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RESUMO 

Em nossas investigagOes , baseadas nas tentativas de 

contribuir para o• conhecimento da fungo ou fung-Oes que os mi 

bi dores - de tripsina exercem nas plantas, desenvol vemos ou modi 

ficamos técnicas para seu estudo, verificamos sua  di  stri bui gão 

em um razo5ve1 niimero de sementes nativas alem de terrnos estu-

dado sua mobi 1 ização em sementes de Vigna unguicul ata  cv. seri 

d5 durante a germinag-ao. 

Metodos anal iticos tão sensfveis como a focal i zag-a- o 

isoeletri ca e a eletroforese em gel de poli acril amida em pre-

sença de  SOS,  acopl ados com o metodo de coramento negativo, uti 

1 zando o substrato sintético N-aceti 1-DL-feni 1  al  ar5ina--nafti 1  

ester,  nos permiti  ram  constatar a multiplicidade de formas de 

inibidores de tripsin a tanto em Vigna unguicul ata  como em ou-

tras sementes. 

Mostramos , por outro lado, que exi ste uma enorme va- 

riação (de 0,0002% a 6%) nas concentrag-Oes de inibi dores de 

tri  psi  na em sementes, parecendo haver uma leve dependenci a  des  

sa concentração na  con  centraCao de proteinas. 

Os estudos em Vigna ungui cul ata  mostraram haver uma 

distribuição preferencial de ini bidores na semente antes da 

germinação; foi detectado um gradiente de ini bi dares que cres- 

ce a partir das porg-Oes distais do coti 1 edone culminando em 

uma concentração  at 3 vezes maior no eixo embrion5rio. Os i ni 

bidbres parecem ter sua mobilização nos coti 1 edones retardada 

com relação s proteínas totais; esta mobilização cotil edon5-

ri a contrasta com o que acontece no eixo, aonde a partir do 59 

dia de germinagão parece haver um acGmul o no epica- ti 1 o-p1Cfmu-

I as. 

Os nossos resultados quando examinados conjuntamente 
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com uma grande quantidade de informa0o existente sobre os ini.  

bidores de tripsin a e ini bidores de proteinases de um modo ge- 

ral , nos levaram a propor no presente trabalho que os inibido 

res de tripsina fazem parte de uma cl asse de subsranci as , comu 

mente encontrada em plantas, caracterizada por possufrem baixo 

peso molecular (geralmente em torno de 10.000 dal tons) , ponto 

i soeliitri  co  baixo,  al  to teor de cistina e aminoEci dos Eci dos , 

geralmente resistente ao cal  or  e a aço de enzimas proteol iti - 

cas. Esta cl asse de proteTnas, a par de funCao ou fung-Oes meta 

b61icas mais ativas que n-do nos foi possivel determinar, te- 

riam uma função de reserva especializada mui to importante. 



PARTE I - INTRODUPO 

1.. GENERALIDADES 

Estudos feitos por  Osborne  e  Mendel  em 1917 mostra-

ram haver aument6 do valor nutritivo de soja quando esta era 

tratada pelo calor (1). A busca da substa- ncia ou subst-a- ncias 

termol'abeis respons-aveis por esse aumento levou descrigao, 

em 1938, por  Read  e  Haas,  de uma proteTna encontrada em fani 

nha dessa leguminosa e capaz de inibir a aço de tripsina (2). 

Estes estudos em soja culminaram, em 1945-1947, com o isolamen 

to e cristalizag-ao de um inibidor de tripsina e de seu comple- 

xo com a enzima (3, 4). Investigagóes anteriores haviam in- 

dicado, por outro lado, a possibilidade de existéncia de mais 

de um inibidOr em sementes de soja (5). A presença daquelas su 

bsfancias parecia uma explicagao 16gica para o baixo valor nu-

tritivo dessas sementes e seu aumento após aquecimento. Esta 

idéia basica foi imediatamente utilizada para explicar o baixo 

valor nutritivo de gra- os secos e verdes e tubérculos quando  in  

geridos sem tratamento tórmico prévio. 

Assim é que  Borchers,  Ackerson e Kimmet estenderam a 

um numero consideravel de espécies de leguminosas as observa 

góes sobre a presença de inibidores de tripsina (6). Apesar de 

diversas sementes de cereais terem sido incluidas nesse estu-

do, os autores no foram capazes de detectar inibidores em ne- 

nhuma espécie de graminea. Foi preciso técnicas mais sensT- 

veis para se chegar a concluso de que os inibidores de  trips'  

na também esto presentes em sementes dessa famTlia (5). Inibi 

dores de tripsina também foram detectados em duas espécies cu-

jos Eirg'dos normalmente consumidos no  so  a semente; batata do 

ce (Ipomea batata) e batata (Solanum tuberosum) apresentam al-

tas concentragóes de inibidores de tripsina em seus tubércu 

los (5, 7). 

Após estes estudos iniciais ligados -6 possibilidade 

de relacionar o teor de inibidores de tripsina em materiais ve 

getais e o seu valor nutritivo quando ingeridos crUs, houve um 
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interesse acentuado em verificar se essas subst -inci as exerci  am  

sua atividade contra outras enzimas proteoliti cas principal- 

mente as de tipo serina. Di  versas enzimas dessa cl asse como 

quimi otripsina, plasmina, elastase, tromboplastina, calicreina, 

foram capazes de sofrer ini bi g-ao por mui tos ini bi dores de  trip  

sina isolados de plantas, mostrando dessa maneira  sera  inibi-

ção dependente da conservag-áo de uma determinada conformação, 

caracteristi ca das enzimas desse grupo (7). 

E interessante notar que no somente ini bi dores de 

enzimas proteolTticas do tipo serina foram encontrados em  plan  

tas. ProteTnas com a capacidade de inibir a ação de protei-

nases do tipo sulfi dri 1, metal oprotei nases e proteinases -áci - 

das, foram encontradas em materiais vegetais (8). 

Inibi dores proté- i  cos  para enzimas no proteolTti cas 

te-m si do também freqüentemente encontrados em plantas (7); es- 

te ã o caso dos inibi dores de 0,-ami  lase  encontrados em  di  ver 

sos cultivares de  Ph  aseolus vul garis por Jaffé (9). 

A mai  or  parte desses inibi dores prote-- i  cos de pl an- 

tas tem algumas propriedades em comum. São proteTnas de peso 

molecular em geral da ordem de 10.000 dal tons e normalmente se 

associam formando dTmeros , trTmeros e tetr-a.meros (8). São ge- 

ralmente resistentes a ação de  di  versos agentes desnaturantes , 

como altas temperaturas a baixos  pHs, al  tas concentragbes de 

urEi a e também -a-  aço de enzimas proteol'iti cas (8). An -álise 

de aminoici dos indi ca, na maior parte dos casos, uma  al  ta per- 

centagem de cis tina e de ãci dos asp -árti  cos  e glut-imi  co (5, 7, 

8, 10, 11, 17). 

2. IMPORTANCIA 

Devi do ao aparente car5ter de curiosidade em que 

são envolvi dos os ini bi dores p rotéi  cos  de plantas, principal- 

mente os ini bi dores de tripsina, sempre houve uma preocupação 

dos investi g adores interessados nessas  subs Can  ci as em enfati- 
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zar sua importância. Não fugindo ao costume, podemos dizer 

que os estudos sobre inibidores de tripsina de plantas tem 

grande importância dos pontos de vista nutricional, fisico-qui 

mico, farmacoliigico e fisiológico. 

2a. Influencia no valor nutritivo de materiais vegetais 

Após os estudos iniciais referidos acima, ligados ao 

possTvel papel negativo na nutrição, e que deram origem i vas-

ta literatura sobre inibidores de tripsina em plantas, aparen-

temente se chegou a um consenSo de que os inibidores de  trip- 

sina tem uma significação menor para a nutrição (13). Esta  au  

sencia de significação parece ser decorrencia do fato de que 

tripsina humana não à inibida ou o e fracamente pelos inibido-

res de tripsina de plantas, normalmente testados com tripsina 

de origem bovina. Embora talvez sem importância para a nutri- 

ção humanai, as estudos com ratos, principalmente, parecem ter 

mostrado que os inibidores de tripsina sio responsóveis, pelo 

menos em parte, pelo baixo valor nutritivo de farinha de soja 

para esss animais; este baixo valor nutritivo à aparentemen- 

te reflexo de complexagio de tripsina. Esta complexagio, cau 

sando a diminuição dos nTveis de enzima, estimularia o pan- 

creas  a produzir mais tripsina (e outras proteTnas). provocando 

uMa hipertrofia do órgão; as necessidades de aminoócidos para 

esta sintese aumentada, exigiria nTveis elevados de aminoóci-

dos, principalmente os sulfurados, normalmente deficientes em 

proteinas vegetais. Dessa maneira os inibidores teriam o efei 

to duplo de provocar um aumento do volume do pâncreas e uma 

exaustão de reservas de aminoócidos sulfurados (14). 

2b. Interação de inibidores de tripsina com a enzima 

Desde os trabalhos pioneiros de Kunitz os inibidores 

de tripsina tornaram-se importantes para o estudo dos proces- 

sos de interação proteTna-proteina e enzima-substrato (12). Os 

inibidores se combinam estequiometricamente com a enzima for- 
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mando complexos 1:1 cujas constantes de dissociação são extre 
- 

memente baixas, da ordem de 10
-8 

-10
10 
 M. A dissociação des- 

ses complexos "e" dependente de  pH,  havendo dissociação em enzi 

ma e inibidor quando a acidez do meio alta.  

Laskowski, Jr.  e colaboradores sugeriram que a forma 

gão desses complexos era devida a ação da enzima sobre uma li- 

gação peptidica especifica na molecula do inibidor, formando 

uma  ad  1-enzima, acompanhada de hidrOlise da ligação peptidi- 

ca (12). Os inibidores de tripsina foram então classificados 

de acordo com o residuo envolvido nessa ligação, como sendo do 

tipo arginil-ou lisil; inibidores de outras enzimas (e.g. qui 

miotripsina) puderam tambgm ser classificados de acordo com o 

residuo envolvido na formação do complexo. 

Esta explicação para a formação do complexo, no en-

tanto, e-  disputada por outros investigadores (15) que demons- 

traram não haver necessidade de catalise para sua formação; 

enzima cataliticamente inativa, como anidro tripsina, "6-  capaz 

de formar complexos, com os inibidores aparentemente com as mes 

mas caraCteristicas do complexo com a enzima nativa. Estes  in  

vestigadores sugerem que a força e especificidade da ligação 

enzima-inibidor deve-se a um numero muito grande de ligag6es 

não covalentes (8). 

2c. Possivel potencial farmacolagico 

E sabido que uma  sine  de processos fisiolOgicos e 

patolOgicos animais são mediados atraves da ação de enzimas 

proteoliticas. Processos tais como a coagulação do sangue, a 

ativação do complemento, choque  traumatic°,  pancreatite e enfi 

sema pulmonar podem ser inibidos ou ter sua intensidade dimi- 

nuida pela administração de inibidores de tripsina pois as  en  

zimas proteolOticas envolvidas são, geralmente, do tipo seri-

na (16). Algumas dessas enzimas, como a calicreina, envolvida 

nos processos de liberação de cininas no plasma  sanguine°  são 

inibidas por inibidores de tripsina de plantas, como o inibi- 
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dor de soja (Kunitz) (16) e  urn  inibi dor extrai do de amendoim (10). 0 

potencial terapEuti  co  dos inibi dores de proteinases de plantas 

e em especial dos inibi dores de tri  psi  na , no tratamento de 

afecgbes como o choque, a pancreatite ou enfisema pulmonar -6 

grande. Este potencial deve ri ser bastante limitado na medi da 

em que a  an  ti geni cidade dos inibi dores for alta. E i nte ress  an  

te notar aqui que um ini bi dor isolado de pâncreas pulmão de 

boi, o inibi dor poli valente de Kuni tz, "6-  utilizado sob diver- 

sas marcas comerciais no tratamento desses  di os (8) . 

2d.  Papéis  fisi ol -Ogi cos  

Uma quantidade mui to grande de investi gag-6es tem si 

do dedicada ultimamente às tentativas de esclarecimento do  pa  

pel que os inibi dores de protei nases e em especial os inibi do- 

res de tripsina exercem nas plantas ( 8,17). Es tas investi ga- 

gbes , no entanto, parecem não ter contri bui do para retirar  des  

ses inibi dores o caráter de curiosidades bi oquimi cas e de sua 

função as caracte ris ti cas de um quebra-cabeças (8,17). 

Aos inibi dores de enzimas proteolTti cas de vegetais 

são atribui das algumas  fun  g6es ; estas,caracteristicamente, não 

necessitam ser independentes e as s uges ti5es são ami ride de que 

os inibi dores possam exercer mais de uma das fungbes que lhes 

são atribui das (17). 

2d. 1 . Controle da atividade de proteinases enfigenas 

Em algumas sementes como as de alface centeio, 

arroz, cevada, feijão de corda (8) bem como em tubérculos de 

batata (17) foi mostrada a presença de inibi dores de enzimas 

proteol Tti cas end-Ogenas Acredita-se que esses inibi dores  man  

tenham essas enzimas em um estado inativo nos rg -aos quiescen- 

tes e que durante a germinação os complexos sejam desfeitos e 

as enzimas assim liberadas exerçam sua função na mobilização 

de reservas protéicas enquanto os inibidores desaparecem (8).  

Apes  ar dessas indi caçães de um papel de controle, a grande 
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maioria dos inibi dores de sementes não e capaz de inibir pro-

teinases endOgenas. 

2d.2. Proteção contra  di  srupgão acidental da estrutura  

sub-celular 

Os corpos protei  cos  presentes nos teci dos de reserva 

de sementes foram comparados aos lisossami os de celu 1 as ani - 

mais como sendo os repositrios das enzimas hi  drolTti cas res- 

ponsãvei s pela mobilização das reservas neles contidas (18). 

A liberação de constituintes  hi  drolTti  cos  dos corpos proteT- 

cos , principalmente enzimas proteoliti cas causaria danos as 

proteinas citoplasmãticas. Os inibidores de proteinases, in- 

clui dos os inibi dores de tri  psi  na, localizados no citoplasma, 

protegeriam as proteinas contra essa ação. Evi  den  ci as para es 

te papel são te-nues mesmo porque uma localização exclusi vamen 

te ci topl asmãti ca para os inibidores não es ta confirmada.  Chris 

peels  e  Baumgartner  sugeri  ram  que esse papel de proteção se-

ria desempenhado pelo inibidor especifico de uma endopepti dase 

sinteti zda 'de novo" durante a germinação de Vi gna radiata (19)., 

•• 

2d.3. Proteção contra a ação de insetos e microorganis-

mos 

Um dos mais interessantes papEi s atri bui dos aos ini 

bi dores de proteinases de um modo geral e o de proteção dos te 

ci dos vegetais contra o ataque de insetos e microorganismos.  

Ryan  (17) e  Richardson  (8) sumari zaram as evi denci as  en  contra-

das por  di  versos investigadores e que indicam realmente a pos-

si bi li dade de controle de pragas por meio desses inibidores. 

Estudos interessantes foram realizados por  Birk e 

colaboradores (ver referencias 8e 17) sobre enzimas proteoli-

ti cas 1 arvai s de Tri boli um confus um e Tri boli um cas tane um, pra  

gas  comuns de grãos armazenados; embora não tenham encontrado 

inibição dessas proteinases pelos inibidores de tri  psi  na, mos- 

traram a existenci .a de inibi dores especTfi  cos  para essas enzi 
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mas em soja e trigo. Em Tenebrio mollitor, outra praga de 

grãos estocados, foi possivel demonstrar a presença de enzimas 

tipo tripsina e que são inibidas por inibidores de tripsina tT 

picos, de origem vegetal.  

Ryan  e colaboradores (17) trabalhando com plantas da 

famiIia Solanaceae mostraram que folhas dessas plantas quando 

atacadas por insetos (ou mecanicamente afetadas) acumulam ini- 

bidores de quimiotripsina em altas concentragóes; observaram 

que, se o ataque e feito a uma anica folha, o inibidor se acu- 

mula em folhas no atacadas da planta. Este fato levou  Ryan  a 

lançara hipótese da existencia de um horManio capaz de indu- 

zir a sTntese desse inibidor (e também de outras proteTnas). 

Este hormOnio foi purificado mas ainda no caracterizado.  Ryan 

prop-cie uma semelhança desse sistema com os mecanismos de defe-

sa imunol6gicos. 

Mosolov e colaboradores, trabalhando com dois fungos 

fitopatogenicos, Fusarium solani (20) e Colletotrichium linde-

muthianum (21), mostraram que proteinas secretadas pelo primei 

ro sio inibidas por inibidores de tripsina de origem vegetal 

enquanto que o segundo produz uma  protease  que -6" especificamen 

te inibida por um inibidor isolado de sementes de Phaseolus  

vulgaris. 

E oportuno chamar a atengão para o fato de que, apa-

rentemente, no somente inibidoreS de proteinases estão envol 

vidos nestes mecanismos de proteção. Um inibidor especTfico 

para a-amilase de Tenebrio mollitor foi detectado em sementes 

de trigo, por Shainkin e  Birk  (22). 

2d.4. Mecanismo de dispersão de sementes 

Recentemente  Richardson  especulou sobre o possivel 

papel doa inibidores de proteinases na dispersão endozOica de 

sementes; a presença de altas concentrag6es desses inibidores 

e mesmo de inibidores de outras enzimas digestivas, como a-ami  

lase,  em sementes teria o efeito de protege-1as durante a  pas- 
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sagem atravgs do trato digestivo de animais conhecidos por ex-

cretarem sementes vi5veis (8); evidencias para esse papel, en-

tretanto, são inexistentes. 

2d.5. Protefnas de reserva 

Se aceitarmos a sugestão de  Derbyshire  et  al. (23) 

de que toda proteTna que seja caracterTstica da semente e que 

exista em uma proporção superior a 5% da proteTna total, seja 

uma proteTna de reserva, muitos dos inibidores de proteinases 

e em particular os inibidores de tripsina, devem ser considera 

dos como tais. Teores de inibidores da ordem de 10% da proteT 

na soltivel de sementes são comumente encontrados (17); resulta 

dos de nosso laboratOrio mostram que sementes de Adenanthera  

pavonina possuem cerca de 1/4 de sua proteTna solvei na for-

ma de inibidores de tripsina. 

Não somente os altos teores de inibidores em semen- 

tes apontam para seu papel como proteTna de reserva. Eviden- 

cias muito fortes e que suportam esse papel tEm sido apresenta 

das. Ainda  Ryan  (17) e  Richardson  (8) conseguiram sumarizar 

estas evidencias em suas revisZes sobre inibidores de proteina 

ses em plantas. 0 aciir'nulo de inibidores na semente durante a 

maturação e seu desaparecimento durante a germinagão são fatos 

constatados em muitas especies (8,17,24,25,26). 

Os trabalhos de  Ryan  e colaboradores (17) sobre a 

distribuição espacial e temporal do inibidor I de quimiotri  psi  

na de batata mostrando um decréscimo nos tuberculoS e um acii-

mulo nos tecidos vegetativos e uma inversio dessa distribuigão 

quando a planta inicia a formação de tuberculos, aponta forte-

mente para esse papel de reserva. 

Em alguns casos foi observado que a mobilização dos 

inibidores durante a germinação parece não acompanhar a das 

proteTnas de reserva principais (24,25,27,28). Esta diferença 

de comportamento parece ser reflexo das diferenças em composi- 

gão de aminoãcidos das duas classes; sendo os inibidores de 
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proteinases normalmente ricos em aminoacidos sulfurados, estas 

proteTnas poderiam exercer um papel de reserva especializado, 

como foi originalmente proposto por Pusztai (27). 

3. OBJETIVOS 

Os inibidores de tripsina tem sido considerados como 

curiosidades bioquimicas (17) devido as suas propriedades e 

seu estudo foi aparentemente relegado a um plano secundario 

apôs a constatagio de que seu papel na nutrigio humana no 6 

tio importante (13). Suas funções nas plantas no foram, en-

tretanto,  at  hoje totalmente esclarecidas. 

0 conhecimento dessas fungbes nos parece bastante 

importante tanto do ponto de vista acadgmico como do ponto de 

vista agronômico. No primeiro caso o interesse estaria em lo- 

calizar a participagio de um grupo de substancias nos proces- 

sos bioquimicos e fisiol3gicos vegetais. No segundo, a possi- 

bilidade de alterar geneticamente esta participagio, criando 

cultivares de especies econômicas que sejam resistentes a pra-

gas ou ricos em aminoacidos sulfurados. 

Nossas investigações sobre inibidores de tripsina, 

das quais o presente - trabalho a um apanhado, tiveram o objeti-

vo de contribuir para o esclarecimento do papel que eles exer-

cem nas plantas, isto e, foram sempre dirigidos para a  ten  tati 

va de obter respostas para a pergunta: Qual seria o papel ou 

papais exercidos pelos inibidores de tripsina nas plantas? 
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PARTE 11 - METODOS 

1. INTRODU00 

A metodologia empregada para o estudo dos inibidores 

de enzimas proteolTticas e em particular para os inibidores de 

tripsina e baseada em métodos enzima- ticos de anilise e nas me- 

todologias de quimica e bioqufmica de proteinas. necessério 

salientar, no entanto que, em virtude de suas propriedades par 

ticulares, principalmente seu baixo peso molecular - 8.000 a 

10.000 daltons geralmente - devem ser tomadas precaugbes na 

adaptag-do de novos nétodos ao estudo dessas protefnas. Um ex- 

emplo disso E o fato de que por serem os inibidores geralmente 

solGveis em acido tricloroacético a 2,5%, normalmente usado  pa  

ra desproteinizag-io, avaliações de teores de proteina por medi 

da de prefjpitados obtidos por TCA no podem ser feitas em es- 

tudos de inibidores-. Essa solubilidade pode chegar também a 

comprometer a preciso das anilises enziméticas nos métodos ba 

seados n eliminag-ao do substrato proteico no digerido, como 

e o caso do método de Kunitz (291. 

Teores baixos de inibidores em determinados mate- 

dais levaram ao desenvolvimento de métodos de avaliação que, 

embora menos sansfveis que o método de Kunitz, s'ao menos sus-

ceptiveis a interferéncia, proporcionando medidas mais preci- 

sas quando os niveis  so  baixos. Alem desse, outros fatores 

foram importantes no estabelecimento de alguns métodos novos, 

como . a simplificag-ao dos ensaios, muitas vezes demorados e a 

diminuig-ao dos custos onerados por exemplo, no ensaio de Ku- 

nitz, devido ao prego elevado do papel de filtro quantitativo. 

Assim que os métodos baseados na hidrOlise de azo-casei- 

na (30,31) e de BAPA (a-benzoil - DL - arginina - p-nitroanili 

da) (32) foram introduzidos com algumas modificações. 

0 método de coramente negativo utilizando acetil-DL- 

-fenilalaninanaftil  ester  (APNE) (33,34,35), extremamente 
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sensivel pois  corn  seu auxilio podemos detectar inibidores de 

tripsina em placas de gel de poliacrilamida a um nivel de de-- 

cimo de micrograma, foi de capital importância na demonstração 

da multiplicidade de inibidores e na avaliação de seus pesos 

moleculares (35,36). 

Dos m-6todos de preparação saliento a importância evf 

dente dos me'todos de afinidade na obtenção ripida de prepara-

gões de inibidores com alto grau de enriquecimento. A utiliza 

gão de enzimas cataliticamente inativas, por outro lado, dã  

oportunidade adicional de trabalhar com preparações não modifi 

cadas enzimaticamente. 

2. METODOS QUANTITATIVOS DE ANALISE 

bs mEtodos de avaliação quantitativa da atividade 
z _ 

anti-trTptica utilizados nas investigações aqui descritas são 

baseados na inibigiO da ftidr3lise de um substrato da tripsina 

por misturas das preparações em estudo,com a enzima. 

A atividade anti-trTptica 6 essencialmente medida pe  

la  diferença entre os graus de hidr8lise do substrato por uma 

quantidade determinada de enzima e uma preparação que contem 

a'mesma quantidade de tripsina acrescida de uma quantidade  con  

veniente de inibidor. 

A atividade anti-triptica pode ser expressa de  diver  

sos modos. A maneira mais simples de exprimir os resultados 6 

pela percentagem de inibição: 

( T ) - ( T + I )  
X 100 

( T ) 

onde (T) 6 a velocidade da reação não inibida e (T+I) a veloci 

dade da reação inibida. Esta maneira de expressar a atividade 

anti-triptica não 6 conveniente quando, por exemplo, se deseja 

comparar inibidore.s de diferentes origens e que podem apresen- 
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tar  constantes de associagão diferentes. 

A Figura 1 mostra que uma mesma percentagem de inibi 

ção e atingida com diferentes quantidades de tres inibidores 

diferentes mas que guardam a mesma relação estequiometrica com 

a enzima; o que os distingue são as constantes de associação 

diferentes (K 1 >K 2>K 3). 

A atividade anti-trTptica e" mais convenientemente  ex  

pressa quando se toma como Tndice não a percentagem de inibi-

ção mas a quantidade de inibidor capaz de reduzir a metade a 

atividade da amostra padrão de tripsina. Esta quantidade cal- 

culada a partir de curvas de inibição como as mostradas na Fi-

gura 1 onde as tangentes aos pontos iniciais são utilizadas  pa  

ra se calcular a mesma quantidade dos tres inibidores capaz de 

inibir a metade da enzima presente. 

Uma dificuldade que sempre surge na determinação 

quantitat-e(va de inibidores em preparagbes não purificadas (e. 

g. os chamados extratos brutos) a presença de atividades en- 

zimãtica§ que hidrolizam o substrato empregado. Nestes casos 

a necessidade de provas em branco para eliminação desta fonte 

de erro na determinação e imprescindivel. Por outro lado, es- 

tas experiencias podem levar ã descoberta de atividades hidro- 

lTticas antes insuspeitas, como o sistema enzima proteolitica- . 
-inibidor, encontrado em extratos brutos de jaca mole (Artocar  

OUS integrifolia) (37). 

Os metodos de determinação da atividade antitriptica 

utilizados durante o desenvolvimento deste trabalho foram, com 

modificaOes ocasionais, os baseados nos ensaios caseinolTtico 

de Kunitz (29) e azocaseinolftico (30,31) e no metodo de Erlan 

ger et  al.  (32) que utiliza o substrato sint6tico, a-N-ben- 

zoil-DL-arginina-p-nitroanilida (B.APA). 
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2a. Ensaio caseinolOtico de Kunitz 

2a.l. Atividade trTptica 

A atividade trTptica e medida essencialmente pelo me 

todo caseinolitico de Kunitz (29). Uma soluço estoque de tri 

psina contendo de 0,100 a 0,500mgiml e preparada pesando-se 

tripsina cristalina (Sigma,  Merck, etc.)  e dissolvendo-se em 

HCl 0,025 M. A. concentragio real de proteTna 6 medida pela ab 

sorbincia em 280 nm, sabendo-se que o fator Otico para tripsi-

na (bovina) e: 

lmg/m1 „. 0,621 (38). 
280nm 

Para o ensaio a soluço estoque de tripsina 6 dilui- 

da para cerca de 10 - 2011g/m1 com o mesmo HCl 0,0025 M. Volu 

mes crescentes desta soluço sio pipetados em tubos de ensaio 

e completados para 1,0 ml com HCl 0,0025 M Adiciona-se 1,0 

ml de tampio fosfato 0,1 M,  pH  7,6, a cada tubo. Estes sio 

postos em banho a 37°C e apOs 10 minutos a reagio e iniciada 

pela adição de 1 ml de caseina a 1% em tampo fosfato 0,1 M,pH 

7,6.  Apes  20 minutos a reação "6 parada pela adiço de 3,0 ml 

de TCA 5%  (ply)  e os tubos sio retirados do banho. ApOs 30 mi 

nutos de repouso as suspensbes sio filtradas em papel de fil-

tro quantitativo (9cm de diametro, Ederol 4=5 § S 589/3 fai 

xa azul = M.N. 640 d = Uhatman 42 =  Green  808). AlTquotas de 

1,0m1 dos filtrados sio  pipe  tadas para novos tubos e neutrali- 

zadas com 0,05 ml de NaOH 2N. Adiciona-se 5 ml de uma mistura 

das solugbes A e B do reagente de Folin .na proporgio de 50m1 

da solução A (NaOH 0,01 N em Na2  CO3  2%) e 1 ml da solução _B 

(CuSO4.5H20 0,5%, Citrato de s'edio 1,0%). Ap-8s 10 minutos 

adiciona-se 0,5 ml do reagente de Folin propriamente dito, di- 

luido para 1 N  co  produto comercial 6 ca. 2N). Ap-Os 15 minu- 

tos a absorbincia a 750 nm (celula de 1 cm de espessura) e li- 

da. 

Provas em branco para as concentragbes extremas de 

tripsina sio sempre feitas. Nestes casos a adiço de TCA  pre- 
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cede a adição de caseina. Os valores intermedigrios são obti 

dos por interpolagão grgfica. 

0 grgfico de velocidade de reação (UDO/20 minutos, a 

atividade trTptica) contra a concentração de tripsina não da 

normalmente uma reta (39)_. At E valores de 0,500, no entanto, 

a curva pode ser tomada por uma reta o que não causa erros mui 
=, 

to grandes: Os valores obtidos (0,500 UDO/3-2 pg) dependem da 

pureza da amostra de tripsina. 

Uma 'unidade de atividade trTptica E definida como a 

quantidade de enzima que apresenta nas condigbes do ensaio uma 

velocidade de reação de 0,250 UDO/20 minutos. 

Protocolo de atividade trTptica (pag. 17) 

Atividade  anti-trTptica 

A atividade anti-trTptica E proporcional ã diferença 

entre a dtividade trTptica (UDO/20 minutos) de uma amostra  con  

tendo tripsina e a atividade de amostra(s) contendo inibidor e 

tripsina, esta em concentração idEntica a da amostra contendo 

somente tripsina. 

A tripsina utilizada deve ser uma solução que produ-

za no ensaio de atividade triptica uma leitura de 0,500 UDO/20 

minutos (corresponde a ca. de 3 a 6 pg de tripsina de prepara- 

0-es normalmente usadas). A solução de inibidor em tampão fos 

fato 0,1 M,  pH  7,6 deve ser de concentração tal, que cerca de 

0,5 m1 da mesma reduzam para 0,250 UDO/20 minutos a atividade 

da tripsina. Todo o procedimento, neste caso, g -  semelhante 

ao utilizado para a determinação da atividade triptica. 

Define-se uma unidade de atividade antitriptica, in-

dependente da pureza da enzima, a quantidade de inibidor que, 

nas condigbes do ensaio, reduz a atividade da enzima de 0,500 

UD0J20 minutos para 0,250 UDO/20 minutos (40). Quando a leitu 



Tubo 
Tripsina, 

mi 

PROTOCOLO PARA ATIVIDADE 

(CASETNA) 

HC1 0,0025M, TF 0,1M,pH 7,6 
ml ml 

TRTPTI CA 

Caseina 
ml 

1%, TCA 5%, 
ml 

CaseTna 
ml 

1%; 

1 0,1 0,9 1,0 1,0 3,0 

2 0,2 0,8 1,0 1,0 3,0 s- 
• 

3 0,3 0,7 1,0 = 1,0 3,0 
m • 

4 0,4 0,6 1 , 0 E 1 , 0 = 3,0 o 
CD MS 4-) 

5 0,5 0,5 1,0 ,- 
1 11) 

1,0 3,0 o 
(-) 4-) 

6 0,6 0,4 1,0 s_. 
0 

1,0 
0 

3,0 -1--) S- 
C CD 

7 0,7 0,3 1,0 cL 
CD 

1,0 
C_) 

3,0 (0 > 
-CS 
r 

8 0,8 0,2 1,0 o 1-... 
co 

1,0 0 

0') 
3,0 (-0 

o 0. 
4-) rCS 

9 0,9 0,1 1,0 (cs 1,0 r0 3,0 C 4-3  
Ow 

10 1,0 0,0 1,0 0 
..5= 1,0 0 

_C 3,0 
E 

(0 

81 0,1 0,9 1,0 5 
co 

= 

co 3,0 1,0 
(-5 cr )  

cu 
F- 

B10 1,0 0,0 1,0 3,0 1,0 

OBS.:  A adição de caseina a cada tubo deve ser regularmente espaçada (p.  ex.:  a cada 

15 segundos): 
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ra do padrio de tripsina (sem inibidor) e exatamente 0,500 po-

de-se ler diretamente da curva  (Fig.  2) o volume que contem 1 

unidade de inibidor. Quando isto não acontece h necessidade 

de se fazer corregbes que sio baseadas na admiSsio de que hi  

proporcionalidade entre a quantidade de tripsina e a velocida-

de (UDO/20 minutos); valores de 0,400 a 0-;520 s.o aceitiveis 

para a velocidade do padrão em virtude das caracterTsticas da 

reagio de hidr6lise de caseina por tripsina (39). Pode-se, ao 

inves de uma curva completa, como a mostrada, determinar a ati 

vidade de amostra(s) contendo inibidor utilizando-se somente 

um ponto, desde que as velocidades(UDO/20 minutos) não se dis- 

tanciem muito de 0,250. Neste caso desenvolvemos uma f6rmula 

que facilita os cilculos e i qual se chega facilmente. 

A  Fig.  3 um esquema de uma curva de inibição tipi- 

ca e onde estio representadas as variiveis utilizadas na dedu- 

ção dessa 'fOrmula. B'e o volume de solução problema que inibe 

metade da quantidade de enzima utilizada; b e igual a metade 

da leitura (UDO/20 minutos) real da enzima utilizada. V E o 

volume da solução problema contendo inibidor, utilizada no en- 

saio. x E o volume de solução problema que contem 1 UI, isto 

E: x = 1111/E; a "6 igual a UDO/20 minutos (tripsina) - UDO/20 

minutos (tripsina + inibidor). 0 volume corrigido quando a 

leitura da tripsina não  di  exatamente 0,500 J: 

0,250 
x - b  X6 (1)  

Por equivalencia de tri.angulos vemos que: 

V a  
donde B - Vx  

a 

substituindo em (1) temos: 

0,250 Vxb  _  0,250xV 
X - 

a a 
ou 
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A_unidade de inibidor como definida por nBs (40) 

independente da pureza da preparag"do de tripsina e corresponde 

a cerca de 0,6 pg de inibidor de Vigna unguiculata (que tem um 

peso molecular de ca. de 10.000 daltons). 

Protocolo da atividade anti-triptica (pg. 24). 

2b. Ensaio .azo-caseinoiTtico 

A ,utilizag"do de azo-caseTna como substrato para o  en  

saio de tripsina, apesar de apresentar a mesma sensibilidade 

do metodo cl-issico de Kunitz tem algumas vantagens principal- 

mente de ordem econ6mica que justificam plenamente seu uso. 

Essas vantagens  so  principalmente, o tempo menor necess5rio 

obtenção final do resultado e a economia decorrente do uso de 

papel de filtro qualitativo, ao inves de quantitativo, como no 

caso do ensaio caseinolTtico Uma desvantagem do método, no 

entanto, reside na preparag-67o demorada de azo-caseina. Esta 

preparagd- o tem que ser cuidadosamente feita de modo que haja 

confiança na obteng"do de um produto final, sempre com as mes-

mas caracterTsticas. 

2b.l. Preparag-do de azo-caseTna 

Azo-caseina é preparada de acordo com o método de  

Goad  (31) modificado no laboratOrio. Uma soluço (A), consti- 

tuida de: 

"icido sulfanTlico 

brometo de potdssio 

HC1 1 N 

igua destilada 

0,616 g 

0,084 g 

45 ml 

37 ml 

e mantida em um banho de gelo, sob agitag-do. ApZs equilTbrio 

térmico adiciona-se, gota a gota, 18 ml de uma solu0o de ni- 



PROTOCOLO PARA ATIVIDADE ANTI-TRTPTICA 

CCASETNA) 

Tubo 
Inibi dor TF 

ml • 
0,1M,pH 7,6 

ml 
Tripsina 
• ml 

CaseTna • 
ml 

1% TCA 5% 
ml 

CaseTna 
ml 

1% 

1 

2 

3 

4 

5 

B1 

B5 

T 

BT 

0,2 

0,4 

0,6 

0,8 

1,0 

0,2 

1,0 

- 

1,3 

1,1 

0,9 

0,7 

0,5 

1,3 

0,5 

1,5 

1,5 

0,5 

0,5 

0,5 

0,5 
o 

0,5 cr) 

0,5 
0 

00 
0,5 z co 

ra 
0,5 an • r- 

E 
o 

0,5 (7) 
F-i  

1,0 

1,0 

1,0 

1,0 

1,0 

1,0 

1 
= 
C 

CD 

0 
0- 

0 
N. 
Cr) 

fr.3 

o 
.-C 

' (f) 
(cs 0 

3,0: 

3,0 

3,0 

3,0 

3,0 

3,0 

3,0 

3,0 

3,0 

1,0 

1,0 

1,0 

0 
4-)  

ra 
0- as 

D li  

> 

4-) 

-0 al 

o 
4-) ITS 

4-) 
W 0 
E W 

("0 

OBS.: A adiço de caseTna a cada tubo deve ser regularmente espaçada (I).  ex.:  a cada 15 

segundos). 
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trito de s8dio 0,2 M. Deixa-se a solução final, a'cido diazo 

-sulfanTlico, em banho de gelo (0°C) em agitação por 15 min. 

Prepara-se unia solução de caseTna a 2% em NaOH 0,1 N ajustada 

a  pH  10 e resfriada em banho de gelo. Adiciona-se a solução 

de diazo--sulfanTlico, gota a gota, a' solução de caseTna 2%. A 

reação se processa -em um banho de gelo e o  pH  6 mantido em  tor  

no de 10 pela adição de NaOH 1 N. Ap-6s adição total do acido 

diazo-sulfanTlico mantem-se a mistura sob agitação por 15 minu 

tos a 0°C quando então a-reagão 6 parada pela adição de HCl 1 

N e o  pH  ajustado a 7,0. A solução de azo-caseTna 6  di  alisada 

contra NaCl 0,1 M, por 24 horas e contra .-a.gua destilada por 

mais 24 horas. A solução dial isada 6 adicionado TCA 100%, sob 

agitagao, de tal modo que a suspensão fique com uma concentra- 

ção final de 2,5% do acido. Deixa-se essa suspenso em repou- 

so por 16 horas, filtra-se sob vacuo e lava-se o produto com 

TCA 2,5% (cerca de 1 litro). 0 produto obtido 6 res-suspenso 

em 150 ml de agua destilada, dialiado contra igua por 16 ho-

ras e liofilizado. Obtem-se desse modo uma preparação de azo- 

-caseTna, solvel em toda a faixa de  pH  e insoliivel em TCA 

2,5%. Os rendimentos com relação a caseTna são da ordem de 

90%. 

.2b.2. Atividade trTptica 

Volumes crescentes de uma solução de tripsina bovina 

contendo 10 14/m1 (ver ensaio caseinolTtico) em HCI 0,0025 M 

sio pipetados para -tubos de ensaio e o volume completado para 

1 ml com HCl 0,0025 M. Adiciona-se, em seguida, 1 ml de tam- 

pão fosfato 0,1 M,  pH  7,6 a todos os tubos. A reação ã inicia 

da pela adição de 1 ml de solução de azo-caseTna a 1,5%, prepa 

rada em tampão fosfato 0,1 M,  pH  7,6 e aquecimento a 100°C por 

15 minutos. A temperatura 6 mantida a 37°C e o tempo de rea- 

ção 6 de . 20 minutos. ApOs este tempo a reação 6 detida pela 

adição de 1 ml de  acid()  tricloroac6tico a 10%. Depois de 30 

minutos de repouso as suspensões são filtradas em papel quali-

tativo (Frama, 9 cm. de di-ametro). AlTquotas de 1 ml dos fil 
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Irados  so  tomadas e alcalinizadas com 1 ml de NaOH 2N. Em se 

guida a absorbncia a 440 nm lida em um espectrofot6metro, 

utilizando-se Cdlulas de 1 cm de espessura. Provas em branco 

das concentragbes extremas de tripsina  so  sempre feitas parale 

lamente. Corregbes para as 'concentragiies intermedi -drias  so  ob 

tidas por interpolag-do. Devido ao fato de que a reação com azo 

-caseina (e caseina) não segue uma cinetica de ordem zero, os 

gr-ificos de velocidade contra concentração de enzima são, carac = 
teristicamente uma curva, .o que dificulta bastante a reproduti- 

bilidade dos ensaios C39). Com a finalidade de contornar esta 

dificuldade adotamos o artificio proposto originalmente por  

Miller  e  Johnson  e que consiste em grafar não os valores de 

.absorbancia e sim estes valores elevados a 3/2, isto 6, A1'5  (39, 

41). 

Uma unidade de atividade trTptica E definida como o 

aumento de 1,0 unidade de absorbincia (A1'5) em 440 nm por •  20 

minutos nas condiOes de ensaio aqui, descritas. 

Protocolo da atividade trTptica (pg. 34). 

2b.3.  Atividade  anti-trTptica 

. A atividade anti-trTptica proporci.onal-3 diferença 

entre as atividades CA
1,5

, ver acima) de uma amostra contendo 

tripsina e de amostraCs) contendo tripsina e inibidor, a enzima 

estando em concentração igual a da amostra sem inibidor, 

A tripsina utilizada deve produzir uma Al-'5720 minu-

tos, nas condigEes do ensaio, em torno de 0,150 o que, para as 

nossas preparag6es significa cerca de 6 a 8 pg da enzima, Deve 

-se sempre usar uma soluço de inibidor que reduza no m-dximo a 

metade o valor desta absorb5ncia, 

Todo o procedimento E semelhante ao usado para a de-

terminag-do da atividade trTptica. Uma unidade de atividade an-

ti-trTptica (UI) E definida, neste caso, como o nOmero de unida  

des  de tripsina inibidas. E sempre aconselh-ivel empregar, para 



Tubo 
Tripsina, 

ml 
HC1 0,0025M, TF 

ml 
0,1M,pH 7,6, 

ml 
Azo-ria&eina 1,5%, 

ml 
TCA 10%, 

ml 

1 0,1 0,9 1,0 1,0 1,0 
2 0,2 0,8 1,0 1,0 1,0 
3 0,3 0,7 1,0 1,0 1,0 

0 
4 0,4 0,6 1,0 o 1,0 o 1,0 
5 0,5 0,5 1,0 = 1,0 1,0 
6 0,6 0,4 1,0 1,0 CD 1,0 

(NJ 
7 0,7 0,3 1,0 ' 1,0 ' 1,0 

0 0 
8 0,8 0,2 1,0 CL 1,0 1,0 

9 0,9 0,1 1,0 o 0 1,0 1,0 
CO 

10 1,0 0,0 1,0 1,0 1,0 

81 0,1 0,9 1,0 o 0 1,0 

B10 1,0 0,0 1,0 as 1,0 

Azo-caseina 1,5% 
ml 

4-) 0 
C 4-) 

CC) 
(1, 

T
ra

ta
m

en
to

  

PROTOCOLO PARA A ATIVIDADE TRTPTICA 

(AZO-CASETNA) 

OBS.: A adiço de azo-caseina deve ser regularmente espaçada por exemplo: a cada 15 segundos). 
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os cilculos, uma curva com pelo menos 3 pontos. Com isto pode 

-se detectar inibidores com baixas constantes de associação e 

avaliar com melhor precisão o potencial (em UI) de uma determi 

nada preparação. Tambgm, neste caso, a atividade anti-tripti- 

ca no depende da pureza da amostra de tripsina usada. A uni 

dade de inibi dor corresponde a cerca de 6-7 pg de inibidores 

de tripsina de Vigna (PM de 10.000). 

A  Fig.  4 mostra a inibigão de tripsina por um extra- 

to de semente de carolina (Adenanthera pavonina), empregando 

azo-caseina como substrato. 

Protocolo da atividade anti-trTptica (pg. 311 

2c. Ensaio tendo BAPA como substrato 

Neste ensaio a atividade da tripsina e medid-a pela 

hidrOlise de a-benzoil-DL-arginina7p-nitroanilida (BAPA),  subs  

trato sintetico desenvolvido por  Erlanger  et  al.  (32). 0 pro- 

duto corado, p-nitroanilina, tem um coeficiente de extingo de 

8.800. em 410 nm o que permite usar concentrag-des do substrato 

da ordem de 1 milimolar. 

2c.l. Atividade trTptica 

Uma soluço estoque de tripsina contendo de 0,400 a 

0,500 mg/ml e preparada como foi descrito anteriormente para o 

ensaio caseinolOtico de Kunitz Cver atr-a-s). Volumes crescen- 

tes .da solução de tripsina, de 0,05 a 0,5 ml, sio pipetados  pa  

ra tubos de ensaio e os volumes completados para 0,5 ml com 

HC1 0,0025 M. Tampão fosfato 0,1 M,  pH  7,6 (0,5 ml) 6 adi cio 

nado. aos tubos para perfazer um total de 1 ml. Os tubos são 

levados a um banho a 37°C onde são deixados por 5 minutos quan 

do a reação E iniciada pela adição de 2 ml de solução de BAPA 

1,25x10
-3 

 M. Esta solução e preparada dissolvendo-se inicial- 

mente o  substrata  em cerca de 5% do Volume final em dimetilsu1 
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PROTOCOLO PARA A ATIVIDADE ANTI-TRTPTICA 

(AZO-CASETNA) 

Tubo 
Inibidor, TF 0,1M,pH 7,6, tripsina, Azo-caseTna 1,5% TCA 10% Azo-caseTna 1,5%, 

ml ml ml ml ml ml 

0 0 
1 0,2 1,3 0,5 0 1,0 0 -1--> 4-> 

= = 

2 0,5 1,0 0,5 i:i- 1,0 .,-. 

o o 
3 1,0 0,5 0,5 r___ 1,0 c..1 

0 $6 ' 
B1 0,2 1,3 0,5 0._. 0- 

(__) ,__.) 
0 0 

B3 1,0 0,5 0,5 I-, N,  0-) <-,-) 
m ,5 

T 0,0 1,5 0,5 1,0 0 0 f _. 
BT 0,0 1,5 05 m - ,5 

cn co 

1 ,o 

 

4-> 
5- 
rc5 

1,0 

1,0 

1,0 

OBS.: A adiço de aio-caseina deve ser regularmente espaçada (a cada 15 segundos). 
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foxido (DMS) e o volume completado com  tamp-ao fosfato. Apas 

exatamente 10 minutos a reagio E parada pela adiço de 0,5 ml 

de acido acetico 30%. Uma prova em branco sem a enzima sempre 

6 preparada e submetida ao mesmo tratamento. A absorb-dncia 

das solugOes a 410 nm e lida utilizando-se um espectrofot6me-

tro, em celulas de 1 cm de espessura. 

A velocidade da reagao (UDO/10 minutos ou nanomoles 

de substrato hidrolisadoJmililitro.10 minutos) e proporcional 

a quantidade de tripsina  at  um valor de cerca de 12 pg de en- 

zima ativa (ver adiante). Uma unidade de atividade trTptica E 

definida  cow)  aquela quantidade de enzima que produz um equiva 

lente de 28,4 nanomoles de p-nitroanilina por mililitro por 10 

minutos (valor baseado no volume final). Este equivalente de 

p-nitroanilina corresponde a um valor de 0,250 UD0/10 minutos. 

Protocolo 'Cla atividade trTptica (pg. 33). 

2c.2. Atividade 'anti-trTptica 

A atividade anti-trTptica, do mesmo modo como no en-

saio caseinolTtico e azo-caseinolTtico, E proporcional -d dife-. 

renga entre a atividade trTptica CUDO/10 minutos ou nanomoles 

de substrato.hidrolisado/m1,I0 minutos) de uma amostra conten- 

do tripsina e a atividade de amostra(s)_ contendo inibidor e 

tripsina, estando esta na mesma concentragao. Utiliza-se como 

padrao uma quantidade de enzima que produza no ensaio um valor 

de UDO/10 minutos igual a 0,500, equivalente a 56 58 nanomoles 

de p-nitroanilina produzidos/m1.10 minutos (Cdlculo baseado no 

volume final). Esta quantidade de tripsina corresponde acerca 

de 40 a 50 pg das nossas preparagbes (ver atr-ds).- A solução 

de inibidor, preparada em tampão fosfato 0,1 M,  pH  7,6, deve 

ser de tal ordem que cerca de 0,25 ml da mesma reduzam para 

0,250 UD0J10 minutos ou 28,4 nanomoles de p-nitroanilina produ 

zidos/m1.10 minutos a atividade .da tripsina padrao. Uma unida 

de de atividade anti-trTptica 6 definida como a quantidade de 

inibidor que nas condigaes do ensaio reduz a atividade da  trip  



PROTOCOLO PARA A ATIVIDADE TRiPTICA 

(BAPA) 

Tubo 
Tripsina, HC1 0,0025M,  

ml ml 
TF  0,1M,pH7,6, 

ml 
BAP 

. (1,25x10- M, ml) 
AcOH 30%, 

ml 

1 0,05 0,45 0,50 21 2 0,50 
E 

E 
2 0,10 '0,40 0,50 Lc-) 2 0,50 

3 0,30 0,20 0,50 0 2 0,50 
(....) 

4 0,40 0,10 0,50 7..., 2 0 0,50 
P'")  ri.;  

5 0,50 0,00 0,50 co 2 co 0,50 
0 o(  ,T  st  Lc o 

B - 0,50 0,50 o., 2 =4,-,  0,50 
i2C1 4-' CO = 

OBS.: A adi* de BAPA a cada tubo deve ser regularmente espaçada (por exemplo: a ca-

da 15 segundos). 
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sina de 0,500 in0/10.minutos para 0,250 UD0J10 minutos‘ As mes 

mas correg-Ces para desvios da absorbEncia de 0,500, tida como 

padrão, e a mesma f6rmu1.a derivada anteriormente para experiEn 

cias onde somente um ponto E obtido,  so  v-a-lidas para o ensaio 

utilizando-se BAPA como substrato. 

A unidade de inibfdor, agora definida,' E independen- 

te da pureza da tripsina e corresponde a cerca de 2,1 pg de 

Jnibidor de Vigna unguiculata (PM de 10.0.00 daltons). 

Protocolo da atividade anti-trTptica (pg, 35). 



PROTOCOLO PARA A ATIVIDADE ANTI-TRTPTICA 

PAPA) 

Tubo 
Inibi dor, TF 

ml 
0,1M,pH7,6, 

ml 
Tripsina, 

ml 
BAPi 

(1,25x10- M, ml) 
AcOH 30% 

mi 

=1 
1 0,1 0,8 0,1 2 0,5 

• r- 

2 0,2 0,7 0,1 Lc) 
C2) 2 r-- 0,5 

5..- 
3 0,3 0,6 0,1 o 2 0 0,5 

0- 

4 0,4 0,5 0,1 o 
2 0 0,5 

5 0,5 0,4 0,1 2 6,5 

6 0,9 0,1 
= 0 

2 o& 
o 

C 

0,5 

Li in o CC1 2 tn 0,5 

OBS.: A adiço de BAPA a cada tubo deve ser regularmente espaçada (por exemplo; 

a cada 15 segundos). 
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3. MCTODOS QUALITATIVOS 

Bem cedo no desenvolvimento destas investigações so-

bre inibidores em plantas, tornou-se evidente a necessidade de 

métodos de analise que fossem potencialmente capazes de indi-

car possTveis modificações dos inibidores, ocorridas, durante 

os processos de preparação. Perdas consideraveis durante a pu- 

rificação do inibidor de triosina/quimiotripsina (IT/IQ) de 

Vigna unguiculata cv. serid6 apontaram para a possibilidade de 

alteração da estrutura primaria dessa proteTna (42). Esta pos- 

sibilidade foi bastante reforçada pelas investigações de Chu  

e associados (43) que mostraram haver modificações na estrutu-

ra primaria de inibidores quando submetidos a tratamento com 

acido tricloroacgtico, base dos métodos universalmente emprega 

dos para isolamento de inibidores de tripsina (44). 

Em 1968 Uriel e Berges (33) desenvolveram um. mgtodo 

de coramento negativo semi-quantitativo de detectagão de inibi 

dores de tripsina e quimiotripsina ap6s eletroforese zonal em 

placas de acrilamida-agarose. 0 mgtodo se baseia na ação de 

tripsina ou quimiotripsina sobre um substrato, acetil-DL-feni-

lalanina-B-naftil  ester  (APNE), cujo produto de hidrõlise, B-

naftol pode ser tornadO visTvel por reação com um sal de diazo 

nium. Desta maneira, apOs ele-troforese, a placa de gel conten-

do inibidores de tripsina 6 mergulhada em uma solução de enzi-

ma e apOs certo tempo o excesso E retirado por lavagens em agua. 

A placa 6 então mergulhada em uma mistura de APNE e orto-diani 

sidina tetrazotizada, nos locais onde h5 inibidor & reação de 

hidr6lise não se processa, não havendo conseqüentemente forma-

gdo'do produto de cor rosa. Os inibidores são portanto visuali 

zados como zonas incolores em um. fundo rosa intenso (33). A vi 

sualizagdo no caso de placas, se torna mais intensa se a placa 

E dessecada sobre papel de filtro tipo W-3MM, sob vacuo e a  al  

ta temperatura (ca. de 70 - 80°C). 

Este mEtodo de coramento negativo, em conjunção com 

os métodos eletroforgticos descritos aqui, tem sido de impor- 
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t-incia significativa no controle de alterações porventura oca-

sionadas pelos métodos preparativos normalmente usados por nOs. 

3a.  Eletroforese  em gel de poliacriamida a pH 8.1 

0 mgtodo de  Clarke  (45), empregando um sistema contT 

fluo para eletroforese em gel de poliacrilaMida a  pH.  8.1 - foi 

inicialmente empregado nestas investigações como base de. um 

critério de pureza quando  dc  isolamento dos dois inibidores de 

maior significaç-ao quantitativa do cultivar seridó de Vigna  

unguiculata. 0 inibidor de tripsina/quimiotripsina de p1 4,7 

foi isolado  door  métodos convencionais alcançando-se uma purifi 

cação da ordem de 225 vezes (42). A  Fig.  5 g a fotografia de 

um gel representativo desta-  purificação; as condições de ele- 

troforese foram as normais recomendadas por  Clarke  e proteina 

foi corada com negro de amido. 0 isolamento do inibidor de 

tripsina, 'de pI 5,0, mostra as limitações desse métoda. Neste 

sistema'asociante (35) não foi possivel mostrar homogeneidade 

com o sistema simples de  Clarke (Fig.  6,A). Experiencia ante- 

rior (46), quando substituimos parte da ggua na formulação do 

gel de  Clarke  por ureia 8 M mantendo o mesmo  pH  8,1 proporcio- 

nou o resultado esperado; o inibidor de tripsina g um sistema 

associante nas condições de eletroforese normal; na presença 

de uréia 8 M, no entanto, este sistema g desfeito e o inibidor 

se apresenta como uma entidade homogenea  (Fig.  6,B). 

Após a introdução em nosso laboratório do método de 

coramento negativo para inibidores de tripsina e quimiotripsi- 

na proposto por Uriel e Berges (33), o sistema de Clarke se 

mostrou de uma utilidade muito grande só ultrapassada pelo sis 

tema de eletrofocalizaçgo em placas de gel de poliacrilamida, 

utilizada por nOs como proposto por Awdeh et  al.  (47). 

Assim g que, utilizando o método de  Clarke  em combi 

nação com o método de Uriel e Berges conseguimos mostrar a  pre  

senga de pelo menos quatro grupos distintos de inibidores de 

tripsina em estratos brutos de tres cultivares de Vigna ungui-

culata; um desses'grupos, o de maior mobilidade/acidez tambem 
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representa o(s) inibidor(es) de quimiotriosina. A  Fig.  7 mos-

tra uma experiencia tipica utilizando tripsina, quimiotripsina 

e negro de amido como corantes. Volumes identicos, das mesmas 

soluções foram aplicadas em cada caso; isso  dã  uma ideia da 

alta sensibilidade do metodo de coramento negativo, quando se 

observa que não  hã  bandas coradas para proteinas na regi-do dos 

inibidores. 

Os inibidores de tripsina e quimiotripsina em cilin-

dros de gel a  pH  8,1 M s-am  detectados de acordo com as tEcni-

cas de Uriel e Berges (33) e  Kaiser  e Belitz (34). ApOs eletro 

forese os inibidores são tratados a 370C por por 30 minutos 

com uma solução de tripsina (0,1 mg/ml) ou quimiotripsina (0,05 

mg/ml) em  tamp-ao fosfato 0,1 M,  pH  7,4. Apas incubação os ci- 

lindros são lavados com -água destilada (6 vezes) e reincubados 

a 37°C, 30 minutos. São tratados então por uma mistura de APNE 

(2,5 mg/ml) em dimetilformamida com o-dianisidina tetrazotiza- 

da em tampão fosfato 0,1 M,  pH  7,4 (0,55 mg/ml) na proporção 

de 1:9. Apôs 30 minutos os cilindros são lavados com icido 

acetico 7%. Os inibidores são visualizados como bandas incolo- 

res sobre um fundo rosa. 

3b. Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS. 

Eletroforese em gel de poliacrilamida em presença de 

SDS para avaliação de pesos moleculares e feita essencialmente 

de acordo com o metodo de keber e  Osborn  (48). A tecnica de 

coramento negativo proposta por Uriel e Berges (33) tambEm nes 

te caso foi fundamental no estabelecimento de um metodo que,em 

nosso laboratOrio, E a base da determinag-ao de pesos molecula-

res de inibidores de tripsina e quimiotripsina, quer em extra-

tos brutos de material vegetal quer em preparações purificadas 

de inibidores das duas proteinas acima referidas (36). 

0 metodo se baseia no fato de que tripsina (e quimio 

tripsina) são ativas em presença de SDS (49). Desse modo, ele-

troforese de inibidores de tripsina ou quimiotripsina em solu- 
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gees  contendo  SOS  1% 5 feita normalmente segundo o método de  

Weber  e  Osborn  (48). Apes  eletroforese os cilindros de gel 

sio lavados com egua destilada e postos em contato, sob agita- 

go  continua por 24 horas, com uma soluço cuja composição 6" 

75 ml de Ecido acetico, 50 ml de metan,o1 e 875 ml de egua. Es-

te tratamento tem a dupla finalidade de eliminar parte do de-

tergente ao mesmo tempo que fixa as proteinas e matriz de gel. 

Os inibidores de tripsina e quimiotripsina sio tornados visT- 

veis seguindo um tratamento idéntico 'aquele  j'ã  descrito ante- 

riormente para a tgcnica de eletroforese  pH  8,1. A tini ca diferença 

que as concentragbes de enzimas usadas  so  duas vezes maiores. 

Este mgtodo nos permite a distingeo dos inibidores 

de Vigna unguiculata  em dois grupos distintos de acordo com 

sua massa molecular. 0 primeiro grupo, de baixo peso molecu- 

lar, em torno de 10.000 deltons, 5 representado-  por inibidores 

de tripsina enquanto que o segundo grupo de peso molecular em 

torno de 24.000 dl tons S representado pelo inibidor de  trip  

sina/quimiotripsina  (Figs.  8, 9) (36). Este inibidor apesar 

de ter um peso molecular em torno de 10.000 apresenta-se em saL. 

luçees de SDS a 1% como sistema associante como peso molecular 

aparente de 24.000. 

Conseguimos mostrar com auxilio desse metodo que se-

mentes de soja apresentam tambem dois grupos de inibidores (36). 

Um grupo, representado pelo inibidor de Kunitz com peso molecu 

lar aparente de 17.500, inibe somente tripsina. 0 outro gru- 

po, formado por inibidores de tripsina e quimiotripsina-, com 

peso molecular em torno de 11.000 deltons,  con -tern  certamente o 

inibidor de  Bowman-Birk  (10), um inibidor de dupla-cabeça .de 

,tripsina e quimiotripsina  (Fig.  9). r interessante notar o 

.comportamento diverso dos inibidores de dupla-cabega de Vigna  

e desoja, reflexo sem divida de diferenças em sua estrutura. 

3c. Focalizageo isoelétrica em placas de gel de poliacrila-

mida 

0 mgtodo de focalizageo - isoelgtrica em gradientes na 
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turais de  pH  foi introduzido 115 quase 20 anos por  Svensson  (50) 

e se mostrou como uma das técnicas mais poderosas no estabele- 

cimento do grau de pureza de proteina&. 0 método clássico,  co  

mo proposto, se baseia no estabelecimento de um gradiente de  

pH  formado por uma mistura de ácidos poliamino  

cos  cujos  pHs  cobrem um determinado intervalo os chamados an-

f6litos; este gradiente e estabelecido apOs aplicagao de cor-

rente elétrica a uma coluna contendo uma mistura dos anf6litos 

distribuida em um gradiente preformado de sacarose; este gra-

diente tem como uma das finalidades estabilizar o gradiente de  

pH  que se forma  apes  aplicagao da corrente. A proteína ou mis 

tura de proteinas a ser analizada E introduzida no sistema e 

se distribui de acordo com seus pontos.  isoelétricos. 

Este método, descrito acima em linhas gerais, 6 bas-

tante dispendioso pois requer quantidades relativamente gran-

des de anfOlitos cujos pregos e dificuldades de aquisição  so  

grandes; além disso, a necessidade de voltagens relativamente 

altas, tempos longos necess5rios ao estabelecimento do gradien  

tee  necessidade de refrigeragao eficiente para dissipar a' 

grande quantidade de calor desenvolvida, levaram ao desenvolvi 

mento de métodos mais simples. Isto foi plenamente alcançado 

com os métodos de eletrofocalizagao em gel de poliacrilamida e 

desses, os métodos que utilizam placas de gel  so  os mais popu 

lares atualmente (51). 

0 método por nOs utilizado tem sido o de Awdeh et:-

al.  (47), que E extremamente simples, no exigindo mais'que ma 

terial facilmente encontrado em qualquer. laboratOrio além de 

naturalmente uma fonte de corrente continua capaz de fornecer 

uma diferença de potencial de  at  100 volts. 

1. Preparação da placa de gel - duas placas de vidro 

medindo 12 cm X 9 cm, de preferencia, escrupulosamente limpas 

com solução sulfocromica e mantidas em - lcool 960, apés secas,  

so  montadas uma sobre a outra tendo duas ligas de borracha de 

ca. de lmm de espessura a separa.-las; as extremidades das pia 
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cas  so  mantidas juntas por outras duas ligas de borracha. Uma 

mistura de acrilamida (acrilamida monOmero 30% + metileno-bis- 

-acrilamida 1%), igua, anfOlito (40%) e persulfato de amOnio 

(10mg/m1) (30: 80: 3: 7: ) E cuidadosamente distribuida entre 

duas placas evitando-se a formag5o de tolhas de ar. Esta mis 

tura fornece um gel com 7,5% de acrilamida, porosidade sufi- 

ciente para os experimentos de eletrofocalizag5o. 

2. So1uç6es contendo inibidores de tripsina e (qui- 

miotripsina)  so  aplicadas diretamente sobre a superfTcie do 

gel (m5ximo de 25 pi) ou embebidas em pequenos pedaços de pa-

pel de filtro. 0 gel E então colocado sobre eletrodos de gra-

fite (recomend5vel grafites HB) montados em uma caixa pl5sti-

ca, bem fechada e mantida 6mida durante todo o experimento. As 

amostras devem ser aplicadas, de preferéncia do lado do cato-

do. 

3. A experiéncia deve ser iniciada com uma voltagem 

baixa, cerca de 50 V. e paulatinamente aumentada  at  100 V ao 

longo de 2-3 horas quando a corrente deve estar estabilizada 

611 valores em torno de lmA ou menos. 

4. Ap6s foca1izag5o a placa é banhada em uma soluço 

de tripsina (ou quimiotripsina) contendo 0,1mg/m1 (ou 0,05mg/ 

ml) de enzima em tampão fosfato 0,2M,  pH  7,4; apOs 30 minutos 

a soluço de enzima é retirada e a placa de gel apOs ser lava-

da com 5gua destilada 6 imersa na mistura contendo o substrato 

N-acetil-DL-fenilalanina-6-naftil  ester  como j5 descrito ante-

riormente. 

5. Ap6s 30 minutos o excesso de substrato retira- 

do, aplaca lavada com 5cido acético 7% e imersa por 30 minu-

tos em uma solução de cido acético 7% contendo glicerol 1%. A 

placa é então seca sobre pape] de filtro Whatmann 3MM sob Vi-

cuo, a uma temperatura de 70-80°C em um secador especial. 

6. Antes do inTcio do tratamento com tripsina uma ti 

ra lateral da placa de gel pode ser retirada e seccionada em 

pedaços iguais; estas secOes  sac)  eluidas em igua por 24  ho- 
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ras  apes  o que, mede-se o  pH  de cada uma das so1ug6es a fim de 

se construir o gradiente de  pH  a partir do qual se avaliam os 

pontos isoeletricos dos inibidores. 

A  Fig.  10 e representativa da utilização deste meto- 

do. A multiplicidade de inibidores de tripsina em sementes, 

como o caso de Vigna unguiculata mostrada aqui', onde cerca 

de 10 especies podem ser distinguidas,.e provavelmente indica-

go  de papeis distintos que elas possam exercer no metabolismo 

vegetal. 

Apesar de qualitativo, foi possivel com o metodo ava 

liar a quaneidade  minima  de inibidor necess5ria a produzir um 

teste positivo nas condigbes por nOs utilizadas; esta quanti- 

dade da ordem 0,2  jig  ou 0,3 UI
cas

. 

3d. Sepmarag5o em duas dimensOes 

M
0 sistema de inibidores de tripsina de Vigna ungui-

culata examinado tanto por eletroforese em gel de poliacrilami 

da a  pH  8,1  (Fig.  7) como por eletroforese em presença de  SOS 

(Fig.  8) e por focalizag5o isoeletrica em placas de gel de po- 

liacrilamida  (Fig.  10) e visualizado pelo método de coramento 

negativo mostrou ser de grande complexidade no que diz respei-

to a seus pontos isoeletricos e as suas caracteristicas de as- 

sociag5o. Ficou evidente que um metodo no qual se pudesse ex- 

plorar estas duas propriedades aumentando aa possibilidades de 

cada uma individualmente, traria um grande avanço na compreen-

s5o desse e de outros sistemas. 

Com esse intuito foi que tentamos desenvolver um me-

todo bidimensional de separação de inibidores empregando eletro 

forese em gel de poliacriamida em presença de  SOS  na , primeira 

dimensão e focalizag5o em placas de gel de poliacrilamida na 

segunda dimensão. 

Consultas 5 literatura sugeriram que esta combinação 

não surtiria os efeitos esperados pois os complexos proteina-

SDS i, extremamente est5veis, não seriam facilmente desfeitos(52). 
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Os resultados preliminares obtidos são, no entanto, bastante 

promissores. Mesmo como equipamento rudimentar para focaliza 

gão isoeletrica ja descrito anteriormente, conseguimos separa-

ções bidimensionais de inibidores de tripsina que levam a acre 

ditar que o desenvolvimento deste método seja perfeitamente 

possivel para o. caso dessas subst5ncias. 

O método desenvolvido consiste na superposig5o de 

uma secg5o de cerca de lmm de espessura de um cilindro de gel 

contendo inibidores após eletroforese em gel de poliacrilamida 

em presença de SDS, sobre uma placa de gel de poliacrilamida 

contendo anfõlitos preparada como  jõ  descrito anteriormente; 

esta placa algumas vezes foi incorporada Ureia 8M com a finali 

dade de facilitar a quebra dos complexos proteTna-SDS. Os re- 

sultados promissores foram aqueles em que a secg5o do cilindro 

de gel foi posta em um corte de igual irea feito na placa de 

gel de poliacrilamida. Resultados também promissores foram ob 

tidos quando as secções foram coldeadas entre as duas placas 

de vidro antes da polimerizag5o do gel de poliacrilamida con- 

tendo anfOlitós (ver acima)_. A  Fig.  11 mostra o resultado tT- 
, 

pico obtido sugerindo um esforço maior no aperfeiçoamento da 

tecnica. 

4. METODOS DE PREPARAPO 

A maior parte dos métodos cl5ssicos de preparação de 

inibidores de proteases, principalmente de inibidores de  trip  

sina e quimiotripsina se baseia na eliminag5o inicial das  pro  .— 
teTnas contaminantes, de alto peso molecular, por meio de ãci- 

dos. 0 mais empregado desses 5cidos, o 5cido tricloroacetico, 

um precipitante normal de proteTnas solubiliza, a uma concen- 

trag5o de 2,5% a maior parte dos inibidores de tripsina de 

plantas. - Desse modo uma purificagão apreci5vel 6 conseguida 

nas primeiras etapas do processo (42). Também de emprego bas-

tante difundido na preparação de inibidores 6 a utilização de 

sulfato de amónio na precipitação diferencial da mistura de 
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proteinas obtida apOs solubiliza0o por. TCA. Os inibidores se 

comportam geralmente como albuminas, isto e, precipitam entre 

40% e 60% de saturação com sulfato de amOnio. 0 material re- 

sultante, ji bastante enriquecido em inibidores, -6 submetido a 

fracionamento posterior utilizando-se; geralmente, métodos cro 

matograficos. Al-guns  desses metodos foram utilizados nas in-

vestigagOes descritas neste trabalho. Dentre eles podemos sa 

lientar os métodos de cromatografia em trocadores de Tons e os 

métodos de afinidade. 

4a. Cromatografia em trocadores de Tons 

Trocadores de Tons  so  materiais insolGveis formados 

por uma matriz organica ou inorganica, de origem natural ou 

sintetica e que  con -tern  grupos carregados fixos e contra Tons 

mOveis. Os trocadores podem ser anianicos ou catiOnicos de 

acordo com sua afinidade por  anions  ou  cations, Uma proprieda 

de fundamental dos trocadores de Tons e a presença dos substi-

tuintes iOnicos que podem ser de diversos tipos. 

A cromatografia em trocadores de Tons distingue um 

componente de outro em uma mistura, de acordo com o numero de 

.cargas de sinal adequado accessTveis em cada componente para 

interagio com o trocador sob -as condiOes do experimento (53). 

Nas investigagbes de que trata este trabalho foram 

usados essencialmente dois trocadores de Tons, DEAE - Celulose 

(Dietilaminoetil celulose), um trocador de  anions  e ,SP-Sepha-

dex (Sulfopropil-Sephadex), um trocador de Cdtions. 

4a.l. DEAE célulose 

Cromatografia em DEAE celulose foi usada pelo autor 

pela primeira vez em investigag-des com inibidores para o isola 

mento e purificagdo do inibidor IT/IQ de Vigna unguiculata cv. 

serid6 (42). A cromatografia inicial foi feita utilizando-se 

uma coluna de 2.0 x 27cm do trocador de  anions  equilibrado com 
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tampao fosfato de pot5ssio 0,005M,  pH  7,0. Nestas condigOes e 

aplicando 500mg de uma preparaçao rica em inibidores, o chama 

do Inibi dor Bruto (IB, com ca. de 60% de inibi.dor de tripsina), 

toda a atividade inibitéria quer contra tripsina quer contra 

quimiotripsina fica retida na coluna. Um gradiente linear de 

NaC1 de 0-1,5M (200m1 + 200m1) no mesmo tampao elui as protei-

nas ativas contra as duas enzimas acima  (Fig.  12). Nesta eta-

pa foi conseguida uma purificagao de 185 vezes para o inibidor 

de dupla cabeça (42). Recromatografia utilizando essencialmen 

te o mesmo esquema levou a uma purificagao maior de IT/IQ (ca. 

de 225 vezes). Este inibidor se mostrou essencialmente puro 

pelos critérios adotados. 

As potencialidades do método cromatogrifico utiliza-

do se tornaram evidentes quando o sistema de eluigao acima foi 

alterado. Modificando-se somente o gradiente,ao invés de um 

gradiente linear foi utilizado um gradiente exponencial de 

NaCl com,Lncentragao limite de 0,6 M (frasco - pisturador de 

1000 ml), a grande'complexidade do sistema em estudo (V. un- 

guiculata) foi vista pela primeira vez  (Fig.  131. Esta com- 

plexidade, com relagao aos inibidores de tripsina viria a .  

ser confirmada depois por eletrofocalizagao em placas: de gel 

de poliacrilamida (35). 

4ã.2. SPSephadex C-25 

Os trocadores de Tons tendo gel de poliacrilamida 

(Bio-Gel) ou gel de dextrana (Sephadex) como matriz tem uma 

maior densidade de grupos ionizaveis do que os trocadores  corn  

matriz de celulose, por exemplo. Por outro lado, as proprieda  

des  de filtragao molecular caracteristicas desses materiais 

sao mantidas nos trocadores de  ions. Desse modo o seu emprego 

permitir separagOes de espécies de acordo com a carga média e 

com o tamanho molecular. 

SP-Sephadez C-25 um trocador de  cations  com 2,3 

meq/g de capacidade (2 a 4 vezes maior que a capacidade de 



Fig.  12. Cromatografia -do Inibidor bruto de Vigna unguitulata  

cv. serid6 em DEAE-celulosa. Columa equilibrada com fosfato 

0,005 M de  pH  7,0. Eluig-ao feita com o mesmo  tamp-ao e, .a par- 

tir de 150m1 com um gradiente linear de NaC1 (0 -1,5 M). Ab- 

sorbrincia (--o--) a 750 nm (reagante de Folin); atividade an- 

ti-trTptica (---o---) e antiquimiotriptica medidas 

pelo método caseinoliitico de K'unitz. 
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CM - celulose um trocador de c5tions com matriz telulbsica) 

total e aconselhado pelo fabricante para separagbes de molecu-

las de PM menores que 30.000 e maiores que 200.000 (54). 

0 inibidor IT/IQ isolado por cromatografia em DEAE-

-celulose foi cromatografado em SP - Sephadex C25 utilizando- 

-se uma coluna de 1,3 X 18 cm. A coluna foi equilibrada com 

tampão acetato de sOdio 0,01M, de  pH  4,0. Cerca de 12 mg do 

inibidor acima, dissolvidos e dializados contra o tampão de 

equilTbrio foram aplicados na coluna e a eluigão processada 

com um gradiente exponencial de NaC1 com concentração limite 

de 0,5M e utilizando-se uma câmara de mistura de 100 ml. A  

Fig.  14 mostra o resultado obtido. Focalizagão isoeletrica em 

placas de gel de poliacrilamida mostra que a fração F I na fi-

gura "e" o inibidor IT/IQ de pI = 4,0, isolado anteriormente (42). 

As outras frag6es são inibidores que contaminam em maior ou me  

nor  escala as preparag6es obtidas por cromatografia em DEAE- 

-celulose. • 

4b. Métodos de afinidade 

Os metodos cromatogrãficos de separação por afinida- 

de se baseiam na interação da substância que se quer separar 

com outra substância (o ligante) presa a um suporte s6lido (a 

- matriz). Esta separação pode ser baseada em uma propriedade 

biolOgica ou uma caracteristica quTmica (55). 

Entre as matrizes mais usadas estão aquelas baseadas 

em agarose, um poli'ssacarTdio linear formado por unidades al- 

ternantes de D-galactose  e 3,6-anidro-L-galactose  (56). Nas 

nossas investigag6es sempre utilizamos Sepharose-4B um gel de 

agarose fornecido por Pharmacia Fine  Chemicals AB,  considerado 

altamente favor5vel para esta finalidade devido as suas pro- 

priedades de exclusão molecular (20 X 10
6 

daltons), estabilida 

de térmica e uma capacidade de absorção não especTfica extrema 

mente baixa (55). 

Com relação aos ligantes utilizados para isolamento 

de inibidores temos feito uso de tripsina, quimiotripsina e  re  
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centemente, anidro-tripsina., 

4b.l. Sepharose-4B-tripsina . 

Sepharose-43-tripsina foi preparada pelo acoplamento 

de tripsina bovina a Sepharose-4B ativada por brometo de ciano 

genio, de acordo com o m6todo de  Kassel  e Marciniszyn utili- 

zando-se um tampão horato de  pH  9_,0 (571. 

Uma coluna com este absorvente, medindo 1,3 X 17 cm 

foi montada e utilizada para preparar inibidores de farinha de 

amendoa de caju (Anacardium occidentale). 0 esquema de elui- 

g-ão utilizado foi uma adaptação daqueles sugeridos por  Feins-

tein  (58) e Cechova(59), fazendo-se a adsorgão a  pH  8,0 (trie- 

tanolamina 0,1M,CaC1 2  0,01M). A  Fig.  15 mostra uma experien- 

cia tipica onde se obteve uma purificação de mais de 6.000 ve 

zes. A  Fig.  16 mostra eletroforese do material recuperad0 in- 

dicando ainda uma pequena contaminação de menor mobilidade que 

o(s) inibidor(es). 

4b.2. Sepharose-4B-quimiotripsina 

Em investigag5es sobre a identidade entre os inibido 

res de.  dupla cabeça IT/IQ de tres cultivares de Vigna unguicu-

lata, utilizamos na purificação destas substancias uma coluna 

de Sepharose-4B-quimiotripsina preparada de modo identido ao 

empregado na preparação de Sepharose-4B-tripsina (57). 0 es- 

Oema de eluig5o empregado foi o de Cechova (59). A  Fig. 17 

mostra uma experiencia tipica com material do cultivar serid6. 

Nesta etapa foi obtida uma purificag-ao dos inibi dores de qui-

miotripsina de cerca de 1.270 vezes. 

E interessante notar a ocorrencia de perdas na ativi 

dade anti-quimiotrTptica dos extratos durante passagem na colu 

na; estas perdas chegaram a atingir 35% da quantidade de ini- 

bidor aplicada havendo tambe-m uma pequena percentagem (ca. de 

5%) de inibidor no retido  (Fig.  18). As perdas  so  provavel 

mente devidas a uma ação hidrolTtica da enzima sobre o inibi- 
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dor de quimiotripsina, ação que tambem se  fa  4 sentir sobre 

inibidor retido (60). 

46.3. Sepharose-4B-anidro tripsina 

0 emprego de tripsina ou quimiotro%ina ativas presas 

a um suporte sOlido para o isolamento de inibidores tanto de 

de origem animal como de plantas data do meado da década de 60 

tom os trabalhos dos grupos de  Fritz,  Werle e Hochstrasser na 

Alemanha. Logo foi constatado que os inibidores separados 

não eram homogéneos e na maioria das vezes a heterogeneidade 

foi mostrada ser proveniente de clivagem enzimãtica dos inibi-

dores pelas enzimas, clivagem esta normalmente feita no sitio 

ativo (61). Este fenOmeno, em muitos casos foi explorado com 

vantagem pois permitiu o estudo do sitio ativo de muitos inibi 

dores. Para outros estudos no entanto, a necessidade de . se 

isolar os inibidores no estado nativo e essencial e e 6bvio 

que o métode não 6 exatamente adequado para isso. Foster e  

Ryan  (62) e  Feinstein  e  Feeney  C63) mostraram pela mesma época 

que tripsina e quimiotripsina cataliticamente inativas eram ca 

pazes de complexar seus inibidores. Este fato traz como' coro- 

lirio que a interação entre enzima inativa e inibidor não cau-

sa o aparecimento de novas formas de inibidor. 

Tripsina inativa, ou mais precisamente anidrotripsina, 

foi pela primeira vez empregada como ligante em cromatografia 

de afinidade por  Feinstein  em 1974 para verificar a possibili-

dade de clivagem de. um  inibidor de pãncreas humano quando iso- 

lado por Sepharose-tripsina (641. Ele demonstrou que a conver 

são- de um inibidor em outro de menor acidez não era devida a 

ação de tripsina ativa mas ocorria expontaneamente a  pH  baixo. 

Anidro-tripsina foi pela primeira vez empregada como 

metudo preparativo por  Bogard  e  Laskowski  (65) e pelo autor (66) 

tendo em mente exatamente explorar a vantagem do método em não 

contribuir para o aumento da complexidade do sistema de inibi- 

dores de tripsina, no caso de  Bogard  e  Laskowski  em pãncreas 
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de peru e no nosso caso, em sementes de Vigna e Canavalia. 

Anidro-tripsina foi preparada pelo metodo de Ako et  

al.  (67) a partir de PM3-tripsina esta obtida segundo Fahrney 

e  Gould  (68). A preparação final, uma mistura de anidro-trip- 

sina, tripsina ativa e proteina desnaturada foi tratada por 

TLCK (p-tolueno sulfonil clorometilcetona) um in.ibidor especi- 

fico para tripsina (69). A preparação final continha cerca de 

1% de tripsina cataliticamente ativa e 47% de espécies  CAN-T e 

TLCK-T) capazes de complexar õ inibidor de soj-a.  (63). Esta  pre  

paragio foi ligada a Sepharose-43 attvada por brometo de ciano 

ges nio, pelo'mjtodo de  Kassel  e Marciniszyn (57). Uma coluna 

de 1,3 X 5 cm foi montada e utilizada para separação dos inibi 

dores de tripsina de Vigna unguiculata cv. serid6. Foi utili 

zada uma preparag-do semi-purificada de inibidores tendo -sido 

verificada a total retengEo dos mesmos e eluigio em condig6es 

semelhantes aquelas utilizadas para eluição dos inibidores em 
- 

colunas de Sepharose-tripsina,  (Figs.  19 a 20). Obtivemos uma 

recuperação praticamente total da quantidade de inibidores apli 

cada em 6mbos os casos. Comparação dos inibidores isolados por 

Sepharose-AN-T e Sepharose-T utilizando-se . focalização isoele-. 

trica em placas e eletroforese em gel de poliacrilamida em  pre  . — 
senga de SDS  (Fig.  21) sugere que prov-iveis modificações na es 

trutura primiria dos inibidores causada pela ação da tripsina 

ativa no são detectadas por esses métodos (70). 
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PARTE  III INIBIDORES DE TRIPSINA EM SEMENTES 

INTRODUÇÃO 

A presença de inibi dores de tri psina em plantas foi 

pela primeira vez constatada em sementes de soja, urna 1 egumino 

sa de grande import-a- nci a nutricional (2). Esta talvez seja a 

raz-ao pela qual a maior parte das sementes nas quais se detec-

tou a presença de ini bidores pertença a esta farnfli a. Mesmo  den  

tro da famili a das leguminosas parece ter havido uma preferEn-

ci a dirigida dos estudos para a sub-famili a Papi 1 i onoi deae.  Pro  

vavelmente isto teria si do devido ao fato de que nesta  sub-fa- 

mil i a esteja classificada a maior parte das sementes de legu- 

mes que servem de alimento ao homem ou animais domEsti  cos  (71). 

Outras famili as que englobam espécies cujas sementes 

ou outros 6rg-aos de reserva rem import-ancia nutricional , como 

a das gramineas e sol anTaceas, foram cedo tamb-em examinadas  corn  

rei aço a presença de ini bidores (17). 

Sendo assim, ini bidores de tripsin a em espEcies des-

tas tres farnfl i as bot -inicas foram preferencialmente estudados 

desde que se iniciaram os estudos sobre estas  subs  t-a- nci as. 

Ultimamente, entretanto, tem havi do um interesse acen 

tuado na investigag-ao de inibidores de proteases, principalmen 

te de  trips  ina em outras famili as ou mesmo nas sub-famili as 

Caesalpinioideae  e Mimosoi deae,  Este interesse resulta, sem da 

vida, das tentativas de compreens-ao do significado da presença 

desSas subst-inci as em plantas, isto E , da funç-do que  el  as exer 

cem no metabolismo vegetal (17). 

Desse modo a expansão das fronteiras fil ogenai cas 

em que se encontram presentes os ini bidores mostraria a univer 

salidade de sua presença que se ri a  deco  rrEnci a da imporfancia de 

sua fungao ou fungoes. 

Segundo Strasburger, pode-se reconhecer cinco divi-

ses de primeira ordem no Reino Vegetal: esquisEfitos , tal 6fi - 
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bri -Ofi tos , pteri d -Ofi tos e espermat-Ofi tos (72). 

Inibi dores de proteases foram encontrados em bacte-

ri as., como 'e o caso de Es cheri chi a coli em que um si  sterna pro- 

tease -i ni bi dor tem si do bastante estudado por H. Holzer  ( 73). 

Recentemente N.  Richardson  (74), isol  du  e purificou  urn inibi- 

dor de  protease  de uma alga-azul (Spi rulina  maxima). Ini bi do- 

res em bri -6fi tos e pteri d-Ofi tos no entanto, parecem no ter si 

do  at  hoje detectados. 

Os quadros I e II mostram a distribui g-ao de inibi do- 

res de tri psina em espEci es de espermat-6fi tos ; evidente a 

preferénci a dos estudos dirigida para espéci es de angi ospermas 

e dentre estas ressalta o que ji foi  di  to antes, o maior name-

ro de investi gag-6es na famili a das leguminosas (Quadro II) . 

N.o seria temerária a afi rmag-ao de que estes inibido 

res ou  subs  t - ri ci as assemelhadas esto presentes em todos os ve 

getais sendo as sementes ou outros Org-aos de reserva provavel 

mente, os locais de sua maior acumul 

Vale salientar que a no detectagio •de i nibi dores de  

trips  ina em uma espEci e pode ser devi da a i nefi cici a do méto- 

do uti li zado; niveis  re  1 ativamente bai xos de inibi dores podem 

no ser detectados pelos m-etodos comuns, atualmente empregados. 

2. ESTUDOS INICIAIS 

As nossas investi gag-6es sobre inibi dares de tripsina 

em sementes iniciadas em 1965 foram ditadas tanto pelo interes 

se em es tender a um nrtMero maior de famTli as bot-anicas as i n-

vesti gag-6es atE ent-ao realizadas, como pelo interesse em i nves 

ti  gar  sementes potencialmente Gteis como fontes de alimento  pa  

ra o homem e animais domésticos, nativas do nordeste. Assim E 

que foi possivel detectar a presença de ini bi dores em um n6me-

ro de espEci es bastante afastadas das normalmente examinadas 

leguminosas, sol ana. ce as e gramineas e mesmo sementes de  di  

versas famili as de possivel interesse econ -Omi  co. O Quadro I 

mostra, por exemplo, que foram encontrados por nas, ini bi dores 
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QUADRO I 

ESPCCIES CUJAS SEMENTES CONTEM INIBIDORES DE TRIPSINA 

(Divises segundo Strasburger (72). 

GIMNOSPERMAS Refer-encias 

Classe VI . Coniferas 

(1) Araucariaceae 

Araucaria angustifolia (pinha) (75) 

ANGIOSPERMAS  

Classe I . Dicotiledoneas 

Ordem 1. Policarpicae 

(2) Lauraceae 

Persea americana (abacate) (75) 

(3) Anonaceae 

Anona squamosa (ata) (75) 

Ordem 2.  Rosales  

(3) Rosaceae 

Prunus americana (76) 

Ordem 3. Leguminosae 

(Ver Quadro II) 

Ordem 4. Mirtales 

(8) Trapaceae 

Trapa natans (76) 

Combretaceae 

Terminalia catapa (castanhola) (75) 

Ordem 5. Readales 

.(3) Cruciferae 

Brassica rapa ( 7 ) 

Raphanus sativus (rabanete) (77) 

Ordem 10. Terebintales 

( ) Anacardiaceae 

Anacardium occidentale (caju) (75) 

Mangifera indica (manga) (75) 
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Ordem 19. Urticales 

( ) Moraceae 

Artorcarpus integrifolia (jaca) (75, 7) 

Artorcarpus communis (fruta po) (75) 

Ordem 20. Tricoceae 

( ) Euphorbiaceae 

Ricinus communis (mamona) • (78a) 

Cnidoscullus phyllacanthus (favela) (75) 

Ordem 24. Centrospermae 

( ) Chenopodi aceae 

Beta vulgaris ( 7 ) 

Ordem 30. Tubi  florae  

( ) Convolvul aceae 

Ipomoea batatas (batata doce) ( 7 ) 

Ordem 31. Personatae 

( ) Sol anaceae 

Ni coti ana tabacum (fumo) (17) 

Sol anum tuberosum (batat'a) (17) 

Sol anum lycopersi cum Ctomate) (17) 

( ) P1 antagi naceae 

Plantago asilatica (76) 

Ordem 34. Si nandrae 

C ) Composi  tae  

Lactuca sati va (alface) ( 

Cl asse II . Monototiledoneas 

Ordem 1. Helobiae 

( ) Ali smataceae 

Alisma plantago-aguati ca 

Ordem 5. G1 umi forae 

• ( ) Gramineae 

Tri ti cum vulgare (trigo) 

Oryza sati va (arroz)  

Horde=  vuloare (cevada) 

Fagopy rum es  cu  lentum 

(76) 

( 7 ) 

( 7 ) 

( 7 ) 

(7) 
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QUADRO II 

ESPECIES DE LEGUMINOSAS, CUJAS SEMENTES CONTCM IN IB IDORES DE  TRIPS  INA 

Ordem 3. de  Di  cati 1 odone as  sag  Strasburger (72) . 

Re fe re— nci as  

Mimos  ace ae 

Stryphnodendron sp . (barbatim-ao) 

Adenanthera p avonin a (carol .i  na)  

En terol obi um contortisi 1  i  quum (ti mbauba) 

Leucaena sp. 

Pi the ce 1 I obi um cauli florum ( canafistul a de lag) 

(Pi the ce 1 1 obi um dumosum  (jurema branca)  

tada  gigas  

,Elephantorrhi za burkei 

4!Di ch ros t a chys ci ne re a 

Mimosa caesalpi.ni foli a (sabi -i) 

Mimosa pi gra 

Mimosa polycarpa 

Mimosa  pudica  

Acacia anci s tocarp a 

Acacia arabi. ca  

Acacia cambagei 

Acacia cori ace a 

Acaci a murrayan a 

Acacia prui nocarp a 

Acacia s tipuli  gera  

Acacia tenuissi ma 

Acacia torul  os  a 

Acacia vi ctori ae 

Cal 1  i  andra surri namensi s 

Albi zi a lehb.eck 

Pi the cell ob.ium  mui  ti fl orum 

Inga 1 au  ri na  

Inga nobi  lis  

(75) 

(. 75) 

(75) 

(75) 

( 75) 

(75) 

(78) 

( 78) 

(78) 

(75) 

(78) 

(78) 

(78) 

(78) 

(78) 

( 78) 

(. 78) 

(78) 

(78) 

(78) 

(78) 

(.78) 

(78) 

(78) 

(78) 

(. 78) 

(78) 

(78) 
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(Cont. QUADRO II) 

Caes alpini oi deae 

Caes al pi ni a fe rre a (juc-j) ( 75 ) 

Caesalpi ni a pyrami dal  i  s  (catingueira) ( 75) 

Gleditsia tri acanthus .(7 ) 

Gymnocladus di oi ca ( 7 ) 

Cassi a al  ata  (man Jeri  oba) (75) 

Cassia  tora  (matap as to  liso) (75) 

Cassia seri ce a (matap as to  cabeludo) (75) 

Hymen ae a courhari 1 (jatob-a) (75) 

TaMarindus  i  ndi  cus (tamari  n do) (75) 

Bauhi ni a purpurea (79) 

Bauhi ni a monandra (" cassi a") (75) 

Cerci s can adensis ( 7 ) 

deae  

Can  av  al  i a -mari ti ma ( 75 ) 

Canavali a ensi formis (feij -a. o_ de porco) (80)  

Can  aval i a brasi 1 iensi s (feij -ao de boi) (75) 

Labl ab purpureus (81) 

Arachis hypogaea (amendoim) (81) 

Cajanus i n  di  cus (81) 

Caj anus caj  an ( 7 ) 

Ci cer arieti num  (grip  de bico) (81) 

Glyci ne  max  (s oj a) (81) 

Glyci ne soja ( 8 ) 

Glycine graci 1 is (8 ) 

Glyci ne wightii ( 8 ) 

Lathyrus odoratus (ervilha) (81) 

Lathurus sati vus (8 )_ 

Lespedeza sti pul acea (81) 

Vi gn a radi ata (81) 

Vi gn a ungui  cu  1 ata (81) 

Vi gn a mungo (81) 

Vi gna angu 1 ari s (82) 
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Vi gna umbel 1  ata ( 83) 

Ph aseolus 1 unatus ( 81) 

Ph aseol us cocci neus (.7 ) 

Phaseol us aconi ti foli us ( 84) 

Pheseol us vulgaris ( 81). 

Sti zol obi um deeringi  anum  (81) 

Cy amopsi s psoral al des (7)  

Cyamopsis tetragonol  oba  (8)  

Lens es cu  lenta (lentilha)  ( 7 )  

Medi cago s  ativa Cal fal fa) ( 7 ) 

Pi sum s ati vum (7 ) 

Psophocarpus tetragon ol  obus  ( 7 ) 

Mu cuna deeringianum ( 7 ) 

S'ophora japonica (7 ) 

Tri foil um repens ( 7 ) 

Vi.ci a f ab a ( 7 )  

Vicia angusti foli a (85).  

Vicia cracca (86) 

Cli ttori a ternatea (8 ) 

Abrus precatori us (75,8) 

Di oclea sclerocarpa (mucurCa negra)  (75) 

Di oclea grancli. fl  ora (mucun -alisa)   (75)  

Centros ema pubes  cens (jiti ran a) (75) 

P1 atycyamus regnel 1  i (mangal (75) 

Erythri n a vel utin a (mulungu)  1 ungu) (75) 

Crotal ari a retusa (chocalho de cobra) (75) 

Doll chos difl orus (84) 

Macrotyloma axi llare (87) 

Fab a vulgaris (7) 
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de tripsina em sementes de Araucaria angustifolia (pinha, uma 

gimnosperma), Persea americana (abacate), Annona squamosa (ata) 

todas elas espécies filogeneticamente mais primitivas que as 

leguminosas. Além dessas, outras espécies foram examinadas e 

invariavelmente conseguimos detectar a presença de inibidores. 

Sementes utilizadas como fonte de alimentos como An  

cardium occidentale . (cajul e outras de utilização potencial 

tais como Mangifera indica (manga), Artocarpus - integrifolia  

(jaca), ftymenaea courbaril Cjatob), entre muitas, foram exami 

nadas, sugerindo em alguns casos a necessidade de tratamento 

prévio para Oe as mesmas possam ser aproveitadas como alimen-

tos, por exemplo, pelo homem ou animais monog"istricos. 

2a. Estudos em leguminosas 

'01 nosso interesse também se voltou para o estudo de 
. 

espécies de leguminosas e dentre estas de membros da sub-famT- 

lia Mimosoideae.  -0'estudo de sementes desta sub-famTlia se 

mostrou interessante por dois fatos: o primeiro, de que  at  o 

inicio da década de 70 no havia aparecido nenhum estudo sobre 

inibidores em sementes de mimosoideas e o segundo, o fato de 

que a maior parte dos membros da sub-familia  so  irvores e  tam  

bém 'aquela época não haviam sido detectados inibidores em se-

mentes de espécies arb-Oreas. 

Os resultados destes estudos estão mostrados na Tabe  

la  1 e nas  Figs.  22 e 23. Eles foram obtidos por medida dos 

inibidores de tripsina pelo método caseinolTtico de Kunitz co-

mo utilizado em nosso laboratOrio, em extratos de farinha das 

sementes, geralmente sem o tegumento. Os extratos. eram obti- 

dos por extração com -5gua destilada. Pode-se observar que as 

espécies de mimosoideas diferem enormemente em suas concentra-

0-es de inibidores e que Adenanthera pavoni na, uma mimosa arbo 

rea tem um dos maiores teores de inibidores de tripsina até 

hoje encontrados por nOs (ver adiante). Outras espécies arbii- 

reas como jatob-a" e tamarindo (ambas da sub-famTlia Caesalpi- 

niodeae) n'ao são tão ricas em inibidores. A  Fig.  22 sugere uma 
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TABELA I - Massa de semente, concentração de próteinas e concentração de 
inibidores de tripsina em sementes de algumas espécies nativas e cultiva- 
das. O método utilizado nas determinações de atividade antitrfptica foi o 
método de Kunitz e as unidades, aquelas definidas pelo autor. Os extratos 
foram feitos em agua destilada. 

SEMENTE . 
MASSA ` PROTErNA 

INIBIDO 
TRIPSINA 

 DE RES 

g/sem.  log  nig/g  
sem. ._. 

icy,  UI/g  
sem. 

log  

1. Persea americana (abacate) 81,800 1,91 - - 0,78 -0,13 
2. Ana.cardium occidentale (caju) 2,800 0,45 51 1,71 3,48 0,54 
3. Sorgum bicolor (sorgo) 0,035 -1,45 44 1,64 13,7 1,14 
4. Mimosa caesalpinifolia(sabi -a) 0,033 -1,48 148 2,17 56 1,75 
5. Stryphnodendron sp.(barbatimao) 0,099 -1,00 50 1,70 6 0,78 
6. Adenanthera pavonina(carolina) 0,134 -0,87 211 2,32 28.152 4,45 
7. Enter°labium contortisiliquum 

(timbauba) 0,465 -0,33 20 1,30 375 2,57 
8. Caesalpini a ferre.a (juci) 0,180 -0,74 164 2,21 1.140 3,06 
9. Cassia  alata (manjerioba) 0,018 1,74 45 1,65 3 0,48 

10. Hymenaea courbaril(jatobã) 2,600 0,41 300 2,48 265 2,42 
11. Tamarindus indicus(tamarindo) 1,057 0,02 51 1,71 90 1,95 
12. Canavalia ensiformis(f.porco) 1,560 0,19 146 2,16 180 2,25 
13. Abrus precatorius(jiriquitil 0,101 0,99 164 2,21 1.202 3,08 
14. Dioclea sclerocarpa(mucuni ne- 

gra) 11,700 1,07 350 2,54 2.990 3,48 
15. Dioclea grandiflora (mucunã 

lisa) 10,350 1,01 107 2,03 620 2,79 
16. Centrosema  pubes  cens (jitirana) 0,030 -1,52 88 1,94 310 2,49 
17. Platycyamus regnelli (mangal3) 0,274 -0,56 158 2,20 8.418 3,93 
18. Erythrina velutina (mulungu) 0,505 -0,30 61 1,78 1.893 2,28 
19. Crotalari a retusa (chocalho de 

cobra) - 0,014 -1,85 44 1,64 32 1,51 
20. Vigna unguiculata (seri-13) 0,230 -0,64 153 2,18 2.530 3,40 
21. Vigna unguiculata (pitiuba) 0,170 -0,77 167 2,22 2.402 3,38 
22. Vigna unguiculata (quebra ca-

deira) 0,190 -0,72 178 2,25 5.952 3,77 
23. Phaseolus vulgaris (Rico 23) 0,165 -0,78 92 1,96 108.000 5,03 
24. Phaseolus vulgaris (branco 

623) 0,359 -0,44 70 1,84 3.200 3,50 
25. Phaseolus vulgaris (vermelho) 0,356 -0,45 67 1,83 1.840 3,26 
26. Glycine  max  (soja) 0,234 -0,63 326 2,51 12.550 4-,10 
27. Arachis hypogaea (amendoim) 0,515 -0,29 200 2,30 765 2,88 

, 
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certa proporcionalidade entre a concentra0o de proteTna ex- 

traTda por -a-gua e a de inibidores nas sementes estudadas; uma 

correlag -ao mui to mais evidente foi observada por  Ryan quando 

estudou -  di  versos cultivares de batata (88). A significag-do  des  

ta correl ag-ao n -do "e-  to cl ara mas poderíamos imaginar que seja 

reflexo de uma das prov-aveis fung-óes dos inibidores; como  pro  

teína de reserva especializada e devi do -Es suas característi- 

cas de solubilidade pode-se imaginar que eles guardem uma cor- • 

rel agio positiva com as proteínas do tipo- albumina das se- 

mentes. 

A  Fig.  23. ó um grafi  co  do logaritmo da massa da se-

mente  versus  o logaritmo da concentrag-do de inibi dores de  trip  

sina para sementes de leguminosas. Apes  ar do nEimero bastante 

pequeno de esp -e- ci es examinadas tentador fazer algumas gene- 

ralizações. Sementes (ver Quadro  III)  mui to pequenas (0 9 01 a 

O,100) e sementes grandes (1 a 10g) tem relativamente as men_o 

res concentrações de inibidores enquanto que os maiores teores 

esfao contidos em sementes que nós chamamos de mé. di as e onde 

est -do concentradas sementes de espécies cultivadas (0 9 1 a 0,6g). 

significadoO dessas rel ag-Oes , se verdadeiro, ó obscuro. 

que parece ser verdadeiro ó que os inibi dores s -ao necessari os 

ao metabolismo da semente e que a presença de quantidades enor 

mes como no caso de Adenanthera pavoni na e  Ph  ase ol  us vul garis  

(Rico 23, um cultivar preto) n -ao deve ter infl ujnci a negativa 

na germinagio da semente. Uma observag-ao interessante que se 

pode fazer -6-  que sementes grandes Grupo IV (1 a 10g) parecem 

ter em comum a característica de possui rem poliss acarídeos de 

reserva n -ao ami raceos em grande  con  centrag-ao. Estes poli ssaca 

ri- deos s -do gaiactomananos ou do tipo ami 1 -Oi de (89). 
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3. ESTUDOS  EH  SEMENTES NATIVAS OU ADAPTADAS AO NORDESTE 

Com a finalidade de se avaliar as potencialidades de 

sementes de plantas nativas ou adaptadas ao Nordeste com res-

peito ao seu aproveitamento como fonte de alimento para o ho-

mem ou animais domésticos, o Departamento de Bioquimica e Bio7 

logia Molecular apresentou em meados de 1977 a FINEP (Financia 

dora de Estudos e Projetos da Secretaria do Planejamento) um 

projeto de pesquisa mais tarde aprovado, a ser desenvolvido 

sob a Coordenagao do  Dr.  Renato de Azevedo Moreira (90). 0 em-

brio desse projeto foi, sem duvida, • o esforço desenvolvido  des .;  
de 1965 em nosso laborat6rio no sentido de alongar os conheci- 

mentos sobre teores de inibidores de tripsina em plantas do 

Nordeste (Quadros I, II e Tabela I). Foi proposto nesse proje-

to o estudo dos teores de proteina, lectinas, al -érgenos e ini-

bidores de, tripsina em sementes assim como a toxicidade e va-

lor nutritivo  "in vitro"  e  "in  vivo" bem como o desenvolvimen-

to de métodos para pliminagdo de provEveis fatores t6xicos. 

Na primeira fase desse projeto foram estudados, com 

respeito a inibidores de tripsina, 18 sementes nativas ou adap 

tadas. As proteTnas de farinha de sementes foram extraidas 

com tampão borato de  pH  9 e as albuminas e globulinas separa-

das por di5lise contra ácido acético 0,033M. Os teeres de ini- 

bidores de tripsina foram medidos no residuo da extração, no 

-extrato de  pH 9,0,  nas albuminas e globulinas. A Tabela II mos 

tra os resultados obtidos. Um exame detalhado da mesma, revela 

aspectos bem interessantes como E o caso dos altTss.imos teores 

de inibidores em Adenanthera pavonina (carolina) e Caesalpinia  

ferrea (jucd), respectivamente 7,0';', e 3,6, (Ver  Cap.  II) e as 

quase insignificantes concentrag6es em Terminalia catapa (cas- 

tanhola), Cnidoscullus phyllacantus (favela), Mimosa caesal- 

pinifolia (sabia), Casssia sericea (matapasto cabeludo), entre 

outras. 

Vale destacar o interesse despertado pelas investiga 

Oes. em sementes de Artocarpus integrifolia (jaca), Anacardium  
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occidentale (caju) e Adenanthera pavonina (carolina). A . pri-

meira, uma espécie da famTlia Moraceae apresentou, em extratos 

brutos, um prov5vel sistema enzima (tipo tripsina)/inibidor  so  

observado atE agora em sementes de alface (91); a enzima se  en  

contra, pelo menos em alguma etapa do desenvolvimento da  semen  

te, em quantidades equivalentes as de inibidor. A  Fig.  24, re- 

presenta a ação de extratos brutos de sementes de jaca sobre 

tripsina a  pH  7,6 e o efeito do mesmo extrato sobre caseina. 

Evidéncias diretas de que o inibidor atua sobre a enzima não 

foram ainda obtidas (37). Em sementes de caju, que contém uma 

quantidade muito baixa de inibidores (ca. de 2 ug/g de farinha 

delipidada), também foi possível detectar um sistema inibidor/ 

proteinase; neste caso a proteinase foi uma enzima que hidroli 

za o substrato sintético, a-N-benzoil-DL-arginina-p-nitroanili 

da (BAPA) que O um substrato de tripsina. Não temos evidéncia 

de que o(s) inibidor(es) de tripsina e quimiotripsina purifica 

dos da sevente são os respons5veis pela inibição da  peptidase  

(92). Em sementes de Adenanthera pavonina detectamos uma quanti- 

dade de inibidores de tripsina que corresponde a mais de 1/4 

da proteTna soldvel da semente; acreditamos que esta semente 

seja a mais rica, sendo uma das mais ricas em inibidores jã .  

estudadas. Inibi dores de tripsina tambem foram detectados em 

folhas e em vagens desta mesma planta. E interessante notar  

que as folhas de A. pavonina servem:de alimento a ovinos (93). 

Outra observação que se pode fazer ao examinar a Ta 

bela II é o fato da existéncia, em alguns exemplos de grandes 

quantidades de inibidores nos residuos de extração. - Este ã o 

caso .de manga (Mangifera indica), jaca dura (Artocarpus inte- 

grifolia) e feijão de boi (Canavalia brasiliensis); pelo menos 

neste dltimo caso, extragOes sucessivas solubilizam os inibido 

res presentes no resíduo (94), o que não exclue a possibilida-

de de associação com alguma estrutura insoldvel neste e nos ou 

tros casos. 
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TABELA II - Atividade antitrTptica de sementes de espécies nativas ou bas-

tante encontradas no nordeste. 0 método utilizado na determinação da ativi- 

dade antitrTptica foi o de Kunitz e as unidades, as definidas pelo autor. 

Os extratos foram feitos em  tamp-ao borato 0,01 M,  pH  10,0, NaCl 1%. 

SEMENTE 

ATIVIDADE ANTITRTPTICA, UI/g DE 
FARINHA  

EXTRATO 
BRUTO ALBUMINAS GLOBULINAS RESTDUO 

Anona squamosa (ata) 194 89 5 - 
Terminalia cata.Pa (castanhola) 51 23 46 21 
Mangi fera indica (manga) . 6.606 1.292 - - 4.826 
Artocarpus integrifoli a (jaca du- 

1.092 3.589 1.810 3.144 ra) 
Artocarpus integri  foil  a (jaca mo- 

7.638 1.650 196 417 le) 
Artocarous communis (fruta pão) 1.012 357 666 40 
Cni dos cul 1  us  'phyl 1  acanthus (fave- 
1 a) . •p . 9 13 16 68 
Mimosa caesalpinifolia (sabra) 25 - - 22 754 
Adenanthera pavonina (cdrolina) 117.211 98.836 2.432 588 
Leucaena sp. 2.088 1.192 1.388 1.129 
Pithecellobium cauliflorum (cana- 

236 176 5 - fistula de lagoa) 
Pithecellobium dumosum (jurema 

13.775 1.512 4.900 1.562 branca) 
Caesalpini a pyramidalis (catin- 

- 29.536 6.323 2.-496 1.417 gueira) 
Cdesalpinia ferrea (juci) 56.640 9.498 2.090 3.471  
Cassia  tora (mata-pasto liso) 189 86 33 -  
Cassia  seri cea (matapasto cabe- 

21 16 10 30 ludo) 
Canavalia brasiliensis (f. de 

689 456 110 1.260 boi) 
Dioclea grandiflora (mucuría lisa) 5.895 1.824 86 - 
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PARTE IV - INIBIDORES EV VIGNA UNGUICULATA 

1..INTR0DUQ2'0 

a. Aspectos botanicos e importancia comercial 

Desde alguns anos utilizamos o feijao de corda ou 

feijao macassar como material -de estudo sob a denominagao bota 

nica de Vigna sinensis (L) Savi (95, 42). Recentemente Verd- 

court (96).  'em uma tentativa de estabelecer uma distingao entre 

os generos Phaseolus (L.) e Vigna (Savi) mostrou que a denomi- 

nagao correta dessa leguminosa seria Vigna unguiculata (L.) 

Walp. Este mesmo autor mostrou tambEm que os feijões dos tipos 

"mung" ou  "green gram",  "urd" ou  "black_ gram"  e "adzuki", co- 

nhecidos botanicamente por Phaseolus mungo, Phaseolus aureus, 

Pftaseolus radiatus, Maseolus angularis e Phaseolus umbellatus  

pertencem na realidade ao gEnero Vigna e  so  classificados res 

pectivamente como Vigna mungo, Vigna radiata, Vigna angularls  

e Vigna umbellata (96). 

Entre os legumes usados como alimento, os feijões do 

genero Vigna, Vigna unguiculata, Vigna mungo, Vigna radi ata, 

acima citados, representaram - apenas cerca de 1% da produgio 

mundial no ano de 1972. Em um exame mais detalhado das esta- 

tisticas, no entanto, verificamos que estes feijões representa  

ram  13% da produgao total de legumes no continente africano (97). 

Neste continente os principais produtores sao a NigEria,  Niger,  

Alto Volta e Uganda que em 1970 contribuiram com 91% para o vo 

lume da produgao mundial de Vigna (98). 

Os feijões do genero Vigna sao cultivados tambEm em 

outras regiões tropicais principalmente em zonas semi.-ri. das e 

sub-t-imidas dos continentes asiatico e americano (99, 100). No 

Brasil estes feijões, notadamente cultivares de Vigna unguicu-

lata,  so  cultivados principalmente no Nordeste onde represen-

tam cerca de 70% da-produgao de legumes para alimentagao humo 

na. 
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Sua produgão atingiu a 600 mil toneladas -em 1973 o 

que representou aproximadamente 32% da produgão nacional. C  in  

teressante salientar que estes nt--Jmeros no são computados nas 

estatTsticas de produgão mundial fornecidas pela FAO (100). . 

No Estado do Cear ã este feijão bastante importante 

pois e-  o 49 principal produto do Estado contribuindo para ca. 

de 12% de sua renda agricola. 

0 feijão de corda -e alimento bisico do nordestino 

juntamente com o milfto, arroz e.  mandioca. Seu consumo atinge 

a 40 kg por pessoa/ano sob a forma de grão seco e em menor es-

cala na forma de grão verde em vagem (100). 

0 teor de protefna se situa em torno de 25% havendo 

cultivares que chegam a 36%(101); A protefna extraTda de 

Vigna, no entanto, e-  deficiente em metionina, cisteTna e trip- 

tofano (102). Muita oportunidade para manipulagão genjtica  pa  

rece existir, de tal forma que problemas advindos da deficie- n- 

cia em amifto-dcidos essenciais são 'de possfvel resolução atra- 

vãs de melhoramento (103).. 

b. Primeiros estudos sobre inibidores em Vigna 

A partir dos primeiros estudos sobre inibidores de 

tripsina em soja (2, 3, 104) chegou-se ao consenso de . que es- 

tas substâncias estão presentes em todos os legumes para os 

quais anãlises para determinar sua presença foram feitas. Os 

lnibidores de tripsina, ainda hoje sem lhes ter sido atribuido 

papel definido na planta (17) e explicado a contento os efei- 

tos- possivelmente causados por sua ingestão (14), tambEm estio 

presentes no gEnero Vigna. 

As primeiras observações sobre a existencia de inibi 

dores de tripsina em esp6cies do ge- nero foram feitas em conse-

qUEncia do interesse que essas substâncias despertaram do pon 

to de vista nutricional. Assim ã que em 1947  Borchers, Acker- 

son  e Kimmet (6) detectaram inibidores de tripsina em sementes 

de Phaseolus aureus e Vigna sinensis respectivamente Vigna ra- 
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diata e Vigna unguiculata, como aceito atualmente. Em 1950 

Jaffé estudando diversas leguminosas confirmou a presença de 

inibidores de tripsina em Vigna unguiculata (105). Em 1953 na 

ttopadhyay e Banerjee (106) mostraram que no havia variagao 

na quantidade de inibidores em sementes maduras e germinantes 

de Vigna mungo e Vigna radi ata. Sollonie e -colaboradores-rela- 

taram logo depois que a atividade inibit6ria estava distribuT-

da em todas as partes das plantas de Vigna radi ata e em todos 

os est5gios de desenvolvimento; observaram também que Vigna - 

unguiculata no apresentava atividade.  inibit6ria em legumes jo.  

vens aparecendo na semente tão logo esta se forma. Este mesmo 

grupo confirma as observaçOes anteriores sobre a presença de 

inibidores de tripsina em sementes maduras de Vigna unguicula- 

ta, Vigna mungo e Vigna radiata (107, 108, 109). Em duas ou- 

tras espécies do_genero, V. angularis (82) e V. umbellata (83) 

anteriormente classificadas como Pliaseolus (96), estes inibido 

res tambée foram detectados; em V. angularis também foi detec 

tada atividade anti-quimiotrfptica (82). 

1 0 nosso interesse nos inibidores de Vigna sempre se 

situou numa tentativa de compreender o papel que estas  subs -Can .  

cias exercem no metabolismo da planta. Jã  no nTcio das inves 

tigaç-des em Vigna a import-ancia deste papel ou papéis foi suge 

rida por Honavar e Sohonie C107) sem que,  at  hoje, se houves- 

se chegado a respostas ou sugest6es definitivas (25). A com- 

preens -do do papel que os inibidores desempenham na planta esta 

intimamente associada -as possibilidades de manipulação genEti- 

ca no sentido de aumentar, - por exemplo, os teores de cistefna 

na semente. 

0 nosso interesse se restringiu a princTpio aos ini- 

bidores presentes em sementes e seu comportamento durante a 

germinação. Esta restrição se fundamentava inicialmente na 

tentativa de correlacionar o metabolismo dos inibidores com os 

processos metab6licos de utiliza'ç-ao das reservas protéicas. 

A  Fig.  25 mostra sementes dos diversos cultivares 

de Vigna unguiculata estudadas em nosso laboratOrio ao longo 
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das investigações aqui relatadas. 

2. C0NCENTRAÇA0 

A  con  centrag-ao de inibidores de tri  psi  na em sementes 

de leguminosas .ou qualquer outra semente ou Org -ão varia  bas tan  

te de especie para especie como pode ser visto em qualquer le-

Vantamento feito por um mesmo 1 aboratari o, utilizando o mesmo 

metodo de avali aCao de concentrag-6o (ver Parte  III  ) . Variações 

de  con  centraCao  so  tambem observadas dentro da mesma especie, 

como foi visto para Vicia faba  (110). 

Quando se quer comparar resultados obtidos para uma 

mesma especie por  di  ferentes 1 aboratOri os, as dificuldades ad-

vindas do uso de metodos  di  versos de determinagito de ati vi dade 

s-ao grande empeci lho (16) . 

Para o caso de Vi gna ungui culata,  no entanto, temos 

informações razoavelmente precisas e compariveis de di  versos 

grupos. A Tabela  III  mostra valores de concentrag-do de inibi 

dores de tripsina em  di  versos cultivares de V.ungui cul ata  obti 

dos em quatro 1 aborat3ri os. Apes  ar de algumas observações que 

serio feitas mais adi ante a tabela ilustra bem a vari abi da- 

de intraespecTfica referi da anteriormente. Nrao temos, infeliz 

mente, informações sobre concentrações de proteina, total ou 

solEivel , correspondente aos cultivares apresentados. Acredita-

mosque essa informaglio para um estudo dessa natureza seria de 

grande vali a no es cl areci  men  to do papel que ess as  subs  Canci as 

exercem na plantd. Uma correlag-do linear bastante alta foi  

en  c.ontrada por  Ryan  e  col. entre o teor de ini bi dores de pro- 

tei nases (tri  psi  na, quimi otri  psi  na e carboxipepti dase) e pro- 

teina sol -u- ve 1 de tuberculos de batata (88) . Em nosso 1 aboratO 

rio mostramos existir uma rel ag-do entre o logaritmo da concen- 

tração de inibi dor e o logaritmo da concentração de proteina 

solEivel em -,igua, para  di  versas sementes (ver Parte ILl, Fig.  

22) . A luz dessas experienci as e interessante chamar a aten- 

ção para o fato de que, geralmente, os inibi dores são subsran- 



TABELA  III - Inibidores de trips ma em  sementes  de 

Vigna unguiculata (L.) Walp.  

Cultivar. ou' 
variedade 

Inibidores de tripsina, 
ReferEncias 

CE 01 (serid6) 

CE 25  (sempre verde)  

CE 31 (pitiuba) 

CE237 (jaguaribe) 

CE315 

"Red bow" 

CE 11  (quebra cadeira)  

TVu 2027 

H 81 

"Red bow" 

TVu 2027 

TVu 4557 

TVu 76 

TVu 3229 

TVu 37. 

TVu 57 

TVu 1190E 

TVu 1502ID 

• 0,25 

0,22 

0,26-0,35 

0,27 

0,27 

0,79 

0,94 

1,44 

0,64 

6,02 

0,92 

0,44 

0,34 

0,30 

0,26 

0,25 

0,23 

0,19 

Este trab. 
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cias ricas em aminodcidos sulfurados e.g. cistina, ao contra.-

rio da maior parte das proteTnas vegetais (27). Essa correla- 

ção observada poderia ser decorrencia de atividades compar5- 

veis  do's  mecanismos de sTntese das proteTnas de um modo ge- 

ral - as proteTnas de reserva - e aqueles responsâveis pela 

sintese dos inibidores; a correlação, portanto, não seria se- 

não reflexo da produção paralela de ambos os tipos • de protei- 

na - as ricas em amino5cidos sulfurados e as proteTnas de re-

serva, normalmente pobres nesses aminbãcidos. 

Um exame da Tabela  III  mostra uma discrepância en- 

tre o valor encontrado para a variedade  "Red bow"  no nosso la- 

boratOrio e aquele calculado a partir de dados apresentados 

por Gennis e Cantor (112); estes autores encontraram uma con-

centração de 10 a 70 vezes menor do que qualquer outro culti- 

var listado; esta discrepância parece ser improv5vel e pode 

muito bem ser devida a uma subestimagdo da atividade inibit6-

ria medida no extrato bruto, associada a perdas excessivas du-

rante a purificação mas não evidentes nas tabelas apresentadas 

(112). Esta ultima possibilidade ã reforçada pelo fato de que 

esses autores utilizaram metodo desenvolvido por nOs e que re-

sulta numa perda de 753/4  da atividade anti-triptica . na etapa 

inicial (42). Uma outra discrepância 'vista na tabela 6 a nota-

da para o teor de inibidores *do cultivar TVu 2027. Este culti-

var, resistente ao gorgulho (Callosobruchus maculatus) e obti-

do no IITA  (International Institute of  Tropical  Agriculture),  

Ibadan,  Nigeria,  foi analisado pelo Departamento de Botânica 

da Universidade de  Durham,  Inglaterra (113) e por nas. Acredi- 

tamos que o metodo utilizado por  Gatehouse  et  al.  (113) para 

calcular a percentagem de inibidor leve a valores mais baixOs 

do que os encontrados por nOs em virtude de haverem tomado co-

mo base a atividade não do extrato bruto e sim a de uma fração 

albuminica. 

E interessante lembrar o fato de que a semente de V. 

unguiculata pode suportar, sem danos evidentes, variagbes nas 

concentragbes de inibidores de tripsina da ordem de 5 a 7 ve- 
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zes, sugerindo completa inocuidade destas substancias para a 

planta, o que alias sugerido pelas altas concentragOes de 

inibidores encontradas em outras sementes (Parte  III). TambEm 

neste centexto E interessante observar que as sementes admitem, 

sem terem sua formação afetada, amplos limites de variação de 

concentração de suas proteTnas de reserva (114). Entenda-se 

aqui como proteina de reserva, no caso de legumes, as globuli-

nas tTpicas. Variagbes to grandes como as observadas para  pro  

teTnas de reserva provavelmente não seriam admissTveis para as 

albuminas, grupo onde estão concentradas as proteinas metabO-

licas (115). 

3. MULTIPLICIDADE 

Logo no inTcio dos estudos sobre o fator antitripti-

co detectado em sementes de soja foi sugerido que esta semen-

te conteria trEs substancias capazes de inibir a atividade de 

tripsina e que seriam distinguTveis por suas solubilidades di- 

ferentes (44). Jâ em 1955 Sohonie e Bhandarkar sugeriram que 

sementes de Vigna unguiculata conteriam dois inibidores possT-

veis de serem separados de acordo com sua solubilidade em sul- 

fato de am5nio (109). EvidEncia de que sementes de Phaseolus  

lunatus (fava) contam uma famTlia de substancias com proprieda  

des  fisicas e quimicas bastante semelhantes e que inibem a ati 

vidade de tripsina, foi obtida em 1963 por  Jones, Moore  e  Stein  

(116). Apesar do namero cada vez maior de sementes de legumes 

onde se demonstra a existEncia de formulas mdltiplas de inibi-

dores (82, 112, 27, 5, 117, 118, 87, 35,. 12) registros da exis 

tenáia de somente uma forma aparecem consistentemente na lite-

ratura; este E o caso de Arachis hypogaea (11), Vigna radiata  

(119) e Pisum sativum (120); nestes trEs exemplos parece cla- 

ra a conclusão dos autores sobre a existEncia de somente um 

inibidor em cada espécie. 

Em Vigna radiata, Chrispeels e  Baumgartner  (119) re-

latam a existEncia de somente um inibidor de tripsina sem ati-

vidade sobre quimiotripsina; com auxTlio de anticorpos especi- 
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ficos para o inibidor isolado mostram com clareza que ele se 

localiza no citoplasma estando os corpos protEicos inteiramen-

te livres da substância. Diante dos resultados obtidos por nõs 

e  or  outros com relação a multiplicidade de inibidores nas es 

pgcies relacionadas Vigna unguiculata e Vigna angularis (82, 

24, 35), os resultados com Vigna radiata nos parecem merecer 

um reestudo. 

Diversos grupos  tern  trabalhado com inibidores de 

tripsina de Vigna unguiculata. Todos eles relataram estudos  so  

bre isolamento e caracterização dessas substâncias (42, 111, 

112, 113, 117, 35, 121, 122) sem, no entanto haver concordân-

cia quanto ao numero de espjcies ou coincidencia de proprieda-

des entre aqueles inibidores isolados. 

Nesta oportunidade tentarei reunir as informações  so  

bre o  ¡gamer°  e propriedades dos inibidores de tripsina e/ou 

quimiotripsina detectados em Vigna unguiculata. Esta tentativa 

tem o objetivo de conciliar as informações obtidas pelo nosso 

grupo com os resultados de outros. Esta conciliação levara cer 

tamente a uma melhor compreensão do papel ou papgis que os mi 

bidores exercem no metabolismo da planta. 

J5 em 1966 quando relatamos o isolamento de um ini-

bidor de tripsina/quimiotripsina mostramos claramente a exis- 

tencia de pelo menos - trgs inibidores de tripsina sendo que 

desses, aquele isolado inibia quimiotripsina em sitio indepen-

dente (42). Em seguida mostramos que esse inibidor tinha um pe  

so  molecular de 10.000, era rico em cistina e tinha um PI de 

4,7 (121, 122). Mais tarde, o inibidor de tripsina de maior 

significação quantitativa no cultivar serid6 foi isolado e par 

cialmente caracterizado, apresentando um pI de 5,0 (35). Estes 

dois inibidores são os mais importantes, quantitativamente, nos 

cultivares ou variedades por nas examinados utilizando focali-

zagão isoelgtrica em placas de gel de poliacrilamida e a tgc-

nica de coramento negativo, mEtodos  jã  descritos (ver Parte II). 

Em investigações sobre o comportamento dos inibido- 

res de tripsina durante a germinação de sementes do cultivar 
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seridO, verificamos que uma fração correspondendo a 50-75% dos 

inibidores tem sua mobilização dependente da presença do eixo 

embrion6rio (ver adiante); este resultado parece ser uma indi- 

cagdo de multiplicidade de função, provavelmente associada a 

multiplicidade de forma (24). Uma outra indicação de multipli- 

cidade, tamb-jm observada durante a germinação 6 o aumento de 

inibidores nas primeiras 24 horas de germinação e entre o 39 e 

59 dias para o caso dos inibidores de tripsina (ver adiante ). 

0 aumento no primeiro dia, entretanto, parece não ser devido 

ao aparecimento de novas formas de inibidores (25 5  75). Novas 

formas no entanto poderiam estar implicadas no aumento de ati-

vidade entre o terceiro e quinto dias de germinação, a exemplo 

do que foi constatado por Pusztai para Phaseolus vulgaris (27). 

O namero de inibidores foi mostrado ser bem maior 

quando modificamos o esquema de eluigdo em DEAE-celulose nor-

malmente utilizado para separação do inibidor bruto e utiliza- 

mos SP-Sephadex para purificação da fração predominantemente 

antiquimiotriptica  (Fig.  14, Parte II). Eletrofocalizagão em 

placas de gel de poliacrilamida e utilização do m6todo de co-

ramento negativo (ver Parte II) para an5lise quer de extratos .  

brutos, quer de preparag6es purificadas, mostrOu na realidade 

a grande complexidade do sistema de inibidores de tripsina e 

quimiotripsina de V. unguiculata. Extratos brutos dos cultiva- 

res serid6, pitiuba, quebra-cadeira e da variedade americana  

"Red bow"  apresentam 10 componentes com pis entre 4,6 e 7,3. 

E interessante notar que a maior parte dos inibidores de tripsi- 

na desses cultivares corresponde provavelmente a mais de 95% 

do total e se concentra na regido de pI de 4,6 a 5,4  (Fig.  10). 

CroMatografia de afinidade em colunas de Sepharose-4B-quimio- 

tripsina de preparagbes dos cultivares serid6, pitiuba e que-

bra cadeira sugere a exist-encia de dois inibidores adicionais 

de tripsina/quimiotripsina de pIs 4,52 e 4,56 (122). Uma fra- 

ção albumTnica obtida de preparag6es de corpos proteicos da 

.variedade  "Red bow",  preparados por centrifugação em gradiente 

de KI/glicerol e gentilmente cedida pelo  Dr. Robert  Begbie do  

The  Rowett  Research Institute, Aberdeen,  Esc6cia, foi tamb6m 
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examinada por eletrofocalizagão em gel de poliacrilamida; nes- 

ta experiEncia conseguimos mostrar a presença de cerca de 14 

componentes com atividade anti-trTptica cujos pIs vão de 4,6 a 

7,5  (Fig.  26), praticamente a mesma distribuição observada an-

teriormente em extratos brutos dos cultivares brasileiros seri 

do, pitiuba quebra cadeira e em  "Red bow".  E interessante no-

tar que a fração albumTnica derivada de corpos protEicos pare-

ce ser relativamente mais rica em inibidores de pIs 4,6 - 4,8 

e 6,4 - 7,5 do que a fração albuminica total que cobre a re- 

gião de  pH  de 4,6 a 7,5  (Fig.  27). A diferença numErica obser- 

vada, de 10 para 14 espEcies, pode ser atribuida a uma maior 

resolução no experimento particular. A Tabela IV mostra uma 

consolidação dos resultados obtidos por focalização isoelEtri-

ca de inibidores de tripsina de V. unguiculata em nosso labora 

tErio onde o inibidor  III  E o inibidor de dupla cabeça isolado 

por Ventura e Xavier-Filho (42) e o inibidor VII E" o inibidor 

de tripsina isolado por Xavier-Filho e Souza (35). 

Recentemente se tem falado muito sobre a possibilida 

de de formação de artefatos em eletrofocalizagão devido a inte 

ragbes induzidas pelos anfOlitos (123); a multiplicidade' de 

formas de inibidores aqui sugerida não nos parece, no entanto, 

ser devida a artefatos dessa natureza; esta multiplicidade de 

formas jã havia sido sugerida -pelos experimentos com DEAE-celu  

lose  utilizando gradiente exponencial de NaC1 e com SP-Sepha-

dex, anteriormente referidos; por. outro lado, as experiEncias 

de eletrofocalização foram feitas utilizando-se diferentes par 

tidas de anfOlitos alEm de terem sido tambEm utilizados dife-

rentes intervalos de  pH.  

Ainda recentemente em nosso laboratOrio, Carasco  

utilizando a mesma tEcnica descobriu um novo inibidor no culti 

var seridE; este inibidor de tripsina de pI 4,4 tem peso mole- 

cular aparente de 12.500 e se encontra exclusivamente em va- 

gens em desenvolvimento (26). 

0 grupo do Departamento de Biologia Vegetal da Uni- 

versidade de Genebra, Suiga, trabalhando com uma linha de 
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TABELA IV - Isoinibidores de Vign.a. ungiculata  

Pontos isoelgtricos das diferentes espgcies de inibidores 

de tripsina determinados por focalizag-do isoelgtrica. 

Mat'6rial 

Inibidor 

Extratos 

brutos 

Preparagbes 

purificadas 

Albuminas totais 

e albuminas de 

corpos protgicos 

I - 4,52 - 

i II - 4,56 4,6 

TI/QI III  4,6 4,7 4,7 

IV - - 4,75 

' V .4,8 - 4,8 

VI 4,9 - 4,9 

TI VII 5,1 5,0 5,0 

VIII 5,3 - - 
, 

IX 

X 

5,4 

5,9 

_ 

- 

- 

5,9 

XI 6,0 - 6,0 

XII - _ 6,4 

XIII - - - 6,5 

- XIV 6,7 - 6,7 

XV 7,3 - - 7,2 

XVI - - 7,5 
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V. unguiculata, H81, ,proveniente do Zaire, sugere que os Inibi 

dores de tripsina, em numero de quatro, estão distribuIdos nas 

frag-Oes albuminicas e globulinicas e apresentam praticamente as 

mesmas mobilidades eletroforéticas em gel de poliacrilamida,pa 

ra cada grupo; por outro lado, sugerem que os tecidos axiais 

possuem um inibidor adicional. Em virtude de havarem utilizado 

para separação dos inibidores, tripsina ligada 6 um suporte 

sélido (EMA-tripsina) lançam a suspeita de que a multiplicida-

de observada possa ser devida ao efeito da enzima sobre os mi 

bidores, fato por demais conhecido (61). Tendo em vista os re- 

sultados obtidos por nas, utilizando eletroforese em gel de 

poliacrilamida para separar os inibidores de extratos semi-pu-

rificados sem fazer uso de técnicas de afinidade  (Figs.  8 e 9, 

Parte II) (22) e aqueles referidos acima sobre separação de 

inibidores 'por focalizagão isoelétrica em placas de gel de po- 

liacrilamida somos de opinião que os resultados de  Royer et  

al!  (117) Royer  (111) refletem a multiplicidade de formas de 

inibidores (ver também adiante). Não ha, ihfelizmente, referén 

cia a ponto isoelétrico, mas a informação de que o conteGdo de  

cis  tina é da ordem de 19% e o peso molecular é da ordem de 

12.0O0 daltons sustenta a idéia de que esse grupo trabalhou  corn  

um complexo de inibidores semelhante ao por n6s estudado.. 

Em uma série de seis trabalhos publicados numa mes- 

ma edição do  "The Journal of Biological Chemistry",  Gennis e 

Cantor (112, 124, 125, 126, 127, 128) registraram o isolamen-

to, purificação, diversas propriedades fisicas e quimicas, au-

to-associação, formação de complexos com proteases e estudos de 

transfer&ncia de energia nestes complexos, de dois inibidores 

de tripsina de uma variedade denominada  "Red bow  98%  fat free 

black eye"  que acreditamos seja uma variedade de Vigna ungui-

culata. Os autores enfatizam as diferenças entre os inibidores 

isolados e o inibidor de tripsina/quimiotripsina anteriormente 

isolado por  fib's  (42). Ambos parecem ser diferentes também do 

inibidor de tripsina isolado posteriormente (35). r interessan 
te nOtar aqui que os autores acima citados parecem não ter en-

contrado nenhuma indicação de uma maior pluralidade no numero 



de inibidores dessa variedade de V. unguiculata. Esta observa-

OLo - aliada a outra, anteriormente referida, de que a concentra 

g-ao de inibidores de tripsina, como calculada pelos dados mos- 

trados por Gennis e Cantor bastante baixa, da ordem de 0,02%, 

sugere que essa variedade g bem diferente, tanto dos .cultiva- 

res por nOs estudados como daqueles estudados pelos grupos de 

Genebra e  Durham,  a que nos referiremos mais adiante. Obtive- 

mos uma partida de sementes de V.unguiculata de origem norte-

americana denominada de  "Red bow"  mas- que se enquadra, quando 

analisada por nOS, dentro dos tipos (pis) e valores de concen- 

tra0o apresentados pelos cultivares brdsileiros (ver  Fig. 10 

e Tabela III  ) . A inconveniEncia de n'6.o se utilizar nomencla- 

tura correta E evidente nesta situag-do. Os inibidores isolados 

por Gennis e Cantor tem pis de 5,1 (BEPCI) e 6,5 (BEPTI), valo 

res esses que poderiam ser facilmente acomodados na Tabela IV 

não foralas propriedades peculiares do inibidor de pI 5,1; es-

te E um inibidor de tripsina/quimiotripsina e que não tem simi 

lar nos cultivares por n6s estudados. 

Recentemente  Gatehouse  e colaboradores (113), no De-

partamento de Bot-anica da Universidade de  Durham,  Inglaterra, 

em um estudo onde se procurou relacionar concentração de inibi 

dores de tripsina em cultivares de V.unguiculata com resistEn-

cia a infestação por.Callosob.ruchus maculatus sugerem que a a-

tividade inibit6ria dessa leguminosa contra tripsina g devida 

a um inibidor mas que este apresenta-se complexo por focaliza-

g-ao isoel&- trica em placas de gel de poliacrilaminda. 0 -mgtodo 

utilizado pelos autores para purificação final do inibidor foi 

o de cromatografia de afinidade utilizando Sepharose-tripsina. 

Este método foi recentemente mostrado por nos não afetar o pe- 

so molecular por PAGE-SDS, o espectro de isoinibidores visto 

por focaliza0o isoelEtrica e nem a recuperação da atividade 

anti-triptica (70). Desse modo a complexidade observada por Ga 

tehouse et.  al  (113) parece ser reflexo da prOpria multiplici- 

dade de formas de inibidores de tripsina de V.unguiculata e 

não da natureza oligom&-rica do inibidor (129). 
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As Tabelas V e VI mostram algumas propriedades e com 

posição de aminoacidos dos inibidores de V.unguiculata mais es 

tudados  at  hoje. 0 inibidor de tripsina/quimiotripsina (TI/ 

0I), isolado por n6s tem sido objeto de estudo continuado por 

parte de Ventura e colaboradores (130)% 0 inibidor de tripsina 

(TI) de pI igual a 5,0 foi isolado por nos e mostrado ser in- 

teiramente destituido de atividade anti-quimiotrfptica e de 

não se associarem SDS 1% o que e caracterTstico de TI/QI e 

foi observado por Gennis e Cantor para os dois tnibidores por 

eles isolados. Os inibidores para os quais foi feita analise de 

aminoacidos apresentam uma alta proporção de 1/2 cistina o que 

g caracterfstico neste grupo de subst-incias.  

Feeney  e colaboradores (131) em umestudo sobre inibi 

gão de tripsina humana, plasmina e trombina mostraram que . o .  

inibidor de tripsina/quimiotripsina de uma variedade não espe-

cificada de V.unguiculata, preparado pelo metodo desenvolvido 

por n5s (95)era um inibidor relativamente fraco de tripsina 

humana e de plasmina, não tendo ação sobre trombina. Estes re-

sultados sio interessantes a luz das supostas implicações dos' 

inibidores de enzimas proteoliticas animais no valor nutritivo 

dos materiais vegetais que os contem (132). 

4. LOCALIZAVAO 

0 estudo de inibidores de proteases, principalmente 

dos inibidores de tripsina, suscitou sempre grande interesseem 

virtude de sua possivel contribuição para o baixo valor nutri-

tivo de materiais vegetais utilizados na alimentação do 'homem 

e de animais. Como esses materiais, em sua grande maioria, são 

sementes ou tuberculos, foi nesses orgãos vegetais que a maio-

ria das investigações sobre inibidores de tripsina foi inicial 

mente feita (17,8). Assim e que estas substancias foram detec- 

tadas e isoladas de sementes de leguminosas e  gran-lit-leas  e de 

tuberculos, principalmente de batata, uma solanacea (17,8). 



TABELA V 

Algumas propriedades de inibidores de tripsina- 

isolados de sementes de Vigna unguiculata. 

Inibigdo de , 

tripsina bovina  (mg/mg) 

quimiot. 

TI/QI 

0,97 

+ 

TI 

1,0 

- 

BEPCI 

+ 

+ 

BEPTI 

+ 

- 

E 8230 3308 2770 3440 

pI 4,7 5,0 5,1 6,5 

PM 9466 10520 8950 8200 

NH
2 

6 7 5 6 

NH
2 

terminal ? ?  SER SER  

STtio ativo p/tripsina  
n 

P/quimio 

LIS 

FEN 

LIS  ? 

? 

? 

- 
K diss. T 1,4x10

-8
11 3,0x10 9M ? ? 

K diss. QT 7,6x10
-9

M - ? - 

Associ  ação  

SOS dimero - dimero dialer() 

• pH>7 ? dimeros(?)tetr5m. tetram. 

60% Na
2

SO
4 ? ? monOmer monOmer. 

2M HCOOH ? • monomer(?) dimero dTme.ro  
pH<7 .._ 

monomer. monomer. ? ? 
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Provavelmente em virtude das caracteristicas morfol5 

gicas da maioria das sementes de leguminosas utilizadas como a 

limento em que o tecido de reserva é parte do embrião e ocupa 

a quase totalidade da semente (133), no houve uma preocupag-do 

em se tentar detectar qualquer localizag-do preferencial de mi 

bidores de tripstna na semente. Com  relaç-ao .5s sementes de gra 

mTneas, em que h5 uma diferencia0o nftida da semente em teci- 

do de reserva e. embri"ão (133), cedo foi possivel verificar a 

presença desses inibidores, tanto nos tecidos de reserva como 

no embrião (134). Em batata mesmo, uma localizagio preferenci-

al no cOrtex apical do tubérculo foi registrada(135). 

Foi provavelmente em uma espécie do genero Vigna, V. 

radiata  (ex  Phaseolus aureus) que pela primeira vez se mostrou 

a presença de atividade inibit6ria contra tripsina em tecidos 

vegetativos; na mesma investiga0o foi também registrada a  pre  

sença de inibidores em partes vegetativas de batata doce, uma 

convo1vul5cea (107).  

Ryan  tem dedicado grande parte de seus esforços na 

tentativa de elucidar a fungo ou funçOes de inibidores de  pro 

teases,  especialmente de um inibidor de quimiotripsina, encon-

trado principalmente em tubérculos de batata (Solanum tubero  

sum)  mas distribuTdo também em tecidos vegetativos desta e de 

outras solaniceas (17). 

Em gramineas os inibidores de enzimas proteolTticas 

parecem estar distribuídos tanto nos tecidos vegetativos (136) 

como na semente e ai nos tecidos de reserva e no embri-io(134). 

Em seguida aos estudos de Honavar e Sollonie (107), 

referidos acima, sobre distribuig-5o de inibidores em Vigna ra-

diata, onde relatam a presença de inibidores em todas as par-

tes da planta examinadas (cotilédones, eixo embrion5rio, tegu-

mento, folhas, caules, flores e vagens), Ambe e Sohonie mostra  

ram,  em Lablab purpureus e Faba vulgaris a presença de inibido 

res de tripsina em todas as partes de sementes germinantes e 

plantas em todos os est5gios de desenvolvimento (137,138).  Birk  

e  Waldman,  por outro lado, no detectaram qualquer atividade 



128 

inibit5ria em.folhas, caules ou vagens de soja (139). Os resul 

tados iniciais obtidos pelo grupo de K. Sohonie parecem atual-

mente inteiramente confirmados. 

A distribui0o de inibidores nas plantas, principal-

mente leguminosas — as mais estudadas — parece na realidade no 

estar restrita .a-s sementes. Assim que Weder em trabalho re- 

cente, mostrou a presença de inibidores de tripsina e quitniótrip 

sina em goma ardbica e goma catechu, produtos de duas mimosoi 

deas respectivamente,  Acacia  catechu e A. Senegal(78). Em nos-

so laboratOrio, Geruza Maia demonstrou recentemente a presença 

de inibidores em folhas e vagens verdes de Adenanthera  pavoni-

na, taMbem uma mimosa (140). 

Em nossos estudos sobre a mobilização de inibidores 

de proteinasas durante a germinação de Vigna unguiculata mos- 

tramos que os inibidores de tripsina se distribuem entre . os 

cotilgdones, eixo embriondrio e tegumento (Tabela VII). C in-

teressante notar a concentração de'inibidores duas vezes maior 

no eixo embriondrio do que nos coti1gdones(24). Concentragbes 

sistematicamente mais altas nos eixos embriond-rios de outras 

sementes de Teguminosas tem sido encontradas (94). Recentemen-

te, em nosso laboratario, Carasco confirmou a sugestao- anteri- 

ormente avançada de que a atividade inibit-Oria encontrada no 

tegumento seria não especifica (24,26). 

Em estudos mais recentes mostramos que a distribui-

(Ho de inibidores de tripsina e quimiotripsina em cotilgdones 

embebidos de Vigna unguiculata apresenta um gradiente de con-

centração que cresce a partir das porg-Oes distais atingindo va 

lorés consideravelmente mais altos nas porções proximais, cul-

minando com concentragbes cerca de duas vezes maiores nos ei-

xos embrionErios (Tabela VIII). 

Utiliza -do da té-cnica de coramento negativo empregan 

do Acetil—fenilalahina - naftil  ester  (APNE) como substrato 

para tripsina e quimiotripsina (ver mgtodos), sobre cortes 

transversais de cotiledones mostrou uma distribuição preferen- 

cial dos inibidores das duas enzimas nas regibes pr6ximas ao 



Eixo  embri o 
Ilan o  

Cotiledone* 1236,0 62,2 197,6 

37,4 2,6 3,4 

Tegumento 52,3 24,8 

129  

TABELA VII - Dist.ribuig-ao de proteina, atividade anti-trfptica 

e peso fresco em Vigna unguiculata cv. serid6. Ca 

da'valor g uma média de pelo menos oito an5lises. 

Atividade inibi, t- Peso fresco, 

Parte da ria - tripsina mi Proteina, 
mg/parte 

semente bida, pg/parte mg/parte 

* Dados correspondem a dois cotilgdones 
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hilo e em torno dos feixes vasculares  (Fig.  32) (25). 

Estas informações sobre localização tissular nas se-

mentes de Vigna unguiculata, embora, no apontem uma fungo pa-

ra os inibidores sio,a nosso ver, indicativas de necesSidades 

locais diferenciadas desta S subsfancias. Estas necessidades  di  

ferenciadas poderiam ser reflexo de suas prováveis fungões re-

guladoras e/ou de reserva, 

Carasco, trabalhando com o cultivar serid6, sugere 

que os inibidores de tripsina  so  sintetizados sequencialmente 

nas sementes e apresenta evidencias para a existencia de um 

inibidor em vagens verdes (26). 

E evidente que um grande passo para a compreens-do do 

papel ou papeis que esses inibidores exercem tanto no metabo-

lismo da planta e mais particularmente na semente como no va- 

lor digestivo dos materiais que os  con -Lem, sera'  dado quando 

sua localizag-io subcelular estiver inteiramente esclarecida. 

Investigagbes em diversas espgcies, tem mostrado resultados dis 

crepantes com respeito a uma localizag-ao particulada ou cito-

plasmEtica para os inibidores (17,8). 

Corpos protgicos, as organelas celulares que 'contgm 

principalmente proteinas de reservas e se encontram normalmen-

te em tecidos de reserva, como sementes (141) são encontrados 

tambem em vacriolos de cglulas jovens de batata e fumo(17). Os 

corpos proteicos de sementes tem origem ainda hoje disputada. 

Alguns investigadores, no entanto, acreditam que eles possam 

ter uma origem dupla, ou seja, a partir da fragmentação do va-

cilolo central ilnico e de ves,iculas originadas do reticulo en- 

doplasmEtico (142,143,144). Estas evidencias de origem dupla 

parecem ser razão suficiente para explicar a possivel existen-

cia de corpos protgicos morfologicamente diferentes, pelo me-

nos em cotiledones de leguminosas (143,144,145). Algm de dife 

rengas nas populações de corpos protgicos uma distribuição  pre  

ferencial dessas populações em cotiledones de Lupinus luteus  

foi observada (145). 



Fortes evidEncias de que inibidores de proteases, 

mais especificamente de quimiotripsina,  so  acumulados transi 

toriamente em corpos protgicos vacuolares de cglulas maristem5 

ticas de batata e fumo, foram obtidas por  Ryan  e seu grupo 

(17). Com- relagTio a corpos protgicos de sementes e em especial 

de semente de leguminosas no existe concord-incia nos resulta-

dos sobre se os inibidores de proteases e, neste caso mais es-

pecificamente os inibidores de tripsina, estio localizados no 

interior dessas'organelas ou se  so  citop1asm5ticas (. 74, 120, 

19, 143, 146, 147, 119). 

Resultados obtidos por n6s em 1973 com Vigna Ungui-

culata sugerem uma distribui0o de inibidores de tripsina  en  

tre fragb-es solveis e particuladas (74). Estes resultados es-

to de acordo com outros obtidos por alguns investigadores co-

ma Pusztai e  col.  trabalhando com Phaseolus vulgaris (147),Hob  

day  et  al.  , trabalhando com Pisum sativum (120), _Ohrispeels 

trabalhando com Vigna radiata (119,19), e Miege e  col. traba- 

lhando com Lablab purpureus e P. Vulgaris (143,146). Em todas 

as comunicagOes acima referidas h5 indicag-5o de associag-jo 

dos inibidores com frag-Oes particuladas. Outros resultados ob- 

tidos por nEs parecem indicar que uma. fração diferenciada do 

complexo de inibidores-V. unguiculata, variedade  "Red bow"  es- 

t5 associada ã fração albumiftica isolada de corpos protgicos  

(Figs.  26 e 27). Recentemente Denize Souza, de nosso laborat6-

rio, utilizando tetracloreto de carbono com densidades conveni 

entemente ajustadas com gter de petr61eo (148) obteve, a par-

tir de farinha do cultivar serid6, uma particula rica em pro-

teTna (71%) contendo uma proporção relativamente alta de inibi 

dores de tripsina e quimiotripsina., chegando, respectivamente 

a cerca de 3,2 e 3,3 vezes os valores encontrados para a  semen  

te(149). 

Em investigagbes relacionadas com a mobilização de 

inibidores de tripsina e quimiotripsina no cultivar serid6, 

mostramos que h5 um aumento consider5vel de ambas atividades 

durante as primeiras 24 horas de embebig5o(75). Estes inibido-

res em excesso dos normalmente extraTdos da semente quiescente 
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com tampão fosfato ou borato são extraidos com auxilio de sol-

ventes comumente utilizados para solubilizagdo de proteinas li 

gadas a membranas (25). Estes resultados parecem confirmar a 

hip-Otese levantada por Liener (150) de que residuos de extra-

ção de soja com baixa atividade antitriptica que causam hiper-

trofia pancreatica conteriam inibidores de tal maneira comple-

xados que não seriam detectados  "in vitro".  

Uma das evidEncias mais fortes para a localização ci 

toplasmdtica de pelo menos um inibidor de tripsina foi obtida 

por Chrispeels e  Baumgartner,  trabalhando com cotile.dones de 

.Vigna radiata (119). Estes autores, utilizando anticorpos fluo 

rescentes monoespecificos contra o que eles chamam de o inibi-

dor de tripsina isolado da semente, apOs a reação antigeno-an-

ticorpo, detectaram fluorescencia somente no citoplasma; os cor 

pos proteicos não apresentaram qualquer fluorescencia. E inte- 

ressante chamar a atenção para o fato de que ao trabalharem 

com somene -um inibidor de V. radiata, embora não haja base se 

gura para se acreditar que essa espJcie  so  contenha um inibi-

dor (ver atras), os autores podem ter obtido um  anti -soro espe 

cifico para somente este inibidor (118) deixando de detectar 

pois outros inibidores de tripsina. Desse modo-a evidencia da 

localização citoplasmatica fica restrita a somente uma espe- 

cie. 

Diante dos resultados e observagbes relatados acima, 

obtidos em diversos laborat5rios e no nosso prOprio (24,149) po-

demos propor duas possibilidades para o interrelacionamento  en  

tre inibidores de tripsina e corpos proteicos, pelo menos em se-

mentes de leguminosas. Na primeira hipOtese, os inibidores teriam 

uma localização citoplasmatica bem exemplificada pelo trabalho 

de Chrispeels e  Baumgartner  em Vigna radiata (119). Durante os 

processos de extração de corpos proteicos, utilizando-se sol-

ventes aquosos, onde estas organelas parecem ser extremamente 

instaveis (151), haveria oportunidade para complexagão dos mi 

bidores com a membrana das particulas. 0 resultado seria a  co-

sedimentação dos inibidores com os corpos protEicos e a possi-

bilidade de quebra dos complexos por diluição (120, 146). 
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A outra hipótese se assentaria na possibilidade da 

existência de diferentes tipos de corpos proteTicos, referida 

acima. Esta diferença de tipos poderia acarretar diferenças no 

equipamento prot6ico destas organelas (152). Esta hipótese ex-

plicaria, por exemplo, os dados de dissociação de inibidores de 

tripsina de corpos proté-icos referidos por Hobday et.  al;  (120); 

estes autores no conseguiram dissociação de uma fração corres 

pondente a 25% da quantidade de inibidores do homogenato ini-

cial. Explicaria os resultados de eletrofocalização de inibido 

res de tripsina de uma fração albuminica de corpos prot6icos 

distintamente diferentes qualitativamente dos inibidores ex- 

traidos com as albuminas totais  (Fig.  26 e.  27). Esta hipótese 

estaria provavelmente de acordo com investigaçóes recentes em 

corpos prot6icos de sementes de mamona onde foram encontradas 

altas concentraçóes de proteinas de baixo peso.- molecular 

('\, 10.000 daltons), ricas em cistina, localizadas na matriz dos 

corpos prot5icos e que são caracteristicamente albuminas(153). 

Embora pareça nio haver atividade inibi tona contra tripsina 

(154) ou que esta seja muito baixa (78a) nessa semente, a pos-

sibilidade de um paralelismo entre essas albuminas de reserva 

de baixo peso molecular e os inibidores de tripsina e de um mo 

do geral os inibidores de enzimas proteoliticas, parece ser 

evidente,. 

5. METABOLISMO 

A compreensão dos processos metabólicos que levam a 

sintese e degradação dos inibidores de proteases animais emais 

particularmente dos inibidores de tripsina em plantas est5 in-

timente ligada ao esclarecimento do papel ou pap6is que estas 

substincias exercem no metabolismo da planta. 

Sohonie e seu grupo (107,137,138) e  Birk  e Waldman  

(139) foram, provavelmente, os primeiros a estudar o desenvol 

vimento da atividade anti-triptica em tecidos vegetativos. Os 

primeiros detectaram inibidores em todos os tecidos em .desen- 

volvimento de Ipomoea batata, Vigna radiata, Faba vulgaris e 
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Lablab purpureus mostrando um descrescimo de concen.tragio em 

todos os 6rgios com o desenvolvimento, a exce0o da semente no 

caso dos legumes e dos tuberculos em I. batata onde o acumulo 

de inibidores e evidente (107,138);  Birk  e  Waldman  nao encon-

traram inibidores de trips¡na em folhas, caules e vagens vazi- 

as de tre's variedades de soja havendo, entretanto, detectado 

grande quantidade em sementes jovens (139). 

Posteriormente  Ryan  demonstrou a presença de inibi-

dores de quimiotripsina em tecidos vegetativos de batata (Sola _ 

num tuberosum) havendo um acGmulo nos tecidos de reserva (tu-

bérculos) a medida que diminue nos tecidos vegetativos. Por ou 

tro lado, mostrou acGmulo de inibidores da quimiotripsina em 

folhas jovens, lançando a hipEtese de que seriam proteinas de 

reserva tranSit6ria, desaparecendo logo que as celulas atingem 

a maturidade(17) 

Kirsi e Mikola demonstraram a presença de inibidores 

de protaases em folhas de plintulas de cevada; estes - inibido- 

res foram detectados em quantidade moderadamente altas nos 

primeiros estigios de desenvolvimento e menores niveis  at  au-

sencia em folhas maduras (134,136). A observagio de que ,o acG-

mulo de inibidores de proteinases de um modo geral se  di"  nos 

frutos em desenvolvimento também foi feita para essa especie 

(155).. 

Alem dos trabalhos pioneiros de Sohonie e colaborado 

res (107,137,138) e de  Birk  e  Waldman  (139) nenhum estudo pos-

terior foi feito sobre o desenvolvimento da atividade de ini- 

bidores de enzimas proteolTticas e em particular de - inibido- 

res de tripsina durante o desenvolvimento ontogen6tico de le-

guminosas. Recentemente, em nosso laborat6rio, Carasco mostrou 

que os inibidores de tripsina sio sintetizados sequencialmente 

durante o desenvolvimento do fruto de Vigna unguiculata cv. se 

rid6.  (26); os inibidores de tripsina aparecem nos cotiledones 

antes do Inibidor de tripsina/quimiotripsina. E interessante 

notar que o.  máximo de atividade anti-triptica encontrada por 

Carasco durante o desenvolvimento e" igual ao encontrado na se- 
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a existesncia de um inibidor nas vagens, aparentemente diferen-

te daqueles detectados na semente e que desaparece nesse Org'io 

antes da maturag-do da semente (26). 

0 estudo do comportamento dos inibidores de tripsina 

durante a germinag-ao de -sementes, principalmente de sementes de 

sojas e outras leguminosas, mereceu sempre maior atenção que 

os estudos durante o desenvolvimento ontogenético. Isto é fa-

cilmente compreensivel quando se atenta para os motivos que  le  

varam a descoberta dos inibidores em soja (ver Parte  III). 0 

interesse em se averiguar se o aumento do valor nutritivo de 

sementes de leguminosas com a germinagio estaria de algum modo 

relacionado ao comportamento dos inibidores de tripsina duran-

te este processo, levou a uma sgrie de investigagbes (para os 

trabalhos pioneiros ver  ref.  27). De um modo geral estes estu-

dos mostraram no haver  van  ação aprecijvel nas quantidades de 

inibidores com a germina0o, enquanto o valor nutritivo das se 

mentes aumentava. 

Ap6s estes estudos iniciais devotados a compreens-do 

do possivel interrelacionamento entre a presença de inibidores 

de tripsina e o valor nutritivo de sementes que os contgm, te- 

ve inicio a fase atual que se caracteriza pelo interesse em 

contribuir para o esclarecimento do papel ou papéis que essas 

substincias possam exercer no. metabolismo vegetal. As investi- 

gages  iniciais foraM, compreensivelmente, dirigidas para a 

tentativa de explicar a presença de inibidores de tripsina em 

plantas como fazendo parte de um sistema de controle onde  pro- 

teases  do tipo tripsina estivessem envolvidas. Shain e Mayer  

demonstraram a existe-ncia, em sementes germinantes de alface, 

de Um sistema inibidor de tripsina/enzima tipo tripsina; a ati 

vidade da enzima aumenta durante a germinação enquanto o ini- 

bidor desaparece (156,91). Este talvez seja o Einico caso em 

que uma relação mais estreita foi demonstrada entre os inibido 

res de tripsina e tripsina end6gena em sementes sugerindo  con  

trole da mobilização de reservas proteicas atravgs desse sis-

tema. Estudos com outras sementes também foram feitos havendo 
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evidências, embora sejam frágeis, de que sistemas desse tipo 

possam existir nos materiais estudados (ver 17 e 8). 

No espaço de menos de um ano, em 1972/73, três comu-

nicações trataram, independentemente, do comportamento dos mi 

bidores de tripsina durante a germinagao de sementes de legumi 

nosas (27, 24, 120). Pusztai, trabalhando  Qom  Phaseolus yulga-

ris mostrou haver um aumento de inibidores durante os primei-

ros dias de germinagao, aumento este devido ao aparecimento de 

novas formas seguindo-se o desaparecimento gradual durante o 

processo; o autor sugere que os inibidores nao estariam envol-

vidos no controle da atividade proteolitica mas que em virtude 

de seu alto leor em cistina estariam funcionando como uma fon-

te deste amindácido ou de enxofre (27). Hobday e colaboradores 

também mostraram o decréscimo de atividade anti-triptica com 

a germinagab e mostraram uma ligeira inibigao da atividade azo 

globulTtica da semente germinante por extratos ricos em ativi-

dade anti-Ariptica; mesmo assim sugerem que esta atividade nao 

estaria relacionada .com o controle da degradagao de proteinas 

na semente (120). 

A outra comunicação, das três acima referidas, ori- 

ginou-se no nosso laboratOrio (24). 0 material estudado foi o 

cultivar serid6 de Vigna unquiculata. Neste trabalho tambgm 

mostramos que a atividade anti-triptica decresce cdm a germina 

gio atingindo valores insignificantes pelo ultimo dia; isto g 

Mostrado tanto pelas curvas de atividade ao longo da germina-

go  como por filtragao em gel de dextrana dos extratos obtidos 

de cotilédones germinantes, como mostra a  Fig.  28. 

A multiplicidade de formas, anteriormente mostrada 

por n6s (42) e jas  relatada acima foi bastante evidente tantól 

pelo comportamento dos inibidores em filtragao de gel como nas 

experiências em que ficou demonstrado o envolvimento do eixo 

embrionário na degradagao dos inibidores durante o processo 

germinativo  (Fig  29); mostramos que a presença do eixo era ne-

cess-ária para a mobilizagao de uma fração da atividade que cor 

respónde a 50-75% ,da atividade inicial. Neste trabalho sugeri- 
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mos que o papel dos inibidores na planta seria diferente daque  

le  exercido pela maioria das proteTnas da semente uma vez que 

eles pareciam ser mobilizados de maneira diferente destas. Uma 

outra sugestão feita nessa ocasiáo, mas  jã  comunicada anteri-

ormente (157), foi a de que apesar de termos detectado uma pe-

quena inibição de proteases endEgenas 'par uma preparagáo con- 

centrada de inibidores de tripsina não ach5vamos que o papel 

destes estaria relacionado com o controle dessas enzimas; suge 

riamos entáo a exisfencia de inibidores especificas para  pro-

teases  end6genas e isto mais tarde mostrou-se ser o caso para 

Vigna radiata (19). Recentemente em uma extensão desse traba- 

lho (25) mostramos que, tanto os inibidores de tripsina como 

os de quimiotripsina aumentam nos cotiledones durante as pri-

meiras 24 horas de embebigáo e que h5 um aparecimento provável 

de novas formas de inibidores de tripsina no quinto dia de ger 

minagáo; no .eixo embrionário no inicio do processo h5 um de-

créscimo imediato e acentuado no 6rgáo como um todo e que per- 

siste para o hipocOtilo e radiculas mas que se inverte, isto 

6, há aumento no epic6tilo e plUmulas, a partir do quinto dia 

de embebigáo (Tabela VIII). Este aumento parece estar em conso._ 

n-incia com as investigagbes de  Ryan  sobre o acumulo de inibido 

res em folhas jovens e sua hipatese sabre a transitoriedade  des  

sas proteinas (17). A existéncia de um gradiente de concentra-

ção de inibidores nos cotiledones, crescente a partir das por-

g6es distais atingindo um máximo nas porg6es proximais e culmi 

nando com concentragbes 1,7 a 3,2 vezes maiores no eixo, em 

sementes embebidas por 4 horas  (Figs.  30 e 31 e Tabela VIII) e 

observag-Oes feitas em outras sementes de que inibidores de 

trip§iha te'm uma concentração normalmente maior no eixo embri 

onário (9.4), reforçam a suspeita de um papel de reserva para 

essas proteínas. Outra observagáo interessante, feita com auxi 

lio de cortes transversais de cotiledones submetidos a tecnica 

de coramento negativo com APNE  (Fig.  32) foi a de que a mobili 

zagáo dos inibidores se da a partir de regibes afastadas do 

hilo e dos eixos vasculares, seguindo, aparentemente, o mesmo 

padrão de mobilização de proteínas. 
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Fig.  29 - Efeito do eixo embrion5rio sobre a atividade 

anti-triptica de cotilgdones de Vigna unguiculata cv. 

serid6 durante a germinagio. (1) curva normal; (2) ei- 

xos retirados 1 dia ap6s embebigio e cotilgdones dei- 

xados em placas de petri sobre papel de filtro umedeci 

do; (3) mesmo que a curva (2) mas os eixos foram reti- 

rados ap6s 3 dias de germinação; (4) eixos rétirados 

ap6s 3 dias de germina0o; (4) eixos retirados nos dias 

mostrados na abcissa e os contAlgdones deixados como 

em (2)  at  completarem 5 dias. 
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TABELA VIII - Atividades anti-triptica (UIT) e anti-quimiotrTp-

tica (UIQ) de diferentes partes das sementes de Vigna unguicu- 

lata cv. serid6 durante a germinação.  SD,  SM e SP se referem 

as secções  distal,  mediana e  proximal  de cotiledones: E g o ei-

xo embrionário,  HR  g o hipoc6tilo mais radículas;  EP  g o epic6-

tilo mais plamulas e ET (eixo total) g a soma dos valores cor-

respondentes a  HR  e  EP.  

Tempo ap6s 

• embebigdo. 

Pa rte 
UIT 

Unidades de inibiOr.semente
-1 

UIQ UIT/UIQ 

4 horas SD 180,5 65,1 2,8  
SM  233,7 69,2 3,4 
SP 279,5 88,3 3,2 
E 24,0 9,8 2,4 

1 dia. . SD 289,6 87,0 3,3  
SM  315,5 97,3 3,2 
-SP 314,8 105,5 3,0 
A 17,6 6,0 2,9 

3 dias SD 160,6 75,9  2,1 
SM  194,7 59,6 3,3 
SP 173,3 58,4 3,0 
ET 9,9 3,4 2,9 
HR 8,1 2,8 2,9 
EP 1,8 0,6 3,0 

5 dias SD 87,9 14,2  6,2 
SM  102,2 26,8 3,8 
SP 101,1 23,7 4,3 
ET 6,6 3,8 1,7 
HR 3,7 2,2 1,7 
EP 2,9 1,6 1,8 

7 dias  SD 0,9 1,8  0,5 
SM  3,2 1,6 2,0 
SP 4,4 1,9 2,3 
ET 6,6 4,7 1,4 
HR 1,8 2,1 0,9 
EP 4,8 2,6 1,8 
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A compreensão dos processos de mobilizagio dos inibi 

dores de tripsina em Vigna durante a germinação importante  pa  

ra o entendimento de seu papel no metabolismo vegetal. -Tendo 

em vista contribuir para um provvel entendimento deste papel, 

sugerimos em 1973 (24) o possivel envolvimento de um 'sistema 

enzimatico capaz de reduzir as ligagbes dissulfeto dos inibi-

dores tornando-os.susceptfveis ao ataque de proteases; essa su 

gestão foi baseada em experigncias relatadas por Ghetie (158) 

e no fato de que uma enzima capaz de reduzir ligagbes dissulfe 

to de proteinas em presença de NADPH fora descrita por  Hatch  e  

Turner  (159). Utilizando tgcnica descrita por estes. autores ob 

tivemos uma preparação enriquecida nessa atividade, a partir 

de cotilgdones germinantes de V. unauiculata; a ação dessa 

enzima, no entanto,  «ão  afetou as atividades anti-trfpticas ou 

anti-quimiotri- pticas do inibidor bruto de semente (ver Parte 

II) (160). 5 interessante registrar que em 1976, Gennis e Can-

tor, trabalhando com a variedade norte-americana  "Red bow"  de 

V. unguiculata especularam, baseados em um aumento de ativida-

de azoalbumfnica a  pH  7,0 em presença de NADPH, que um comple-

xo protease-inibidor seria desfeito pela ação de uma dissulfe 

to redutase de protefna agindo sobre o inibidor (112). Os re-

sultados de Chrispeels e  Baumgartner  sobre a ação de uma endo- 

peptidas2 sintetizada "de novo" em cotilgdones germinantes de 

V. radiata na degradação do inibidor de tripsina por eles iso-

lado sio, a nosso ver prejudicados pelo fato de que, aparente-

mente, os autores trabalharam com uma mistura de inibidores  cu  

ia estrutura primaria parece bastante comprometida pelas passa 

gens sucessivas da preparação de inibidor por colunas de Sepha 

rose-tripsina(119). 

Recentemente conseguimos mostrar que, com auxflio de 

uma preparação enriquecida de inibidores do cultivar seridg 

quando presa a Sepharose-4B e utilizada em forma de coluna, 

pelo menos cinco componentes presentes em extratos de sementes 

germinantes ou quiescentes da semente sio retidos; uma fraca 

atividade caseinolftica a pH6 foi mostrada para o total dessas 

proteinas retidas bem como uma atividade anti-trfptica baixa 

mas reprodutivel; não conseguimos demonstrar nenhuma ação  des- 
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sas protefnas sobre as atividades anti-trfptica e anti-quimio-.  

triptica da preparag-do semi-purificada de inibidores de seri-

d6 (161). A presença de inibidores nas frag3es retidas, elimi-

nada a possibilidade de liberação da coluna, pode ser explica-

da pelas propriedades de associa0o caracteristicas desses mi 

bidores (35); a fraca atividade casein'olftica poderia ser ex-

plicada tanto pela comOlexa0o da atividade proteolftica ante-

riormente mencionada (24, 157) como pela complexagao da endo-

peptidase descrita por Chrispeels(162). 
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PARTE V - CONCLUSÕES 

Qual seria o papel ou papgis exercidos pelos inibido 

res de tripsina nas plantas? 

Esta foi a pergunta para cuja resposta nos propuse-

mos contribuir quando iniciamos nossos estudos sobre inibido-

res. No entanto, para . respondes-la teremos quer ver os inibido-

res de tripsina, não como uma classe de substáncia caracteriza 

das por inibir tripsina, um& enzima proteolitica de origem ani 

mal. 0 fato de.  que tenhamos usado tripsina como modelo e este 

fato tem  razes  hist6ricas, tem causado, a nosso ver, limita- 

gbes muito grandes na interpretação dos estudos sobre a signi-

ficagão fisiol6gica dos inibidores para as plantas. A procura 

de fungbes nas plantas para inibidores de tripsina e mesmo pa-

ra inibidores de outras enzimas animais est5 limitada prinCi-

palmente pelo fato de que talvez não haja um sistema proteoli-

tico semelhante em vegetais ou, em caso positivo, este sistema 

n-dp 6 quatitativamente importante; as altas concentragbes de 

inibidores de tripsina encontradas em muitas sementes, aliadas 

ao fato 0 que as constantes de associação entre a enzima e 

os inibidores 6 extremamente alta, reforçam a idgia de que os 

inibidores de tripsina náo estão presentes na planta para ini-

birem enzimas tipo tripsina. 

As enzimas proteoliticas de um modo geral são classi 

ficadas em quatro grupos principais; as do tipo serina, as do 

tipo sulfidril, as metalo-proteinases e as proteinases ácidas. 

Poderiamos listar um nGmero bastante grande de exemplos nos 

quais inibidores protgicos de enzimas pertencentes a cada um 

desses grupos foram encontrados em plantas e microorganismos. 

Consultas a revises recentes como as de Ryan(17) e  Richardson  

(8) são, no entanto, suficientes para comprovar o que afirma- 

mos. E interessante acrescentar que as enzimas proteoliticas 

utilizadas para esses estudos acima referidos, são originadas 

das mais diversas fontes; desde MamTferos, atg bactérias, pas-

sando pelo exemplo bastante interessante de enzimas proteoliti 

cas de insetos (17); mesmo em sementes foram encontradas enzi- 
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mas com especificidades provavelmente diferentes de tripsina e 

inibidas por proteTnas encontradas no mesmo material (8). 

No contexto acima E interessante referir os exemplos 

encontrados durante nossas investigações. A inibição de uma 

BAPAase de sementes de caju por uma fração enriquecida em ini-

bidores de tripsina da mesma semente 6 indicativa da existJn-

cia provivel de inibidores de outras enzimas em Preparagbesdes 

se tipo; E interessante notar que esta semente 6 extremamente 

rica em proteínas de baixo peso molecular, soliiveis em TCA e 

resistentes ao calor, propriedades caracteristicas dos inibido 

res (92). Outro exemplo digno de nota 6.  o caso da inibição de 

duas enzimas ácidas de Callosobruchus maculatus (gorgulho) por 

uma preparação de feijão serid6, rica em inibidores de tripsi- 

na (163). Esta preparação contam cerca de 62% de inibidores 

de tripsina mas parece conter outras proteinas  tic)  resistentes 

aos mJtodos de preparação como os inibidores (92). Outro exem- 

plo que seria interessante citar aqui, pois aparenta ser um 
4! 

dos poucos sistemas inibidor de tripsina/enzima tipo tripsina 

encontrados em sementes J o caso daquele referido na Parte  III 

(Fig.  24)J, encontrado em sementes de jaca (Artocarpus integri-

folia); neste caso, embora os estudos estejam em fase prelimi- 

nar a enzima parece ser do tipo tripsina, pelo menos no que 

diz respeito as condições 6timas de  pH  e temperatura (37). 

Inibição de enzimas não proteoliticas animais, envol 

vidas ou não em processos digestivos, por extratos de mate 

riais vegetais tem sido também observada (7). Inibidores de 

a-amilase pancreitica, estiveis ao calor em  pH  ãcido, foram de 

tectadas em sementes de leguminosas por  Jaffe-  e  col.  (9). 

Recentemente Shaltiel e  col,  trabalhando com quinase 

de proteina dependente de cAMP, extraida da mucosa .  intestinal 

de rato, mostraram ser a enzima fortemente inibida pelo inibi-

dor de soja (Kunitz). 0 fato de que esta enzima, diferente de 

tripsina em sua ação catalitica seja inibida pelo mesmo inibi-

dor protEico que inibe a enzima proteolitica E facilmente com- 
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preensivel quando se sabe que a quinaSe de proteTna exige uma 

especificidade de seu substrato proteico semelhante aquela exi 

gida por tripsina (164). Estes resultados  so,  pelo menos a 

nosso ver, os primeiros-a indicarem que inibidores de tripsina 

tipicos podem inibir outras enzimas bastante diferentes - em 

suas atividades. r interessante notar que esta enzima estJ en-
volvida nos processos de amplificação intracelular de estfmu 

los hormonais(165). Apesar destes processos no terem sido de- 

tectados em plantas superiores(166) parece haver indfcios de 

que estejam envolvidos na germinagáo de um fungo unicelular 

(167). 

Recentemente Youle e  Huang  (168,153) e  Tully  eBeevers 

(169) mostraram a existência em sementes de mamona de uma fra-

gáo proteica presente em corpos prot6icos e que tem caracteris 

ticas muito pr6ximas dos inibidores de tripsina de sementes;es 

tas caracteristitas incluem o peso molecular baixo, altas per-
, 

centagens de cistina e aminoácidos ácidos. Apesar de Perrone  
- 

e  col.  haverem constatado uma fraca atividade anti-triptica em 

torta de mamona (78a) isto parece náo ter sido confirmado em 

nosso latioratOrio, por Carasco trabalhando com a semente livre 

de tegumento (154). 

Ainda com relação aos inibidores de tripsina, um exa 

me das Tabelas I e II mostra que essas substáncias estio dis-

tribuidas nas sementes, pelo menos em sementes -  de leguminosas, 

em concentragbes que atingem uma variatáo de 5 d6cadas (de < 1 

a > 10
5 

UI/g). Esta enorme variagáo nas concentragbes de inibi 

dores náo nos parece ser indicagio razoável de sua fungo como 

inibidores de enzimas tipo tripsina. Esta ideia 6 bastante re- 

forada quando observamos que alguns cultivares de Phaseolus  

vulgaris, espécie bastante conhecida por seus inibidores de 

tripsina, no contem inibidores (170). 

As observagbes acima expostas nos levam a sugestáo 

com a qual tentamos esclarecer a. reformulagáo da pergunta pos-

ta no inftio destas conclusOes, de qual seria o papel exercido 

pelosinibidores de tripsina nas plantas. Esta sugestáo seria 
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a de que os i nibidores de tripsina fazem parte de uma famili a 

de proteinas caracterizadas por possui rem baixo peso molecu- 

lar (em torno de 10.000 dal tons) , ponto isoelgtri  co  a-ci do, al- 

to teor de cisti na e ami-noaCidos a- ci dos , geralmente resistentes 

a agao do calor a baixos  pHs  e bastan.te importante, extrema-

mente resistentes a aço de enzimas proteoliti cas, isto g, no 

sao facilmente  hi  droli sadas enquanto tenham seus residuos de 

cisti na no reduzidos. Estas caracteristi cas , aliadas a exis 

tnci a de residUos de amino5ci dos com especificidade adequada, 

a nosso ver, que tornam essas substanci as inibi dores protgi -  

cos  de enzimas proteoliti cas e possivelmente de outras enzi- 

mas. Es ta famil i a de proteinas seria  cons  ti tuida, em algumas 

espgci es , quase que integralmente de inibi dores de tripsina ,em 

outras espgcies os inibi dares de tripsina constituiriam uma 

fragao praticamente desprezivel (ver Tabela I). Em outras espg 

cies ainda, talvez a maioria das leguminosas, a fragao de i ni - 

bi dares se encontra entre estes dois extremos. 

A luz do que foi exposto acima a pergunta inicial- 

mente posta poderia ser formulada de outro modo: qual seria 

o papel ou papgis exerci dos nas plantas por essas proteinas de 

baixo peso molecular, ricas em cistina e resistentes a prote6-

lise? 

Tendo em vista que .durante nossos estudos, tanto com 

Vigna unguiculata como com outras espgci es , tenhamos nos vali-

do das atividades  anti  -tripti ca e anti-quimiotriptica como meio 

de seguir o comportamento dessas substanci as durante o 'desen- 

volvimento  on  togengti  co  (26) e durante a germinagao(24,25) as 

general i zag6es que englobem essa classe de  subs  ta- nci as devem 

ser feitas com cautela. 

ObservagOes com V. ungui culata reforçam, embora fra-

camente, a sugestao de que os inibidores de tripsina ou inibi-

dores especifi  cos  possam estar envolvi dos no controle de enzi-

mas proteoliti cas endagenas (157). Es ta tambgm parece ser uma 

sugestao que 6-  reforçada pelas experie- nci as com os sistemas i- 

nibidor/proteinase de Artocarpus integrifoli a (27) e Anacar- 

di um occi dentale(92) • 
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A presença de inibidores de azocaseinase e hemoglo- 

binase de larvas de Callosobruchus maculatus em preparagbes 

de V.unguiculata uma sugestao da possível contribuigao dessa 

classe de substancias para o arsenal de defesa contra .ataque 

de insetos (163). 

Os estudos relacionados com o aparecimento da ativi-

dade anti-triptica em frutos de V. unguiculata, desenvolvidos 

por Carasco em nosso laborat6rio parecem apontar para um para-

lelismo entre os sistemas de síntese para inibidores e aqueles 

utilizados para síntese de proteínas de reserva (26). Nossos 

estudos sobre o comportamento dos inibidores de tripsina e qui 

miotripsina durante a germinagao, por outro lado, parecem indi  

car  que essas proteinas tem uma mobilizagao compatível com o 

tipo de mobilização característico das proteínas de reserva, 

apesar de haver diferenças temporais nos dois casos. Os inibi- 

dores parecem ter sua mobilização mais tardia do que as pro- 

teínas de 4freserva típicas (24,25). Isto poderia ser explicado 

pela sugestão apresentada por  Ryan  de que a degradação dos mi 

bidores eria bastante limitada por suas características es- 

truturais (171). 0 fato tambe-m de que os inibidores parecem 

ser sintetizados no epic6tilo-pliimulas quando do estabelecimen 

to da plantula (25) e o seu aparecimento em vagens durante o 

desenvolvimento do fruto, seguido do desaparecimento antes da 

maturação (26) parecem estar de acordo com aspecto de transito 

riedade sugerido por  Ryan  para estas proteinas(17). 

Apesar de não podermos apontar um papel definido pa- 

ra os inibidores de tripsina e muito menos para a classe de 

proteínas cuja exisfencia 6 sugerida, algumas observaçOes adi-

cionais podem ser feitas. Qualquer que seja a fungao exercida 

por essas substincias, tais como o controle da atividade de 

proteinases end6genas, proteção de proteínas quando de disrup-

gao acidental da estrutura  sub-celular, controle da atividade 

de enzimas não proteoliticas (e.g. quinase de proteínas), pro-

teção contra ataque de insetos e microorganismos, mecanismo de 

dispersão de sementes, não devera ser tomada como a Gnica a 
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ser exercida na planta. Combinações de mais de uma dessas fun-

Oes ocasionalmente ocorreriam em determinadas sementes. 

No podemos deixar de notar que a destinag-do final 

dessas subst"incias, sejam inibidores de tripsina, sejam as pro-

teTnas constituintes desta classe caracterizada por uma estru-

tura rígida, proposta neste trabalho, parece ser a de fornecer 

amino5cidos principalmente cisteina(27) para síntese de novas 

proteínas. Torna-se, portanto, cada vez mais difícil aceitar 

esta função como sendo uma função secund5ria quando levamos 

em conta os altissmos teores ora de inibidores de tripsina(at6 

26% da proteina soldvel em Adenanthera pavonina)ora aqueles  en  

contrados para proteínas aparentemente sem atividade.anti-enzi 

m5tica mas nitidamente pertencentes a mesma classe (ca. de 40% 

de proteína total de Ricinus communis). (153). 
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