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INTRODUCAO

A floresta Amazdnica ¢ caracterizada por sua grande diversidade vegetal e, dentre as familias botanicas mais
representativas, destaca-se a Fabaceae, tanto pelo nimero de espécies, quanto pelo grande nimero de
biomoléculas fornecidas por essas espécies (Morris 1999).

Fabaceae (Leguminosae) é uma familia botinica amplamente distribuida com uma grande diversidade de
espécies divididas em trés subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae, que compreendem
espécies arbéreas, alguns arbustos, ervas e cipds (Souza 2016).

Sementes de Fabaceae apresentam grande quantidade de proteinas sintetizadas e acumuladas durante o seu
desenvolvimento. Algumas dessas proteinas tém a fungio de reserva de aminodcidos, enquanto outras exercem
um papel na defesa da semente contra microrganismos (Brito et al. 2016).

As proteinas de defesa da semente incluem enzimas, lectinas e inibidores de proteases (PI’s, do inglés protease
inhibitor). Inibidores de proteases sio grupos de moléculas capazes de formar complexo com enzimas
proteoliticas, apresentando especificidade por proteases de quatro classes cataliticas: serino-proteases, cisteino-
proteases, aspdrtico-proteases e metalo-proteases, reduzindo ou inativando sua atividade catalitica (Van der
Hoorn 2008; Volpicella et al. 2011).

Muitos estudos sio destinados 4 atividade antimicrobiana de proteinas purificadas de sementes, porém a
grande maioria desses estudos envolve herbdceas ou arbustos do clima temperado, com poucas espécies
arbéreas com significativa presenca na composicio floristica da Amazdnia (Chevreuil et al. 2009;Kim et al.
2009; Candido et al. 2011; Souza 2012; Costa et al. 2014).

Tendo em vista 0 ndmero reduzido de estudos sobre inibidores de proteases de sementes de espécies arbdreas
da Amazénia associado com a potencialidade dessa proteina, essa pesquisa tem como objetivo melhor
entender as aplicagbes dessa molécula, além de promover um uso mais adequado de espécies da flora
Amazdnica e servir de base para instalagio de industrias com viés biotecnoldgico, pois é o primeiro passo para
0 que pode se tornar na produ¢io de biofungicidas. Entretanto, essa possibilidade relacionada as novas
abordagens da bioindustria somente serd efetivamente aplicada quando as matérias-primas forem convertidas
em produtos. No caso das proteinas, nio hi como confirmar a fungio/aplicagao biotecnoldgica sem antes

caracterizar adequadamente a molécula e, para tanto, a purificagao é uma condi¢io indispensdvel.

MATERIAL E METODOS
Material biolégico
As sementes de P. multijuga foram adquiridas da empresa Connarus Ambiental LTDA, coletadas na Reserva

de Desenvolvimento Sustentdvel do Uatuma/AM. No Laboratério de Fisiologia e Bioquimica Vegetal- INPA,
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as sementes foram trituradas e submetidas a extragio proteica em NaCl 0,15 M (10% p/v) sob
homogeneizagio durante 2 horas A temperatura ambiente (25 + 3 °C) . Posteriormente, a suspensio foi
centrifugada a 11.000 g, durante 20 minutos, 10°C ¢, o sobrenadante foi dialisado contra dgua destilada
durante 72 horas, sendo realizadas 3 trocas didrias ¢ liofilizado, resultando no extrato proteico.

A concentragdo de proteinas soldveis foi estimada de acordo com o método descrito por Bradford (1976). O
teor de proteina foi determinado por meio de leituras espectrofotométricas a 595 nm (UV / Visivel Ultrospec

2100 pro, Armesham Biosciences, utilizando concentragoes de albumina sérica bovina (BSA) como padrio.

Ensaios de inibigido da tripsina

A inibicio da tripsina foi determinada por meio de uma anilise contendo 390 pL de tampao Tris HCI 50
mM pH 7,5, 10 pL de solugao de tripsina e 100 pL de amostra. A mistura foi pré-incubada (30 minutos, 37
°C) e, em seguida, foi acrescentado 200 pL do substrato 1,25 mM BAPNA (Sigma), prosseguindo a
incuba¢io durante 30 minutos & 37 °C. Posteriormente, a rea¢io foi paralisada pela adi¢io de 4dcido acético
30%, sendo realizadas leituras espectrofotométricas a 405 nm (UV/Visivel Ultrospec 2100 pro, Armesham
Biosciences). Uma unidade de inibi¢io (UI) é definida como a quantidade de inibidor que decresce a

absorbéincia em 0.01 unidades nas condi¢ées do ensaio.

Purificagio de Inibidores de Tripsina

O extrato proteico foi aplicado em coluna de tripsina—Sepharose 4B (6,0 cm x 1,5 c¢m) equilibrada em
tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,5. Fragées de 2 mL foram coletadas por meio de coletor de fragées a um
fluxo de 30 mL h'. As fragoes correspondentes ao pico retido foram eluidas com HCl 5 mM, dialisadas

contra dgua destilada e liofilizadas.

SDS-PAGE

As fragbes provenientes das etapas cromatogréficas foram solubilizadas em tampio Tris-HCI 0,0625 M, pH
6,8, contendo 1% m/v de SDS, 10% m/v de glicerol ¢ 1% m/v de f-mercaptoetanol e, posteriormente,
imersas em dgua em ebulicdo durante 10 minutos. As amostras foram submetidas a eletroforese (SDS-PAGE,
20%) seguindo a metodologia descrita por Laemmli (1970). Para estimativa das massas moleculares das
proteinas utiliza-se marcadores da Promega (10 kDa-200 kDa). Apés as corridas, os géis foram corados com
Coomassie Brilliant Blue dissolvido em 4cido acético 0,1% v/v, etanol e dgua destilada 1:4:5 v/v/v durante 2

horas ¢, entdo, descorados em solucio de 4cido acético glacial, etanol e dgua destilada 1:4:5 (v/v/v).

Testes antifingicos

As atividades antifiingicas foram testadas contra Aspergilus niger, Alternaria sp., Penicilium chysogenum e
Fusarium oxysporum, obtidos da micoteca mantida pelo LEFBV/INPA. Os ensaios de inibi¢do do crescimento
fingico foram realizados conforme a metodologia descrita por Broekaert et al. (1990), com algumas
adaptagoes. Todas as amostras foram filtradas em membranas de 0,22 pm. A inibicio fingica, expressa em

percentagem, é determinada aplicando-se a seguinte férmula:

onde:
Inibicéo fungica (%) = 100 -|AT x 100 AT = absorbéncia do tratamento
AC AC = absorbéncia do controle negativo
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O delineamento experimental utilizado para os bioensaios foi o inteiramente casualizado, consistindo em
quatro tratamentos (fungos), com 10 repeticoes. As andlises estatisticas foram feitas a partir de ANOVA e as
médias compradas pelo Teste de Tukey (nivel de 5% de probabilidade). O programa estatistico utilizado serd

o Statistica 7.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As fragdes cromatogrificas provenientes da coluna de afinidade tripsina-Sepharose foram resultados da
purificacdo parcial de inibidores de tripsina, onde foi possivel observar um expressivo aumento na atividade
especifica inibitéria contra a tripsina (Tabela 1). E importante ressaltar que, a partir desta etapa

cromatogrifica obteve-se fator de purificagio elevado de, aproximadamente, 7 vezes e alto rendimento

(Tabela 1).

Tabela 1. Purifica¢io e rendimento em diferentes etapas de purificagio de inibidores de tripsina de sementes de Parkia

multijuga.
Etapa da Proteina total Atividade Atividade especifica (Ul Rendimento Purificagio
purificagio (mg mL™") total (UI) mg™") (%) (vezes)
Extrato total 3,5 22,70 6,49 100 1
Tripsina-Sepharose 0,5 21,78 44,60 95,94 6,9

Proteinas podem ser purificadas por cromatografias liquidas (dentre as quais estdo as de exclusio molecular,
afinidade, troca i6nica, entre outras), ¢ um nimero menor dessas etapas pode significar uma eficiéncia maior
deste processo de purificagdo, por haver uma menor perda de material bioldgico. Inibidores de tripsina foram
isolados de sementes de Hymenaea courbaril L., Butea monosperma, Inga vera e Adenanthera pavonina L.
com a associa¢do de processos como precipitacio, aquecimento e etapas cromatogrificas em série em DE52-
cellulose, Sephadex G-75, DEAE-Sepharose e DEAE-Sephadex G-50 (Jamal et al. 2015; Brito et al. 2016;
Bezerra et al. 2016; Souza et al. 2016). Assim, inibidores de tripsina isolados de sementes de Parkia multijuga
necessitam de um menor nimero de cromatografias para um elevado nivel de purificagio e rendimento.

Os perfis proteicos em SDS-PAGE provenientes das fragoes da cromatografia em coluna tripsina-Sepharose
confirmaram a eficiéncia na purifica¢io dos inibidores de tripsina, o qual apresentou banda dnica com massa

molecular aparente de aproximadamente 9 kDa (Figura 1).
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Figura 1. Eletroforese em gel de poliacrilamida (20%) em condi¢ées redutoras. M: Marcador de massa
molecular (Promega). 1: Extrato total. 2: PmTI (Parkia multijuga Tripsin Inhibitor, fracio proveniente da
cromatografia em tripsina-Sepharose).

No que diz respeito a atividade bioldgica contra fungos fitopatogénicos, estudos preliminares com o extrato
proteico nao apresentaram inibicio dos fungos testados, exceto para Alternaria sp., onde o extrato aquecido
apresentou maior inibi¢do fungica, fato que pode estar associado a concentracio de compostos termoestveis

com possivel agao antifiingica (Tabela 2).

Tabela 2. Inibi¢do do crescimento fingico do extrato proteico proveniente de sementes de P. multjuga. Ni:
Nio inibiu o crescimento.

Inibi¢do do crescimento fingico (%)

Fungo Extrato nio aquecido Extrato aquecido
Aspergilus flavus Ni Ni

Alvernaria sp. 13,4+ 7,0 23,3+ 8,0
Fusarium oxysporum Ni Ni

Penicilium chysogenum Ni Ni

Inibidores de tripsina isolados de sementes de Abelmoschus moschatus, uma espécie pertencente a familia
botanica Malvaceae, apresentaram forte inibi¢do do crescimento dos fungos Aspergillus niger e A. flavus,
contudo, nio apresentaram algum efeito sobre Fusarium oxysporum, Alternaria alternate, Mucor indicus e
Penicillium chrysogenum (Dokka et al. 2015). Ao passo que, inibidores de tripsina de Dolichos biflorus
inibiram os fungos A. alternata, A. niger e F. oxysporum (Kuhar et al. 2015).

O fato de o extrato proteico, proveniente de sementes de P. multijuga, ndo apresentou atividade antifiingica
pode estar associado 4 presenca de outros compostos, como por exemplo, carboidratos, que podem favorecer

o crescimento flngico.
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As fragbes provenientes das cromatografias de afinidade em tripsina-Sepharose foram testadas sobre os fungos
Aspergilus flavus, Alternaria sp., Fusarium oxysporum e Penicilium chysogenum, entretanto, nio houve a
inibicdo do crescimento fingico. Esse resultado pode estar associado a uma possivel contaminagio da amostra
nos procedimentos que antecedem o ensaio de inibicio fingica ou a possibilidade do inibidor de tripsina (que
apresentou atividade sobre o fungo Alternaria sp.) ter ficado no pico nao retido da cromatografia. Entretanto,
podem-se fazer testes em outras espécies de fungos ¢ em outros microrganismos no intuito de explorar a

atividade desta biomolécula.

CONCLUSAO

Inibidores de tripsina podem ser purificados de sementes de Parkia multijuga com alto rendimento e
atividade especifica, porém, essas proteinas nao inibiram o crescimento das espécies de fungos testadas.

Neste estudo confirma-se em um dos primeiros relatos relacionando a purifica¢io de inibidores de tripsina em
sementes de Parkia multijuga, e fornece informagbes importantes para o uso potencial dessa espécie no que

diz respeito a obtencio de moléculas bioativas.
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