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1. Introducao

Sementes de leguminosas, em geral, possuem altos teores de proteinas de reserva (20 a
30% da massa seca), cuja fungdo é armazenar, principalmente, nitrogénio e enxofre
(Buckeridge et al., 2004). Essas proteinas estdo distribuidas em diferentes classes, podendo
ser fracionadas em: globulinas, albuminas, prolaminas, glutelinas acidas ou basicas quanto a
sua solubilidade (Osborne, 1924; Buckeridge et al., 2004). Dentre os diferentes grupos
funcionais de proteinas presentes nas sementes de leguminosas, as lectinas e os inibidores
de proteinases constituem duas classes importantes na defesa das plantas contra o ataque
de insetos e patdgenos (Chrispeels e Raikhel, 1991; Mosolov e Valueva, 2005). Além da
presenca de proteinas como fonte de nitrogénio para os processos metabdlicos, estas
sementes possuem outros compostos nitrogenados, como por exemplo, os ureideos
(alantoina e acido alantdico), que sdo moléculas organicas ricas em nitrogénio, resultantes
da associacdo com bactérias fixadoras de nitrogénio (Gomes, 1982; Quiles et al., 2009).
Nesse sentido, este estudo teve como objetivo avaliar o contelido de proteinas de sementes
de leguminosas da Amazl6nia, investigando a composicdo protéica quanto as classes de
solubilidade (globulinas, albuminas, prolaminas e glutelinas), além de confirmar ou ndo a
presenca de inibidores de serinoproteinases, lectinas e ureideos.

2. Material e Metédos

Sementes de dez espécies de leguminosas arbdéreas da flora Amazénica: Campsiandra
comosoa Benth, Centrosema triguetum (Benth) Benth, Copaifera venezuelana Harms &
Pittier, Crudia oblonga Benth, Dalbergia spruceana (Benth) Benth, Dinizia excelsa Ducke,
Macrolobium multijugum (DC.) Benth, Macrosamanea spruceana (Benth), Ormosia smithii
Rudd e Swartzia laevicarpa Amshoff, provenientes do banco de leguminosas em estudo no
Laboratério de Bioquimica e Fisiologia Vegetal, foram trituradas em moinho analitico (10 g)
e posteriormente homogeneizadas em solucdo salina (NaCl 0,5 M), acida (HCL 0,1 M) e
basica (NaOH 0,1 M) na proporgao de 1:10 (m/v) sob agitacdo constante durante 4 horas,
para o fracionamento de albuminas e globulinas, glutelinas acidas e glutelinas basicas,
respectivamente. A quantificacdo de proteinas foi realizada segundo a metodologia de
Bradford (1976), utilizando a albumina sérica como padrdo. Os compostos nitrogenados
foram extraidos de acordo com a metodologia de Bielski (1966), e quantificados pela anadlise
colorimétrica de derivados de glioxilato como descrito por Vogels e Van der Drift (1970). As
leituras foram realizadas a A = 535 nm, utilizando alantoina como padrdo. Para a deteccao
da atividade inibitéria da tripsina bovina, 30 pL de solugdo de tripsina 1% (em tampado Tris-
HClI 50 mM pH 7,5) foram adicionados as amostras (200 pL), com o tampdo de diluigdo
citado completando o volume final de 500 pL e, incubadas a 37°C durante 30 minutos. Em
seqguida, 200 pL de BApNA 1,25 mM foram adicionados e incubados a 37°C durante 30
minutos. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 150 pL de acido acético a 30%. A leitura
espectrofotométrica foi realizada a A = 405 nm. No ensaio de detecgdo de atividade inibitéria
de quimotripsina bovina, 50 pL de solugao de quimotripsina 2% (em tampao Tris-HCI 50 mM,
pH 7,5) foram dicionados a amostra (200 pL), com o tampao de diluigdo citado completando
o volume final de 500 pL e, incubados a 37% durante 30 minutos. Em seguida, 200 L de
Azocaseina 1% (diluida em tampdo Tris-HCI 50 mM, pH 7,5) foram adicionados e incubados
a 37°C durante 1 hora. A reagdo foi interrompida com a adicdo de 300 pL de TCA 20%
(acido tricloroacético). As amostras foram centrifugadas a 3250 g, durante 20 minutos e,
400 pL do sobrenadante obtido foram alcalinizados com 400 pL de NaOH 2 N. As leituras
espectrofotométricas foram realizadas a A = 420 nm. A atividade hemaglutinante (AHE) nos
extratos protéicos foi testada por meio de ensaios de aglutinagdo, utilizando eritrécitos de
diferentes animais (camundongo, coelho, hamster e rato branco), previamente preparados



XX Jornada de Iniciagdo Cientifica PIBIC INPA - CNPg/FAPEAM Manaus - 2011

(suspensdo de eritrocitos 2%). Para este ensaio, utilizou-se placas de microtitulacdo
contendo 8 fileiras de 12 pocos cada, preenchidos com 25uL de solugdo salina (NaCl 0,15 M),
25 pL da suspensdo de eritrécitos (2%) e 25 uyL do extrato protéico. As placas foram
incubadas durante 30 min a 37°C e, os resultados analisados visualmente, apos 30 min e 12
horas do periodo de incubagdo.

3. Resultados e discussao

Os teores de proteinas variaram entre as classes protéicas e entre as espécies de acordo
com o fracionamento utilizando diferentes extratores, sendo, de modo geral, as glutelinas
acidas a classe protéica majoritaria para todas as subfamilias (Tabela 1).

Ao avaliar cada subfamilia, observou-se que D. spruceana, S. laevicarpa e M. spruceana
foram as espécies com 0s maiores percentuais protéicos nas subfamilias Papilionoideae,
Caesalpinioideae e Mimosoideae, respectivamente.

Estes resultados divergem dos encontrados em sementes de Sesbania pachycarpa, Miletia
thonningii, Mucuna utilis e M. cochichi-nensis, todas pertencentes a subfamilia
Papilionoideae, onde a classe majoritaria de proteinas foram as globulinas (Ezeagu e Gowda,
2005).

Tabela 1 - Teor de proteinas em diferentes classes protéicas e de ureideos em sementes de
leguminosas arbdreas.

Proteinas (%)

Sufamilias/

Espécies Albuminas Globulinas — Glutellna§ - Ureideos (%)
Acidas Basicas

Papilionoideae
D. spruceana 4,0 2,4 7,0 15 2,62+0,1
O. smithii 1,8 1,7 1,2 1,2 1,38 +0,2
C. triquetrum 2,5 1,8 4.3 0,5 2,87+0,1
Caesalpiniodeae
C. venezuelana 0 0,6 1,6 0,1 1,67 0,2
S. laevicarpa 6,0 1,0 4.6 1,2 2,81+0,1
C. oblonga 2,1 0 4.8 5,7 1,76 £ 0,2
M. multijugum 2,9 0,3 4,5 1,1 3,63+0,1
C. comosa 4.2 3,5 1,0 1,7 2,40+0,3
Mimosoideae
M. spruceana 2,3 2,2 6,3 3,1 2,38+0,3
D. excelsa 1,1 0,9 4,0 1,6 2,62+0,1

Na subfamilia Caesalpinoideae, os percentuais protéicos divergem dos encontrados em
Bauhinia variegata, onde as maiores percentagens de proteinas estdo compreendidas na
classe das globulinas e glutelinas basicas (Pinto et al., 2005). Ao passo que, Prosopis
africana e Anadenanthera pavinina (Mimosoideae) apresentaram altos percentuais protéicos
na glutelinas (Ezeagu e Gowda, 2005).

No que diz respeito aos ureideos, estes desempenham papel essencial como transportadores
das principais formas de nitrogénio em leguminosas noduladas tropicais (Raso et al., 2007).
De acordo com a quantificacdo desses compostos, observou-se que as dez espécies
apresentaram altos niveis de ureideos, quando comparados com Phaseolus vulgaris, com
0,1% de ureideos de massa seca do cotilédone (Quiles et al., 2009).

As espécies e as classes protéicas também divergiram quanto a inibicdo da atividade das
enzimas tripsina e quimotripsina, sendo os percentuais inibitérios da tripsina, em geral,
maiores que os da quimotripsina (Tabela 2).
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Tabela 2 - Inibicdo da atividade da tripsina e quimotripsina bovina sobre o substrato BAPNA
e Azocaseina, respectivamente, pelas diferentes subfamilias de leguminosas, apds diferentes
etapas de extragdo protéica.

Subfamilia/ Inibic&o da tripsina (%) Inibicdo da quimotripsina (%)
Espécies

Glutelina Glutelina
Albumina Globulina Acida Béasica Albumina Globulina Acida Baésica

Caesalpiniodeae

C. venezuelana 99 97 100 94 99 97 100 94
S. laevicarpa 80 92 100 84 48 16 53 11
C. oblonga 100 0 100 69 50 53 96 31
M. multijugum 44 100 100 74 92 67 98 3
C. comosa 76 93 83 65 63 60 70 26
Mimosoideae

M. spruceana 100 95 100 100 97 47 100 45
D. excelsa 66 96 97 98 71 24 84 27
Papilionoideae

D. spruceana 93 100 100 0 94 85 87 41
O. smithii 93 6 42 50 0 0 0 0
C. triquetrum 96 100 92 97 38 0 71 5

Dentre as subfamilias, a Mimosoideae destaca-se pelos maiores percentuais inibitdrios tanto
da tripsina quanto da quimotripsina. Em Caesalpinoideae, observa-se alta inibigao da tripsina
para todas as classes protéicas, com excecdo das globulinas de C. oblonga (0%) e albuminas
de M. multijugum (44%). Ao passo que, nas Papilionoideae as espécies exibiram altos
percentuais principalmente na classe das albuminas e glutelinas acidas.

Essa variacdo de inibicdao da atividade das duas enzimas testadas pode ser explicada pela
diferenca de especificidade de inibigdo enzimatica, que é dependente da formacdo do
complexo estavel entre os aminoacidos presentes no sitio reativo do inibidor com os
aminoacidos do sitio ativo da enzima. Isto sugere que ha maior especificidade da tripsina
com os inibidores do tipo Kuntiz, e tanto a tripsina quanto a quimotripsina com os inibidores
do tipo Bowman-Birk (Haq et al., 2004; Mosolov e Valueva, 2008).

Estudos realizados com outras leguminosas pertencentes a flora Amazo6nica também relatam
essa diferenca de especificidade de inibicdo entre tripsina e quimotripsina de inibidores
presentes em extratos protéicos de sementes de leguminosas, onde Cassia brasselari, Cassia
occidentalis, Dialium guianense, Inga rubiginosa, Inga umbratica Inga velutina e Mimosa
guillandinae inibiram a atividade da tripsina e quimotripsina, enquanto Cassia grandis e Inga
fagifolia inibiram especificamente a tripsina (Calderon et al., 2001).

Os diferentes extratos protéicos das 10 espécies estudadas, quando ensaiados com
diferentes eritrécitos (camundongo, hamster, rato branco e coelho) ndo apresentaram AHE,
exceto na classe das glutelinas basicas de D. excelsa, quando ensaiadas com eritrdcitos de
coelho.

Para as classes das glutelinas basicas de D. spruceana e C. oblonga; albuminas, globulinas e
glutelinas acidas de M. spruceana e todas as classes protéicas de S. laevicarpa nao foi
possivel analisar a AHE em virtude da hemdlise (ruptura celular) dos eritrdcitos testados, nao
permitindo que houvesse interacdo entre possiveis lectinas presentes nos extratos e os
carboidratos da superficie celular.

Estudos realizados com Bauhinia forficata demosntram AHE em todas as classes protéicas
testadas (globulinas, albuminas, glutelinas acidas e basicas), sendo a glutelina acida a classe
com maior AHE (Faria et al., 2004). Esses resultados divergem dos encontrados para as
espécies estudadas, demonstrando a necessidade do tratamento dos extratos protéicos ou
dos eritrocitos, com a finalidade de eliminar interferentes responsaveis por promoverem a
hemdlise dos eritrdcitos (por exemplo, hemolisas ou saponinas).

4. Conclusao

De modo geral, nas dez espécies de leguminosas arbodreas estudadas, observou-se maior
concentragdo de proteinas na classe das glutelinas &cidas, seguidas das albuminas e
glutelinas basicas, além de demonstrarem potencial para o transporte de nitrogénio através
dos ureideos.

No que tange aos inibidores proteoliticos verificou-se potencial para aprofundar investigagbes
sobre a inibicdo de serinoproteinases, em diferentes classes protéicas, em especial nas
glutelinas acidas e basicas. Adicionalmente, estas espécies também podem ser fontes da
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classe protéica das lectinas, necessitando, para este caso, o aperfeicoamento do tratamento
das amostras, visando eliminar a hemodlise das hemacias, para a confirmagdo da presenca de
tais moléculas.
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