Vigna radiata (feijgdo mung) Chi et al., 1982; Wilson & Chen, 1983). As
proteinas desta familia s&o caracterizadas por apresentarem massa molecular em
torno de 8-12 Kda, aproximadamente 71 residuos de aminoéacidos, dos quais 14 sdo
residuos de cisteina que formam 7 pontes dissulfetos intramoleculares. Eles sdo
geralmente inibidores “double-headed”, de cadeia Unica, capazes de formar
complexos 1:1 com diferentes proteinases ( usualmente tripsina e quimotripsina,
raramente elastase) em sitics reativos independentes Lys{16)-Ser(17) e Leu(43)-
Ser(44), resultando em um complexo ternario (Birk & Applebaum, 1985).

A estrutura covalente do inibidor de tripsina de Glycine max (soja) do tipo

Bowman-Birk esta representada na Figura 1.

Figura 1. Estrutura covalente do inibidor de tripsina tipo Bowman-Birk de Glycine
max {soja) (Odani & lkenaka, 1973).
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1.3.4.2 Inibidores do tipo Kunitz

A estrutura primaria completa de um inibidor de proteinase do tipo Kunitz de
soja foi primeiro elucidado por Koide & lkenaka, 1973 a,b e Koide et al., 1973) A
cadeia Unica do inibidor apresenta uma massa molecular em torno de 20 kDa,
aproximadamente 181 residuos de aminoacidos, incluindo somente 4 residuos de
cisteina formando 2 pontes dissulfeto (Richardson, 1991). Além do inibidor de
tripsina de soja, foram caracterizados os inibidores isolados de outras leguminosas
que apresentam homologia com este tipo de inibidor. Esses inibidores foram
isolados de Psophocarpus tetragranulobus (Shibata et al., 1986), Erythrina latissima
(Joubert & Sharon, 1985), Adenanthera pavonina (Richardson, 1986), Bauhinia
petandra e Bauhinia bauhinoides (Oliva et al., 1988), Enterolobium contortisiliquum
(Batista, 1993), Acacia confusa (Wu & Lin, 1993), Prosopis juliflora (Monte-Negreiros
et al., 1991), Bauhinia forficata, Bauhinia rufa e Bauhinia ungulata (Sallai, 1993).

As sequéncias de aminoacidos da regido N-terminal foram determinadas em
inibidores de espécies das subfamilias Papilionoideae e Mimosoideae (Kortt &
Jermyn, 1981; Odani et al., 1879; Joubert & Sharon, 1985), e no inibidor de, tripsina
e de quimotripsina das sementes de Pelfophorum africanum (Joubert, 1981) e no
inibidor de quimotripsina das sementes de Schizolobium parahyba (Souza, 1992),
ambas da subfamilia Caesalpinoideae.

Os inibidores tipo Kunitz isolados de varias espécies de leguminosas
apresentam cadeia polipeptidica Gnica, enquanto os inbidores da subfamilia
Mimosoideae sao compostos por duas cadeias, uma alfa (16 kDa) e uma beta (5
kDa), ligadas entre si por pontes dissuifeto. Segundo Richardson, (1991), essas
duas cadeias resultam de um processamento proteolitico de um precursor de cadeia
Gnica, mas as causas que determinaram esta clivagem unicamente em espécies da
subfamilia Mimosoideae sao ainda desconhecidas.

Os inibidores de cadeia dupla ndo se restringem ao grupo das leguminosas
{(Richardson, 1991). Foram recentemente encontrados em batata (Solanum
tuberosum) dois inibidores cujas sequéncias da regiao N-terminal sdo homélogas.
Um deles € o primeiro inibidor do tipo Kunitz de subtilisina encontrado em plantas
dicotileddneas (Waish & Twitchell, 1991).
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A localizagao do sitio reativo determinado em inibidores do tipo Kunitz é
sempre na posigao Arg(63) - lle(64) em soja (Koide & lkenaka, 1973a;: Yamamoto et
al, 1983; Richardson et al., 1986, Joubert & Dowdle, 1987), enguanto que inibidores
isolados de Acacia confusa possui 0s residuos de Arg(64) - Hle(65) no seu sitio
reativo (Wu & Lin, 1993).

Trabalhos recentes mostram que a estrutura primaria do inibidor de Catepsina
D de tubérculo de batata tem uma grande relagdo com os inibidores desta familia
(Mares et al., 1989), e certos cereais isolados de cevada, trigo e arroz, exibem um
grau de homologia (20-30%) com os inibidores do tipo Kunitz de leguminosas
(Yoshikawa et al., 1976; Odani et al., 1979; Mundy et al., 1984).

A estrutura covalente de um inibidor tipo Kunitz isolado de Glycine max, estéa
representada na Figura 2.
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Figura 2. Estrutura covalente do inibidor de tripsina tipo Kunitz de Glycine max
{Koide & lkenaka, 1973b).
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A tabela 3 mostra alguns residuos de aminoacidos presentes no sitio reativo de

alguns inibidores do tipo Kunitz e Bowman-Birk.

Enzima inibida Residuos do sitio Espécies/inibidor
reativo
Tripsina Arg(63)-lie(64) Soybean (Kunitz)
Lys(16)-Ser{17) Soybean (Bowman-Birk)
Quimotripsina Arg(63)-Leu(64) Soybean (Kunitz)
Leu(43)-Ser(44) Soybean (Bowman-Birk)

Tabela 3 Sitios reativos de alguns inibidores de proteinases de plantas

1.3.4.3 Inibidores do tipo Batata | e Batata I}

Os inibidores do tipo Batata | incluem todos aqueles cuja sequéncia mostra
altos niveis de homologia com o inibidor gquimotriptico | isolado de iubérculos de
batata (Melville & Ryan, 1972). Este forte inibidor € um pentadmerc, de massa
molecular 8 kDa, e existem no minimo, 10 formas isoelétricas diferentes, codificadas
por mais de seis genes (Richardson et al., 1977). A sequéncia de aminoacidos
consiste de aproximadamente 70 -71 residuos e contém baixo teor de cisteina,
formando somente uma ponte dissulfeto. Esses inibidores atuam sobre tripsina,
quimotripsina e subtilisina (Richardson, 1991). E uma das familias de inibidores das
mais difundidas, presente, também em Solanaceae, Gramineae, Leguminosae,
Polygonaceae, Cucurbitaceae e animal (Richardson, 1991; Nasawa et al., 1989). Os
inibidores desta familia apresentam uma forte homologia com um inibidor extraido
da sanguessuga, Hirudo medicinalis (Seemuller et al., 1980) e contém os residuos
Met/Leu(47) - Asp(48) no sitio reativo (Richardson et al., 1977).

O primeiro inibidor tipo batata It a ter sua sequéncia completa de aminoacidos
determinada foi o inibidor de tripsina de Solanum melongena (Richardson, 1979).

O sitio reativo deste inibidor foi identificado como sendo a ligagdo peptidica
Arg(38) - Asn{39). Este tipo de inibidor apresenta 96 - 98 residucs de aminoacidos
massa molecular de aproximadamente 12 kDa e possue alto contelido de cisteina,

formando 6 pontes dissulfetos. Apresenta homologia com inibidores de
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carboxipeptidases de batata e tomate (Hass et al., 1975) & (Hass & Hermodson,
1981).

1.3.4.4 Inibidor do tipo abébora

Os menores inibidores de serinoproteinases conhecidos em plantas sdo os de
tripsina e fator Hageman (fator Xl da cascata da coagulagéo sanguinea), e tém sido
isolados de sementes da familia Cucurbitaceae (Hojima et al., 1982). Todos contém
aproximadamente 30 residuos de aminoacidos, com massas moleculares de 4 kDa,
apenas 3 pontes dissulfetos e apresentam Arg - lle ou Lys - lle nos seus sitios
reativos (Hara et al., 1988). A substituicdo guimica do aminoacido Arg no sitio
reativo por uma Ala converte o inibidor de tripsina em um inibidor de elastase.
Apesar desses inibidores apresentarem baixa massa molecular, possuem as
maiores constantes de inibicdo entre os inibidores de ftripsina ja estudados
(Wieczorek et al., 1985).

1.4 PAPEL FISIOLOGICO DOS INIBIDORES DE PROTEINASES EM
SEMENTES

Aos inibidores de proteinases vegetais sao atribuidos aiguns papéis
fisiologicos, tais como: proteinas de reserva, reguladores de proteinases enddgenas
e agentes de defesa conira animais predadores e insetos ou pestes microbianas
(Richardson, 1991)

A funcao de proteinas de reservas é sustentada por sua presenca em grandes
guantidades em sementes e tubérculos. Esses inibidores representam
aproximadamente 6% da proteina de soja e 10% das proteinas solGveis de graos de
cevada ou tubérculos de batata. A presenca destes inibidores, em todo caso, é
aparentemente transitéria, indicando um possivel papel de armazenamento
temporario, pois em Vigna radiata formas modificadas de inibidores do tipo Bowman-
Birk aparecem durante a germinacdo e crescimento da planta. (Wilson & Chen,
1983; Ryan, 1973).

No que diz respeito a regulagdo de profeinases endégenas, alguns

pesquisadores acreditam que essas proteinases nas sementes dormentes estédo
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inativadas pela presenca dos inibidores, e as reservas de alimento s&o somente
utilizadas durante a germinagéo, por causa das proteinases endogenas gue s&o
ativadas com o declinio do contelido de inibidores (Richardson, 1977).

Quanto ao papel desses inibidores na protegio das plantas, Green & Ryan,
(1972) primeiro demonstraram que ferimentos provocados por injliria mecénica ou
por insetos, conduz ao local do ferimento um rapido actimulo de inibidores de
proteinases. Esta resposta de defesa é regulada sistematicamente por um sinal ,
provavelmente um horménio chamado fator indutor de inibidor de proteinase (PIIF)
(Ryan, 1973).

A bibliografia do assunto revelou o interesse de alguns pesquisadores nas
proteinas das sementes de espécies de Crotalaria, com destaque para aquelas que
atuam como inibidores de enzimas proteoliticas. O relato de que a espécie
Crotalaria juncea continha inibidor de tripsina foi fornecido por Weder, (1981). Nao
ha nenhum trabalho que relate a purificacédo desses inibidores de proteinases em
espécies de Crotalaria e, consequentemente, ndo ha nenhuma informacéo

disponivel a respeito da a¢&o desses inibidores sobre sistemas fisiologicos.
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2. OBJETIVOS

Isolamento e purificag@o parcial de inibidores de tripsina presentes nas sementes
de Crofalaria paulina, Crotalaria juncea (variedade resistente e nao resistente a

murcha bacteriana).

Caracterizagéo fisico-quimica, molecuiar e determinagdo das constantes de

inibicdo de serinoproteinases.

Determinac&o da atividade dos inibidores contra tripsina e o-quimotripsina de

diversas fontes animais.
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3. MATERIAIS

3.1 Material vegetal

As sementes de Crofalaria paulina foram cedidas pelo Prof. Dr. Leandro Ferreira
de Aguiar da Universdade Federal de Mato Grosso do Sul - Centro Universitario de
Trés Lagoas. As sementes de Crolalaria juncea (variedade resistente e nao
resistente & murcha bacteriana) foram cedidas pelo Dr. Romeu Benatti Junior do

Instiituto agronémico de Campinas (IAC) Secao de Plantas Fibrosas.

3.2 Enzimas e substratos

As enzimas e substratos utilizados foram: tripsina de pancreas bovinos (BT) 3,5
U/mg (Merck), tripsina de pancreas de porco (PT) cristalizada e liofilizada (Serva),
tripsina humana (HT), sendo utilizado extrato bruto de suco pancreatico humano, o -
quimotripsina de péncreas bovino (BCT) 87U/mg, a-quimotripsina de pancreas de
porco (PCT) foi utilizado tripsina tipo Il extrato bruto de pancreas de porco, onde
tem 1,540 ATEE U/mg de quimotripsina (Sigma) a-quimotripsina humana (HCT) foi
utilizado extrato bruto de suco pancreatico humano, (BAPNA) (MERCK) e (BTPNA)
(Sigma)

3.3 Resinas

A resina utilizada para cromatografia de troca idnica foi a DEAE Sephadex A-50,
adquirida da Pharmacia Fine Chemical, Suécia e a coluna de fase reversa (sistema
de HPLC) foi a p-Bondapack C18 adquirida da Waters (USA).

3.4 Reagentes para eletroforese e analise de aminoacidos

Qs padrées de massas moleculares utilizados foram fosforilase b ( 94 kDa),
albumina bovina (67 kDa), ovoalbumina (43 kda), anidrase carbénica (30 kDa),
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inibidor de tripsina (20 kDa) e o-lactalbumina (14 kDa). As demais substancias
foram: dodecil sulfato de sodio (SDS), Coomassie Brilliant Blue R-250, acrilamida,
N, N', metilenobisacrilamida, TEMED e persufato de aménio adquiridos da Bio-rad
Laboratories (EUA). Clean gel IEF(Pharmacia), sorbitol (10%), Ampholine (3%), N-
acetil- DL-fenilalanina-B-neftilester, Fast Blue B (Merck). Os demais reagentes

utilizados foram de grau HPLC.

4. METODOS

4.1 DOSAGEM ENZIMATICA

4.1.2 Titulagcao da Concentracdo de Tripsina Ativa

O procedimento descrito por Chase & Shaw, (1970) e Sampaio et al., (1984) para
titulagdo de serinoproteinases que hidrolisam ésteres de arginina, por p-nitrofenil-p'-
guanidina benzoato (NPGB), foi empregado para determinagdo da concentragéo
efetiva de soluc&o de tripsina. Este método envoive a formacéo de um acil-enzima
estavel e a liberagdo do p-nitrofenil, que é medido espectrofotometricamente. A
reacao foi realizada em cubeta de plastico, adicionando-se 5 pl do substrato NPGB
(9,4 mM) a 100 ul de uma solugdo recém preparada de tripsina (1mg/mi em HCI
1mM) em meio de tamp&o barbital 0,06 M pH 8,3 em volume final de 1 ml. A reacao
foi monitorada a 410nm.

O valor da absorbancia, apés acilacéo total, foi multiplicado pelo fator 6,025 x 10-9
que considera as condigbes de ensaio e o coeficiente de extingdo molar do p-
nitrofenol liberado, fornecendo a molaridade da enzima ativa no meio de reacgéo
Walsh, (1970).

As solugdes tituladas foram utilizadas para os calculos de concentragéo dos

inibidores em estudo.

4.1.3 Hidrélise de substratos cromogénicos
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Substratos sintéticos derivados da p-nitroanilida foram utilizados para dosagem
de ftripsina e «-quimotripsina. Estes substratos, peptideos derivados de p-
nitroanilida, tem sido amplamente utilizados, principalmente pela alta sensibilidade,
através de medida fotométrica em A405 da p-nitroanilida liberada apds a hidrélise
enzimatica (Erlanger et al., 1961, Oliva et al., 1987). Os ensaios foram realizados
em excesso de substrato e o produto de hidrélise (p-nitroanilida) foi acompanhado

por verificagdo da absorbancia em 405 nm.

4.1.4 Medida da inibigao sobre tripsina

Nestes ensaios o substrato cromogénico utilizado foi o BAPNA 1 mM. Para a
dosagem, 10 ug de tripsina (volume 1mL), foi pré-incubada durante 10 minutos, a
37°C, com diferentes concentragdes dos inibidores extraidos de CpTl, CirTl e
CjnrTi, em tamp&o Tris-HCI 0,1 M pH 8,0. Decorrido o tempo descrito , 1,0 mL de
substrato foi adicionado e a incubagdo prosseguiu a 37°C por mais 10 minutos. A
reacgdo foi interrompida por acidificagio pela adi¢cdo de 500ul de acido acético 30%
(viv) e a hidrélise do substrato pela enzima foi acompanhada fotometricamente em
405 nm. O calculo da atividade inibitéria foi feito pela determinagdo da atividade

residual da tripsina no ensaio.
4.2 DETERMINAQAO DAS CONSTANTES DE iNIBIGAO

As constantes de inibi¢do das serinoproteinases empregada nos estudos com os
inibidores das plantas investigadas, foram calculadas assumindo-se o0 mecanismo
de inibicAdo do tipo "slow, tight - binding " e a formagdo de um complexo
estequiométrico de 1:1 entre enzima e inibidor, computando-se os dados no

programa Enziftter.
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4.3 EXTRAGAO E PURIFICAGAO DO INIBIDOR DE TRIPSINA A
PARTIR DAS SEMENTES DE Crotalaria paulina, Crotalaria juncea
RESISTENTE E NAO RESISTENTE A MURCHA BACTERIANA

4.3.1 Preparo do extrato de sementes para determinacao do Ki

Aproximadamente 100g de sementes de cada espécie foram trituradas em um
moinho e um material totalmente pulverizado foi obtido. Ao material pulverizado foi
adicionada uma solucdo de NaCl a 10%, permanecendo sob leve agitacdo por 1
hora em temperatura ambiente (25°C), para a extragdo das proteinas. A suspenséao
obtida foi filtrada em gaze e centrifugada a 3000 x g, por 20 minutos a 4°C, sendo o
precipitado descartado e o sobrenadante utilizado nos passos posteiores. Esta

extraco foi feita para a determinagdo do Ki do inibidor contra tripsina.
4.3.2 Precipitacao das proteinas por acetona 80%

O fracionamento das proteinas extraidas em NaCl 10% foi realizado por adicéo
lenta de acetona gelada ao sobrenadante obtido na etapa anterior, sob agitacdo, em
camara fria, ate concentracéo final de 80% (v/v). Apds um periodo de decantacio
(30 minutos), parte da acetona foi retirada e a fragdo restante foi centrifugada a
3000 x g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado

protéico foi espathado em placas de Petri e seco a temperatura.

4.3.3 Cromatografia de troca ionica em DEAE Sephadex A-50

O material, precipitado com acetona, foi dissolvide em tampéo Tris-HCI 0,05 M,
pH 8,0, dialisado contra agua destilada por 24 em camara fria e submetido a
cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE Sephadex A-50, medindo (27 x
1,8 cm), previamente equilibrada com tampao Tris-HCI 0,05M, pH 8,0.
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A coluna foi lavada com tampao de equilibrio até que a absorbancia em 280 nm,
do material efluente, fosse menor que 0,02. Foram aplicados 15 ml deste material
no tope da coluna.

As fractes eluidas em um gradiente linear de tampao Tris-HCI 0,05 M / NaCl (0 a
0,5 M), pH 8,0, foram coletadas num volume de 2,0 ml por tubo em fluxo
descendente de 12 mi/h. A leitura dos eluatos foi realizada por absorcdo em
espectrofotdmetro Shimadzu modelo UV 1201, no comprimento de onda de 280nm,
utilizando cubetas de quartzo de 1 cm de caminho oéptico.

A atividade inibitoria foi acompanhada pela dosagem da atividade residual de
tripsina, sobre BAPNA. O pool ativo foi dialisado contra agua destilada por um

periodo de 24 horas em camara fria e, em seguida, liofilizado e reservado a -20°C.

4.3.4 Cromatografia de fase reversa em HPLC

O material ativo proveniente da cromatografia de troca ibnica em Sephadex A-50,
foi submetido a uma cromatografia de fase reversa, sistema HPLC modelo PDA/9Q91,
equipado com duas bombas Waters modelo 510. Foi usado injetor automatico de
amosfra Waters modelo UBK e uma coluna p-Bondapack C18 (3,9 x 30 cm),
equilibrada em solugdo de TFA 0,1% em agua filirada no sistema milli Q (solvente
A). O material (500ug/200uL de TFA 0.1%) aplicado a coluna foi eluido com
gradiente de TFA 0,1% em acetonitrila (solvente B), conforme a tabela 4. A

absorbancia foi acompanhada em 220 nm.

Tempo (min) Solvente A(%) Solvente B(%)
5 100 0
10 31 69
18 31 69
19 30 70
27 30 70
28 29 71
36 29 71
40 0 100
45 0 100

48 100 0

Tabela 4. Gradiente utilizado no HPLC para eluicdo do material aplicado a coluna
de y-Bondapack C18.
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O material proveniente do HPLC foi liofilizado para ser analisado por eletroforese

em gel de poliacrilamida e para determinacgao da composicdo de aminoacidos.

4.3.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida PAGE-SDS (10-20%)

A analise eletroforética das proteinas foi feita segundo Laemmli (1870). O gel de
poliacrilamida foi preparado sob um gradiente 10 a 20% de acrilamida (proporcao
30:0,8 de acrilamida:bisacrilamida). O gel de corrida foi preparado em tampéo Tris-
HC! 0,4 M, pH 8,8, contendo, SDS 0,2%, PSA 0,025% (100mg/mL) e TEMED 0,05%,
em volume final de 8 mL para cada gel. Apés a polimerizacdo do gel de corrida foi
preparado o gel superior, de aplicagcdo de amostras, usando-se acrilamida 5% em
tampé&o Tris-HCI 0,1 M, pH 6,8, contendo 0,5% de SDS, 0,05% de PSA (100mg/mL.)
e 0,1% de TEMED, em um volume final de 2 mL. A eletroforese PAGE-SDS foi
realizada em um sistema duplo de placas SE 250 Mighty Small 1i (Hoefer Scientific
Instruments, San Francisco, USA).

As amostras liofilizadas, proveniente da troca idnica em DEAE Sephadex A-50 e
do HPLC, foram diluidas em tampao Tris-HC! 0,08 M, pH 6,8, contendo 2% de SDS,
10% de glicerina e 0,02% de azul de bromofenol. No caso das amostras reduzidas,
empregou-se ditiotreitol (100mg/mL) no mesmo tamp&o. Em seguida foram
aplicadas em volume maximo de 40uL. A corrida eletroforética foi desenvolvida em
temperatura ambiente, em tampac Glicina/Tris-HCI (0,18 M/0,025 M) pH 8,3,
contendo 0,1%(m/v) de SDS com duracéo aproximada de 2 horas sob corrente de
30 mA. Apoés a coarrida, o gel foi retirado das placas e colocado em uma solugéo
contendo Coomassie Blue R-250 0,25% em metanol, acido acético e agua
(40:10:50, vilv), para coloracdo das proteinas. A descoloragdo do gel, para
remocdo do excesso de corante e visualizagdo das bandas de proteinas, foi

efetuada por lavagem na mistura de metanol, acido acético e agua (40:10:50, viviv).
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4.3.6 Analise automatica de aminoacidos

O sistema utilizado foi basicamente o do analisador Pico-Tag da Waters, onde a
identificacdo dos aminoacidos das proteinas é feita através da cromatografia em
HPLC do produto feniltiocarbamil (PTC) do aminoédcido, proveniente da
derivatizagdo com feniltiocianato dos aminoacidos, obtidos de hidrélise Aacida
(Heinrikson & Meredith, 1984). Estas formas de croméforos podem ser detectados a

niveis de 1 pmol.

Preparagéo da amostra

40 nmoles do inibidor foram dissolvidos em agua e acetonitrila (1:1, v/v) e
tranferidos para pequencs tubos de reagcdo em um volume de 20 microlitros. Estes
foram colocados dentro do frasco de reacdo, que possui tampa especial, para

conecgdo com o sistema de vacuo e atmosfera de nitrogénio.

Hidrélise acida

A hidrolise foi efetuada colocando-se no fundo do frasco de reagdo 100 pl de
uma solugdo de HCI 6N, onde foi adicionado 1 mg/ml de fenol para evitar a
formacgéo de clorotirosina. Deve-se evitar que o acido caia dentro dos tubos de
reacéo. Em seguida foi feito vacuo proximo 1-2 Torr até inicio do borbuthamento do
HCI. Fechado o vacuo deixou-se entrar nitrogénio (SS - Ultra puro) por 5 segundos.
Repete-se estas etapas por trés vezes sendo por titimo vacuo até 1 Torr, fechando
o frasco de reacg&o, que € removido para o forno de hidrélise a 105°C por 24 horas.
Apos este periodo o tubo de reacdo foi colocado a vacuo até 65 miliTorr, para
secagem da amostra hidrolisada.

Derivatizacao

A amostra hidrolisada foi lavada com 20 pl de uma solugdo de metanol
aguatrietilamina 2:2:1 (viv). Cada tubo é agitado, centrifugado e colocado a
evaporar em vacuo até a leitura de 65 miliToor. Este procedimento remove sais e

solventes, que possam estar adsorvidos nos aminoacidos.
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Uma solucio fresca de derivatizagdo foi preparada com metanol:trietilamina
aguafeniltiocianato na relagao 7:1:1:1 (v/v), sendo adicionados 20 pl a cada tubo de
reacao e deixados a temperatura ambiente por um periodo de 30 minutos. Apds
derivatizacdo a amostra foi seca a vacuo até a leitura de 50 miliTorr, para a
completa remog&o de todo o PITC. A amostra foi dissolvida em 50 pl de uma
solucdo 0,4 mM fosfato de sédio, cujo pH foi titulado a 7,4 com é4cido fosférico a
10%, sendo adictonado 5% de acetonitrila.

A andlise dos PTC amincacidos foi realizada em HPLC, usando coluna
C18/Bondapack em cromatografia de fase reversa com um gradiente linear de 20,5
minutos de 0 a 100% de acetonitrila (60%). A identificacdo de cada aminoacido foi

feita com uma corrida padrao de PTC aminoacidos

4.4 PREPARO DO EXTRATO DO INIBIDOR DE TRIPSINA A PARTIR DE
SEMENTE DE Crotalaria paulina e Crotalaria juncea RESISTENTE E
NAO RESISTENTE A MURCHA BACTERIANA PARA DETERMINACAO
DA ATIVIDADE DO INIBIDOR CONTRA TRIPSINA E o-QUIMOTRIPSINA,
BOVINA, PORCINA E HUMANA

Uma extracao alternativa dos inibidores de tripsina de sementes de Crotalaria foi
feita, como descrito por Weder (1978). Os inibidores foram extraidos em baixo pH
com acido sulfarico.

5 g de sementes trituradas foram colocadas em solucdo de H;SO4 0,25N, e
deixadas sob agita¢do durantes 1 hora. A solugdo foi centrifugada a 3000 rpm
durante 20 minutos. 70mL do sobrenadante foram ajustados para o pH 7,6 com
NaOH. Completou-se o volume para 100 mL com tampéo Tris-HCI 0,2M, pH 7,6 /
66mM CaCl.,.
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4.4.1 Determinacao da Atividade de Tripsina

Foi feita uma curva de calibra¢ggo das enzimas pré-tituladas. Uma solugcidc de
0,1mg/ml de tripsina dissolvida em HCl 1 mM foi pipetada em tubos de ensaio em
quantidades crescentes de 0,05 a 0,25 ml em duplicata, e acrescentando tampao
tris-HCI 0,2 M/CaCl, 66mM pH 7,6 até o volume final de 2,9 ml. Apds a incubagédo

por 10 minutos a 30°C foi acrescentado em intervalos regulares cronometrados, 0,1
ml de uma solugdo de BAPNA de 5mg/ml em dimetil sulféxido (DMSO). A incubacao
prosseguiu por mais 10 minutos a 30°C, sendo interrompida com acido acético 30%,
no mesmo intervalo e ordem em que se acrescentou BAPNA. A absorbancia foi
monitorada a 405 nm. As enzimas utilizadas neste experimento foram tituladas

conforme descrito anteriormente.
'4.4.2 Determinagéo da Atividade de Quimiotripsina

A curva de calibragdo da quimiotripsina foi feita com a enzima titulada com
sulfona do acido 2-hidréxi-5-nitro-benzeno-suifénico. Uma solugdo 0,2 mg/mi de
quimiotripsina dissolvida em 1mM de HCI foi pipetada em tubos de ensaio em
quantidades crescentes de 0,05 a 0,30 ml em duplicata, e acrescentando tampé&o
tris-HCI 0,2 M, CaCly 66mM pH 7,6 até o volume final de 2,9 ml. Apds incubacao

por 5 minutos a 30°C em banho maria, foi acrescentado em intervalos regulares
cronometrados 0,3 ml de uma solucdo de BTPNA de 0,81 mg/ml em dimetil
formamida. A incubagao prosseguiu por mais 15 minutos a 30°C, sendo
interrompida com acido acético 30%, no mesmo intervalo e ordem em que se

acrescentou BTPNA. A Absorbancia foi monitorada a 405 nm.

4.4.3 Determinacdo da atividade do inibidor sobre tripsina bovina e

porcina

A determinagao da quantidade do inibidor nos exiratos foi feita pela inibicdo da
tripsina medida sobre o BAPNA. Foram pipetados de 0,2 a 0,8 mi da amosira de
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inibidor em solugao e adicionados 0,2 mi da solugéo de tripsina, com um volume
final de 2,9 ml, em tampao Tris-HCI 0,2M pH 7,6/66mM CaCl,. Para os tubos de
referéncia foram misturados 0,2 ml da solugéo de tripsina com 2,7 ml de tampao em
duplicata. Apds a pré-incubacac por 10 minutos a 30°C, a reacg&o foi iniciada pela
adicdo de 0,1 ml da solucédo de BAPNA , em intervalos regulares cronometrados.
incubou-se 10 minutos a 30°C, interronpendo a reagdo com acido acético 30%. A
absorbéancia foi monitorada a 405 nm.

A quantidade de tripsina reativa em cada amostra foi calculada a partir de uma
curva de calibrac&o. A porcentagem de inibicdo para cada amostra de inibidor em
um experimento foi calculada, pela relaggo da tripsina reativa na amostra contendo
inibidor @ o valor médio das amostras de tripsina controle. A porcentagem de
inibicdo foi plotada confra a quantidade de inibidor (ml da amostra). O inicio da
curva foi extrapolado para 50 ou 100 % de inibicdo. Foi, entdo, calculada a

quantidade de tripsina que é inibida por 1g das preparacgdes.

4.4.4 Determinacao da atividade do inibidor sobre quimotripsina

bovina e porcina

A determinac&o da quantidade do inibidor nos extratos foi feita pela inibicdo da
quimotripsina medida sobre o BTPNA. Foram pipetados de 0,2 a 0,8 ml da amostra
de inibidor em solug&o. Foram adicionados 0,2 ml da solugéo de tripsina e o volume
completado foi de 2,7 ml com tampao Tris-HCI 0,2M pH 7,6/66mM CaCl,. Para os
tubos de referéncia misturou-se 0,2 ml da solugéo de tripsina com 2,5 ml de tampao
em duplicata. Apds a pré-incubagio por 5 minufos a 30°C, a reacéo foi iniciada pela
adicdo de 0,3 ml da solucdo de BTPNA , em intervalos regulares cronometrados.
Incubou-se 15 minutos a 30°C, interronpendo a reacdo com acido acético 30%. A
absorbancia foi monitorada a 405 nm.

A guantidade de quimotripsina reativa em cada amostra foi calculada a partir de
uma curva de calibracdo. A porcentagem de inibigdo para cada amostra de inibidor
em um experimento foi calculada, pela relagio da tripsina reativa na amostra
contendo inibidor e o valor médio das amostras de tripsina controle. A porcentagem

de inibigdo foi plotada contra a quantidade de inibidor (ml da amostra). O inicio da
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curva foi extrapolado para 50 ou 100 % de inibigdo. Foi, entdo, calculado a

quantidade de tripsina que é inibida por 1g das preparacées.
4.5 Preparo do extrato do suco duodenal bruto humano

O suco duodenal bruto foi obtido em hospital local e conservado a temperatura

de -20°C até ser usado no experimento. Apos o descongelamento do material, este

foi filtrado em papel 5893 banda azul, imediatamente antes da utilizagdo. O suco
pancredtico foi diluido de tal forma que a leitura espectrofotométrica da reagéc com
o BAPNA foi igual a leitura da curva de calibragcéo da tripsina bovina.

Dessa forma, os resultados dos ensaios foram dados através da curva de
calibraggo da tripsina bovina.

4.5.1 Determinacao da atividade de tripsina e quimotripsina no suco

duodenal humano

Para se calcular a quantidade de tripsina ou quimotripsina humana no suco
duodenal bruto humano é feita uma curva de calibragdo comparativa a curva de
calibrag@o da tripsina ou da quimotripsina bovina.

O suco duodenal bruto clarificado foi diluido em HCI 0,005M de modo que 0,2 m|
da solugido apresentasse a mesma leitura em absorbancia A 405nm, sendo os
mesmos valores observados para tripsina e quimotripsina bovina quando se fez a
curva de calibracéo destas, de acordo com a enzima que se quer determinar a
atividade. Estes resultados apresentaram uma curva linear, podendo ser comparado

com as enzimas bovinas.

4.5.2 Determinacio direta da atividade inibitoria de sementes de

Crotalaria sobre tripsina.

Foi feita uma focalizagéo isoelétrica que permitiu analisar a atividade inibitoria de

tripsina em preparagbes do extrato de semente diretamente sobre as placas de
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eletroforese em gel de poliacrilamida em condigbes néo desnaturantes com um
gradiente de pH (focalizagao isoelétrica).

O gel foi incubado com tripsina e revelado com o substrato especifico, sendo a
presenga do inibidor revelado pela reagdo negativa na regido do gel onde ele se
encontrava. Deste modo, foi feito um gel contendo o marcador de ponto isoelétrico e
as amostras do extrato de farinha de sementes de C. paufina, C. juncea resistente e

ndo resistente a murcha bacteriana. As quantidades de amostras utilizadas para

aplicagdo no gel estao na Tabela 4.

espécies mg de tripsina bovi| diluigdo da farinha |quantidade aplicada no
na inibida por g de| de sementes (g/ml) gel (ul)
farinha de semente

C.paulina 1.8 0.5g/3ml 2,5
C. juncea R. 1.1 0,5g/2ml 5,0
C. junceaN. R. 0,4 0,5g/2mi 50

Tabela 4. Quantidades de extrato de farinha de sementes de espécies de
Crotalaria aplicadas em gel de poliacrilamida para focalizagéo isoelétrica

4.6 Focalizagao Isoelétrica e identificagdo dos Inibidores de tripsina

A preparagdo do gel de corrida foi realizada com anfolitos da Pharmacia
seguindo as instrugbes do fabricante. A focalizagdo isoelétrica foi feita com o
objetivo de se verificar a distribuico de pl das proteinas das amostras, sendo neste
caso utilizado o pH entre 3,5e 9,5.

As condigbes de corrida para a focalizag&o isoelétrica estdo modificadas (tabela

9), e foram obtidas apds variagdes de voltagem e amperagem nas trés fases de

focalizagao.
SUPORTE UTILIZADO Condigoes de corrida Fase de IEF
CLEAN GEL IEF PHARMACIA | 500V 8mA 8W 45 min pre IEF

1200V 14mA 14W 105 min separagao
3000V 14mA 30W 30 min |concentracio das bandas

Tabela.5. CondigGes de corrida para focalizacdo isoeléfrica das amostras dos
extratos de C. Paulina e as duas variedades de C. juncea.
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Revelacgédo do gel

Apo6s a corrida, o gel foi cortado em duas metades, uma delas corada para
proteinas (Coomassie Blue) e a outra para inibidores de tripsina (coloragéo

negativa).

1,0 g de Coomassie Brilliant Blue G-250 foi dissolvido em 250 ml de agua
destilada e misturado com 250 ml de acido sulfarico 2N (a solugao deve ser filtrada
para evitar distor¢cOes por residuos). Misturou-se 9 partes dessa solugdo com 1
parte de hidroxido de potassio 10N. Foi adicicionado acido tricloroacético até a
concentracéo final de 12% (p/v). O gel foi coberto com essa solugdo e deixado sob
leve agitagao durante 4 a 5 horas e em seguida lavado com agua destilada. O gel
foi deixado “overnight” em agua destilada para retirar o excesso de reagentes.

Na coloracdo negativa para inibidores a outra metade do gel foi lavado com
tampao fosfato 0,1M pH 7,6 , durante 10 minutos a 37°C e incubado numa solugao
de 2,8 mg de tripsina bovina em 50 ml de tampao fosfato 0,1M pH 7,6, durante 30
minutos a 37°C (Uriel & Berges, 1968). O recipiente foi lavado com agua
bidestilada e o gel foi incubado em recipiente vedado e seco, por 30 minutos a
37°C. O gel foi revelado em solucdo de substrato contendo 5 mg N-acetil-DL-
fenilalanina-B-naftilester,em 2ml de dimetilformamida, mais 10 mg de Fast Blue B (
MERCK) em 18 ml de 0,05M de tampéao fosfato pH 7,6. A reagao foi interrompida
com acido acético 20% assim que as bandas apareceram.
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5. RESULTADOS

5.1 Detecgao da presenca de inibidor de tripsina nas sementes

Na fase inicial do trabalho, buscou-se caracterizar alguns aspectos da natureza
fisico-quimica dos inibidores, que facilitassem o desenvolvimento de méfodos
adequados de purificagéo.

A verificag@o da presenga de inibidores de tripsina nas sementes de Crofalaria foi
feita através da focalizagdo isoelétrica em gel de poliacrilamida, usando-se o

método padréao de coloracé@o para inibidores, segundo Uriel & Bergers (1968). A

figura 3 mostra a revelagao negativa das formas de inibidor de tripsina no gel.ﬂ
L)

Figura 3. Focalizacdo isoelétrica do extrato bruto de sementes de C. Paulina,
C.juncea nao resistente e C. juncea resistente a murcha bacteriana.

a-marcador de ponto isoelétrico ( 0,2 mg / 20 ul ): SERVA - Protein Test mixture 3
- 10, contendo Cotocromo C de cavalo, pl 10,65; Ribonuclease A de pancreas
bovino, pl 9,45; Lectina de Lens culinaris, pl 7,75/8,0/8,3; Mioglobina de cavalo, pl
6,9/7,35; Carboanidrase de eritrécitos bovino, pi 6,0; p-lactoglobulina de leite de
vaca, pl 5,15/5,3; Inibidor de tripsina de soja, pl 4,5; Glucoseoxidase de Aspergillus
niger, pl 4,2 e Amiloglucosidase de Aspergillus niger, pl 3,5; b-Extrato bruto de
sementes de Crofalaria paulina (0,41mg/2,5ul); c-Extrato bruto de sementes de
Crotalaria juncea nao resistente (1,25mg/5,0u); d-Extrato bruto de sementes de
Crofalaria juncea resistente (1,26mg/5,0ul). Na figura esta representado o dmbito
entre 10,65 - 3,5.
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5.2 Dosagem da atividade inibitoria dos extratos salinos de CpTl,
CjRTIl e CjNRTI sobre tripsina bovina.

As curvas de dosagem da atividade inibitoria sobre tripsina pelos extratos salinos
das sementes de Crofalaria paulina e Crotalaria juncea resistente a murcha
bacteriana e Crotalaria juncea n&o resistente & murcha bacteriana, foram
determinadas pela atividade residual da enzima no ensaio. Através das figuras 4, 5
e 6, relativas as dosagens da C.paulina, C. juncea resistente e C. juncea ndo
resistente, respectivamente, foram calculadas as concentracdes dos inibidores pela
tangente das curvas, obtendo os valores 0,332 mg/ml, 0,125 mg/ml e 0,043 mg/ml,

respectivamente.
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Figuras 4. Curva de inibicdo de tripsina pelo extrato salino da semente de C.
paulina, onde V;/ V, representa a atividade residual (%) e I, representa a quantidade
(uwl) do extrato salino. Tripsina (4,17 uM) foi pré-incubada com diferentes volumes de
extrato salino de C. paufina (CpTl, em tamp&o Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0. A atividade
residual da tripsina foi acompanhada pela hidrélise do N-alfa-benzoil-DL-rginina-p-
nitroanilida (BAPNA).
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Figuras 5. Curva de inibigdo de tripsina pelo extrato salino da semente de C. juncea
resistente onde V,/ V, representa a atividade residual (%) e | representa a
quantidade {(ul) do extrato salino. Tripsina (4,17 pM) foi pré-incubada com diferentes
volumes de extrato salino de, C. juncea resistente (CjrTl), em tamp&o Tris-HCI 0,1
M, pH 8,0. A atividade residual da tripsina foi acompanhada pela hidrélise do N-alfa-
benzoil-DL-rginina-p-nitroanilida (BAPNA).
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Figuras 6: Curva de inibig&o de tripsina pelo extrato salino da semente de C. juncea
nao resistente onde V;/ V, representa a atividade residual (%) e I representa a
quantidade (ul) do extrato salino Tripsina (4,17 uM) foi pré-incubada com diferentes
volumes de extrato salino de C. juncea nao resistente (CinrTl), em tampéo Tris-HCI
0,17 M, pH 8,0. A atividade residual da tripsina foi acompanhada pela hidrélise do N-
alfa-benzoil-DL-rginina-p-nitroanilida (BAPNA).
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5.3 Purificacao do inibidor de tripsina

5.3.1 Precipitacao acetonica

Os extratos salinos foram fracionados por acetona (80% viv). A representacdo
das curvas de inibicao por tripsina pelo CpTl, CjrTl e CjnrTi (inibidor de tripsina de
Crotalaria paulina, Crotalaria juncea reistente e Crotalaria juncea néo resistente,

respectivamente), encontram-se nas figuras 7, 8 e 9.
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Figuras 7. Curva de inibiggo de tripsina pelo precipitado aceténico de C. paufina
onde Vi/ V, representa a atividade residual (%) e I, representa a quantidade (pl) do
precipitado aceténico. Tripsina (4,17 uM) foi pré-incubada com diferentes volumes
de precipitado acetbnico de C. paulina (CpTl), em tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0. A
atividade residual da tripsina foi acompanhada pela hidrélise do N-alfa-benzoil-DL-
arginina-p-nitroanilida (BAPNA).
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Figuras 8. Curva de inibicdo de tripsina pelo precipitado aceténico de C. juncea
resistente onde V;/ V, representa a atividade residual (%) e lo representa a
quantidade (ul) do precipitado aceténico. Tripsina (4,17 uM) foi pré-incubada com
diferentes volumes de precipitado acetdnico de C. juncea resistente (CirTl) , em
tampé&o Tris-HC! 0,1 M, pH 8,0. A atividade residual da tripsina foi acompanhada
pela hidrdlise do N-alfa-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPNA).
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Figuras 9. Curva de inibigao de tripsina pelo precipitado aceténico de C. juncea nao
resistente onde Vi / V, representa a atividade residual (%) e I, representa a
quantidade (ul) do precipitado aceténico. Tripsina (4,17 uM) foi pré-incubada com
diferentes volumes de precipitado acetonico de C. juncea nao resistente (CjnrTl),
em tampé&o Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0. A atividade residual da tripsina foi acompanhada
pela hidrélise do N-alfa-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPNA).
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5.3.2 Determinacgao das constantes de inibigdo (Ki)

Os valores de Ki para tripsina ensaiada foi obtido atavés da equacédo proposta
por Morrison (1982) e adaptada ao programa de computador ENZIFTTER. As
tabelas 1 e 2 mostram os valores de Ki (M) obtidos dos extratos salinos e

precipitados acetdnicos, respectivamente.

Enzima CpTi CjrTl CjnrTI

TRIPSINA 26x10-7 2,7 x10-7 4,2 x 10-7

Tabela 1. Constantes de Inibicdo dos extratos salinos Abreviaturas: CpT! (inibidor
de tripsina de C. paulina), CjrTl (inibidor de tripsina de C. juncea resistente) e CjnrTl
(inibidor de tripsina de C. juncea néo resistente).

Enzima CpTi CjrTi CjnrTl

TRIPSINA 2,5 X107 1,5 X 107 6,7 X 107

Tabela 2. Constantes de inibigio dos precipitados aceténicos de CpTl, CjrTie

CjnrTl.

5.3.3 Cromatografia de troca iénica em DEAE-Sephadex A-50

A purificaggo do inibidor de tripsina prosseguiu somente com a Crotalaria paulina.
A figura 10 mostra o perfil cromatografico, onde a fragdo com atividade biolégica
encontra-se no "pool" 3, a qual corresponde aos tubos 31 a 40. A fracdo ativa

comeca a ser eluida na concentragéo de 0,13M de NaCl.
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0,6 - Pool 3

A280 nm

Tubos

Figura 10. Cromatografia em DEAE Sephadex A-50 com uma coluna (1,8 x 27 cm)
equilibrada com tamp&o Tris HC! 0,05M pH 8,0. Condutividade: 2.5 mMHO.
Gradiente linear de NaCl (0 - 0,5M). Amostra aplicada: 15 m! de solucéo. Fracbes
coletadas: 2 mi, fluxo de 12 mithora a temperatura de 4°C. Absorbancia: 280nm. A
barra indica atividade inibitéria de tripsina
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5.3.4 Cromatografia de fase reversa em HPLC

500ug da fracéo ativa liofilizada obtida em DEAE A-50, foram ressuspendidos em
200ul de tamp&o A (TFA 0,1%). A figura 11 mostra aparentemente a obtencéo do
material puro, no pico 1. Mas, através da eletroforese em gel de poliacrilamida
(figura 14), verifica-se a presenca de uma banda protéica fraca. Este material foi
repurificado em HPLC, onde a figura 12 mostra a presenga de 2 picos. O pico 2

submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida mostrou-se puro. Figura 15.

M

A220 nm

Figura 11. Cromatografia em fase reversa com uma coluna pBondapack C18 (3,9 x
30 cm), equilibrada em solugéo de TFA 0,1% (solvente A). Amostra aplicada: 500ug
do material obtido em troca iénica. Gradiente linear continuo até 100% de solvente
B. Solvente A.TFA 0,1%, Solvente B: acetonitrila 66% em TFA 0,1%. Fiuxo: 1mi/min.
A absorbancia foi monitorada em 220 nm.



41

A recromatografia do material obtido em coluna de fase reversa (pico 1) mostra
dois picos ( figura 12). O pico nimero 2 analisado em eletroforese de gel de
poliacrilamida mostrou-se puro, indicando a auséncia de contaminantes detectados

na primeira etapa de purificagdo em fase reversa.
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Figura 12. Cromatografia em fase reversa com uma coluna yBondapack C18 (3,9 x
30 cm), equilibrada em solucdo de TFA 0,1% (solvente A). Amostra aplicada: pico 1
da cromatografia de fase reversa. A eluigéo foi iniciada com solvente A (TFA 0,1%),
seguido por um gradiente linear de 0-100% de solvente B, sob o fluxe de 1mi/fmin. A
absorbancia foi monitorada em 220 nm.
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O controle do rendimento da purificagio do inibidor de tripsina de Cortalaria

paulina estda demonstrado na tabela 3. O controle foi feito até a etapa anterior a

cromatografia de fase reversa, pois o inibidor perde a atividade ap0s a passagem

pelo HPLC. O rendimento de purificacdo foi de 152%. A atividade especifica

aumentou conforme a purificagdo, sendo 0,05 no inicio e 0,82 no final. Da etapa de

cromatografia de troca idnica resultou uma preparagido purificada 16,4 vezes, a

partir do precipitado acetdnico.

ETAPA Volume | Absorbéncia | Absarbancia | Atividade | Atividade | Atividade [ Purificacio | Rendimento
total Total | Especifica
mbL | 280nm/mL| 280nm mg/mL (7
Extrato Salino | 123 6,4 786 0,332 40,83 0,05 1 100
Precipitado
acetdnico 15 3,5 52,5 0,568 8,52 0,16 3.2 20,86
DEAE
Sephadex A-50 26 0,288 7,488 0,238 6,2 0,82 16,4 15,18

Tabela 3. A atividade inibitéria foi medida sobre tripsina utilizando-se o BAPNA

como substrato. * A concentragio de proteinas foi estimada por A 280nm.
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5.3.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida PAGE-SDS (10 - 20%)

A Figura 13 apresenta um gel com os extratos salinos e precipitados acetbnicos

das trés espécies de Crofalaria. O gel mostra um padrao protéico uniforme para

todas as amostras.

94,0

670

30,0

201
14.4

Figura 13. Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (10-20%) dos extratos salinos
e precipitados acetdnicos de sementes , ndo reduzidos. a-padrdo de massa
molecular (8ul), b-Extrato salino de CpTIl (20ul), c-Precipitado aceténico de CpTI
(10ul), d-Extrato salino de CjrTi (20pl), e-Precipitado acetdnico de CjrTI (10ul), f-
Extrato salino de CjnrTi (20ul), g-Precipitado aceténico de CjnrTI (10ul).
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A Figura 14 mostra um gel com todas as etapas de purificagéo do CpTl. Podemos
notar a evolug&o da purificacéo desde o extrato bruto, onde ocorre a presenca de
maior nimero de proteinas, distribuidas em todas as faixas de masa molecular, até
a etapa de purificacéo em cromatografia de fase reversa em HPLC, onde o controle
do perfil; de massa molecular mostra a presenca de uma banda principal e uma de

coloragao fraca na faixa de massa molecular 20 kDa.

Figura 14. Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (10-20%), representando as
etapas de purificagao do inibidor de C. paulina. a-padréo de massa molecular (12ul),
b-extrato bruto de CpT! (20ul), c-precipitado aceténico de CpTl (10pl), d-pico 3 da
DEAE-Sephadex A-50 (20ul), e-pico 2 obtido em fase reversa (20pl).
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Na Figura 15 mostra o material da repurificacdo em HPLC, onde temos uma Gnica

banda protéica, indicativo de material com alta purificagao.

Figura 15. Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (10-20%), do extrato salino,
precipitado aceténico e fase reversa (apds recromatografia). a-padriao de massa
molecular (8ul), b-extrato salino(20ul), c-precipitado aceténico (10ul), d-pico 2
obtido na repurificagéo em fase reversa (10pl).
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A analise do perfil eletroforético do material purificado de CpTl, em condigdes

redutoras, evidencia apenas uma banda protéica, como mostra a figura 16.

kDa

940
670
43,0
30,0
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144

Figura 16. Eletroforese em condigbes redutoras do material obtido em HPLC, apés
recromatografia. a- padrdo de massa molecular, b- extrato salino (20ul), c-
precipitado acetbnico (10ul), d- material obtido em fase reversa apés
recromatografia (10ul).
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5.3.7 Analise de aminoacidos do CpTI

O inibidor de tripsina de C. Paulina, com grau de pureza obtido em cromatografia
de fase reversa (HPLC) foi submetido a hidrélise acida (HCI 6N) e derivatizada,
revelando ser constituido por 176 residuos de aminoacidos, € um massa molecular
de aproximadamente 20 kDa. (tabela 5).

Aminoacidos CpTI
ASX(D/N) 22.2 (22)
GLX(E/Q) 14,33 (14)

SER 14,85 (15)
GLY 15,37 (15)
HIS 0
ARG 9,80 (10)
THR 9,83 (10)
ALA 7
PRO 11,53 (12)
TYR 6,57 (7)
VAL 10,81 (11)
MET 0
1/2CYS ND
[ILE 13,18 (13)
LEU 15,80 (16)
PHE 13,18 (13)
LYS 10,27 (10)
TRP ND

Tabela 6. Andlise da composicido de aminoacidos do inibidor de tripsina de
sementes de Crofalaria paulina (CpTl), expressa em moles de residuo por moles de
proteina. Os nimeros entre parénteses representam o nimero inteiro mais préximo.
ND: ndo determinado.
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5.3.8 Determinacgao da atividade do inibidor de tripsina de C. paulina,

C. juncea resistente e C. juncea nao resistente.

Os inibidores de ftripsina das trés espécies foram determinadas contra tripsina e

quimotripsina bovina, porcina e humana.

A tabela 6 apresenta os resultados obtidos para cada enzima. Podemos notar
que o inibidor de C. paulina é bem mais ativo que os inibidores de C. juncea, sendo
que & melhor para tripsina humana que para tripsina bovina. Os inibidores de C.
juncea mostram-se methores para tripsina bovina (ver figura 17). Somente a C.
paulina inibiu fracamente a quimotripsina bovina, n&o inibindo a porcina e humana,

nos métodos utilizados.

ENZIMA E.S. paulina E.Sjuncear. E.S.juncea n.r.
BT(mg/g) 1,79 1,13 0,42
BCT(mg/g) 0,44 NI NI
PT(mg/g) 1,12 0,31 0,27
PCT(mg/g) Ni Ni NI
.HT(mglg) 2,55 0,35 0,28
HCT(mglg) NI NI NI

Tabela 6. Atividade inibitoria de tripsina e quimotripsina em extratos de sementes
de C. paulina, C. juncea resistente e nao resistente.
Ni: indica que n&o houve atividade inibitoria.
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Figura 17. Atividade inibitéria de fripsina e quimotripsina em extrato bruto de
sementes de C. paulina, C juncea resistente a murcha bacteriana e C. juncea nao
resistente 8 murcha bacteriana. BT: fripsina bovina, PT: tripsina porcina e HT:
tripsina humana, BCT: quimotripsina bovina. O eixo das ordenadas representa o

valor em mg de enzimas inibidas por grama de p6 de semente.
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6. DISCUSSAO

As sementes das Leguminosas cont&ém um alto teor de proteinas em relacéo as
outras partes das plantas. Dentre essas proteinas estdo os inibidores de
proteinases, particularmente inibidores de enzimas da familia das
serinoproteinases, que inclui fripsina e quimeotripsina, entre outras (Ryan, 1973;
Richardson, 1977).

Os inibidores protéicos presentes em plantas e que inibem enzimas digestivas
vém recebendo consideraveis atencoes por um grande nimero de razées. Primeiro:
os inibidores s&o importantes na determinacdo da qualidade nutricional de
sementes de leguminosas, que €& dependente ndo somente do contelido de
proteinas e composicéo de aminoacidos, mas também da presenca de fatores
antinutricionais, incluindo os inibidores de proteinases. Os inibidores inativam suas
enzimas, que resulta na reducdo da digestibilidade e absorgdo protéica e, em
muitos animais, uma redu¢do no ganho de peso (Liener & Hasdai, 1986). Segundo:
inibidores enzimaticos de plantas sdo de significancia nutricional positiva, uma vez
que muitos deles sao proteinas que s&o ricas em aminoacidos contendo enxofre,
usualmente cist&ina. A remogao destas proteinas da semente pode resultar em uma
proteina de composicédo pobre deste aminoacido. Terceiro: muitos inibidores tém
sido implicado na defesa das plantas conira ataques microbiais e de insetos (Tan-
Wilson & Wilson, 1986).

O papel fisiolégicc desses inibidores em plantas pode estar relacionado
diretamente no envolvimenio de defesa. Inibidores de enzimas enddgenas pode ser
importante na protecéo de reservas de sementes de hidrdlise prematura (Poerio et
al., 1989; Abe et al., 1987).

O inibidor de tripsina de origem vegetal do tipo Kunitz mais estudado & o inibidor
de tripsina das sementes de soja (Soybean Trypsin Inhibitor - SBTI), descrito por
Kunitz em 1945. O SBTI é frequentemente utilizado comc um modelo de

comparacao para o estudo de outros inibidores com a mesma classificagao.
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A primeira indicagdo de que as sementes de Crotfalaria continham inibidores de
tripsina foi fornecida por Weder (1981), o qual trabalhou com trés especies:

Crotalaria brevidens, Crotalaria juncea e Crotalaria retusa.

As sementes de Crotalaria paulina apresentaram uma quantidade maior de
inibidor (0,332mg/ml, contra 0,125mg/ml e 0,043mg/mi) que Crotalaria juncea
resistente @ murcha bacteriana e Crotalaria juncea ndo resistente a murcha
bacteriana, respectivamente. Esses valores mostram-se baixos, quando
comparados com outras Leguminosas. Em levantamento realizado com sementes
de 59 espécies de leguminosas fropicais pertencentes as sub-familias
Mimosoideae, Caesalpinicideae e Papilionoideae, Janzen et al (1986) verificaram
que a concentracdo média de inibidores de tripsina nas sementes é da ordem de 2,2

mg de inibidor por grama de sementes.

A etapa de focalizagao isoelétrica dos extratos brutos, logo no inicio dos estudos,
é importante, pois, através deste método é possivel detectar a presenga ou ndo de
inibidor no extrato. A presenca do inibidor &€ detectada através da coloracéo
negativa, resultando na determinagdo de seu ponto isoelétrico, uma caracteristica
fisico-quimica importante, através da qual é possivel selecionar o tipo de resina e
do tamp&o a serem utilizados na purificacao dos inibidores. Esta técnica permite,
também, detectar o tipo e nimero de inibidores presentes na semente (Belitz &
Weder, 1980).

Os resultados obtidos na etapa de focalizacao isoelétrica dos exiratos de CpTl,
CjrTl e CjnrTl e coradas com atividade para tripsina, demonstraram a presenca de

inibidores com pontos iscelétricos na faixa de 4,5.

Os valores de Ki demonstram a afinidade existente entre a enzima e o inibidor.
Quanto menor for o valor de Ki, mais forte & a interagado do inibidor com a enzima
alvo. Os valores de Ki obtidos paras as espécies estudadas foram da mesma ordem
de grandeza, mas o inibidor que apresentou maior afinidade para fripsina foi o
inibidor extraido de C. paulina (CpTI), cujo valor de Ki & da ordem de 2,6 x 107. Os

inibidores extraidos de C. juncea resistente (CjrTl) e C. juncea nao resistente
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(CjnrTI), também mostraram-se capazes de inibir tripsina, embora mais fracamente
(tabela 1).

Entre as duas variedades de C. juncea, o inibidor extraido da variedade nao
resistente & murcha bacteriana mostrou-se menos eficaz para tripsina. Segundo
Richardson (1991), os inibidores podem desenpenhar, nas plantas uma funcéo de
defesa contra insetos e agentes microbiais. Os resultados mostram que a variedade
nao resistente, cujo inibidor interage mais fracamente com a tripsina, & suscetivel a
acio de patégenos, sugerindo uma possivel funcdo de defesa da planta por esses
inibidores. Entretanto, estudos mais detalhados serdo necessarios para chegar a tal

concluséo.

»

A solubilidade das proteinas é muito variavel e a escolha do solvente para
efetuar a precipitagao dessas proteinas apresenta alguma dificuldade em fungéo
dessa solubilidade. Os solventes mais usados neste processo sdo: acetona, etanol
e acido tricloroacético, que possibilitam a eliminacdo dos contaminantes presentes
nas sementes (Laskowski & Laskowski Jr. 1954, Pearce & Ryan, 1983, Richardson
et al., 1986). Ha relatos de que alguns inibidores de proteinases e amilase tem sido

extraido com misturas de cloroférmio e metanol (Richardson, 1991).

A escolha da acetona como solvente para a extragao inicial dos inibidores foi
baseada na literatura, onde diversos autores (Oliva, 1988; Tanaka, 1991; Sallai,
1993) utilizaram para os inibidores de sementes de Enferolobium contortisiliquum,
Torresea cearensis e Bauhinias, respectivamente. O fracionamento de proteinas
com acetona pode causar a perda irreversivel da atividade biolégica, mas as
atividades presentes nos extratos salinos das espécies estudadas de Crofalaria
foram preservadas, mostrando que essa metodologia de precipitagao protéica néo é

drastica para estes inibidores.

A etapa seguinte de purificagdo do inibidor consistiu na cromatografia de troca
ibnica em DEAE-Sephadex A-50 da Crotalaria paulina. Essa espécie foi escoihida
para a purificac&o, pelo fato de apresentar uma quantidade maior de inibidor de
tripsina em sua semente e pela disponibilidade do material. O perfil cromatografico

mostrou a concentracdo maior do inibidor no pico principal, relativo ao “pool 3" (Fig.
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10). Nesta fase do processo, o inibidor € purificado cerca de 16,4 vezes com
rendimento de aproximadamente 15,2%. Este inibidor perde sua capacidade
inibitoria sobre ftripsina apés cromatografia em fase reversa, portanto nao foi
possivel determinar o rendimento final do processo de purificagdo. Isto
provavelmente ocorre porque os inibidores pertencentes a familia Kunitz nio se
mostram {&o compactos quanto os inibidores pertencentes a familia Bowman-Birk. A
estrutura compacta e rigida da molécula deste inibidor & estabilizada por sete
pontes dissulfetos, ao contario da molécula de inibidor do tipo Kunitz, que apresenta
1 ou 2 pontes dissulfetos. Dados que comprovam esse fato foram obtidos por
Tanaka (1991), ao constatar que o inibidor tipo Bowman-Birk ndoc perde sua

atividade apds cromatografia de fase reversa.

A Figura 14 mostra a andlise em gel de poliacrilamida das diferentes etapas de
purificacdo, e € indicativa de que a etapa de purificagdo em cromatografia em DEAE
Sephadex A-50 é suficiente para obter a amostra com grau de pureza para iniciar a
andlise em HPLC. Essa metodologia permitiu eliminar a etapa de excluséo

molecular, normalmente utilizada apés a cromatografia de froca iénica.

A primeira cromatografia de fase reversa em HPLC, apesar de nao aparentar no
cromatograma, n&o purificou totalmente o inibidor, fato visto na Figura.14, onde o
perfil de massa molecular mostra uma banda fraca, proxima & banda principal.
Devido a isso, o material da primeira cromatografia de fase reversa foi
recromatografado num gradiente linear continuo até 100% de solvente B, obtendo-

se dai o material purificado (figura 15).

Extratos de sementes de C. paulina, C. juncea resistente e n&o resistente a
murcha bacteriana foram testadas para atividade de inibidor de tripsina e
quimotripsina bovina, porcina e humana, seguindo a metodologia descrita por
Weder (1991). Foi encontrada baixa atividade contra as trés tripsinas em todas as
amostras, quando comparadas com inibidores extraidos de soja e feijao, que inibem
fortemente essas enzimas. Entre as amostras, a C. paulina apresentou a mais alta
inibicao {tabela 7). A tripsina humana foi mais inibida que a bovina e a porcina. A C.
Jjuncea resistente a murcha bacteriana inibiu mais a tripsina bovina (1,13mg/g) que a

C. juncea nao resistente (0,42mg/g). Com a metodologia utilizada, os trés tipos de
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quimotripsinas nao foram inibidas por estas amostras, com excecdo da
quimotripsina bovina, que foi fracamente inibida pelo extrato de C. paufina
(0,44mg/g). Esses resultados estédo de acordo com os resultados obtidos por Weder
(1981), onde proteinas com atividade inibitéria também foram detectadas em C.
juncea, inibindo somente tripsina.

E interessante ressaltar que embora exiraido do mesmo genero (Crotalaria), o
inibidor isolado das espécies em estudo distinguem-se na sua atividade de inibigao
sobre serinoproteinases. Os resultados mostram que o inibidor tipo Kunitz isolado
de CpTI, é capaz de inibir enzimas com especificidade diferentes, como & o caso da
tripsina e da quimotripsina. Resultados semelhantes foram relatados por Vogei et al.
(1968) e Kassel (1970).

Os dados da composicio global de aminoacidos mostram que CpTl possui 176
residuos de aminoacidos, compativel com agueles encontrados para a espécie de
Acacia confusa (175 residuos), tendo um massa molecular calculada de
aproximadamente 20 kDa e esta de acordo com a massa molecular obtido em gel de
poliacrilamida, cujo valor foi de aproximadamente 20 kDa. Os aminoacidos mais
frequentes sdo: Leucina (16 residuos), Serina e glicina (15 residuos), Isoleucina e
Fenilalanina (13 residuos), Prolina (12 residuos), Valina (11 residuos), Arginina,
Treonina e Lisina (10 residuos). Apresenta , também, uma quantidade razoavel de
residuos de alanina e Tirosina (7). Podemos constatar um alto conteido de ASx (22
residuos) e GLx (14 residuos). O analisador de aminoacido identifica os residuos de

asparagina e glutamina como acido glutamico e acido aspartico.

O método utilizado nao detectou residuos de metionina e histidina, o que ja era
esperado, pois as proteinas de origem vegetal, em geral, apresentam
concentragées baixas ou nulas desses aminoacidos (Ryan, 1981, Kortt & Caldwell,
1980). Além disso, a analise ndo detectou a presenga de residuos de triptofano.
Esta auséncia deve-se ao fato de o friptofano ser um aminoacido suscetivel a
hidrélise acida. Quanto aos residuos de cisteina, a presenca de grupos sulfidrilas
livres ndo foi determinada e nenhuma corre¢dc para possiveis perdas durante a

hidrélise acida foi feita para o contetido de cisteina.
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A composicdo de aminoacidos desse inibidor foi comparada com dados de
inibidores obtidos de Enferolobium contoriisiliqguum, Acacia confusa, Bahuinia

pentandra e Glycine max, que também pertencem a familia Kunitz de inibidores.

Os resultados mostram que o inibidor purificado de C. paulina possui massa
molecular da ordem de 20 kDa. A analise eletroforética na presenca de SDS e sob
condigbes redutoras, mostra o mesmo padrio de bandas protéicas, indicando que o
inibidor & constituido por cadeia polipeptidica (nica, e que ele pertence a familia de
inibidores vegetais tipo Kunitz. Segundo Richardson (1991) esta classe de
inibidores de serinoproteinases caracterizam-se por possuir uma cadeia
polipeptidica Unica com massa molecular de 20 kDa, aproximadamente 180
residuos de aminoacidos, e 1 ou 2 pontes dissulfetos intramoleculares. Contudo,
apenas os estudos da estrutura primaria podem acertadamente incluir ¢ inibidor de

CpTIl nesta familia.

-

O baixc numero de residuos de histidina e metionina é caracteristico dos
inibidores isolados de Glycine max (Koide & lkenaka, 1973) e Acacia confusa, (Wu
& Lin, 1993), que apresentam 2 residuos de histidina e, respectivamente, 2 e
nenhum residuos de metionina. Enguanto que os inibidores isolados de
Enterolobium contortisiliquum e Bauhinia pentandra (Oliva, 1988), o contetdo de
histidina presente € menos de 1% e 3%, respectivamente, ndo havendo presenca

de metionina.
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7. RESUMO

A presenca de inibidores de serinoproteinases foi investigada em sementes das
plantas Crotalaria paulina, Crotalaria juncea resistente 2 murcha bacteriana e
Crotalaria juncea nao resistente & murcha bacteriana. (Leguminosae-

Papilionoideae).

A purificagao do inibidor de Crotalaria paulina por cromatografia de troca ionica e
subsequente cromatografia em fase reversa, evidenciaram nessa espécie, uma
proteina com cadeia polipeptidica Gnica. A massa molecular ao redor de 20 kDa &

similar aos da familia de inibidores vegetais do tipo Kunitz.

A coloragio para inibidor de fripsina apos focalizaggo isoelétrica demonstrou a
presenca de inibidor com ponto isoelétrico ao redor de 4,5, e a analise de

aminoacidos revelou a presenca de 176 residuos.

Os inibidores de Crofalaria atuam seletivamente sobre serinoproteinases.
Extratos de sementes de Crofalaria paulina, Crotalaria juncea resistente e Crotalaria
Jjuncea nao resistente a murcha bacteriana foram testados para atividade de inibigéo
contra tripsina e quimotripsina bovina, porcina e humana. Entre estas amostras,
Crotalaria paulina exibiu a mais alta inibicdo, com tripsina humana sendo melhor
inibida do que tripsina bovina e porcina. A variedade resistente de Crotalaria juncea
inibiu melhor tripsina bovina do que a variedade nao resistente. As ftrés
quimotripsinas naoc foram inibidas por estas amostras, com excecdo da

quimotripsina bovina que foi fracamente inibida pelo extrato de Crotalaria paulina.
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8.SUMMARY

The presence of serine proteinase inhibitors was investigated in the seeds of
Crotalaria paulina, Crotalaria juncea resistant and non resistant to bacterial infection

This plants belongs to Leguminosae (Papilionoideae) family.

The purification of inhibitor from Crotalaria paulina by ion-exchange
chromatography and subsequent reverse phase chromatography using a C18
column showed the presence of a single polypeptide chain. The purifited serine
proteinase inhibitor (CpTl), has a molecular mass of 20 kDa in SDS-polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE 10-20%) suggesting that this protein belongs to the
Kunitz-type plant inhibitors family.

Staining for inhibitors trypsin after isoeletric focusing showed the presence of
inhibitors with isoeletric point about 4,5 and aminc acid analysis revealed the

presence of 176 amino acids residues.

Crotalaria inhibitors act selectively on serine proteinases. Extracts from seeds of
Crotalaria paulina, Crofalaria juncea resistant and non-resistant were tested for
inhibitory activity against trypsin and chymotrypsin, from cattle, pig and humans.
Within these samples, Crotalaria paulina exhibited the highest activity, inhibiting
human trypsin better than bovine and porcine. The resistant Crotalaria juncea variety
inhibited bovine frypsin better than the non-resistant one. The three kinds of
chymotrypsin were not inhibited by these samples excepted bovine chymotripsin,

that was weakly inhibited by the Crotalaria paulina extract.
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