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1. Introducao

A fixagdo de nitrogénio confere as leguminosas o “status” de espécies concentradoras de
proteinas. Por sua vez, as sementes, devido suas caracteristicas de tecido de estocagem, sdo
importantes fontes dos metabdlitos primarios com énfase para as reservas energéticas e de
compostos nitrogenados, incluindo a classe de inibidores de proteinases (Richardson, 1991).
Do ponto de vista funcional, estas proteinas participam como reservas de nitrogénio e de
enxofre, além de atuarem na defesa contra o ataque de fitopatéogenos, pragas e de
diferentes estresses abidticos (Mosolov e Valueva, 2005; Marra et al., 2009). Assim, o
potencial para identificacdo de novos produtos em “novas plantas” insere a flora amazoénica
em posicdo de destaque no cenario biotecnoldgico global, uma vez que, somente na
Amazonia ha registro de, aproximadamente, 19.325 espécies (Lewis et al., 2005). Desta
forma, o objetivo desse estudo foi isolar inibidores de tripsina presentes em sementes de
Parkia discolor e caracterizar sua atividade visando contribuir para o entendimento da
interacdo entre inibidores e suas enzimas proteoliticas.

2. Material e Métodos

Sementes de Parkia discolor, coletadas em Santa Isabel do Rio Negro - AM, foram trituras
até a obtencdo de material finamente pulverizado, sendo este, submetido a extragdo salina,
que consistiu na homogeneizagao em solugdo de NaCl 0,15 M (10% p/v). A suspensdo foi
mantida sob leve agitacdao durante 2 horas, centrifugada a 5.000 x g, durante 20 minutos a
4°C. O sobrenadante foi dialisado contra dgua destilada, durante 48 horas, para a retirada
do sal e, posteriormente, liofilizado, resultando no extrato protéico. As proteinas
provenientes do extrato protéico e das fracGes obtidas nas etapas cromatograficas foram
quantificadas pelo método de Bradford (Bradford, 1976). Para a deteccdo da atividade
inibitoria da tripsina bovina, 20 uL de solugdo de tripsina 1% (em tampdo Tris-HCl 50 mM pH
7,5), foram adicionados as amostras (200 uL), com o tampdo de diluicdo citado completando
o volume final de 500 pL, e incubadas a 37°C durante 30 minutos. Em seguida, 200 uL de
BApNA 1,25 mM foram adicionados e incubados a 37°C durante 30 minutos. A reagdo foi
interrompida pela adigdo de 150 pL de acido acético a 30%. A leitura espectrofotométrica foi
realizada a A = 405 nm. Para a purificacdo dos inibidores de tripsina, o extrato protéico foi
submetido a cromatografia de troca i6nica (DEAE- Sepharose e CM- Sepharose) e de
exclusdo molecular (PD-10 Desalting). Apds as etapas cromatograficas, as fracdes foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (Laemmli 1970).

3. Resultados e discussao

O perfil cromatografico do extrato protéico de P. discolor, aplicado em coluna de troca i0nica
(DEAE-Sepharose) apresenta cinco picos distintos (PI, PII, PIII, PIV e PV), indicando a
separacao diferenciada de moléculas, com diferente afinidade de interagcdo com o grupo
trocador de ion da resina (dietilaminoetil) (Figura 1A). Ao passo que o perfil cromatografico,
obtido apds a aplicagdo da amostra em CM-Sepharose, uma resina trocadora catidnica,
exibiu um unico pico, sem aplicacdao de gradiente salino, demonstrando que, de modo geral,
as diferentes moléculas, presentes no extrato protéico, ndo interagem com o grupamento
quimico carboximetil que compde a resina cromatografica (Figura 1B).

A cromatografia em PD-10 Desalting, resultou em um Unico pico (PI) (Figura 1C). Esta
coluna cromatografica é caracterizada pela separacdao das amostras de acordo com seu
tamanho relativo, separando proteinas com massa molecular entre 1 a 5 kDa. Nesse sentido,
o extrato protéico apresenta predominancia de moléculas com massas moleculares acima de
5 kDa.
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Estudos envolvendo a purificacdo de inibidores de tripsina de sementes de leguminosas tém
utilizado diferentes técnicas de cromatografia liquida, incluindo troca i6nica, exclusdo
molecular, afinidade e fase reversa (Belitz e Weder, 1990; Calderon et al., 2010).

Inibidores de tripsina de sementes de Cassia obtusifolia e Albizzia kalkora foram isolados por
meio das técnicas cromatografica de afinidade em tripsina-Sepharose e de exclusdo
molecular em Sephadex G-75 (Liao et al., 2007; Zhou et al., 2008). Ao passo que, para a
purificacdo total do inibidor de tripsina de sementes de Poecilanthe parviflora fez-se
necessario a utilizacdo, além da cromatografia em Sephadex G-100, a cromatografia de fase
reversa em coluna p-Bondapack Cig (Garcia et al., 2004).
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Figura 1 - Purificacdo de inibidores de tripsina de sementes de P. discolor. (A)
Cromatografia de troca idnica em DEAE Sepharose. (B) Cromatografia de troca idnica em
CM-Sepharose. (C) Cromatografia de exclusao molecular em PD-10 Desalting.

O teor de proteinas no extrato protéico e nos picos, provenientes das cromatografias em
DEAE-Sepharose, CM-Sepharose e PD-10, variou de 0,21 a 6,72%, sendo o maior percentual
encontrado no extrato protéico, demonstrando, desta forma, a diminuicdo do rendimento
protéico apds as etapas cromatograficas (Tabela 1).

Tabela 1 - Teor de proteinas e inibicdo da atividade da tripsina bovina no extrato protéico e
nas fragdes de P. discolor, provenientes das cromatografias de troca ionica (DEAE-Sepharose
e CM-sepharose) e de exclusdao molecular (PD-10).

Proteina (%) Inibicdo da tripsina (%)
EP 6,72 84
PI (DEAE) 0,21 45
PII (DEAE) 0,06 59
PIII (DEAE) 0,51 0
PIV (DEAE) 1,32 76
PV (DEAE) 0,51 72
PI (CM) 5,90 32
PI (PD - 10) 4,40 36

No que diz respeito a inibicdo da atividade da tripsina, o extrato protéico apresentou o maior
percentual antitriptico, seguido das fracGes PIV e PV, provenientes da DEAE. Ao passo que os
percentuais inibitérios dos picos da CM-Sepharose e PD-10 Desalting foram reduzidos,
aproximadamente, 2 vezes quando comparados a inibicdo do extrato protéico (Tabela 1).

Esses resultados divergem dos encontrados na literatura cientifica, como por exemplo, para
os inibidores isolados de Pithecelobium dumosum, Crotalaria pallida e Vigna angularis, em
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que a atividade especifica dos inibidores aumentou apds as etapas de purificacdo (Gomes et
al., 2005; Oliveira et al., 2007; Klomklao et al., 2010).

O perfil eletroforético das amostras, de modo geral, revelou a distribuicdo de bandas
protéicas com massas moleculares abaixo de 25 kDa até a faixa de 75 kDa, exceto para PI e
PII proveniente da DEAE, onde observou-se a presenga de apenas duas bandas nitidas
abaixo de 25 kDa (Figura 2). Enquanto, os picos PIV e PV da DEAE-Sepharose e, PI da CM-
Sepharose e PD-10 Desalting apresentaram uma banda nitida na faixa de 25 kDa, podendo
ser um indicativo da presencga de inibidores de tripsina, visto que a literatura cientifica relata
qgue essas proteinas apresentam massa molecular entre 8 e 25 kDa (Tremacoldi e Pascholati,
2004).

Inibidores de tripsina isolados de sementes de Entada scandens apresentou massa molecular
de, aproximadamente, 20 kDa (Lingaraju et al. 2008). Resultados similares foram reportados
em inibidores tipo Kunitz isolados de sementes de Dimorphandra mollis, Archidendron
elliptucum, Inga laurina e Caesalpinia bonduc, todas pertencentes a subfamilia Mimosoideae
(Macedo et al., 2000; Mello et al., 2002; Bhattacharyya et al., 2006; Macedo et al., 2007;
Bhattacharyya et al., 2007).
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Figura 2 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) contendo SDS. M: marcador de
massa molecular, Promega; 1: Extrato protéico; 2: PI (DEAE); 3: PII (DEAE); 4: PIII
(DEAE); 5: PIV (DEAE); 6: PV (DEAE); 7: PI (CM) e 8: PI (PD-10).

4. Conclusao

Inibidores de tripsina estdao presentes em sementes de P. discolor. Contudo, para a
purificacdo total desta molécula, faz-se necessario o uso de metodologias envolvendo
diferentes técnicas cromatograficas (exclusdo molecular, troca i6nica, afinidade e fase
reversa) e/ou tratamento da amostra (precipitacdo por sulfato de amdnio ou cetonica).

Apos as etapas cromatograficas, houve perda da atividade antitriptica, indicando a
necessidade de ajustes nas metodologias utilizadas neste estudo (uso de diferentes tampdes
e faixas de pH).

O perfil eletroforético dos picos PIV e PV da DEAE-Sepharose e, PI da CM-Sepharose e PD-10
Desalting exibe uma banda nitida na faixa de 25 kDa, podendo ser um indicativo da presenca
de inibidores de tripsina.
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