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RESUMO

A observacao da expressdo das proteinases cisteini-

cas durante o desenvolvimento das sementes de Vigna wungui-

culata (L) Walp. cv. pititba revelou dois minimos de atiﬁi-
dade (8 e 12 DAP) e dois picos de atividade maxima destas
enzimas, correspondentes aos dias 6 e 10 apds a ‘poliniza—
cdo. Nestes dias, bem como no 169 DAP, foram observados os
menores valores de atividade inibitdria contra papaina du-
rante o desenvolvimento dos cotilédones; nos dias 8 e 14
foram detectados os maiores niveis de expressdo destes ini-
bidores. Esta expressdo coordenada dos inibidores de papai-
na e suas possiveis enzimas-alvo reforca a idéia da parti-
cipacdo desses inibidores nos processos de regulacio da
atividade de enzimas proteoliticas enddgenas em sementes
(ASTHON, 1976; RYAN & WALKER - SIMMONS, 1981; MIKOLA, 1983).
C acompanhamento, por "dot blot", dos inibidores em eixos,
demonstrou resultados semelhantes aos encontrados por CA-
RASCO & XAVIER-FILHO (1981) para os inibidores de tripsina,
onde niveis sempre levemente crescentes foram observados

durante o desenvolvimento.

Uma fracao rica em inibidores de papaina, presentes
em sementes quiescentes de feijao-de-corda pititba, foi pu-
rificada, por cromatografia de afinidade em Sepharose CM-

papaina, em 7.931 vezes.
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Os niveis de inibidores de papaina, nestas semen-
tes, foram estimados em 0,4ung/mg de peso seco. Atividade de
proteinases cisteinicas também foi evidenciada em sementes
quiescentes de feijao-de-corda pitiuba e foi computada uma

guantidade total de 0,052ug/mg de peso seco.

As determinacOes quantitativas de inibidores de pa-
paina e tripsina em sementes de 23 espécies de plantas in-
dicaram uma menor variacdo dos niveis dos primeiros do que
dos niveis dos dltimos inibidores. Nenhuma correlacdo pare-
ce existir entre os niveis dos inibidores de ambas as clas-
ses de proteinases e o grau evolutivo destas plantas. Des-
tacam-se as sementes de Leguminosas como as que apresenta-

ram os maiores niveis de inibidores de papaina e tripsina.



ABSTRACT

Observation of the expression of cysteine

proteinases during seed development in Vigna unguiculata

(L) Walp. cv. pitiiiba showed two minima of activity (8 and
12 days after polinization) and two peaks of maximal
activity (6 and 10 DAP). These last correspond to the
lowest values of papain inhibitor activity during cotyledon
development; the maximal activity of these inhibitors has
been determined at 8 and 14 days after fertilization. This
coordinate expression of papain inhibitors and their
possible target-enzymes confirm the idea of the partici-
pation of these inhibitors in the regulation of endogenous
proteolytic enzyme activities in seeds (ASHTON, 1976; RYAN

& WALKER-SIMMONS, 1981; MIKOLA, 1983).

The development of inhibitor activity in the axes,

through a "dot blot" methodology, showed similar results
as those reported by CARASCO & XAVIER-FILHO (1981) for
trypsin inhibitors in the same organs, when slightly

increasing levels were noticed during development.

A fraction rich in papain inhibitors activity found
in mature cowpea seeds was purified 7.931 times by

affinity chromatography in Sepharose CM-papain.
The papain inhibitor levels in cowpea seeds, as

XX



titrated by cystatin, were estimated at 0,4ug/mg dry
weight. Cysteine proteinase activity was also evident in
mature seeds with a level of 0,052ug/mg dry weight as

titrated by chicken cystatin.

Quantitative determinations of papain and trypsin

inhibitors in seeds of 23 different species of plants
showed a lower variation for the levels of the former
inhibitors than for levels of the latter ones. No
correlation seems possible between the levels of both
inhibitors and evolutive position of these plants; seeds
of Leguminosae showed the highest levels of papain and

trypsin inhibitors.
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1 - INTRODUCAO

1.1 - Consideracoes Gerais

Inibidores naturais de enzimas proteoliticas formam
um grupo multifamiliar de proteinas, ubiquas na natureza
(LASKOWSKI & KATO, 1980). Representam, em plantas, em torno
de 1 a 15% ou mesmo uma proporcao maior da proteina total de
orgdaos de reserva, tais como sementes e tubérculos (RYAN,
1973); em algumas espécies estao também presentes em fo-
lhas, em frutos ou em ambos. Muitos dos inibidores de pro-
teinases ja identificados apresentam atividade inibitoria
contra cada uma das quatro classes mecanisticas de endo-
peptidases conhecidas. Estas enzimas, classificadas de acor-
do com a natureza funcional dos grupos responsaveis por sua
acao catalitica sdo: proteinases serinicas, proteinases cis
teinicas, proteinases acidas asparticas e metaloproteinases
(STOREY & WAGNER, 1986). Os dados percentuais, acima mencio
nados, aliados ao fato de que as proteinases sao freqﬁente-
mente de origem animal, tornam os inibidores provaveis fatores
antinutricionais bastante comuns em plantas. A pesquisa sobre
esses inibidores tem se intensificado bastante nos {4Ultimos
anos como uma tentativa de responder a questOes concernentes

a sua estrutura, papel fisioldgico e mecanismo de acdo.

A discussao em torno do papel biologico dessa clas-

se de proteinas, em especial, tem sido, sem davida, tema de

01
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debate e interesse consideraveis por parte de uma ampla
gama de especialistas, tais como: bioquimicos, farmacolo-
gistas, nutricionistas, fisiologistas, etc. Estes pesqui-
sadores, consensualmente, admitem, na atualidade, nao um
inico papel, mas uma multiplicidade de fung&es desempenha-

das por esses inibidores (XAVIER-FILHO & CAMPOS, 1989).

E fato conhecido que as pesquisas envolvendo inibi-
dores de proteinases serinicas tém recebidomuito mais aten-
cdo que as dirigidas a outros inibidores de proteinases, até
porque a natureza parece ter dedicado mais de seu tempo a
criacao das, no minimo, 13 familias conhecidas de inibido-
res de endopeptidases serinicas (RYAN, 1989). Em contrapar-
tida, ha uma Gnica super-familia de inibidores de proteina-
ses cisteinicas, que sdo distribuidos em somente trés fami-
lias distintas e recentemente definidas, presentes em ani-

mais, vegetais e microrganismos (BARRETT, 1987).

1.2 - Identificacao e Isolamento de Inibidores de Proteina-

ses Cisteinicas: Uma Revisao Historica.

O isolamento e purificacdo de inibidores de protei-
nases cisteinicas vem sendo obtido pela utilizacdo combina-
da de uma série de técnicas-padri@o para separacao de pro-

teinas.

Varios destes inibidores ja foram identificados até
O presente momento, em diferentes tecidos vegetais, tais
como: inibidor de bromelina em caule de abacaxi (PERLSTEIN
& KEZDY, 1973), inibidor de papaina e enzimas relacionadas,

em tubérculos de batata (RODIS & HOFF, 1974), inibidor de
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uma peptideohidrolase de vicilina ("vicilin peptidehydro-
lase"), uma peptideohidrolase presente em cotilédones de

Vigna radiata (BAUMGARTNER & CHRISPEELS, 1976; 1977),inibi-

dor de quimiopapaina na forma de cristais clibicos presentes
em folhas de tomate (AKERS & HOFF, 1980), inibidor especi-
fico de proteinases cisteinicas do tipo papaina em endos-
perma de milho (ABE et al., 1980), inibidor de papaina e
enzimas cisteinicas relacionadas em sementes de Vigna un~

guiculata subsp. cylindrica (RELE et al., 1980), inibidor

de proteinases cisteinicas em sementes germinantes de pi-
nheiro escocés (SALMIA, 1980), inibidor de proteinases cis-
teinicas de sementes germinantes de cevada (MIKOLA, 1983) ,
inibidor de papaina e ficina em sementes de arroz (ABE &
ARAI, 1985), inibidor inespecifico de proteinases do tipo

cisteinica em sementes de Enterolobium contortisiliguum

(OLIVA et al., 1987) e inibidor de papaina, ficina e brome-

lina em sementes de abobora-moranga (ZIMACHEVA et al., 1988).

O primeiro grupo de isoinibidores especificos con-
tra papaina e proteinases cisteinicas relacionadas, isolado

a partir de plantas, foi obtido de sementes de Vigna ungui-

culata subsp. cylindrica, onde est3o presentes em quantida-

des muito menores que os inibidores de proteinases serini-
cas do tipo tripsina e subtilisina (RELE et al., 1980). Foi
possivel, nestas sementes, a separacdo e purificacao dos
isoinibidores Ays A, A3, B2 bem como purificacao parcial
de C, apbs fracionamento com sulfato de amdnio a varios in-
tervalos de saturacao, cromatografias em CM-celulcse, DEAE-

celulose, Sephadex G-100 e eletroforese em gel de poliacri-
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lamida em presenca de SDS. O isoinibidor Bl' também presen-

te, nao foi purificado devido & sua instabilidade. Foi
constatado ainda neste trabalho de RELE et al. (1980), que
em sementes de 12 espécies e 21 culturas de tecido vege-
tais diversos os inibidores de papaina estiveram sempre

presentes, o que nao ocorreu com os inibidores de tripsina
e subtilisina. Mostraram ainda os investigadores (RELE et
al., 1980) que as 21 culturas de tecido testadas apresenta-
ram um aumento notavel da atividade inibitdria de papaina
apds aquecimento a 98°C por 7 min , sugerindo um inibidor
latente, liberado por agquecimento, provavelmente devido a
destruicao de uma enzima ou proteina que mascara parte ou

toda a atividade inibitoria em extratos frescos.

Em 1985, a purificagdo do inibidor de  proteinases
cisteinicas de arroz foi obtida pela utilizacd3o sequencial
das seguintes técnicas: aquecimento do extrato bruto, pre-
cipitacao por sulfato de amdnio, cromatografias em CM-
Sephadex C-50, Sephadex G-75, DEAE-Sephadex A-50 e novamen-
te Sephadex G-75. Realizou-se ainda eletroforese analitica,
em gel de poliacrilamida na auséncia e presenca de SDS, bem
como focalizacao isoelétrica (ABE & ARAI, 1985). Mais re-—
centemente, em 1987, o gene para este inibidor foi clonado
e o inibidor classificado como uma cistatina, passando a

ser referido como orizacistatina (ABE et al., 1987a).

O método empregado para a purificacdo da cistatina
de ovo de galinha, foi quase que exclusivamente, uma croma-
tografia de afinidade em Sepharose CM-papaina (ANASTASI et

al., 1983), procedimento repetido com sucesso em 1987, na
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purificacdo de inibidores de proteinases cisteinicas em se-

mentes de Enterolobium contortisiliquum (OLIVA et al., (1987).

O uso de uma enzima ligante em sua forma carboximetilada

acentuou a afinidade entre inibidor e enzima.

Um método semiquantitativo de gel em placa caseina-
agar foi empregado para a deteccdo de um inibidor de qui-

miopapaina em foliolos de tomate (AKERS & HOFF, 1980).

Em alguns casos, sabe-se que um mesmo orgao ou te-
cido vegetal pode apresentar mais de um tipo de inibidor
especifico para cada um dos diversos tipos de proteinases.
Um processo de isolamento desenvolvido para estes casos foi
a separacgao seqﬁencial pelo uso de enzimas ligadas ordena-
damente em um tipo de "cromatografia de afinidade seqﬁen—

cial" (XAVIER-FILHO & CAMPOS, 1989).

Mais recentemente, em 1988, uma técnica de "Western

blotting" foi empregada na purificacdo de um inibidor de
proteinases cisteinicas presente na célula do protozoario
Dictyostelium discoideum. Este foi o primeiro exemplo do

uso desta técnica como um método preparativo para a purifi-
cacgdo de um polipeptidio em seu estado ativo, ao contrario
do seu emprego usual, até entdo, na avaliacdo de intera-
¢Oes entre proteinas e anticorpos (KORTHet al., 1988). Ape-
sar do exemplo nao tratar de inibidor de origem vegetal ,
achamos relevante a citagdo desta técnica empregada recen-

temente e com inquestionavel sucesso.

A orizacistatina, mencionada anteriormente, foi o}

primeiro inibidor de origem vegetal incluido na classifi-
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cacao proposta no "First International Symposium on
Cysteine Proteinases and Their Inhibitors", realizado em
setembro de 1985, na Iugoslavia (BARRETT et al., 1986). Nes-
te encontro ficou estabelecido que as proteinas comprovada-
mente relacionadas, a nivel evolutivo, com a cistatina de
ovo de galinha formariam uma super-familia das cistatinas.

Estas proteinas estariam compreendidas em trées diferentes

familias: a familia 1, freqglientemente tratada como a das
estefinas, onde os inibidores sao desprovidos de pontes
dissulfeto em sua estrutura e apresentam peso molecular

aproximado a 11.000 daltons; a familia 2, de inibidores com
peso molecular de aproximadamente 13.000 daltons e que con-
tém ainda dois "loops" de pontes dissulfeto proximos a ex-
tremidade carboxilica; e,finalmente, a familia 3, também
referida como a dos cininogénios. Os inibidores desta al-
tima familia sd3o bem maiores, de peso molecular acima de
40.000 daltons e apresentam seis "loops" de pontes dissul-
feto, claramente resultantes de duas duplicagbes do mate-
rial genético da cistatina do tipo 2. S3o ainda moléculas
glicosiladas e em sua extremidade carboxilica tém um poli-
peptidio adicional que contém a seqliéncia de aminoacidos da
bradicinina, polipeptidio com importante papel no processo
de coagulacio sanguinea. Todas as cistatinas destas tres
familias conservam a seqﬁéncia Gln-Val-Val-Ala-Gly ou seus
hombélogos, devendo esta seqﬁéncia estar provavelmente en-
volvida na inibicdao de proteinases cisteinicas (BARRETT,

1987) .
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1.3 - Propriedades Fisicas, Quimicas e Estruturais de Ini-

bidores de Proteinases Cisteinicas

Como os inibidores protéicos de enzimas proteoliti-
cas em geral, os inibidores de proteinases cisteinicas, tam-
bém chamados em conjunto 'cistatinas' apresentam como pro-
priedades basicas, resisténcia ao calor, a extremos de pH
e a hidrdlise enzimatica, gracas a estabilidade de sua es-
trutura tridimensional dada por pontes dissulfeto. Apresen-
tam alto contetdo de residuos de meia-cistina, baixo per-
centual dos aminoacidos Met, His e Trp e sdo ricos nos ami-
noacidos acidos Asp e Glu e em residuos de Ser e Lys. Apre-
sentam ainda largo intervalo de peso molecular, indo de

5.000 daltons de um inibidor de Vigna unguiculata subsp.

cylindrica a 80.000 daltons do inibidor de batata (XAVIER-

FILHO & CAMPOS, 1989). Sao inibidores competitivos, rever-
siveis, com constantes de associacdo geralmente muito altas
e semelhantes, em magnitude, as de proteinases serinicas

associadas a seus inibidores especificos (RYAN, 1989).

VARTAK et al., em um estudo de trés grupos de ini-
bidores presentes em plantas, quais sejam, de tripsina -
quimiotripsina, de subtilisina e de papaina, concluiram
que esses inibidores assemelhavam-se bastante. Esta conclu-
sdao baseou-se em algumas caracteristicas apresentadas por
cada um desses grupos, tais como: valores de peso molecu-
lar, estabilidade a certas condigOes desnaturantes e espe-
cificidades as respectivas enzimas. Os dois primeiros gru-
pos de inibidores de proteinases serinicas se assemelham em

seu modo de acao, diferindo apenas nas quantidades muito
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superiores de inibidores de tripsina em relacao aos de sub-
tilisina, nas sementes. Ja os inibidores de proteinases
cisteinicas distinguem-se, em varios aspectos, dos de pro-
teinases serinicas: ocorrem em maior numero de géneros de
plantas e em varias culturas de células em divisdo e cres-
cimento ativo, apesar de em quantidades muito menores que
os inibidores de tripsina; tém pontos isocelétricos mais al-
tos; se ligam a derivados de enzimas cataliticamente ina-
tivos; e aparentemente diferem de ambos os grupos de ini-
bidores de proteinases serinicas em seu mecanismo de agao

(RELE et al., 1980; VARTAK et al., 1980).

Os isoinibidores de bromelina amplamente estudados
e isolados a partir de caule de abacaxi, foram caracteriza-
dos como inibidores de dupla cadeia, que, possivelmente,
teriam se originado de clivagem das ligacgdes peptidicas do
provavel sitio reativo (Arg-Glu e Gln-Asp). Suas sequencias
de aminoacidos foram determinadas e observou-se gue suas
atividades inibitorias eram inespecificas contra bromelina,
ficina e até tripsina, em menor intensidade. O peso molecu-
lar de um deles foi estimado em 5.600 daltons (HEINRIKSON &

KEZDY, 1976).

Quanto aos isoinibidores Al’ A,, A;, B, e C purifi-

cados a partir de sementes de V.unguiculata subsp. cylindri-
ca, demonstrou-se que eram especificos contra papaina, qui-
miopapaina e ficina, ndo apresentando nenhum efeito inibi-
torio sobre bromelina, pepsina, quimiotripsina, tripsina e

subtilisina (RELE et al., 1980). Os pesos moleculares des-
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ses inibidores, determinados por SDS-PAGE, variaram desde

5.000 daltons até 12.000 daltons (VARTAK et al., 1980).

O inibidor de proteinases cisteinicas isolado a

partir de sementes de Enterolobium contortisiliguum mostrou

atividade inibitoria inespecifica contra papaina, bromelina
e fraca contra tripsina. Como outros inibidores, mostrou-se
estavel a extremos de pH e resistente a temperatura de
60°C. Seu peso molecular, determinadc por SDS-PAGE e fil-
tracao em éephadex G-75, foi de 60.000 daltons, sendo, por-
tanto, o segundo inibidor de proteinases cisteinicas de

maior peso molecular (OLIVA et al., 1987).

Outro inibidor visto como sendo especificamente
ativo contra papaina e ficina, denominado CI-4a, foi isola-
do a partir do endosperma de milho por ABE & WHITAKER em
1988. De peso molecular estimado em 9.200 daltons (por SDS-
PAGE) e ponto isoelétrico 5,2 (por focalizacao isocelétrica),
esta proteina mostrou-se estavel a tratamento por calor em
100°C por 60 min e relativamente estivel em condic¢des aci-
das ou alcalinas. Considerando-se todas essas propriedades
o inibidor de milho mostrou-se semelhante a orizacistatina

(ABE & WHITAKER, 1988).

Ja o inibidor isolado a partir de sementes de abo-
bora-moranga mostrou-se ativo contra papaina, ficina e bro-
melina, sem exibir qualquer atividade inibitoria contra
proteinases serinicas, asparticas e metaloproteinases. Seu
peso molecular, por SDS-PAGE, foi de 6.000 daltons sendo,

portanto, o segundo menor inibidor de proteinases cistei-
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nicas de origem vegetal, conhecido. Utilizando-se focaliza-
cao isoelétrica, identificaram-se trés formas do inibidor
nestas sementes, cujos valores de pI foram 5,9; 7,5; 10,3

(ZIMACHEVA et al., 1988).

Pelo seqglienciamento de aminodcidos e por clonagem
de cDNAs, as estruturas das cistatinas est3do pouco a pouco
sendo elucidadas e, pela analise do cDNA da orizacistatina,
nome dado a cistatina do arroz, observou-se uma homologia
de seqliéncia significante com as cistatinas animais. Este
CcDNA compunha-se de 598 pares de bases e seu produto géni-
co poderia classificar-se na familia 1 da super-familia de
cistatinas, ja que nao contém pontes dissulfeto em sua es-
trutura. Poderia também situar-se na familia 2, levando-se
em consideracao o numero e localizacao de residuos de ami-
noacidos idénticos (ABE et al., 1987a). A orizacistatina
teve seu peso molecular estimado em torno de 12.000 daltons
e ponto isoelétrico de 5,3, mostrando-se muito eficiente na
inibigcao de papaina e ficina, mas ndo de bromelina ou qual-
guer proteinase serinica. Apresentou-se, ainda, estavel em
temperaturas abaixo de 100°C e em intervalo de pH entre

2,2 e 9,0 (ABE et al., 1987b).

1.4 - Mecanismo de Interacao de Cistatinas com Proteinases

Cisteinicas

A maior parte das proteinases cisteinicas inibidas
por cistatinas apresentam peso molecular em tornode 25.000

% n . & - ~
daltons e forte homologia de sequencia com a papalna e sao

consideradas pertencentes a super-familia papaina. Nesta
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super-familia estariam incluidas as proteinases vegetais
papaina, quimiopapaina, ficina, actinidina e bromelina

(BARRETT, 1987).

As cistatinas sdo inibidores competitivos e rever-
siveis, embora seja dificil demonstrar a natureza reversi-
vel desta reacgdao ou a competicdao com o substrato de uma
maneira direta, ja que a afinidade destes inibidores por
algumas de suas enzimas-alvo € muito alta. Uma particula-
ridade notavel desta interacdo € a capacidade de formacao
de complexos enzima-inibidor bastante firmes, mesmo quando
o sitio catalitico da enzima & bloqueado por reagentes

como iodoacetamida ou mercurio (ng+).

Neste ponto, as
cistatinas diferem dos inibidores de proteinases serini-
cas, incapazes de formar complexos estaveis com enzimas
bloqueadas, a nivel de sitio ativo, por inibidores cova-
lentes. Ja em relacao as constantes cinética e de equili-
brio, as cistatinas comportam-se, em suas interacdes espe-

cificas, de maneira semelhante aos inibidores de proteina-

ses serinicas (BARRETT, 1987).

Um modelo de interacao das cistatinas com protei-
nases cisteinicas foi recentemente proposto por BARRETT
(1987) . Neste modelo os inibidores apresentariam um sitio
reativo do tipo substrato que interagiria fortemente com
o sitio catalitico enzimatico, além de uma area de contato
secundaria que contribuiria para a energia de ligacdo. 0
sitio reativo das cistatinas, segundo o modelo, seria a
ligacdo peptidica do residuo glicina, proximo a extremida-

de amino-terminal, comprovadamente conservado em todas as cis
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tatinas até entdo seqlienciadas, sejam elas de origem vege-
tal ou animal. Ja a regido secundaria de contato & postula-
da como sendo a seqﬁéncia também conservada nas cistatinas
do tipo GIn-Val-Val-Ala-Gly (BARRETT, 1987). Apesar de al-
guns resultados experimentais suportarem o modelo descrito,
estudos cristalograficos por raios-X deveriam ser feitos
nos varios complexos formados entre as cistatinas e suas
proteinases cisteinicas especificas, visando sua comprova-

cao definitiva.

Avancos realis comecam a surgir neste sentido. A es-
trutura cristalina da cistatina de clara de ovo de galinha
foi determinada por difracao de raios-X, bem como sugerido
um modelo Unico de interacdao desta cistatina com a papaina,
no qual 'loops' presentes na primeira molécula participam
das principais ligacOes de interacdao com residuos altamente
conservados da enzima, situados na vizinhanca de seu centro
catalitico. O mecanismo proposto parece diferir fundamen-
talmente do padrdo de interacao ja definido para os inibi-
dores de proteinases serinicas e estas mesmas enzimas (BODE

et al., 1988).

Uma estequiometria equimolar da ligacao papaina-
cistatina de galinha foi também recentemente estabelecida,
em contraste com indicacOes anteriores de que duas molécu-
las de inibidor seriam necessdrias a inibicdao de uma molé-
cula de enzima. Uma constante de associacao limitada infe-
riormente por volta de 109M~1 reflete a forte interacao

entre esta cistatina e a papaina (LINDAHL et al., 1988).
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1.5 - Consideracdes Gerais Sobre o Papel Biologico dos Ini-

bidores de Proteinases Cisteinicas

Em decorréncia de esforcos de pesquisa empreendidos
na tentativa de elucidar a significacao fisiologica dos
inibidores protéicos de enzimas proteoliticas para as plan-
tas, tém sido sugeridos os seguintes papéis para esta clas-
se de proteinas: integrantes do conjunto de mecanismos de
defesa contra herbivoria excessiva; controle da atividade
proteolitica em tecidos vegetais; fonte, apos exerciéo seu
papel primario, de blocos construtivos para nova sintese
de proteinas; e contribuicdo na dispersdo endozdica das se--

mentes (RICHARDSON, 1977, XAVIER-FILHO & CAMPOS, 1989).

Ao lado de outros mecanismos de controle operantes
na mobilizacao de reservas protéicas, como controle hormo-
nal da sintese de novo, zimdgenos, compartimentalizacao,
pH, especificidade ao substrato e inibicdo por produto fi-
nal (ASHTON, 1976), uma breve consulta a literatura espe-
cializada mostra um papel de protecdo contra protedlise in-
desejada, em sementes, para os inibidores de endopeptidases
cisteinicas (principais enzimas responsaveis pela mobiliza-
cdo protéica durante a germinacdo (RYAN & WALKER-SIMMONS,
1981; SHUTOV & VAINTRAUB, 1987), bem como para os inibido-
res das trés outras classes mecanisticas de proteinases,
originalmente propostas por HARTLEY (RYAN, 1981) - serini-
cas, asparticas e metaloproteinases (ASHTON, 1976; RYAN &
WALKER-SIMMONS, 1981; MIKOLA, 1983). ABE et al. (1980), MI-
KOLA (1983) e SALMIA (1980) encontraram um declinio na ati-

vidade inibitoria de proteinases cisteinicas durante a ger-



14.

minacdo de milho, cevada e pinheiro escocés, respectivamen-

te. NIELSEN & LIENER (1984) observaram um decréscimo na
atividade inibitdria contra papaina em cotilé&dones de
Phaseolus vulgaris, durante a germinacdao. BAUMGARTNER &

CHRISPEELS (1976) mostraram a importancia de se comparar a
cinetica do aparecimento da atividade proteinasica e desa-
parecimento da atividade inibitdéria, bem como as localiza-
¢Oes intracelulares das duas atividades. Estes ultimos pes-
quisadores demonstraram que a atividade da peptideohidro-

lase de vicilina (endopeptidase cisteinica presente em co-

tilédones de Vigna radiata e envolvida na mobilizacao da
proteina de reserva) aumentava muito lentamente nos trés
primeiros dias de germinacdo e rapidamente do quarto ao

quinto dias, enquanto a atividade inibitoria contra a mesma
enzima diminuia gradualmente até o quinto ou sexto dia apos
a germinagao. Mostraram ainda que a atividade endopeptida-
sica responsavel pela proteolise dos corpos protéicos era
detectada nestas proprias estruturas e a atividade inibito-
ria no citossol. Por esses dados os autores consideraram
improvavel que os inibidores exercessem funcao regulatodria

na degradacao dos corpos protéicos em Vigna radiata, mas

gue pudessem funcionar como protecdao do citoplasma contra
disrupcdo acidental dos corpos protéicos que abrigam as

proteinases.

Por outro lado, a coexisténcia dos inibidores de
proteinases cisteinicas e de proteinases do tipo papaina
em tubérculos de batata levou RODIS et al (1974) a ndo des-

cartarem a idéia de um papel de controle da atividade pro-
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teolitica nestes 6rgaos, por parte dos inibidores.

RELE e colaboradores (1980), por sua vez, apds ob-
servarem a ocorréncia ubiqua dos inibidores de papaina nas
sementes de doze espécies vegetais testadas, sugeriram um
papel metabdlico enddgeno importante para esta classe pro-
téica, além de uma possivel acdo protetora contra agres-—
sdes eventuais. A ocorréncia dos inibidores de proteinases
serinicas em somente algumas dessas plantas exclui um papel
basico para estes inibidores no crescimento e diferenciacio
celulares, processos primordiais a todas as espécies de

plantas.

Mais uma evidéncia favoravel ao papel de controle
da atividade proteolitica endbgena, em sementes, para os
inibidores de proteinasescisteinicas surge do acompanhamen-
to da expressao de mRNAs codificadores de orizacistatina e
mRNAs codificadoras de glutelina (principal proteina de
reserva do arroz) durante a maturacdo das sementes. O expe-
rimento revelou uma expressdo coordenada dos dois mRNASs,
refletindo a possivel existéncia de um sistema de regulacao
da expressao génica nestas sementes, para o controle da
atividade proteolitica, desde a floracio até o amadureci-
mento. Ressalte-se, ainda, que uma proteinase cisteinica
foi detectada em sementes de arroz e que esta foi pronta-
mente inibida in vitro por orizacistatina, em uma concen-
tracdao equimolar (ABE et al., 1987a) a exemplo da intera-
cdo 1:1 entre cistatina de ovo de galinha e papaina (LIN-

DAHL et al., 1988).
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Outra sugestao de significancia potencial dos ini-
bidores de proteinases cisteinicas tem sido dada pela re-
cente evidéncia de que larvas de gorgulhos que proliferam

em sementes de V. unguiculata, bem como besouros de batata

do Colorado, parecem empregar proteinases cisteinicas como
principais enzimas digestivas e, portanto, sobrevivem a
dietas com altos niveis de inibidores de proteinases seri-
nicas, mas nao a altos niveis de inibidores de proteinases
cisteinicas (RYAN, 1989). Entretanto, observacdes de que os
inibidores de proteinases cisteinicas do tipo papaina, em-
bora inibam completamente proteinases-SH in vitro, ndo es-
tao relacionados com a resisténcia de certos cultivares de
feijao-de-corda (TVu2027, IT81D 1064 e IT81D 1045) ao gor-

gulho Callosobruchus maculatus F., colocam em cheque a

proposta do papel bioldgico acima suspeitado (XAVIER-FILHO

et al., 1989).

A sugestdo da atuacao dos varios inibidores de en-
zimas proteoliticas como proteinas de reserva deriva, ini-
cialmente, da constatacao de sua presenca em guantidades
relativamente altas em Orgdaos de reserva como sementes e
tubérculos. Esta hipbtese & fortalecida pela observacido, em
algumas espécies, do decréscimo do nivel de inibidores ao
longo da germinacao. Entretanto, em alguns casos, a presen-
ca dos inibidores sO0 & verificada por alguns periodos de
tempo, sugerindo entdao um possivel papel temporario de re-

serva (XAVIER-FILHO, 1973).

Outra fungao proposta para os inibidores de enzimas



17.

proteoliticas em geral pressupOe a sua contribuicdo na dis-
persdao endozdica das sementes (RICHARDSON, 1977). Esta hi-
potese tem origem na observacdo de gue passaros ou outros
animais herbivoros excretam, freqﬁentemente, sementes com
potencial de germinacao. Sugere-se, nesse caso, gue a OCOr-
réncia em concentracdoes relativamente altas de inibidores
em sementes resguardaria estas estruturas da agao de enzi-
mas proteoliticas atuantes no sistema digestivo dos ani-

mais.

1.6 - Objetivos da Investigacao

Na perspectiva de melhorar a produtividade e a gqua-
lidade de plantas cultivadas, pesquisas de DNA recombinante
tém fornecido novas e bem sucedidas técnicas de modificacgao
genética em vegetais. Entretanto, a biologia molecular de
plantas ainda se ressente do pequeno numero de genes iden-
tificados e isolados e tem seus horizontes limitados, no
presente, por esta lacuna. Outro fator limitante a formula-
cdo de estratégias racionais para a manipulacgao genética de
plantas & o entendimento completo dos sistemas a serem mo-
dificados, no que concerne a bioquimica, fisiologia e bio-
logia molecular dos processos e das interagOes entre as

plantas e seus ambientes (RYAN, 1989).

Este trabalho visa contribuir a essas investigacoes
fornecendo novos dados ao reduzido conjunto de informacoes
relativas a significadncia biologica dos inibidores de pro-
teinases cisteinicas. Estas proteinas sao de relevante in-

teresse na area de melhoramento vegetal, devido a sua atua-
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cao potencial em processos defensivos e/ou regulatorios.

Neste sentido, objetiva especificamente:

1) o acompanhamento da atividade de proteinases

cisteinicas em sementes de Vigna unguiculata cv. pititba

durante o desenvolvimento;

2) o acompanhamento da atividade inibitoria contra

papaina em sementes de V. unguiculata cv. pitidba durante

o mesmo periodo;

3) a correlacao das atividades proteinasica e ini-

bitoria durante o desenvolvimento das mesmas sementes:

4) purificacao parcial dos inibidores de papaina
presentes em sementes quiescentes de feijao-de-corda pitit-

ba;

5) uma analise comparativa dos niveis de inibidores
de papaina e tripsina em sementes de diferentes espécies de

plantas.



2 - MATERIAIS

Vigna unguiculata (L.) Walp. & uma planta da fami-

lia Leguminosae, subfamilia Papilionoidae, que tem germina-
cdo epigéia, sistema radicular formado pdr uma raiz princi-
pal, pivotante, com ramificagdes laterais e caule rastejan-
te e trepador, caracterizado por uma haste principal, de
crescimento determinado ou indeterminado, da qual se origi-
nam ramos. Acima dos cotilédones surge o primeiro par de
folhas, simples e opostas,que exibem grande variacdo na sua
forma e tamanho. Ja as demais sio compostas, trifolioladas
e alternadas, sendo os foliolos de formasque variam de 1i-
near-lanceolada a ovalada. As flores sao pediceladas, com
pétalas brancas, amarelas, violetas, em diversas
tonalidades. As vagens e sementes variam consideravelmente
em forma, tamanho e cor (LIMA, 1980; WIEN & SUMMERFIELD,

1984).
2.2 - Semente

Sementes quiescentes de V. unguiculata (L.) Walp.

cv. pititba foram fornecidas pelo Centro de Ciéncias Agra-

rias da Universidade Federal do Ceara.

2.3 - Outras Plantas e Sementes

No transcurso da execucao deste trabalho outras

plantas, de classificacgdo sistematica variada, foram inves-

19
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tigadas. A seguir estao listadas as espécies com seus res-
pectivos 'nomes vulgares e classificacao, segundo BRAGA

(1976) e SCHULTZ (1943), respectivamente (TABELA 1).

2.4 - Reagentes

Papaina - Preparacdo cristalina. Sigma Chemical
Company, St. Louis, EUA.

Caseina - Preparada segundo Hammarsten. E. Merck
S.A Industrias Quimicas, Rio de Janeiro, Brasil.

Acetil-fenilalanil-arginina-p-nitroanilida (APANA)-

Departamento de Biofisica da Escola Paulista de Medicina,
Sao Paulo, Brasil.
Cistatina - Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA.
L-Cisteina - E. Merck, Darmstadt, Alemanha.

DL-Ditiotreitol (DTT) - Sigma Chemical Company, St.

Louis, EUA.

Polivinilpirrolidona, Insolavel (PVP) - Sigma

Chemical Company, St. Louis, EUA.
Peridrol (agua oxigenada a 30%) - E. Merck,
Darmstadt, Alemanha.

Brometo Cianogénico' (CnBr) - De Haén Ag Seelze

Hannover, Alemanha.

Conjugado de Peroxidase de Rabano-Bastardo com IgG

de Cabra contra IgG de Coelho (Goat anti-Rabbit IgG Horse-

radish Peroxidase (HRP) Conjugate) - Bio-Rad Laboratories,

Richmond, Calif., EUA.

Reagente para Desenvolvimento de Cor de HRP (HRP

Color Development Reagent) - Bio-Rad Laboratories,
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Riachmond, Calif., EUA.
CM-celulose - E. Merck, Darmstadt, Alemanha.

Proteina-A Sepharose CL-4B - Sigma Chemical

Company, St. Louis, EUA.
Sepharose-4B - Pharmacia AB, Uppsala, Suécia.
Os demais reagentes utilizados foram de grau ana-

litico e obtidos comercialmente.
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TABELA 1 - Plantas investigadas - classificacao, denominagcao cientifica e

vulgar.

CLASSIFICACAD

NOME CIENTIFICO

NOME VULGAR

Subdivisao Gymnospermae
Classe Coniferae
Familia Pinacea
Subfamilia Araucariineae

Subfamilia Abitineae

Familia Taxaceae

Subfamilia Taxeae
Subdivisao Angiospermae

Classe Monocotyledonae

Familia Gramineae

Classe Dicotyledonae
Subclasse Choripetalae
Familia Leguminosae

Subfamilia Mimosoideae
Subfamilia Caesalpinioideae

Subfamilia Papilionoideae

Familia Anacardiaceae
Familia Guttiferae
Subfamilia Clusoideae
Subclasse Simpetalae
Familia Solanaceae

Familia Cucurbitaceae

Familia Compositae

Biota orientalis

Araucaria brasiliensis

Pinus maritima

Picea pungens

Taxus baccata

Oryza sativa

Zea mays

Triticum sativum

Adenanthera pavonina

Enterolobium contortisiliquum

Parkia sp.

Tamarindus indica

Canavalia gladiata

Phaseolus vulgaris

Vigna unguiculata (3)

Dioclea grandiflora

Glycine hyspida

Anacardium occidentale

Platonia insignis

Solanum lycopersicum

Cucumis melo

Momordica charantia

Helianthus annuus

arroz
milho

trigo

carolina
orelha-de-negro
fava-de-vaca
tamarindo
fava-contra
feijao comum
feijao-de-corda
mucuna

soja

caju

bacuri

tomate
me lao
melao de S. Caetano

girassol
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(1) Sementes cujos nomes vulgares nao constam nas bibliografias con-

sultadas.

(2) Semente cuja classificagao completa nao consta nas bibliografias

consultadas.

(3) Seis diferentes cultivares de Vigna unguiculata foram utilizados:

CE-11, CE-31, CE-524 (fornecidos pelo Centro de Ciencias Agrarias
da Universidade Federal do Ceara), IT8ID 1045, IT81D 1064 e TVu
2027 (fornecidos pelo Centro Nacional de Pesquisa Arroz-Feijao -

EMBRAPA, Goiania).

Obs.: As demais sementes listadas foram obtidas comercialmente.



3 - METODOS

3.1 - Expressao de Proteinases Cisteinicas e Inibidores de

Papaina Durante o Desenvolvimento das Sementes.

Plantas de Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. pitia-

ba foram cultivadas em terreno do Campus do Pici, Universi-
dade Federal do Ceara, Fortaleza-CE, Brasil, durante o pe-
riodo de marco a junho de 1988. As primeiras flores surgi-
ram oito semanas apds o plantio das sementes e, desde en-
tdo, foram diariamente etiquetadas. Considerou-se como data
de polinizacdo o dia em que as flores se apresentaram to-
talmente abertas. Foram coletadas vagens frescas, em diver-
sos estagios de desenvolvimento, as quais foram seleciona-
das por uniformidade em peso e tamanho, contadas e suas se-
mentes retiradas do fruto. Em cada vagem o numero de semen-
tes variou de 10 a 19. Dentre estas, as que se mostraram
atrofiadas em relacao as demais, numa mesma vagem, foram
descartadas. As sementes escolhidas foram entao pesadas e
logo em seguida dissecadas e desmembradas em tegumento, coO-
tilédones e eixo embrionario (eixo + plumula). Estas partes
e as vagens desprovidas de sementes (pericarpo) foram entdo
pesadas separadamente e congeladas para posterior Tigfili-
zacio e armazenagem em congelador, até subsequente utiliza-

cao.
No decorrer deste trabalho sera referido como eixo
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o conjunto de eixo + plumula.

b

3.1.1 - Determinacao de Peso Fresco e Peso Seco

As vagens, em grupos de 30, logo apds coletadas em
campo, foram submetidas a pesagem, para obtencio da curva
de peso fresco. Quanto as sementes, foram realizadas pesa-
gens antes e apd0s a separacao das suas partes componentes,
sendo que esta Ultima determinacdo foi realizada sobre cada
uma das partes previamente separadas, em amostras de 150
sementes. As determinacOes de peso seco foram efetuadas pe-

la pesagem dos materiais apos liofilizacao.
3.1.2 - Preparacao dos Extratos

Cotilédones e eixos liofilizados das sementes em
desenvolvimento foram, separadamente, reduzidos a um fino
pd em um almofariz. A obtencdo dos extratos cotiledonarios
baseou-se em procedimentos descritos por CARASCO & XAVIER-
FILHO (1981). As farinhas de cotilédones foram inicialmente
tratadas com metanol 80% na proporgao de 1:5 (p/v), durante
15 min. Filtrou-se o homogenato resultante e o residuo da
filtracao foi tratado novamente com metanol 80%, na propor-
gao de 1:5 (p/v), por 15 min , visando a remogdo maxima de
clorofila. ApOs mais uma filtrdcado e evaporacao do metanol,
por secagem em jato frio de ar, as farinhas livres de clo-
rofila foram extraidas em tampao fosfato 0,1M, NaCl 0,5M,
pH 7,0, dessa vez em uma proporc¢ao de 1:10 (p/v), durante 2
horas, sob agitacdo. A solugdo foi entdo centrifugada a
8.540g por 20 min. Ao sobrenadante proveniente desta cen-

trifugacao deu-se o nome de Extrato I. As sementes de até
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6 DAPS, como eram de tamanho muito reduzido e nao puderam
ser descascadas, foram extraidas em tampao fosfato 0,1M,
Nacl 0,5M, pH 7,0, com PVP 1%, para evitar a acdo de fendis

contidos nas cascas.

As farinhas obtidas dos eixos foram extraidas em
tampao fosfato 0,1M, NaCl 0,5M, pH 7,6, numa Proporcao de
1:10 (p/v), durante 30 min. Apds centrifugacao a 8.540g por
20 min, os sobrenadantes resultantes foram denominados Ex-

tratos II.

Vagens e tegumentos nao foram estudados neste tra-

balho
3.1.3 - Preparacao de Sepharose CM-Papaina

Papaina (250mg) foi dissolvida em 37,5ml de tampéao
fosfato de sé6dio 0,1M, pH 7,0, contendo EDTA 1lmM e DT
de modo a se obter uma solucao final de 2mM. Esta prepara-
cdo foi mantida a 20°C durante 20 min, quando foi entdo
adicionado acido iodoacético sd6lido suficiente para dar uma
concentracao final de 10mM. A solucdo foi entao dialisada
durante a noite contra bicarbonato de soédio 0,1M, pH 9,0
(ajustado com NaOH) (BARRETT, 1981). Por este procedimento
a papaina é convertida a sua forma carboximetilada (CM-pa-

paina).

Sepharose-4B (250g) foi ativada com CnBr (10g) em
tampao fosfato de potdssio 5M, segundo metodologia descrita

por PORATH et al. (1973).

Sepharose-4B ativada foi misturada a CM-papaina e
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estas foram mantidas, a 20°C, por 15 horas, sob leve agita-
gdo. Procedeu-se, entdo, a uma filtracao do gel e este foi
levemente agitado com glicina 0,1M em bicarbonato de sdédio
0,1M por 1 h. Apds esse tempo o gel foi lavado com acido
acético 0,1M, pH 3,0, seguido de fosfato dissédico 0,1M, pH
11,0 e fosfato de sddio 0,1M com EDTA 1lmM, pH 7,0 (BARRETT,

1981) .

A Sepharose CM-papaina foi mantida neste tltimo

tampdo com azida sédica 0,1% e armazenada em refrigerador.

A quantidade de proteina contida no primeiro fil-
trado ap0s o acoplamento foi avaliada pelo método de
BRADFORD (1976). O valor obtido indicou uma ligacao de
0,85 mg de enzima por g de Sepharose, resultado considerado
bastante satisfatdorio ja que, segundo BARRETT (1981), a
quantidade de proteina acoplada ao gel deve ser da ordem

de 0,5mg/g de gel.
3.1.4 - Curva de Saturacao da Sepharose CM-Papaina

Sementes quiescentes de feijdo-de-corda pititba,
desprovidas de tegumento, foram trituradas em liquidifica-
dor e moinho, sendo entao peneiradas em tela de 40 Mesh. As
farinhas obtidas foram extraidas em tampio fosfato 0,1M,
NaCl 0,5M, pH 7,0, em uma relacdo de 1:0 (p/v) por 2h, sob
agitacdo continua. Apbs centrifugacdo a 8.540g por 20 min

O sobrenadante obtido foi denominado Extrato III.

O gel de Sepharose CM-papaina (50ml) foi exaustiva-

mente lavado com agua para a remocdo da azida sbdica e pos-
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teriormente equilibrado com tampao fosfato 0,1M, NaCl 0,5M,
pH 7,0. O Extrato III foi entdo adicionado ao gel e mantido
em contato com este por 2h, em cadmara fria (8°C). Apds esse
periodo, montou-se uma coluna que foi lavada com o tampao
de equilibrio até a remocdo das proteinas néo adsorvidas,
que foi acompanhada pela leitura espectrofotométrica a
280nm. Os inibidores retidos foram eluidos com tampao fos-

fato de potassio dibasico 50mM, NaCl 0,5M, pH 11,5.

Com o fim de se determinar a capacidade maxima de
ligacdo de inibidores a Sepharose CM-papaina, diferentes
volumes de Extratos III de sementes quiescentes (10, 15, 25

e 50 ml) foram submetidos a esse procedimento.
3.1.5 - Cromatografia de Afinidade em Sepharose CM-Papaina

Um volume fixo de 1lml dos varios Extratos I, refe-
rentes aos cotilédones de sementes em diferentes estagios
de desenvolvimento, foi adicionado a 4ml do gel de afinida-
de previamente equilibrado em tampao fosfato 0,1M, NaCl
0,5M, pH 7,0. A cromatografia de afinidade foi feita como
descrito no item imediatamente anterior. O material nao
retido foi denominado de Pico I (PI) e os materiais eluidos

a pH 11,5 foram referidos como P P ’

T’ ITT de acordo

E
v’
com o perfil grafico obtido.

3.1.6 — Dosagem da Atividade de Proteinases Cisteinicas

O substrato cromogénico utilizado para a dosagem de
proteinases cisteinicas nos materiais provenientes das cro-

matografias de afinidade foi o APANA, sintetizado no Depar-
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tamento de Biofisica da Escola Paulista de Medicina sob a
supervisao do Dr. Luls Juliano Neto (JULIANO & JULIANO,

1985) .

A papaina foi ativada segundo metodologia descrita

por ZUCKER et al. (1985). Volumes variaveis de solucao de

papaina 190nM (20 a 100uml) foram adicionados a 250ul do
tampao de ativagdo (fosfato de sddio 0,4M, EDTA 4mM, DT
8mM, pH 6,8). ApOs um tempo de pré-incubacdo de 15 min a

40°C o volume foi completado para 990ul com agua destilada,
previamente aquecida a 40°C. Foram entdo adicionados 10ul
de APANA (100mM), resultando em uma concentracao final de
ImM. A hidrdlise processou-se por 5 min, a 40°C, quando a
reacao era entao interrompida pela adicdo de 1lml de acido

acético a 30% (OLIVA, 1988).

Para determinacao da atividade de proteinases cis-
teinicas nos cotilédones em diversos estidgios de desenvol-
vimento, foram usadas aliquotas de 100ul de extratos de co-
tilédones (Extrato I) e/ou de material referente ao PI das
cromatografias de afinidade. Os resultados foram expressos
em unidades de proteinases cisteinicas (UPC), sendo uma
UPC definida como a quantidade de enzima gue produz uma
absorbancia de 0,250 UDO a 280nm, em um volume de reacgao de

Iml, por 5 min, a 4UOC.

3.1.7 - Determinacao de Atividade Inibitoria comntra Papaina

Os eluatos P P =
T PII’ 177 © PIV foram testados gquan

-

to a presenca e quantidade de inibidores de papaina. Ali-
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guotas de 50ul das amostras sob analise foram adicionadas
3 solucdo de enzima, imediatamente antes da adigao do subs-
trato (APANA), sendo mantido o volume total do ensaio

(lml) . As demais condicoes foram descritas em 3.1.6.

A atividade inibitdoria foi expressa em unidades de
inibidor (UI) utilizando-se a definicao formulada por XA-

VIER-FILHO (1974).

3.1.8 - Determinacio dos Inibidores de Papaina em Eixos em

Desenvolvimento

Devido ao pequeno tamanho dos eixos e, conseqgliente-

mente, menor quantidade de farinha obtida, optou-se por uma

metodologia de maior precisao, para o acompanhamento das
alteracoes dos niveis de inibidores de papaina nestes or-
gaos.

A metodologia empregada nesta etapa enquadra-se en-—
tre os varios ensaios simples e convenientes de filtracao
em suporte sdlido de anticorpos monoclonais, descritos por
WOOD (1984), com algumas modificacoes baseadas em protocolo
bdsico para técnica de "Western Blotting" (WINSTON et al.,
1987) e ainda segundo instrucOes de preparo de solugoes pa-
ra uso em sistemas de ensaics de "imuno-blot" BIO-RAD (Ins-

trucoes do fabricante).

3.1.8.1 - Preparacao de Antisoros contra Inibidores de Pa-

paina

Os antisoros contra os inibidores de papaina de

V. unguiculata cv. pitiuba foram preparados pelo Dr. Robert
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Thornburg, na Universidade de Iowa - EUA, a partir de uma
fracao destes inibidores, obtida de extrato de sementes
quiescentes, submetido a precipitacao salina e cromatogra-
fia de afinidade em Sepharose CM-papaina. Esta fracao foi
fornecida pelo Dr. Francisco de Assis Paiva Campos, pesqui-

sador de nosso laboratodrio.

3.1.8.2 - Purificacao dos Anticorpos por Cromatografia de

Afinidade em Sepharose CI~4B Proteina-A

Proteina A, isolada de paredes celulares de

Staphylococcus aureus (VERWEY, 1940) possui a habilidade de

interagir e formar precipitados com uma grande diversidade
de moléculas de imunoglobulinas de diferentes espécies

(HJTELM et al., 1975).

Uma coluna montada a partir de 0,5g de gel (Sepharose
CL-4B proteina A), previamente intumescido em agua destila-
da, foi lavada e equilibrada com tampdo fosfato 0,1M, pH
7,0. Uma amostra de 100mg do antisoro rico em IgGs deseja-
das, dissolvida em 10ml do tampdo de equilibrio, foi apli-
cada a coluna de afinidade. Esta foi extensivamente lavada
com o mesmo tampao até a total liberacao dos materiais pro-
téicos nd3o retidos, o que foi deduzido pelas leituras de
absorbancia (280nm) ao longo dos tubos coletados. Apds esta
fase, a coluna foi permeada por acido acético 1M com a con-
seqﬂente eluicdo dos anticorpos presos a matriz. O material
eluido foi submetido a didlise contra solucao salina 0,93
por 24h, procedendo-se trés trocas da solucao durante este

tempo. Ao final, a preparacao purificada dos anticorpos



32,

adicionou-se mertiolate 1%, visando sua melhor conservacgao

em "freezer".

3.1.8.3 - Tecnica de "Dot Blot" para Avaliacdo dos Inibido-
res de Papaina em Eixos e Cotilédones em Desen-

volvimento

Os procedimentos envolvidos nos ensaios de filtra-
cdo de anticorpos em fase sO0lida requerem suprimentos ade-
guados de antigenos a serem adsorvidos, através de ligacgoes
nao covalentes, a placas de PVC ou membranas de nitrocelu-
lose. Estas ultimas apresentam vantagens como suportes soO-
lidos ja que requerem quantidades muito menores de antige-
nos e permitem uma discriminacdo mais acentuada entre liga-
coes reais e "background" (WOOD, 1984). Adotou-se, portan-
to, procedimentos compativeis com este suporte e o conjunto
destes, abaixo enunciados, passou a ser referido como "dot

blot™,

I - Uma folha de nitrocelulose de aproximadamente
7 x 3,5cm, dividida em quadrados iguais de aproximadamente
lcmz, foi umedecida com tampao fosfato 0,1M, NaCl 0,5M, pH

8,0;

II - Aliguotas de 1l5ul (7,5ul de cada vez) dos va-
rios Extratos I e II, obtidos de cotilédones e eixos, res-
pectivamente, foram aplicadas separadamente em cada um dos
gquadrados marcados na membrana de nitrocelulose, esperan-

do-se as gotas secarem completamente;

III - A membrana foi mergulhada em 15ml de tampao
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bloqueador (lg de caseina em 100ml de tampao fosfato 0,1M,
NaCl 0,5M, pH 8,0) e mantida nesta solucdo por 1lh, visando

bloguear sitios ndo-especificos na membrana;

IV - Uma aliquota de 0,23ml da solugdo de anticorpos
contra inibidores de papaina de feijao-de-corda pititba
(CPI), anteriormente purificados, foi diluida em 15ml de
tampdo blogueador e esta solucao foi vertida sobre a mem-

brana e deixada ali por 1h;

V - A membrana foi entdao lavada quatro vezes com
20ml do mesmo tampdao fosfato ja& mencionado, de 15 em 15 mi-

nutos;

VI - Uma aliquota de 27ul do conjugado HRP-anti-IgG
foi diluida em 15ml de tampdo bloqueador e a membrana foi

mergulhada nesta solucao por lh;

VII - A operacao do item V foi repetida;

VIII - Procedeu-se a preparacao do substrato, segundo
instrugdes BIO-RAD (Instrucgoes do fabricante), como se se-
gue:

a) 6mg de reagente para desenvolvimento de cor de
HRP foram dissolvidos em 2ml de metanol, sob protecao da

luz e imediatamente antes do uso;

b) Adicionaram-se 6ul de agua oxigenada a 30%
(4°C), a 10ml de tampio TRIS-HCl 20mM, NaCl 0,5M, pH 7,5,

também imediatamente antes do uso.

Os reagentes a e b, acima, foram reunidos e postos
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sobre a membrana de nitrocelulose. A coloracdo se desenvol-
veu entre 2 e 3min. Para que a coloracao fosse mais acen=-
tuada, a membrana foi mantida na solugdo do substrato por

15 horas, em auséncia de 1luz.

Foram feitas provas em branco para as concentragoes
extremas de inibidor, onde a amostra com zero de inibidor
foi representada por tampao fosfato 0,1M, NaCl 0,5M, pH
8,0 e a de maior concentracdao por uma fracao previamente
enriquecida de inibidores de papaina de feijdao-de-corda pi-
titba. Esta fracdao foi obtida a partir de varias cromato-
grafias de afinidade em Sepharose CM-papaina de extratos
1:10 (p/v) de farinha de sementes quiescentes de feijao-de
corda pititba. As fracoes com atividade inibitoria proveni-
entes destas cromatografias, apdos liofilizacao, foram dis-
solvidas em tampao fosfato 0,1M, NaCl 0,5M, pH 7,6, passan-
do a ser referidas como solugdo de inibidor de papaina de
feijao-de-corda pititba (CPI). Utilizou-se ainda como solu-
cdo-padrdao de efeito comparativo cistatina de clara de ovo

de galinha.

3.2 - Analise Comparativa dos Niveis de Inibidores de Pa-

paina e Tripsina em Sementes de Diferentes Espécies

3.2.1 - Preparacao dos Extratos

Sementes quiescentes das 23 espécies vegetais, ci-
tadas em 2.3, foram reduzidas a farinha como descrito em
3.1.4. As farinhas resultantes foram extraidas em tampao

TRIS-HC1 0,05M, pH 8,0 numa relacao de 1l:5 (p/v) por 10
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min, sob continua agitacdo. Apds centrifugacdo a 35.100g
por 5 min, obtiveram-se sobrenadantes referidos desta vez
como Extratos IV. ﬁstes foram posteriormente utilizados
na quantificacdo dos inibidores de papaina, nas diversas
sementes, por ensaio de atividade proteolitica (sistema

papaina-caseina).

J& para a determinacdo dos teores de inibidores de
proteinases serinicas do tipo tripsina, por ensaio de ati-
vidade enzimatica (sistema tripsina-caseina), as farinhas
foram extraidas em tampdo fosfato 0,1M, pH 7,6, numa pro-
porcao de 1:10 (p/v), durante 10 min sob agitacao constan-
te. As solugOes foram entdo centrifugadas a 35.100g por

5 min e os sobrenadantes denominados de Extratos V.

Algumas das sementes ja discriminadas, bem como os
cultivares CE-11, CE-31, CE-524, 1IT81D 1045, IT81D 1064

e TVu 2027 de V. unguiculata, foram ainda investigados, no

que se refere a presenca e teores de inibidores de papaina
e tripsina, por "dot blot". Para isto adotou-se a metodo-
logia de extracao empregada quando da obtencio dos extra-

tos de eixos em desenvolvimento.
3.2.2 - Atividades Proteinasicas e Inibitorias
3.2.2.1 - Papaina

A determinacao da atividade proteolitica de papai-
na foi realizada segundo o método de KUNITZ adaptado
(ARNON, 1970), utilizando-se caseina como substrato. A vo-

lumes crescentes de uma solugao de papaina, conveniente-
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mente diluida em tampao fosfato 0,1M, pH 8,0, foram adicio-
nados volumes de tampao TRIS-HC1 0,05M, pH 8,0, complemen-
tares a 0,8ml, e posteriormente 0,2ml de uma solucdo ativa-
dora, composta por EDTA 0,02M e cisteina 0,05M, pH 8,0. A
solucao foi incubada por 10 min, em banho-maria a 37°Cc, an-
tes da adigao de 1lml de caseina 1%, preparada em tampao
TRIS-HC1 0,05M, pH 8,0. A reacao processou-se por 10 min e
foi detida pela adicao de 3ml de TCA 5%. Nos tubos relati-
VOsS a provas em branco para as concentracboes extremas de
papaina,a adigdo de TCA deu-se antes da aplicacio de casei-
na. As solucdes finais obtidas apds centrifugacdo a 10.000g
por 5 min e descarte dos precipitados, foram analisadas por

espectrofotometria em 280nm.
3.2.2.2 - Tripsina

Para se determinar a atividade proteolitica de
tripsina bovina, o método de KUNITZ (1947) foi utilizado,
sendo empregado caseina como substrato. A tripsina foi di-
luida em HC1l 0,0025N, até uma concentracio de aproximada-
mente 1l2ug/ml, a partir de uma solucdo estoque de 0,4mg/ml
no acido acima referido. A volumes crescentes desta solucio
foram adicionados 1lml de tampao fosfato 0,1M, pH 7,6 e HC1
0,0025N suficiente para um volume final de 2ml, sendo sub-
seqﬁentemente levados a banho-maria a 37°C por 10 min. ApoOs
este periodo, 1ml de caseina 1%, preparada em tampao fosfa-
to 0,1M,pH 7,6,e previamente mantida a 379C, foi adicionado
fed

e a reacdo foi processada a 37°C por 30 min. A reacio

parada pela adigao de 3ml de TCA 5% e apbs 30 min em tempe-
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ratura ambiente, as suspensoes foram centrifugadas a
10.000g por 5 min. Aliquotas de 1lml dos sobrenadantes fo-
ram neutralizadas com 0,06ml de hidrdxido de sédio 2N e o
método de FOLIN modificado por LOWRY et al. (1951) foi o}
escolhido para se avaliar os produtos de hidrdlise enzima-
tica nos sobrenadantes. As medidas de densidade o6tica foram

realizadas a 750nm.

Provas em branco foram feitas para as concentragoes
extremas de tripsina, nas quais a adicdo de caseina foi

precedida pelo uso de TCA.

3.2.2.3 - Inibidores de Papaina

As atividades inibitborias das fracoes sob analise
foram determinadas através de comparacao da atividade enzi-
matica de solucgOes de papaina contendo guantidades crescen-
tes de inibidores com a atividade de uma amostra de enzima
livre de inibidor, segundo o método ja& mencionado de
KUNITZ modificado (ARNON, 1970). Também aqui foram utiliza-
das provas em branco para as concentracdes extremas de ini-
bidor e enzima. A atividade anti-papainasica foi expressa
em unidades de inibidor (UI) utilizando-se a definicao dada

por XAVIER-FILHO (1974).
3.2.2.4 - Inibidores de Tripsina

A atividade inibitodoria contra tripsina das diferen-
tes preparacoes foi estimada por comparacao de amostras
contendo quantidades crescentes de inibidor em presenca de

uma quantidade constante de enzima, com amostras contendo
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somente enzima, nas mesmas condicoes de ensaio. Foram fei-

tas provas em branco da enzima, bem como do inibidor, em
concentracOes extremas. As atividades anti-tripticas das
diversas amostras foram expressas em unidades de inibidor

(UI) como definido por XAVIER-FILHO (1974).

3.2.3 - Analise dos Inibidores de Papaina e Tripsina por

"Dot Blot"
3.2.3.1 - Precipitacao por Sulfato de Amonio

Os extratos das sementes de O. sativa, T. sativum,

E. contortisiliquum, G. hispida, T. baccata, P. maritima

e cultivares de V. unguiculata foram precipitados com sul-

fato de amonio a 80% de saturacdo com posterior centrifu-
gagao a 20.800g por 20 min. Os precipitados obtidos foram
entdo ressuspensos em tampao fosfato 0,1M, NaCl 0,5M, pH
7,6 e as solucOes resultantes foram submetidas 3 dialise

por 24h, a 80C.

3.2.3.2 - Preparacao de Antisoros

Os antisoros contra os inibidores de papaina de
V. unguiculata cv. pitiuba, utilizados nesta etapa, foram
os mesmos referidos no item 3.1.8.1, onde foi mencionada
sua preparacao. Ja os antisoros contra os inibidores de

tripsina de V. unguiculata cv. seridd foram preparados por
Sidney Torres Vieira, estudante do Departamento de Bioqui-

mica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Cearai.
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3.2.3.3 - Purificacao de Anticorpos contra Inibidores de
Tripsina

A metodologia de cromatografia de afinidade em

Sepharose proteina A citada em 3.1.8.2 foi novamente em-

pregada nesta fase.

3.2.3.4 - "Dot Blot" para Avaliacao dos Inibidores de Pa-

paina e Tripsina nas Sementes

As solucoes obtidas em 3.2.3.1, a partir de semen-

tes de 0. sativa, T. sativum, E. contortisiliquum, G. his-

pida, T. baccata, P. maritima e dos cultivares de V. ungui-

culata, foram submetidas a metodologia de "dot blot" para
avaliacdao dos inibidores de papaina. Para isso os procedi-
mentos descritos em 3.1.8.3 foram adotados. Os inibidores
de tripsina foram também avaliados nos seis cultivares de

V. unguiculata e neste caso, uma aligquota de 0,3ml da solu-

cao de anticorpos contra tripsina foi utilizada na fase IV

do protocolo descrito no item 3.1.8.3.

Como solucoes-controle para esses experimentos fo-
ram empregadas as de albumina sérica bovina (BSA), de ini-
bidor de tripsina de soja (SBTI), de inibidor de tripsina
de feijao-de-corda pititba (BTCI), de vicilina de
feijdo-de-corda pitiGiba (VIC), de inibidor de papaina de
feijdo-de-corda pitiGba (CPI) e de cistatina de ovo de ga-

linha (CIS).
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3.3 - Purificacao Parcial dos Inibidores de Papaina em Se-

mentes Quiescentes de Feijao-de-corda Pitiuba

3.3.1 - Purificacao dos Inibidores

As etapas de purificacao parcial dos inibidores de
papaina, presentes em sementes quiescentes de feijdo-de-

corda pititba, estdo apresentadas na FIGURA 1.

Sementes com tegumento foram usadas para preparacao
da farinha, como descrito em 3.1.4. A farinha obtida (1kg)
foi extraida, numa proporcdo de 1:5 (p/v), em tampido aceta-
to de sdédio 10mM, NaCl 0,01M, pH 5,7, com adicdo posterior
de HC1l 600mM numa relagdo de 1:5 (v/v), sendo o pH final
3,5. A extracao foi feita sob agitacao constante, por 30
min. A suspensao foi entdo filtrada em tecido de nylon e o
filtrado ajustado a pH 6,0 com carbonato de sbédio 2M. Em
seguida, a solucao foi centrifugada a 13.300g por 20 min e

ao sobrenadante obtido chamou-se Extrato VI.

O Extrato VI foi precipitado com sulfato de amdnio
a 70% de saturacdo, por 15h, a temperatura de 8°C. A sus-—
pensdo foi centrifugada a 13.300g por 20 min e o sobrena-
dante (Sl) foi descartado. Ressuspendeu-se o precipitado
(Pl) em tampao fosfato 0,05M, pH 7,5 e esta solucdo foi en-
tao novamente precipitada com sulfato de amdonio a 30% de
saturacdo. Apds centrifugacdo a 13.300g por 20 min, despre-
zou-se o precipitado (P2) e 0 sobrenadante (82) mais uma
vez foli precipitado com o sal, dessa vez a um intervalo de
30-90. Centrifugada a preparacdo por 20 min a 13.300qg; o

sobrenadante (83) foi descartado e o precipitado (PB) foi
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FARINHA

extracao (1:5) em tampao acetato de sodio 10mM,
NaCl 0,1M, pH 5,7 com HCl 600mM (1:5) =-pH final
da solugao 3,5 = por 30 min (filtragao em
nylon).

FILTRADO

ajustado a pH 6,0 com carbonato de sodio 2M ;
13,300g; 20 minj; 40C

SOB PRT
(Extrato VI)

precipitagdo com (NH,) SOAO—70

(14-16h); 13.300g; 4°C
ressuspenso em tampao fosfato 0,05M, pH 7,5; fracionamento
com (NH,) SO, 0-30 (14 a 16h); 13.300g; 20 min
590
52 P
fracionamento com (NHZ) 80,
30-90; (14=16h);
13.300g; 20 min; 4°C
S P
3 3

ressuspenso em tampao fosfato 0,05M, BH 7,5; dialise;
13.300g3; 20minj; 4“C

Sy Ph
"Batch'" em CM-celulose .
FICM FIICM
fracionamento com (NH,) fracionamento com (NH,) 50, 0-95 13.300g;
804 0-95 13.300g; l 20 minj 49
20 min; 4°C
CM PiFp CM
S]FICM P1F[CM SZF|| e
N ressuspenso em tampéo fosfato 0,1M, NaCl
ressuspenso em tampao 0,5M, pH 7,0; didlise
fosfato 30mM, pH 7,5;
dialise;
liofilizagao
CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE EM SEPHAROSE CM-PAPATNA
|
FIGURA 1 - Etapas de purificacao dos inibidores de papaina em sementes quiescentes

de Vigna unguiculata cv. pitiuba.
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redissolvido em tampao fosfato 0,05M, pH 7,5 e dialisado
contra tampao fosfato 0,005M, pH 6,0. Apds didlise e poste-
rior centrifugacdo nas mesmas condicdes descritas neste
item, o sobrenadante (84) foi armazenado em congelador pa-

LL]
ra uso subsequente.

CM-celulose foi utilizada na purificacdo dos inibi-
dores a partir do sobrenadante S4. ApOs suspensdo em agua,
50g de CM-celulose foram sucessivamente lavados com  HC1
0,1N, agua destilada, NaOH 0,1N, agua destilada e tampdo
fosfato 5mM, pH 6,0 (tampdo de equilibrio da coluna). 0 so-
brenadante S, foi entado adicionado a CM-celulose e deixados
em agitacado por 30 min. Apds este periodo o gel foi filtra-
do a vacuo, em funil de Bﬁchner, com um volume de tampao de
equilibrio suficiente para a liberacdo dos materiais nao
adsorvidos, identificada pelas leituras de absorbancia em
280nm. O eluato resultante dessa filtracdo foi denominado
de fracao FICM e armazenado em "freezer" a -4°C. O material
retido na CM-celulose foi eluido com tampdo fosfato 100mM,
PH 7,5 e denominado fracao FIICM, a qual foi congelada e

armazenada para utilizacdo posterior.

Ambas as fragdes obtidas por troca idnica foram
precipitadas com sulfato de amdnio a 95% de saturacio. Des-
cartados os sobrenadantes, apos centrifugacdo a 13.300g por
20 min das suspensoes, os precipitados PlFICM e PlFIICM fo-
ram dissolvidos em tampdo fosfato 30mM, pH 7,5 e tampao

fosfato 0,1M, NaCl Q,5M, pH 7,0, respectivamente. Ambas as

solucdes foram dialisadas contra os tampdes de dissolucao


Marina
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e centrifugadas por 10 min a 13.300g. Os sobrenadantes ob-
tidos foram chamados SZFICM e SZFIICM' tendo sido o primei-

ro deles liofilizado e armazenado em —4°C.

Toda a metodologia acima foi baseada em RELE et al.

(1980), na purificacdo de inibidores de V. unguiculata

subsp. cylindrica.

O sobrenadante SZFIICM foi aplicado a uma coluna de
1,5 x 39,0cm de Sepharose CM-papaina, previamente equili-
brada com tampdo fosfato 0,1M, NaCl 0,5M, pH 7,0. O fluxo
usado foi de 60ml/h e coletadas fracoes de 3,5ml em um co-
letor automatico de fragodoes. Inicialmente a eluicao foi
feita com o tampdao de equilibrio da coluna e em seguida,
aplicou-se tampao fosfato 50mM, NaCl 0,5M, pH 11,5. De
acordo com o perfil grafico obtido a partir das leituras
de absorbancia a 280nm, os picos observados foram referidos
como as fracoes da afinidade FIAfin , FIIAfin , etc., que,
apos liofilizadas foram estocadas em "freezer" para analise

posterior.

3.3.2 - Determinacao de Proteinas, Atividades Enzimaticas e

Inibitorias
3.3.2.1 - Determinacao de Proteinas

O teor de proteina das amostras provenientes das
diversas etapas de purificacao (FIGURA 1) foi determinado
pelo método fotocolorimétrico de BRADFORD (1976), utilizan-
do-se BSA como padrao. Nesta metodologia as solucdes-pro-

blema foram convenientemente diluidas e um volume de 5ml do
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reagente de BRADFORD foi adicionado a um volume de 0,1ml de
cada uma das amostras. Apos 10 min da adigdo do reagente de
BRADFORD, a densidade oOtica das diversas solucgdes foi de-
terminada a 595nm em um espectrofotometro CELM Modelo
E-210D. A avaliacdao de proteinas nos efluentes das varias
colunas cromatograficas foi também feita por leituras de
absorbadncia a 280nm, em um espectrofotOmetro VARIAN de du-

plo feixe.

3.3.2.2 - Atividade de Papaina

A atividade proteolitica de papaina foi avaliada

segundo método de KUNITZ modificado (ARNON, 1970) e ja des-

crito em 3.2.2.1. A titulacdo de papaina ativa foi feita
através dos métodos de KUNITZ adaptado (ARNON, 1970) e
aquele descrito por OLIVA (1988) utilizando-se cistatina

como titulador. No primeiro‘caso (sistema papaina-caseina),
100ul de papaina (aproximadamente 44uM) foram acrescidos
de volumes variaveis (10 a 160ul) de cistatina 8mM e entdo
obedecidas as condig¢Oes restantes do ensaio, descritas em
3.2.2.1. No segundo caso (sistema papaina-APANA), 100ul de
papaina (aproximadamente 130nM), apds ativados e diluidos
conforme descrito em 3.1.6, foram também acrescidos de di-
ferentes volumes (10 a 50ul) de cistatina 0,4uM, seguin-

do-se entdao o restante do protocolo referido em 3.1.6.
3.3.2.3 - Atividade de Proteinases Cisteinicas Endbgenas

A determinacdo dos niveis de proteinases cisteini-

cas do tipo papaina nas sementes gquiescentes de feijao-de-
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corda pititba foi feita utilizando-se APANA como substrato
e, como fonte de enzima, Extrato III de sementes gquiescen-
tes (desta vez obtido em uma relacdao de 1:5 (p/v)) e man-

tido em banho de gelo.

Os niveis de proteinases cisteinicas ativas foram
medidos utilizando-se cistatina como titulador e foi segui-
do o procedimento descrito por ZUCKER et al. (1985). A uma
aliquota de 100ul do Extrato III, apds ativacio, foram adi-
cionados volumes variaveis (10 a 50ul) do inibidor especi-
fico de proteinases cisteinicas (cistatina 0,2uM), em um

volume final de 980ul.
3.3.2.4 - Atividade de Inibidores de Papaina

No decorrer do processo de purificacao parcial
(FIGURA 1) as fracOes obtidas nos diversos estagios foram
analisadas para atividade inibitdria contra proteinases
cisteinicas do tipo papaina. Neste caso utilizou-se o méto-
do de ARNON (1970), descrito em 3.2.2.3, empregando-se ca-

seina como substrato.

Ressalte-se que alguns desses materiais foram sub-
metidos a essas determinacOes antes e apos agquecimento a

80°C por 10 min, quais sejam, as fracdes F._. e

s = Bpry da

cromatografia de afinidade em Sepharose CM-papaina.



4 - RESULTADOS

4.1 - Desenvolvimento do Fruto

O acompanhamento das alteracdes de peso fresco das

partes componentes do fruto de Vigna unguiculata cv. pitia-

ba durante a fase de desenvolvimento esti mostrado pelos
dados numéricos da TABELA 2 e representado graficamente nas
FIGURAS 2 e 4A. Observa-se gue as sementes integras apre-
sentam ganho de peso fresco até o 1629 DAP, quando atingem
um valor de 228,8mg/0rgdo; este peso é reduzido drastica-
mente em 52% no 179 DAP. De modo diferente, o periodo de
aumento de peso fresco dos pericarpos estendeu-se somente
até o 122 DAP, alcancando um valor miximo de 4.912mg/orgao.
A partir dai a reducdo até o 179 DAP culminou com uma perda
de 80,6% de peso nos pericarpos. Apds a separagao dos com-
ponentes da semente, as alteracdes de peso fresco foram
também acompanhadas em cotilédones, eixos e tegumentos. Ob-
servou-se que os cotilédones apresentaram um padrio de va-
riacdo de peso fresco semelhante ao observado pelas semen-
tes integras, alcancando o maior valor, 188,8mg/érgao, no
162 DAP e perdendo cerca de 64% desse total atéd o 170 DAP.
Com perfil grafico também aproximado, o aumento de peso
fresco de eixos deu-se até o 169 DAP, onde foi atingido um
valor de 4,1mg/6rgdo. Houve entdo um declinio para 73% des-

se valor no 179 DAP. Somente os tegumentos ndo se comporta-

46



47.

TABELA 2 - Peso fresco do fruto de Vigna unquiculata cv. pitiuba durante o desenvolvimento. Os valores representam a me-

dia ¥ o desvio padrao.

Peso fresco (mg)

DAP FRUTO PERICARPO SEMENTE COTIL. EIX0 TEGUMENTO

! 148,76 ¥ 23,5 148,5 * 23,4 0,26 £ 0,1 - - -

6 625,59 - 84,9 622,6 * 84,0 2,99 ¥ 0,9 - . ,

8 2037,76 ¥ 421,5 2025,4 ¥ 420,0 12,36 £ 1,5 4,6 ¥ 0,5 0,06 ¥ 0,003 2,7 £ 1,0
10 3533, 14 2 294, 0 3483,0 ¥ 279,0 50,34 % 15,0 29,5 ¥ 9,0 0,34 ¥ 5,9 20,3 £ 5,9
12 5070,57 * 333,7 4912,0 T 316,0 158,57 & 17,7 110,0 ¥ 9,0 2,87 + 0,320 45,7 © 8,4
14 2158,40 ¥ 392 4 1952,5 * 371,0 205,90 * 21,4 157,0 * 11,1 3,70 ¥ 0,0005 45,2 10,3
16 2067,80 - 368,5 1839,0 T 344,0 228,80 L 24,5 188,0 * 21,0 4,10 I 0,34 36,7 = 3,2
17 1051,30 * 93,0 951,3 * 86,0 100,00 ¥ 7,0 67,0 & 4,1 3,00 = 0,07 30,0 * 2,8
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FIGURA 2 - Variacao de peso fresco durante o desenvolvimen-

to das sementes de Vigna unguiculata cv. pitiuba.
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ram de modo parecido aos outros componentes da semente,
adquirindo peso fresco até o 122 DAP, semelhante aos peri-
carpos, com valor maximo de 45,7mg/dérgao, e reduzindo gra-
dualmente esse valor em 34% até o 179 DAP. Nesse tltimo
caso, percebe-se uma variacdo total de peso fresco consi-
deravelmente menor que em todos os outros Orgdos investiga-
dos, cerca de 5 vezes menor que a observada, por exemplo,
em cotilédones. A variacado de peso fresco do fruto durante
o desenvolvimento (FIGURA 4A) ocorreu dentro de um padrao

idéntico ao observado para pericarpos.

Observe-se aqui que, em virtude de as sementes com
mais de 17 dias de desenvolvimento ja& se mostrarem bastan-
te desidratadas e qguebradigas, tornou-se impossivel a sepa-
racdao rigorosa de suas partes, sem prejuizo de sua integri-
dade. Por esta razao, as determinacdOes realizadas limita-
ram-se aos 17 primeiros dias apds a polinizacdo sendo a se-

mente, a partir de entdo, considerada madura.

As FIGURAS 3 e 4B mostram as alteracOes de peso se-
co das partes do fruto de feijao-de-corda pititba durante
seu desenvolvimento; os dados numéricos estdo resumidos na
TABELA 3. As sementes, cotilédones, eixos e tegumentos
apresentaram um continuo ganho de peso seco durante todo o
processo de desenvolvimento (FIGURA 3), o que nao & obser-
vado em pericarpo (FIGURA 4B), onde ap0s o 82 DAP houve uma
gueda gradual de peso seco, até o alcance de uma relativa
estabilidade entre o 132 e 162 DAP.OQ perfil grafico relati-

vo a variagao de peso seco do fruto foi semelhante aquele



50.

100-

75+

25+

Teau.maﬁtos

12 14 16

0
DIAS APGS A POLINIZAGAO (DAP)

FIGURA 3 - Variacao de peso seco durante o desenvolvimen-

to das sementes de Vigna unguiculata cv. pitita-

ba. (4——-) sementes, (e——) cotiledones, (o—a)

tegumentos, (%) eixos.




5l.

50001 i b A
4000+
3000t
E
000 pericarpo
E u/_—)
S
&
a.
1000+
250+ E
200+ ?ericarfo
150+
@
=
b Semen’{:es
& 100.
=
4]
[
50,
2 4 6 8 10 T % 16 18
DIAS APOS POLINIZAGAO (DAP)
FIGURA 4 - Desenvolvimento do fruto de Vigna unguiculata

cv. pitiuba durante o desenvolvimento. (A) Alte-
ragoes de peso fresco; (B) Alteracdes de peso se

CO.



52,

TABELA 3 - Peso seco do fruto de Vigna unguiculata cv. pitiuba durante o desenvolvimento.
Peso Seco (mg)

DAP Fruto Pericarpo Semente Cotil. Eixo Tegumento
4 13,54 13,4 0,14 - - -

6 88,69 88,0 0,69 - - -

8 212,69 208,3 4,39 3,68 0,04 0,67
10 194,09 184,9 9,9 6,24 0,16 2579
13 253,17 1550 98,17 82,06 1,79 14,32
16 259,50 147,3 112,20 93,04 2,10 17,06
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delineado por sementes durante o desenvolvimento (FIGURA 4B).

4.2 - Expressao de Proteinases Cisteinicas e Inibidores de

Papaina durante o Desenvolvimento do Fruto de Vigna

unguiculata cv. pitiuba

4.2.1 - Curva de Saturacao de Sepharose CM-Papaina

Cromatografias de afinidade em Sepharose CM-papaina
de diferentes volumes de extrato de sementes quiescentes
(Extrato III), como descrito em 3.1.4, foram feitas com a
finalidade de se estimar os niveis de saturacao do gel. Os
materiais retidos nestas cromatografias foram dosados quan-
to a atividade inibitoria contra papaina pelo método des-
crito em 3.1.7. Os resultados obtidos sao mostrados na
FIGURA 5. Observa-se que a relacao ideal entre extrato e
gel foi de 20ml para cada 50ml; isto corresponde a uma ra-

zao de 10ml de Extrato (1:10)/25ml de gel.
4.2.2 - Cromatografia em Afinidade em Sepharose CM-Papaima

Os extratos de farinha de cotilédones (Extratos I )
de diferentes estagios de desenvolvimento, quando submeti-
dos a cromatografia de afinidade em Sepharose CM-papaina ,
apresentaram perfis de eluigao semelhantes quando analisa-
dos, espectrofotometricamente, em 280nM. A FIGURA 6 mostra
o conjunto dos tracados graficos correspondentes aos extra-
tos de cotilédones com 6, 8, 10, 12, 14 e 16 DAPs. Como se
nota, além de Fs obtido pela eluicgao inicial com o tampao
de equilibrio, trés picos (PII’ PIII e PIVXforam observados

apos a alcalinizacdo do gel.
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FIGURA 6 - Cromatografias de Afinidade em Sepharose CM-pa-

paina dos extratos de cotilédones ao longo do
desenvolvimento. Coluna 0,25 x 5,1 cm, equili-
brada com tampao fosfato 0,1M, NaCl 0,5M, pH

7,0 seguido por tampao fosfato 50mM, NaCl 0,5M,
pH 11,5.
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4,2.3 - Dosagem da Atividade de Proteinases Cisteinicas

A determinacdao da atividade de papaina (modelo pa-
ra proteinases cisteinicas) foi feita pela medida da hi-
drdlise de APANA 1mM, apds ativacdo da enzima a 40°C, usan-
do-se volumes crescentes (20 a 100ul) da solucdo de enzima
190nM. A velocidade de hidrolise do substrato foi propor-
cional a concentracdao de enzima utilizada no ensaio. Uma
concentracdao de 130nM de papaina foi calculada para utili-

zacdo em determinacdoes posteriores.

Os niveis de atividade de proteinases cisteinicas
em Extratos I e nos eluatos Py das cromatografias de afini-
dade sao mostrados na TABELA 4 e FIGURA 7. Observa-se que
as variacoes da atividade de cisteino-proteinases nos Ex-
tratos I e nos eluatos P; durante o desenvolviménto dos
cotilédones apresentam a mesma tendéncia, exceto no caso
do 62 DAP. Em Extratos I a maxima atividade foi detectada
no 102 DAP (3,01 x 10-3 UPC/mg de farinha); nos eluatos

Py O maximo, no 62 DAP, foi de 8,6 x 10_3 UPC/mg de fari-

nha. Em Extratos I foi visto que no 172 DAP os niveis de
proteinases cisteinicas atingiram o valor de 0, enquanto
nos eluatos P; o valor minimo de 0,117 x 1073 upPC/mg de

farinha foi atingido no 129 DAP.

4.2.4 - Atividade Inibitoria contra Papaina em Cotilédones

em Desenvolvimento

O teor de inibidores de papaina foi medido nos elu-

' o} .
atos PI (aquecidos a 80 C por 10 min), Prys PIII e PIV
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TABELA % - Atividade de proteinases cisteinicas em cotiledones de Vigna

unguiculata cv. pitiuba durante o desenvolvimento. 0Os valo-
res representam a media de 2 determinagdoes por cada DAP, ex-
ceto no 172 DAP, onde referem-se a media de 3 determinagGes.

Os numeros entre paréntesis mostram o intervalo de variacao

encontrado.

DAP (UPC/mg de farinha) x 1073
Extrato | (2) Pico 1 (b)

6 0,35 (0 0,7) 8,6 (8,17 9,02)
8 - 0,64 (0 1,28)
9 1,45 (0 .2;30) -
10 3,01 (1,02 5,0) 3,44 (0 6,89)
112 0,57 (0 1,15) 0,12 (0 0,23)
14 1,06 (0 2,12) 4,25 (3,3 5,2)
17 0,0 (0 0) 0,91 (0 2,37)

(a) Extrato de farinha de cotilédones em desenvolvimento.

(b) Fracao da cromatografia de afinidade em Sepharose CM-papaina obti-

da antes da alcalinizacao do gel.



(UPC/MG DE FARINHA) 10°

14

59.

L_JL_

8 10 12 14 16 )
DIAS APGS A POLINIZACAD (DAP)

FIGURA 7 - Atividade de proteinases cisteinicas em cotilé-

dones de Vigna unguiculata cv. pitiuba em desen-

volvimento. (e——) Extratos cotiledonarios (Ex-
trato I); (>——>°) Pico I das cromatografias de
afinidade (PI).
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das cromatografias de afinidade. A TABELA 5 mostra os re-
sultados obtidos e na FIGURA 8 foi grafado o somatdorio das

atividades inibitorias dos picos P P

11’ Pr1r © Prv du-

rante o desenvolvimento das sementes, bem como a atividade

Il’

inibitoria detectada nos Extratos I de farinha de cotilédo-

nes, apos aquecimento a 80°C por 10 min.

Observa-se que as atividades inibitdérias determina-
das em Extratos I e nos picos provenientes das cromatogra-
fias de afinidade variaram dentro de um padrao semelhante,
durante o desenvolvimento. O maximo de inibicdo nos Extra-
tos I foi observado no 82 DAP (0,38 UI/mg de farinha), en-
quanto nos materiais oriundos das afinidades foi encontrado

um valor maximo no 149 DAP (2,26 UI/mg de farinha).

4.2.5 - Avaliacao dos Inibidores de Papaina em Cotilédones

e Eixos em Desenvolvimento, por "Dot Blot".

As FIGURAS 9 e 10 mostram os resultados obtidos no
acompanhamento dos inibidores em cotilédones e eixos em de-

senvolvimento, respectivamente.

Na FIGURA 9 notou-se um leve aumento de atividade
inibitoria do 49 ao 92 DAP, seguido por uma brusca queda
no 102 DAP. Um novo aumento no 112 DAP foi seguido por

mais uma diminuicdo da atividade inibitdria em cotilédones
del2 DAPs. Esta atividade voltou a subir no 132 DAP e de-
cresceu ligeiramente no 149 DAP, guando manteve-se relati-

vamente estavel até o 179 DAP.

Quanto ao acompanhamento em eixos (FIGURA 10), ob-
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TABELA 5 - Atividade inibitéria contra papaina em cotilédones de Vigna unguiculata cv. pitiuba durante o desenvolvimento. Os
- valores representam a média de 2 determinagbes por cada DAP, exceto nos dias 6 e 17 apos a polinizagao, onde . re-
ferem-se 3 média de 3 determinacoes. Os nimeros entre paréntesis mostram o intervalo de variagao encontrado.
DAP Ul/mg de farinha
Extrato 1 (3) P (b) Piq (c) PIII(C) PIV(C) Pn(d)
6 0,03(0,00-0,06) 0,29(0,00-0,70) 0,10 (0,06-0,18) 0,17(0,00-0,50)  0,28(0,00-0,80)  0,84(0,10-1,50)
8 0,38(0,01-0,76) 0,48(0,24-0,73) 0,50(0,38-0,62) 0,40(0,23-0,58) 0,02(0,00-0,04) 1,40(1,19-1,62)
9 0,05(0,00-0,10) 0,16(0,15-0,18) 0,12(0,10-0,14) 0,13(0,05-0,21) 0,15(0,13-0,17) 0,56(0,46-0,67)
10 0,00(0,00-0,00) 0,92(0,16-1,69) 0,04(0,00-0,09) 0,16(0,03-0,30) 0,03(0,00-0,07) 1,15(0,60-1,71)
1 0,16(0,12-0,20)  0,13(0,04-0,23) 0,43(0,05-0,81) 0,58(0,44-0,73)  0,00(0,00-0,00) 1,14(0,81-1,48)
14 0,22(0,15-0,29) 0,97(0,35-1,59) 0,32(0,08-0,56) 0,86(0,61-1,11) 0,11(0,00-0,22) 2,26(1,04-3,48)
16 0,10(0,09-0,11) 0,05(0,01-0,10) 0,06(0,01-0,11) 0,03(0,00-0,06) O,JO(0,0S—O,]Z) 0,24(0,10-0,39)
17 0,09(0,06-0,13) 0,11(0,00-0,28) 0,16(0,02-0,42) o0,10(0,01-0,27) 0,03(0,00-0,09) 0,40(0,03-0,96)

(a) Extratos de farinha de cotiledones em desenvolvimento, aquecidos a 80°C por 10 min.

(b) Fracio da cromatografiade afinidade em Sepharose CM-papaina, obtida antes da alcalinizacao do gel, aquecida a
80°C por 10 min.
(c) Fracdes da mesma cromatografia obtidas apos a alcalinizacao do gel.

(d) Somatério das fragoes Py, Py s Py e Py
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FIGURA 8 - Atividade inibitoria contra papaina em cotilédo-

nes de Vigna unguiculata cv. pitiuba em desenvol-

vimento. (e—e) Extratos cotiledonarios (Extra-
tos I) aquecidos a BUOC por 10 mj_n;(o-——--l) Soma-—
torio das fracoes das cromatografias de afini-

dade (Pn= PI + PII + PIII + PIV ).
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13 14 16 17 cm tf

FIGURA 9 - "Dot Blot" de inibidores de papaina em cotilédo-

nes com 4,8,9,10,11,12,13,14,16 e 17 DAPs de
Vigna unguiculata cv. pitiuba. CPI - Inibidor de
papaina de feijao-de-corda pitiunba; TF - Tampao

fosfato.
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FIGURA 10 - "Dot Blot"™ de inibidores de papaina em eixos com
8,9,10,11,13,16 e 17 DAPs de Vigna unguiculata
cv. pitiuba. CPI - Inibidor de papaina de fei-

jao-de-corda pitiuba; CIS - Cistatina de ovo de
galinha; TF - Tampao fosfato.
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servou-se um decréscimo minimo nos niveis de inibidores do
80 ao 109 DAP, com uma pequena mas constante elevacdo entre

os dias 11 e 17 apb6s a polinizacido.

4.3 - Analise Comparativa entre os Niveis de Inibidores de

Papaina e Tripsina em Sementes de Diferentes Espécies

4.3.1 - Analise dos Niveis de Inibidores por Ensaio Enzima-

tico

A gquantificacao dos inibidores de papaina e tripsi-
na nas sementes citadas em 3.2.1 & mostrada nas TABELAS 6
e 7, respectivamente. Pela TABELA 6 notou-se que o menor va-
lor de atividade inibitoria contra papaina encontrado, re-

lativo a sementes de milho, foi de 1,73 UI/g de farinha en-

quanto o valor maximo foi para sementes de fava-de-vaca,
31,68 UI/g de farinha. A TABELA 7, por outro lado, mostra
a auséncia de atividade em sementes de Taxus baccata em

contrate com o valor maximo encontrado de 102.869 UIl/g de
farinha, para sementes de carolina. A variacio total de ini-
bidores de tripsina, portanto, foi da ordem de 10° UI/g de
farinha, enquanto a de inibidores de papaina, apenas de

9

cerca de 2 x 10~ UI/g de farinha.

4.3.2 - "Dot Blot" para Avaliacao de Inibidores de Papaina

e Tripsina em Sementes

Os extratos dos seis cultivares de V. unguiculata,

sendo trés resistentes (IT81D 1045, IT81D 1064 e TVu 2027)

e trés susceptiveis ao gorgulho Collosobruchus maculatus

F. e os obtidos a partir de sementes de 0. sativa, T. sa-
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TABELA 6 - Atividade inibitoria contra papaina em sementes de plantas de dife-
rentes especies. 0Os valores de X representam a media de 1 a 3  de-

terminagoes de Ul/g de farinha.

SEMENTES Ul/g de farinha X
Gymnospermae

B. orientalis 8,00 - - 8,00

A. brasiliensis 2,24 5,60 - 3,92

P. maritima 10,20 6,20 - 8,20

P. pungens 11,80 4,58 - 8,19

T. baccata 13,80 - - 13,80

Angiospermae

- Monocotyledoneae

0. sativa Tulli7 4,10 4. 98 5,42
Z. mays 1,25 2,22 = 1,73
T.sativum 3,84 7,68 5,76 5,76

- Dicotyledoneae

Leguminosae

A. pavonina 14,20 10,80 16,80 13,93

E. contortisiliquum 13,72 11,76 5,60 10,36

P, sp. 13,44 24,00 57,60 31,68

T. indica 3,43 3,69 = 3,56

C. gladiata 7,14 12,29 17,87 12,43

P. vulgaris 17,92 26,88 28,16 24,32

V. unguiculata 17,44 17,60 20,16 18,40

D. grandiflora 12,48 10,88 14,08 12,48
Anacardiaceae

A. occidentale 16,92 22,30 20,16 19,79
Guttiferae

P. insignis 8,00 12,00 10,00 10,00
Solanaceae

S. lycopersicum 1,95 1,29 2,20 1,81
Cucurbitaceae

C. melo 12,96 14,40 5,76 11,04

M. charantia 1,90 = = 1,90

Compositae

H. annuus 3457 - - 3557
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TABELA 7 - Atividade inibitoria contra tripsina em sementes de plantas de dife-

rentes especies. Os valores de X representam a media de 1 a & de-
terminacoes de Ul/g de farinha.
SEMENTES Ul/g de farinha X
Gymnospermae
A. brasiliensis 12,25 7,0 18,8 23,04 15,27
P. maritima 17,84 - - = 17,84
T. baccata 0,00 - . ' 0,00
Angiospermae
= Monocotyledoneae
0. sativa 25,90 25,3 16,0 - 22,40
T. sativum 35,62 34,7 28,0 - 32,77
- Dicotyledoneae
Leguminosae
A. pavonina 133376,00 117211,00 71264,00 89624,00 102869,00
E. contortisiliquum 16000,00 15264,00 11232,00 - 14165,00
Ps &ps 140,50 143,30 B - 141,90
T. indica 3,43 3,69 - = 3,56
C. gladiata 308,00 433,60 554,40 = 432,00
P. vulgaris 2.652,00 3.010,00 2.418,00 2.184,00 2.566,00
V. unguiculata 7.361,00 7.000,00 6.820,00 - 7.060,00
D. grandiflora 2.032,00  2.280,00 2.560,00 3.520,00  2.598,00
Anacardiaceae
A. occidentale 15,50 16,50 30,40 - 20,80
Guttiferae
P. insignis 1,60 1,58 2,49 - 1,89
Solanaceae
S. lycopersicum 12,30 11,40 19,90 - 14,53
Cucurbitaceae
C. melo 85,50 35,90 - E 60,70
Compositae
H. Annuus 67,80 49,20 85,20 - 67,40
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tivum, E. contortisiliquum, G. hispida, T. baccata, P. ma-

ritima foram avaliados em seus niveis de inibidores de pa-
paina por "dot blot". Na FIGURA 11, as seis sementes acima
citadas revelaram-se com niveis semelhantes de inibidores
de papaina, bem como as trés cultivares resistentes e as

trés susceptiveis de V. unguiculata ao bruquideo C. macula-

tus, conforme & mostrado na FIGURA 12.

Os extratos dos cultivares de V. unguiculata tam-

bém foram avaliados quanto a seus niveis de inibidores de
tripsina. Como visto na FIGURA 13, n3o se notou nenhuma
variacdo relevante nos niveis destes inibidores nas semen-
tes. Foi percebida uma reacgdo cruzada entre os anticorpos
contra inibidores de tripsina e cistatina, inibidor reco-
nhecidamente especifico contra proteinases cisteinicas. Foi
também notada uma reacdo positiva entre estas IgGs e a vi-

cilina da semente.

4.4 - Purificacao Parcial dos Inibidores de Papaina em Se-

mentes Quiescentes de Feijao-de-corda Pitiuba

As varias etapas envolvidas na purificacio parcial
dos inibidores de papaina de sementes de feijao-de-corda
pitidba (FIGURA 1), foram sempre acompanhadas por determi-
nacoes de atividade inibitéria (sistema papaina-caseina) e
quantificagdo de proteinas. A TABELA 8 mostra os dados re-
lativos ao rendimento e purificacgdo alcancados em todo €

processo.

Com relacao a esta purificacio, a FIGURA 14 mostra

o perfil grafico da cromatografia de afinidade do material
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FIGURA 11 - "Dot Blot"™ de inibidores de papaina em seis se-

mentes de plantas de diferentes espécies. SBTI-

Inibidor de tripsina de soja; BTCI -
de tripsina de feijao-de-corda pitiuba; CIS

Inibidor

Cistatina de ovo de galinha; CPI - Inibidor de

papaina de feijao-de-corda pitiuba; TF - Tampao

fosfato.
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FIGURA 12 - "Dot Blot" de inibidores de papaina em seis cul-

tivares de Vigna unguiculata. BSA-Albumina sé-

rica bovina; SBTI - Inibidor de tripsina de so-
ja; BTCI - Inibidor de tripsina de feijao-de-cor
da pitiuba; CIS - Cistatina de ovo de galinha.
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FIGURA 13 - "Dot Blot" de inibidores de tripsina
cultivares de Vigna ungqguiculata. BSA
na sérica bovina; SBTI - Inibidor de
se soja; BTCI - Inibidor de tripsina
jao-de-corda pitiuba;
jao-de-corda pitiuba;
na de feijao-de-corda
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TABELA 8 - Etapas de purificacao dos inibidores de papaina em sementes quiescentes de Vigna unguiculata cv. pitiuba
8 p G pap g
FRAGAO Vol eme Atividade (a) ul Proteina Atividade Purificacao Rendimento
(m1) Inibitoria Total (mg/m1) Especifica (x) (2)
(Ul /m1) (Ul /mg)
Extrato VI 2490 5,6 13,944 19,020 0,29 1,0 100,0
P](0'70) 600 2,2 1,320 5,600 0,39 1,3 9,5
P3 (30-90) 400 3,2 1,280 3,030 1,06 3,6 9,2
SZF[CM 480 2,6 1,248 3,100 0,84 2,9 8,9
5, Fp M 120 b6 552 2,850 1,61 5,5 4,0
FlAfin 250 Zero Zero 0,740 Zero - -
FIAfiﬂ Aq(b) 250 Zero Zero 0,030 Zero - -
FIIAFin 120 3,0 360 0,070 42,90 4,5 2,6
: b
Fy Afin Aq ) 120 4,6 552 0,002 2300,00 7931,0 4,0
F||IAFin 175 0,6 105 0,050 12,00 41,4 Q57
FipAfin Aq A 175 0,8 140 0,008 100,00 344,8 1,0
(a) - Atividade inibitoria determinada por ensaio enzimatico (sistema papaina-caseina)

(b) - Fracdes aquecidas a 80°C por 10 min.
G q p
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FIGURA 14 - Cromatografia de afinidade em Sepharose CM-pa
paina da fracao SzFIICM. Coluna 1,5 x 39,0 cm
equilibrada com tampao fosfato 0,1M, NaCl
0,5M, pH 7,0 seguido por tampao fosfato 50mM,
NaCl 0,5M, pH 11,5. (¢&—¢) Proteina; (0—o0)
Atividade inibitoria contra papaina (sistema

papaina-caseina) .



A2s0

16
|
!
14 |
12

104

6

FRAGOES (3.5 ML)



74.

referido como SZFIICM. Neste perfil foram visualizadas treés

fracoes principais (FIAfin, FIIAfin e F Afin), posterior-

ILT

mente analisadas, conforme TABELA ¥. As fragoes F__Afin e

i)
FIIIAfin, antes e ap0s aquecimento a 80°C por 10 min, fo-
ram as que mostraram mais alta atividade inibitoria. No-

tou-se também que a atividade inibitoria de F. ;Afin e Fo;;
aquecidas foi bastante superior a das fracOes nao submeti-

das ao calor, especialmente em se tratando da F IAfin.

i

4.4.1 - Titulacao de Papaina por Cistatina

A concentracgao real de enzima ativa utilizada nos
ensaios de atividade enzimatica e inibitdoria foi determina-
da através de sua titulacdo por cistatina, tanto atraves
do método de Kunitz modificado (ARNON, 1970), como por téc-

nica descrita por OLIVA (1988).

As curvas vistas nas FIGURAS 15 e 16 representam,
respectivamente, a titulagao procedida segundo ARNON (1970)
e OLIVA (1988). Pela primeira analise encontra-se o valor
de 56,3ung de papaina, correspondente a uma concentracao
real de 24,5uM. O resultado obtido no segundo caso, 0,228ug
de papaina, corresponde a uma concentracio real de 99nM.
Por estes experimentos foi possivel determinar-se a relagao
de equivaléncia entre massa de inibidor e UI. Esta relacao
foi de 20mg de inibidor para cada UI detectada pelo ensaio
caseinolistico, e 0,13ug de inibidor para cada UI obtida
pelo ensaio colorimétrico utilizando-se APANA como substra-

to, segundo UI definidas por XAVIER-FILHO (1974).
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FIGURA 15 - Curva de titulacao de papaina, por cistatina,

utilizando caseina como substrato.



76

15¢

UDg x 5 MIN

o
o

10 20 30 40 50
CISTATINA 04 pM (L1

FIGURA 16 - Curva de titulacao de papaina, por cistatina,
utilizando APANA como substrato.
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4.4.2 - Titulacao de Proteinases Cisteinicas em Sementes

Quiescentes de Vigna unguiculata cv. pitiuba

A curva obtida na titulacao de proteinases cistei-
nicas por cistatina € mostrada na FIGURA 17. Admitindo-se
uma relacdo estequiométrica equimolar da ligacdo entre as
proteinases cisteinicas e a cistatina, estimou-se uma con-
centracdao de 2,3 pmoles de proteinases cisteinicas por mg
de farinha e uma massa de 0,052ug/mg de peso seco

3

(5,2 x 10 "% do peso da semente).
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FIGURA 17 - Curva de titulacao de proteinases cisteinicas

de sementes quiescentes de Vigna unguiculata

cv. pitiuba, por cistatina, utilizando  APANA
como substrato.



5 — DISCUSSAO

As alteracoes de peso fresco e peso seco observadas

durante o desenvolvimento das sementes de Vigna unguiculata

(L) Wwalp. cv. pititba foram similares as de outras sementes
ja estudadas. Este processo caracteriza-se por um estagio
de elevagao de peso seco (acompanhado por um intenso aumen-
to de umidade) posteriormente seguido de pronunciada perda

de dgua (MUNTZ et al, 1978; PUSZTAI et al., 1983).

A duracao de cada uma destas etapas variou ligeira-
mente nos diferentes Orgaos componentes da semente. Em co-
tilédones e eixos a etapa inicial estendeu-se até o 162 DAP
enquanto em tegumentos foi concluida no 129 DAP. Este ulti-
mo Orgao (FIGURA 2) teve comportamento semelhante ao de pe-
ricarpos e frutos (FIGURA 4A), cuja etapa inicial de ganho
de peso fresco foi também completada em 12 DAPs. Ja na eta-
pa de desidratacao somente os pericarpos ndo se comportaram
de forma idéntica as outras partes do fruto (FIGURA 3 e
4B) . A queda de peso seco a partir do 89 DAP nos pericarpos
foi provavelmente devida ao transporte de compostos organi-
cos, destes Orgaos, para as sementes, fato ji relatado em

ervilhas por RAAKE apud DURE (1975) e em V. unguiculata por

PEOPLES (1985). Os resultados aqui obtidos foram semelhan-

tes aqueles encontrados por CARASCO & XAVIER FILHO (1981).
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As cromatografias de afinidade em Sepharose CM-pa-

paina de extratos de cotilédones em desenvolvimento revela-

ram varios picos de absorbancia em 280nm (FIGURA 6). Os
picos obtidos pela alcalinizacdo do gel, diferiram, nas
diversas cromatografias, nas concentracdes e posicdes de

eluicdo. A obtencdo de mais de um pico apés a eluicio dos
inibidores, nestas cromatografias de afinidade, sugere a
presenca de diferentes formas de inibidores de papaina nes-
tas sementes, a exemplo do que foi observado em V. unguicu-

lata subsp. cylindrica (RELE et al., 1980). Estes isoinibi-

dores poderiam possuir diferentes afinidades pelo gel e sua
expressdo génica diferenciada durante o desenvolvimento ex-—

plicaria, ainda,os diferentes picos obtidos.

As atividades de proteinases cisteinicas determina-
das nos extratos cotiledonidrios (Extrato I) e eluatos P;
das cromatografias de afinidade (TABELA 4, FIGURA 7) mos-
traram um padrao de comportamento onde, pelo menos duas ve-
zes durante o processo de desenvolvimento, foi observado
um acentuado aumento das mesmas sugerindo, provavelmente,

um complexo sistema de acao destas enzimas durante esse

processo.

Os niveis de inibidores de papaina medidos em ex-
tratos cotiledonarios e eluatos PI’ ambos aquecidos a 80°C
por 10 min, e nos outros picos das cromatografias de afini-
dade, fornecem evidéncias de duas principais fases de sin-
tese e/ou ativacao destas proteinas durante o desenvolvi-

mento das sementes de feijdo-de-corda pitiGiba (FIGURA 8). £
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interessante notar que ambas as etapas correspondem a pe-
riodos de declinio de atividade proteinasica do tipo CLE=
teina (6 - 8 e 10 - 12 DAPs) detectados em PI (FIGURA 7).

Além desta observacdao & também digna de nota a correlacao
entre o minimo de atividade inibitoria com o maximo de ati-
vidade proteinasica de extratos de cotilédones de 10 DAPs
(FIGURAS 7 e 8). Estes dados reforcam proposicoes anterio-
res de um importante papel na requlacao da atividade pro-
teolitica enddgena para os inibidores de proteinases cis-
teinicas em sementes (ASHTON, 1976; RYAN & WALKER-SIMMONS,
1981 e MIKOLA, 1983). A expressao coordenada destas protei-
nas sugere, ainda, a existéncia de um sistema de regulacdo
a nivel génico de suas atividades desde a floracao até o
amadurecimento, a exemplo do observado em sementes de ar-

roz por ABE et al. (198%).

0 acompanhamento, por "dot blot", dos inibidores de
papaina em cotilédones (FIGURA 9), também revela um padrao
oscilante de alteracoes durante o desenvolvimento. Compa~-
rando-se estes resultados com aqueles determinados por en-
saio enzimatico (sistema papaina-APANA) (FIGURA 8), nota-se
que o 102 DAP apresentou um minimo de inibidores por ambas
as técnicas. Por "dot blot", observou-se um maximo de ini-
bidores nos 89 e 99 DAPs, enquanto que, por ensaio enzima-
tico, este foi visto somente no 82 DAP. Ressalte-se, entre-
tanto, o carater semi-quantitativo do método de "dot blot"
e a possibilidade de detecgdo de somente uma ou algumas
formas isoinibidoras (no caso de sua presenca em feijio-de-

corda pitiuba) com maiores niveis de especificidade aoc an-
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ticorpo. Desta forma, padrdes de expressao génica diferen-
tes destes isoinibidores, provavelmente provenientes de
uma miltipla familia de genes, gerariam diferentes padres

de expressao de atividade inibitdria por "dot blot".

Os resultados das determinagdes de atividade ini-
bitoria em eixos (FIGURA 11) sugerem a presenca de inibi-
dores de papaina em niveis baixos, mas ligeiramente cres-
centes, durante o desenvolvimento das sementes, a exemplo

dos inibidores de tripsina de V. unguiculata (CARASCO &

XAVIER-FILHO, 1981).

Uma interessante reagao cruzada foi observada en-
tre as IgGs preparadas contra inibidores de papaina de
feijao-de-corda pititba e cistatina (FIGURAS 10, 11 e 12),
sugerindo uma homologia entre cistatinas de origem vegetal
e animal, anteriormente observada por ABE et al. (1987a).
Essa suposicao poderia ser confirmada por estudos de se-

glenciamento de aminodcidos destes inibidores.

A gquantificacdo dos inibidores de papaina e EEipsi~
na em sementes de plantas de diferentes espécies (TABELAS 6
e 7) revelou uma variacao de cerca de 100.000 vezes nos
niveis de inibidores de tripsina enquanto que esta varia-
cdo foi de somente 20 vezes, no caso dos inibidores de
papaina. Estas concentragdes relativamente constantes dos
inibidores de papaina e sua ocorréncia ubiqua em todas as
sementes testadas reforcam a suspeita da participacdo des-
tes inibidores em mecanismos de regulacido da atividade

proteolitica enddgena, nestes Orgaos vegetais. Estes re-
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sultados estdo de acordo com as determinacdes em um outro
grupo de sementes e em culturas de tecidos vegetais em
crescimento, feitas por RELE et al. (1980). Estes autores
excluiram um papel basico para os inibidores de proteinases
serinicas nos processos primordiais de crescimento e dife-
renciagao celulares e sugeriram ainda uma importante fun-
cdo metabdlica enddgena para os inibidores de proteinases
cisteinicas. Nao foi observada correlacio entre niveis de
inibidores de papaina e de tripsina com o grau evolutivo
das plantas em estudo (TABELAS 6 e 7). Destacou-se a fami-
lia Leguminosae como aquela onde os maiores niveis dos ini-
bidores de ambas as classes de proteinases foram detecta-

dos.

Quando os inibidores de tripsina e papaina de seis

cultivares de V. unguiculata foram analisados por "dot

blot" (figuras 12 e 13) observou-se que nao havia diferen-
¢as significantes entre sementes resistentes e susceptiveis

ao Callosobruchus maculatus. Estes resultados concordam com

os de XAVIER-FILHO et al. (1989), que ndo observaram cor-
relacOes positivas entre niveis de inibidores de proteina-

ses e a resisténcia/susceptibilidade dos cultivares.

O fracionamento dos inibidores de papaina de semen-

tes quiescentes de V. unguiculata cv. pitiiba (TABELA 8) e

sultou numa purificagdo de 7.931 vezes, correspondente a
uma atividade especifica de 2.300 UI/mg de proteina
(FIIAfinAq ) . Entretanto pode-se também notar nesta Gltima

etapa um rendimento total de somente 4% da atividade ini-
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bitoria inicial do Extrato VI. Uma perda brusca desta ati-
vidade ocorreu imediatamente apds o primeiro fracionamento
do extrato por sulfato de amonio e & provavel que ela  te-
nha sido devida a intensa agao proteolitica de enzimas con-
tidas no extrato, sobre os inibidores. Um mecanismo alter-
nativo para evitar essa perda de atividade poderia ser o
aquecimento do Extrato a 80°C por 10 min, antes do passo
seguinte da purificacao. Este aquecimento da amostra mos-
trou-se eficiente, no caso das fracoes F  Afin e FIIIAfin’
na liberacao de alguma atividade inibitdria latente, pos-
sivelmente pela destruigao de ligacdes formadas entre ini-
bidores e enzimas da semente. Fato semelhante foi constata-
do a partir de experimentos com culturas de tecidos vege-

tais em crescimento (RELE et alii, 1980).

Baseando-se na curva de titulacdo (FIGURA 15) e na
TABELA 6, calculou-se a concentracao de 0,4ug de inibidor/
mg de farinha (4 x 10_2%), para inibidores de papaina em

sementes.

Outra relacao numérica estabelecida (0,052ug de en-
zima/mg de farinha) proveio da titulacao de proteinases
enddgenas do tipo cisteina em sementes maduras de feijao-
de-corda pitiuba (Figura 20). A estas proteinases sao atri-
buidos papéis de maior relevancia no processo de mobiliza-
cao de reservas durante a germinacdo (SHUTOV & VAINTRAUB,
1987; MITSUHASHI & MINAMIKA, 1989). Por esta raziao, estu-
dos fisiologicos destas enzimas tém se concentrado neste

periodo (ABE et al., 198% VAINTRAUB & ROPOT, 1988;
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MITSUHASHI & MINAMIKAWA, 1989). A presenca de proteinases
cisteinicas em sementes quiescentes de feijao-de-corda pi-
titba, aqui constatada, pode sugerir a ativacdo destas en-
zimas pela embebicdo da semente, durante a inversido dos
programas metabolicos de desenvolvimento para germinacao,
como visto por OKUDA et al. (1987) com relacdo a ativacao
de L-malato desidrogenase pela embebicdo de sementes de so-
ja e por YOMO et al. apud BEWLEY & BLACK (1978) com respei-
to a uma proteinase cisteinica de cotilédones em germinacio

de Phaseolus vulgaris. Entretanto, sintese enzimatica de

novo também foi registrada por BAUMGARTNER & CHRISPEELS
(1976) e por MITSUHASHI & MINAMIKAWA (1989), para a endo-

peptidase sulfidrilica de sementes de Vigna radiata e Vigna

mungo em germinagdo, respectivamente, sendo que nestes ca-
sos nenhuma atividade de proteinases cisteinicas foi evi=-

denciada em sementes quiescentes.



6 — CONCLUSOES

1 - Durante o processo de desenvolvimento das se—

mentes de Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. pititba, a ati-

vidade de proteinases cisteinicas, em cotilédones, mos-
tra-se elevada nos dias 6 e 10 apds a polinizacao e baixa

em 8 e 12 DAPs.

2 - A atividade inibitoria contra papaina nos co-
tilédones em desenvolvimento & mais elevada em 8 e 14 DAPs
enquanto seus valores minimos correspondem aos dias 6, 10 e

16 apds a polinizacao.

3 - As duas atividades, proteinasica e inibitdria ,
apresentam um padrao coordenado de expressao durante o de-

senvolvimento dos cotilédones, pelo menos até o 122 DAP.

4 - 0Os inibidores de papaina em eixos obedecem um
modelo basico de expressao semelhante ao ja descrito para
inibidores de tripsina, com niveis sempre crescentes duran-

te o desenvolvimento das sementes.

5 - Sementes quiescentes de feijao-de-corda pititba
contém 4 x 10”%% do peso seco em inibidores de papaina e

-3 : . .z
5,2 x 10 "% do peso seco em proteinases cisteinicas.

6 - A fracdo rica em inibidores de papaina de se-

mentes guiescentes de feijdo-de-corda pititba, obtida por
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fracionamento em cromatografia de afinidade, apresenta uma
purificacdo de 7.931 vezes e o rendimento alcancado neste

processo & de 4%.

7 - Nas diversas espécies de plantas estudadas, os
niveis de inibidores de papaina das sementes sio baixos
(ca. 10_2% do peso seco) e aproximadamente constantes (2
décadas de variacdo), enquanto os inibidores de tripsina
variam bastante (5 décadas), podendo alcancar até ca. de

6% do peso seco

8 - Ndo ha, aparentemente, correlacio entre grau
evolutivo das diversas plantas estudadas e niveis de inibi-

dores de papaina e tripsina.
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