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RESUMO

Protefnas sdo biomoléculas de extrema importancia para sistemas bioldgicos. O estudo das
mesmas leva a um melhor entendimento sobre como a vida e suas variadas formas funcionam
de forma tdo elaborada. Essas pesquisas também abrem espaco para a aplicag¢do dessas proteinas
em atividades exercidas pela humanidade. A Ciéncia ja teve grandes sucessos em aplicar
biotecnologicamente proteinas, como a insulina e a DNA-polimerase. Diversas fontes para
essas proteinas podem ser citadas, e as plantas estdo entre elas. Proteinas vegetais foram e ainda
sdo muito estudadas e possuem potenciais biotecnolégicos inexplorados. Nesse contexto, as
leguminosas sao uma familia vegetal de extensa distribui¢do, abundancia e diversidade que
possui a caracteristica de armazenar altos teores proteicos em suas sementes. Pensando nisso,
o intuito deste trabalho foi extrair e identificar proteinas/enzimas de sementes maduras de
Feijao Carioca, Phaseolus vulgaris, com potencial biotecnoldgico. Para isso, sementes obtidas
comercialmente foram trituradas e submetidas a solubilizadas para extrair as proteinas da testa
e cotilédones. O extrato bruto foi dialisado e aplicado numa coluna de troca anidnica DEAE-
Sephacel para cromatografia. Trés picos foram eluidos com aumentos crescentes na
concentracdo de KCl. SDS-PAGE 12 % foi realizado com as fracdes e o extrato para analisar o
perfil proteico e excisar as bandas presentes no gel. As bandas excisadas foram reduzidas e
alquiladas para que seus peptideos pudessem ser extraidos. Espectrometria de massas foi o
método utilizado para sequenciar os peptideos extraidos e as proteinas foram identificados com
auxilio do programa MASCOT, utilizando a base de dados Swissprot. Além disso, o extrato de
7 marcas de feijao carioca foi testado quanto a atividade de L-asparaginase. 8 bandas foram
puderam ser excisadas para identificacdo, resultando em 4 proteinas identificadas e suas
subunidades: Lipoxigenase, Faseolina, Fitoalgutinina e Inibidor de a-amilase. Dentre os feijoes
testados, apenas uma marca apresentou minima atividade de L-asparaginase, mesmo quando as
condi¢des dos ensaios foram maximizadas. Conclui-se que foi possivel identificar 4 proteinas
das sementes de feijao carioca, cada uma com seu potencial biotecnolégico que ainda pode ser
explorado. Além disso, a atividade de asparaginase nula ainda nos retorna aprendizado e ideias

para possiveis estratégias para purifica-la e melhor caracterizé-la.

Palavras-chave: Feijao carioca; Atividade de L-asparaginase; Identificagdo de proteinas;

Espectrometria de massas.



ABSTRACT

Proteins are extremely important biomolecules for biological systems. Studying them leads to
a better understanding of how life and its various forms work in such an elaborate way. These
researches also open space for the application of these proteins in activities carried out by
humanity. Science has already had great success in applying proteins biotechnologically, such
as insulin and DNA polymerase. Several sources for these proteins can be cited, and plants are
among them. Plant proteins have been and still are studied extensively and have unexplored
biotechnological potential. In this context, legumes are a plant family of extensive distribution,
abundance and diversity that has the characteristic of storing high protein content in its seeds.
With that in mind, the aim of this study was to extract and identify proteins/enzymes from
mature seeds of Carioca Beans, Phaseolus vulgaris, with biotechnological potential. For this
purpose, seeds obtained commercially were crushed and subjected to solubilization to extract
proteins from the testa and cotyledons. The crude extract was dialyzed and applied to a DEAE-
Sephacel anion exchange column for chromatography. Three peaks were eluted with increasing
KCl1 concentration. 12% SDS-PAGE was performed with the fractions and extract to analyze
the protein profile and excise the bands present in the gel. The excised bands were reduced and
alkylated so that their peptides could be extracted. Mass spectrometry was the method used to
sequence the extracted peptides and the proteins were identified using the MASCOT program,
using the Swissprot database. In addition, the extracts from 7 brands of Carioca beans were
tested for L-asparaginase activity. 8 bands could be excised for identification, resulting in 4
identified proteins and their subunits: Lipoxygenase, Phaseolin, Phytoagglutinin and o-
Amylase Inhibitor. Among the tested beans, only one brand showed minimal L-asparaginase
activity, even when the test conditions were maximized. It is concluded that it was possible to
identify 4 proteins from Carioca bean seeds, each one with its biotechnological potential that
can still be explored. In addition, the null asparaginase activity still gives us learning and ideas

for possible strategies to purify it and better characterize it.

Keywords: Carioca beans; L-asparaginase activity; Protein identification; Mass spectrometry.
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1 INTRODUCAO

Proteinas sdo biomoléculas de extrema importancia para os seres Vvivos por suas
diversificadas estruturas, tamanhos e, principalmente, pelas fungdes que desempenham nos
sistemas bioldgicos. O estudo dessas moléculas e suas funcdes em diferentes seres vivos
permitiu um maior entendimento sobre a vida no planeta, além de criar perspectivas sobre
possiveis utilidades que essas proteinas poderiam exercer fora dos seus contextos naturais
(LAKSANALAMAL ROBB, 2004; MACHER; YEN, 2007; OWUSU-ANSAH; MC CURDY,
1991; SHEA; BROOKS, 2001).

De fato, com o avanco dos estudos, vdrias proteinas se apresentaram como fortes
candidatas a serem aplicadas nas mais variadas atividades exercidas pela humanidade, seja de
cunho ambiental, seja na saude humana ou nos diversos tipos de industrias. Hoje, temos
diversos exemplos de estudos bem-sucedidos que conseguiram aplicar proteinas provindas de
diferentes fontes nas 4dreas ja citadas (KHODAEI; CARLOS; MULLEN, 2021; MATHIEU;
MARTENS; VANGOITSENHOVEN, 2021; NAING; KIM, 2019; MALECKI; MUSZYNSKI;
SOLOWIE]J, 2021).

Algumas técnicas e tecnologias desenvolvidas a partir dos estudos com proteinas foram
revoluciondrias para a sociedade humana em diversos ambitos. Cristalizacdo de proteinas € a
resolucdo de suas estruturas por difracdo de raios X impulsionou enormemente nosso
entendimento sobre essas biomoléculas, suas funcdes e mecanismos de acdo. Hemoglobinas e
mioglobinas foram as primeiras estruturas de proteinas a serem resolvidas (DICKERSON;
KENDREW; STRANDBERG, 1961). A figura 1 apresenta uma estrutura de mioglobina de

cachalote resolvida.

Exemplos de descobertas que revolucionaram o fazer da ciéncia e até contribuiram para
o bem-estar e saude humana foram a caracterizacdo e utilizagdo em técnicas de biologia
molecular de DNA-Polimerase de Thermus aquaticus, além da expressao e extracao de insulina
em microrganismos, como Escherichia coli, para a utilizagdo em tratamento de diabetes (EOM;

WANG; STEITZ, 1996; MATHIEU; MARTENS; VANGOITSENHOVEN, 2021).

Dentre as diferentes fontes, as plantas t€ém conquistado seu lugar como promissoras
fornecedoras de novas proteinas com grande potencial de bioprospeccdo. Proteinas vegetais ja
sdo estudadas e utilizadas pela humanidade, apresentando potencial antiviral (MUSIDLAK;

NAWROT; GOZDZICKA-J OZEFIAK, 2017; WANG et al., 2021), antimicrobiano (SILVA et
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al., 2014; WANG et al., 2021), emulsificadores e encapsulares (MOTA DA SILVA; SOUZA
ALMEIDA; KAWAZOE SATO, 2021; SHARIF et al., 2018), entre outras potencialidades.

Nesse quesito, as leguminosas s@o plantas que tém certo destaque quanto ao estudo e
uso de suas proteinas. Sendo uma familia botanica diversa e numerosa, com mais de 19.000
espécies, divididas em 3 subfamilias (Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae)
(LEWIS et al., 2005), o clado tem grande potencial para ser uma das maiores fontes vegetais
de proteinas com importincia biotecnoldgica, especialmente por uma caracteristica presente na
grande maioria das espécies pertencentes a esse tdxon: a grande quantidade de proteinas
estocada em suas sementes. Nesse contexto, foquemos um pouco mais nessa familia, a grande

reserva proteica de suas sementes e suas potencialidades biotecnoldgicas.

Figura 1 — Estrutura de mioglobina de cachalote

Fonte: PDB (IMBN) (DICKERSON; KENDREW; STRANDBERG, 1961).

1.1 Sementes de Fabaceae e sua estocagem proteica

Diversa e socioeconomicamente importante como &, a familia botanica Fabaceae habita
e € cultivada em vadrias regides do planeta, desde que sejam propiciadas condi¢des para seu
crescimento e reproducdo. A reproducdo de algumas espécies de leguminosas é muito
importante para a nutricdo mundial, pois, aliadas aos grdos de gramineas, suas sementes
constituem a dieta de grande parte da populacdo mundial e seu consumo é recomendado por

institui¢des (figura 2) (AH et al., 2006; AY, 2013; JI et al., 2004).

A caracteristica que mais se sobressai e atrai a ateng¢do para o consumo dessas sementes

¢ justamente o alto teor proteico. Proteinas sdo a principal reserva das sementes de leguminosas,
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diferente das gramineas, as quais armazenam mais acguicares. Essa grande quantidade de
proteinas armazenadas em seus cotilédones € o que da as leguminosas seu alto valor nutricional,
apesar de haver discussdes sobre essa afirmacdo (BECERRA—TOMAS; PAPANDREOU;
SALAS-SALVADO, 2019).

Figura 2 — Legumes de soja

Fonte: Embrapa (LASARO, 2017). Vagens de soja do cultivar BRS 413RR.

A maior parte da reserva das sementes de Fabaceae € armazenada nos cotilédones, uma
vez que essa familia possui endosperma reduzido e, em algumas espécies, inexistente. As
proteinas s@o armazenadas em células especializadas, no tecido chamado de parénquima de
reserva. Nesse tipo de tecido, as proteinas sdo armazenadas em vesiculas especializadas e
corpos proteicos localizados no reticulo endoplasmatico rugoso, onde sdo traduzidas. Algumas
das proteinas sdo expressas como precursores polipeptidicos, os quais possuem sequéncias
sinais enderecando-os para as vesiculas especializadas e s@o transportados através do complexo

de Golgi (HERMAN; LARKINS, 1999).

Entretanto, ndo sdo apenas fatores genéticos que regulam a expressao e quantidade de
proteinas de reserva nas sementes. Diversos fatores contribuem para que haja variagdes inter e
intraespecificas. A planta-mae, a disponibilidade de hormdnios e o ambiente sdo agentes que
podem afetar a reserva proteica, at€é mesmo pela diminuicdo ou aumento da quantidade de

células dos cotilédones. Entre alguns fatores mais especificos, pode-se citar o hormoénio 4dcido
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abscisico e a disponibilidade de nitrogénio e outros nutrientes para a planta-mae e,
consequentemente, para a semente (GALLARDO; THOMPSON; BURSTIN, 2008; MUNIER-
JOLAIN; LARMURE; SALON, 2008).

1.2 Proteinas das sementes de leguminosas

Leguminosas, como dito anteriormente, armazenam grandes quantidades de proteinas
em suas sementes. A porcentagem, normalmente, varia entre 18 e 30 % das reservas presentes
nos cotilédones. Espécies como Glycine max (soja), Pisum sativum (ervilha) e Vicia faba, por
exemplo, possuem trabalhos na literatura que identificam as proteinas de suas sementes por
diferentes métodos, sejam eles gendmicos, transcricionais e por eletroforese bidimensional
aliada a espectrometria de massas (CABELLO-HURTADO et al., 2016; KRISHNAN;
OEHRLE; NATARAJAN, 2009; SMOLIKOVA et al., 2020; WARSAME et al., 2020;
WARSAME; O’SULLIVAN; TOSI, 2018).

A partir desses estudos, foi possivel identificar as proteinas mais abundantes nas
sementes, como as vicilinas e leguminas, as fitohemaglutininas e os inibidores de alfa-amilase.
A grande concentragdo dessas proteinas dificulta, inclusive, a identificacdo de proteinas menos
expressas quando sdo feitos géis de eletroforese bidimensionais. Apesar disso, estudos ainda
conseguiram reconhecer vdrias outras proteinas nas sementes de leguminosas associadas a

diferentes processos (SMOLIKOVA et al., 2020).

A identifica¢do dessas proteinas, além de aumentar o conhecimento cientifico sobre a
fisiologia e componentes das reservas de leguminosas, apresentou um viés mais biotecnolégico
para essas proteinas. Uma vez que Fabaceae sdo cultivadas com relativa facilidade e rendem
grandes quantidades de proteina, sdo uma Gtima fonte de alvos para aplicagdo biotecnoldgica.
Pensando no assunto, vejamos um pouco mais sobre proteinas de leguminosas e suas aplicacdes

biotecnoldgicas.

1.3 Aplicacoes biotecnolégicas de algumas proteinas de Fabaceae

Iniciemos pelas lectinas de leguminosas, as quais apresentam varias possiveis aplicacoes
biotecnoldgicas gragas as suas capacidades de se ligarem reversivelmente aos mais variados
tipos de carboidratos. A especificidade de ligacdao a carboidratos das lectinas varia entre as
espécies, o que aumenta a gama de possibilidades de aplicacdo para elas. Algumas espécies
apresentam atividade antimicrobiana contra bactérias, fungos e virus (BENKO-ISEPPON;

CROVELLA, 2010; OLIVEIRA et al., 2008; SILVA et al., 2014; WANG et al., 2021).
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Outra atividade de lectinas de leguminosas que possui um Otimo potencial
biotecnoldgico € a atividade inseticida. Apds a ingestdo, a interagdo dessas lectinas com
glicoconjugados pode interferir em processos fisioldgicos dos insetos e causar distirbios que
afastam ou matam os animais. Para que esse efeito seja alcangado, a lectina em questdo precisa
ser altamente resistente a protedlise. Algumas lectinas de Fabaceae ja apresentaram essa

capacidade (MACEDO et al., 2007; MELANDER et al., 2003).

Mais um excelente potencial biotecnolégico das lectinas de leguminosas estd na
atividade antitumoral que algumas espécies apresentam. A interferéncia no ciclo celular
desregulado de células cancerigenas é um efeito dessas proteinas. Uma vez que esse tipo celular
apresenta padrdo de glicosilacdo diferente de células sauddveis, diferentes lectinas com
diferentes especificidades podem ser utilizadas para tentar conter o avango da proliferacao e

propagacao do cancer (LL et al., 2011; QL et al., 2015; STAUDER; KREUSER, 2002).

As proteinas presentes nas leguminosas também podem ser amplamente utilizadas na
industria alimenticia. Essas biomoléculas podem atuar como emulsificadores, estabilizantes e
encapsulantes que auxiliam como carreadores de outras moléculas bioativas, além das suas
atividades antioxidantes e antitrombdticas. H4 relatos de utilizacdo, inclusive, na producao de
leite animal, melhorando as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais (AIDER; BARBANA,
2011; AKIN; OZCAN, 2017; MALECKI; MUSZYNSKI; SOLOWIEJ, 2021; MOTA DA
SILVA; SOUZA ALMEIDA; KAWAZOE SATO, 2021; SHARIF et al., 2018; TANG, 2019).

As proteinas de reserva de leguminosas, como vicilina, legumina e faseolina, também
possuem atividades e utilidades estudadas, por mais que suas funcdes principais sejam
armazenamento. A legumina de lentilha, gracas as suas caracteristicas estruturais e fisico-
quimicas, possui a capacidade de estabilizar a formacao de espumas. Além disso, faseolina ja
foi utilizada como constituinte na produgdo de biofilmes potencialmente capazes de substituir
embalagens plasticas de alimentos (GIOSAFATTO et al, 2014; GIOSAFATTO;
MARINIELLO; RING, 2007; JARPA-PARRA et al., 2015).

O inibidor de alfa-amilase, por sua vez, € uma glicoproteina de defesa da planta que
inibe a atividade de alfa-amilases animais. Por possuir essa atividade inibitdria e ndo afetar as
amilases vegetais, plantas transgénicas que expressem essa proteina podem se defender melhor
de predadores herbivoros em geral, mas em especial insetos (KLUH et al., 2005). Além disso,

sua administracdo em humanos pode auxiliar no tratamento de sindromes metabdlicas, uma vez
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que jé apresentou resultados satisfatérios em ratos induzidos a terem esse distirbio (MICHELI

etal.,2019).

Ainda em estudos preliminares, a L-asparaginase de Phaseolus vulgaris cv. Giza 6 ja
foi purificada e caracterizada a partir das sementes maduras da espécie. A enzima catalisa a
hidrélise do aminodcido L-asparagina, formando L-aspartato e amonia. A enzima de feijao
comum se demonstrou dependente do ion potdssio (K*) e com baixa atividade contra L-
glutamina. Além disso, é estruturada como um dimero de heterodimeros (AJEWOLE et al.,

2018; BEJGER et al., 2014; MOHAMED et al., 2015).

L-asparaginases sao enzimas que podem ser utilizadas na drea da saude e na industria
alimenticia. Nesta ultima, seu uso se deve pela capacidade de reduzir a quantidade de acrilamida
formada pela reducdo de agucares quando alguns alimentos sdo superaquecidos. A L-
asparaginase de Aspergillus sp., um fungo, € utilizada para esse fim (CLAUS; CARLE,;
SCHIEBER, 2008). J4 na 4rea da saude, visto que algumas células cancerigenas, como aquelas
de Leucemia Linfoide Aguda (LLA), dependem de L-asparagina do meio, a L-asparaginase €
usada como auxiliar no tratamento quimioterdpico de alguns tipos de cancer. Nesse contexto,
as enzimas de Escherichia coli e Erwinia sp. ja sdo bem caracterizadas e comercializadas para
esse fim (BATOOL et al., 2016; CECCONELLO et al., 2020; SALZER; SEIBEL; SMITH,
2012).

Foquemos agora numa das plantas mais cultivadas do mundo e que, apesar dos varios
estudos realizados com suas diversas variedades, ainda ha muito a oferecer, em termos

bioquimicos, para a ciéncia e a sociedade.

1.4 Phaseolus vulgaris L.

O feijao comum € uma planta pertencente a familia das leguminosas, Fabaceae, mais
especificamente da subfamilia Papilionoideae, uma das mais numerosas e a que contém a maior
variedade de espécies com atual importancia socioecondmica. Origindrio da América Central
(BITOCCHI et al., 2012), o feijdo comum se tornou uma espécie cultivada mundialmente,
sendo o Brasil um dos maiores produtores e com uma grande diversidade de variedades dessa

leguminosa (BARILI et al., 2015).

A planta é caracterizada por ser anual e possuir o hdbito herbiaceo. Como muitas
leguminosas, P. vulgaris possui folhas alternas compostas, porém trifolioladas. Suas

inflorescéncias sdo axilares com cores que podem variar entre branco, amarelo, lilds ou rosa e
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um pouco maiores que os foliolos de formato ovado (figura 3) (FORZZA et al., 2015;

GRAHAM; RANALLI, 1997).

Figura 3 — Plantagado de Feijao Carioca, cultivar BRS 10408

Fonte: Embrapa (ARAUJO, 2015). Plantacio de Feijao Carioca (P. vulgaris L.), cultivar BRS 10408.

As sementes dessa espécie sao conhecidas pelo alto valor nutritivo, as quais, aliadas ao
consumo de cereais, suprem necessidades da dieta humana (figura 4). O alto valor proteico das
sementes de feijao, além dos carboidratos e lipideos, todos muito presentes no cotilédone, torna
a espécie um alimento de baixo custo, dessa forma sendo capaz de substituir, inclusive, outras
fontes proteicas. Esse valor nutricional é o que faz o feijao um alimento essencial e muito
presente na prato dos brasileiros e de outros paises emergentes (CORTE et al., 2003; LEMOS
et al., 2004; REZENDE et al., 2018).

Entretanto esse alto valor nutricional vem acompanhado de fatores antinutricionais que
dificultam a digestdo desse alimento. Feijao € conhecido por causar indigestdo e flatuléncia em
algumas ocasides, fato ocasionado justamente pela presenga de moléculas nas sementes que
inibem a agdo de proteases, diminuem a absor¢do de carboidratos e que se ligam a alguns

minerais, como cdlcio e magnésio (WORKU; SAHU, 2017).

Phaseolus vulgaris é uma espécie cultivada no mundo inteiro e, por diversos fatores,
apresenta grande diversidade de variedades do tdxon. O Brasil cultiva ao menos 7 variedades
de feijdo comum com caracteristicas selecionadas artificialmente (REZENDE et al., 2018).
Pensando nessa diversidade, além dos mais variados estudos com proteinas de leguminosas, o

feijao comum poderia ser uma fonte valiosa de proteinas e, mais especificamente, enzimas com
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alto potencial biotecnoldgico. Além disso, a facilidade e custo de obtengdo sdo convidativos
para a realizagdo da pesquisa, de forma que ndo haveria dificuldades caso uma reposi¢ao de
estoque se demonstrasse necessdria. Ademais, seria vidvel cultivar alguns espécimes caso essa
estratégia se provasse a melhor op¢do. Nesse contexto, o intuito desse trabalho foi extrair e

identificar as proteinas e enzimas de sementes maduras de Feijao Carioca, Phaseolus vulgaris

L.

Figura 4 — Sementes de Feijao Carioca, cultivar BRS 10408

Fonte: Embrapa (ARAUIJO, 2015). Sementes de Feijao Carioca (P. vulgaris L.), cultivar BRS 10408. Note as

marcas marrons caracteristicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Extrair e identificar proteinas do extrato de sementes maduras de Phaseolus vulgaris L.

2.2 Objetivos especificos

e [Extrair as proteinas da farinha das sementes de P. vulgaris;
e Identificar as proteinas das fracdes por espectrometria de massas;

e Testar a atividade enzimdtica de L-asparaginase do extrato e fracdes.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Extracao e purificacao de proteinas

Para extrair e purificar as proteinas, obteve-se sementes de Phaseolus vulgaris L. de
diferentes fornecedores comercialmente. Os feijoes testados pertenciam as seguintes marcas:
Fibra (2017 e 2021), Pinheiro, Karaja, Dona D¢, Feijao da Casa e a Granel. Apenas as marcas
Fibra e Pinheiro foram utilizadas para além do processo de extragdo proteica. Entretanto, os

extratos de todas as marcas citadas foram testados quanto a atividade de L-asparaginase.

As sementes foram, entdo, trituradas com o auxilio de um moedor de café para formar
uma farinha, a qual foi peneirada. A extracdo proteica consistiu em solubilizar 1 g de farinha
em 10 mL de tampao Tris-HCI 20 mM, pH 8, adicionado de KC1 50 mM, Glicerol 10 % e -
mercaptoetanol 12,5 mM, numa propor¢do 1:10 (m/v). A solu¢do permaneceu sob agitacao
constante por 2 h a temperatura ambiente. Apés esse periodo, o extrato foi centrifugado por 30
minutos a 10000 xg, 4° C. O precipitado foi descartado, e o sobrenadante foi filtrado com papel
filtro. Em seguida, o extrato foi dialisado numa membrana de didlise com poros de 10 kDa
contra tampao Tris-HCI 20 mM, pH 8, realizando-se trocas a cada 1 h, totalizando 8 trocas. Por

fim, a solucg@o proteica dialisada foi denominada extrato bruto.

Este, por sua vez, foi submetido a uma cromatografia de troca anidnica em matriz
cromatografica DEAE-Sephacel (5 mL). A coluna foi previamente equilibrada com o tampao
Tris-HC1 20 mM, pH 8. A cromatografia foi conduzida a um fluxo de 3 mL.min"!, coletando-
se 3 mL por frac@o. A fracdo nao retida na coluna foi eluida com o mesmo tampao utilizado no
equilibrio. Para eluir as proteinas retidas na coluna, utilizou-se um gradiente salino de cloreto
de potéssio (KCI), adicionado ao tampao ja utilizado, nas concentragdes 100 e 200 mM. As
fragdes foram acompanhadas a partir de leituras no espectrofotdmetro a 280 nm. O extrato e os

picos obtidos com a cromatografia foram guardados para as préximas andlises.

Quando necessario, as amostras foram concentradas com o auxilio de um concentrador
(VivaSpin 20 — Sartorius), sendo submetido a centrifugacao a 3500 xg, 4° C, por 30 minutos

sucessivas vezes.

3.2 Dosagem de proteinas totais soldveis

A concentracdo proteica total das amostras foi estimada através do método de Bradford
(BRADFORD, 1977). A curva-padrao foi construida a partir de concentracdes conhecidas de

Albumina Sérica Bovina (BSA) e os resultados foram expressos em mg.mL™".
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3.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para verificar a pureza das amostras, foram realizadas eletroforeses em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) na concentrac¢do de 12 % de acrilamida, de acordo com o método
de Laemlii (1970). O experimento foi conduzido em condic¢des redutoras, nas quais as amostras
sdo preparadas com a presenga de P-mercaptoetanol e aquecidas por 5 minutos. Os
experimentos foram feitos sob corrente elétrica de 200 V, com tensdo de 60 mA e poténcia de

6W.

Ap6s o término da corrida, as proteinas no gel foram reveladas com nitrato de prata.
Primeiramente, o gel foi embebido em metanol 40 % por 30 minutos sob agitacdo constante
para que houvesse a fixagcdo das proteinas. Logo ap0ds, feito o descarte da solugcdo anterior, o
gel foi sensibilizado com uma solucdo de Tiossulfato de s6dio 1,26 mM por 1 minuto sob
agitacdo. O gel foi, entdo, lavado com dgua destilada por 20 segundos por 3 vezes. A
impregnacdo com nitrato de prata (AgNO3) foi realizada imergindo o gel em solucdo de 11,8
mM de AgNOs e 0,074 % de formaldeido por 20 minutos sob agitacio e abrigo de luz. Apds
esse periodo, o gel foi novamente lavado com dgua destilada por 20 segundos por 3 vezes. Para
que houvesse a revelacdo das bandas presentes no gel, o mesmo foi imerso em solucdo de 0,37
M de carbonato de calcio, 25,2 uM de tiossulfato de sédio e formaldeido 0,05 %. A reacdo foi
bloqueada assim que as bandas se tornaram visiveis com uma solugdo de metanol 40 % e acido

acético 10%.

Quando necessario, o gel foi corado com Cromassie Brilliant Blue R-250 0,1 %. Nessas
condi¢Oes, o gel permaneceu em contato com o corante em agitacao por 15 minutos. Apds esse
periodo, o corante foi retirado e o gel foi lavado com dgua quente sucessivas vezes para que o

excesso pudesse ser retirado.

O perfil proteico foi comparado com um marcador molecular comercial da Sigma-
Aldrich de amplo espectro, o qual apresenta o seguinte padrdo: Miosina (200 kDa), B-
galactosidase (116 kDa), Fosforilase B (97 kDa), Albumina (66 kDa), Desidrogenase glutdmica
(55 kDa), Ovalbumina (45 kDa), Desidrogenase gliceraldeido-3-fosfato (36 kDa), Anidrase
carbonica (29 kDa), Tripsinogénio (24 kDa), inibidor de tripsina (20 kDa), a-lactalbumina (14,2
kDa) e Aprotinina (6,5 kDa).
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3.4 Deteccao da atividade enzimatica de L-asparaginase

Para o ensaio de atividade enzimdtica, montou-se uma curva-padrdao de sulfato de
amdnio, compreendendo de 0,05 a 0,95 pmol.mL"!'. Uma solucdo estoque de 6 mM de sulfato
de amodnio foi preparada e, a partir dela, fez-se diluicdes para obter-se as concentragdes
desejadas para a curva. O experimento foi realizado em duplicatas. Em tubos de ensaio, foram
adicionados 100 puL de solucdo de sulfato de amonio, 100 pLL de reagente de Nessler (KoHgl4)
(Neon) e 800 uL de dgua destilada. As solucdes foram agitadas com auxilio de um voértex e
incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos e, em seguida, lidas no espectrofotdmetro a
425 nm. Por fim, os dados obtidos foram plotados em um grafico e uma equacdo da reta foi

gerada para ser utilizada no ensaio de atividade enzimatica.

Para testar a atividade catalitica da L-asparaginase, 100 uL de amostra foram incubados
com a adi¢dao de 900 pL de tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8, adicionado de KC1 50 mM e L-
asparagina 20 mM, por 30 minutos a 37° C. O experimento foi realizado em duplicata, além de
um controle para cada amostra, no qual ndo ha adi¢cdo da mesma para o periodo de incubacdo.
Em seguida, a reacdo foi parada com a adi¢do de 100 uL de acido tricloroacético (TCA) 15 %.
Além do TCA, foram adicionados 100 uLL da amostra correspondente em cada grupo controle.
A solucao foi, entdo, centrifugada por 5 minutos a 10000 xg, 4° C. Apés a centrifugacdo, 100
puL do sobrenadante foram misturados com 100 puL de reagente de Nessler e 800 uL de agua
destilada. Esta solugdo foi agitada com o auxilio do vortex e incubada a temperatura ambiente
por 10 minutos. Por fim, as solu¢des foram submetidas a leitura no espectrofotometro a 425 nm
e a concentracdo de NH3 foi determinada a partir da curva-padrio de sulfato de amdnio. Para

determinar a atividade enzimatica em U.mL"!, utilizou-se a seguinte férmula:

[NH3] * Volume final da reagdo (mL)
Volume de sobrenadante usado (mL) * Tempo de reacdo (min.) X Q. de amostra (mL)

A atividade enzimdtica especifica foi determinada dividindo o valor obtido com a
equacgdo acima pela concentracdo de proteinas totais obtida com o método de Bradford descrito

acima. O valor final foi expresso em U.mg.

O extrato da marca Pinheiro e os picos oriundos da cromatografia em DEAE-Sephacel
também foram testados em condicdes diferentes de ensaio de atividade da L-asparaginase,
intuindo maximizar a possivel atividade da enzima. Nesse caso, 100 uL. de amostra foram
incubados juntamente com 800 puL de tampado Fosfato de Potéssio 0,1 M, pH 7,3, adicionado

de L-asparagina 25 mM. Apenas nesse teste, os grupos controles receberam TCA 15 % e 100
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pL de amostra correspondente logo no inicio da rea¢ao. Todos foram incubados por 1 h a 37°

C.

Ap6s o periodo de incubagdo, 100 uLL de TCA 15 % foram adicionados nos tubos, com
excecdo dos grupos controle. Apds mistura por inversdo, sem centrifugacdo, 100 uL das
amostras foram misturados com 100 pL de reagente de Nessler, sem qualquer diluicao. Apds
misturar por inversao e incubac¢ao de 5 minutos, os resultados foram lidos em espectrofotometro
a 450 nm. A referéncia utilizada pelo espectrofotdmetro foi apenas a mistura do tampao com o

reagente de Nessler.

3.5 Identificacao de proteinas por espectrometria de massas

A partir da andlise do perfil eletroforético obtido com os experimentos, as bandas
presentes no gel foram selecionadas para identificacdo. Nesse intuito, essas bandas foram
excisadas com auxilio de ponteira pléstica, picotados com a mesma e transferidos para

microtubos identificados.

ApOs a excisdo, as bandas passaram por um processo de reducdo e alquilacio com
Ditiotreitol (DTT) e lodoacetamida (IAA), conforme descrito por Shevchenko et al. (2007).
Ap6s esse processo, as bandas sofreram uma digestao proteolitica com Tripsina por 16 h, a 37°
C, a partir do método descrito por Carneiro et al. (2021). Ap6s a digestao, os peptideos foram
extraidos a partir do método, mais uma vez, de Shevchenko et al. (2007). Os peptideos extraidos
foram, entdo, solubilizados em 4cido férmico 0,2 % e aplicados numa coluna de fase reversa
C18 (75 pm X 20 cm), a qual foi eluida com um gradiente de 10 a 85 % de acetonitrila contendo

acido férmico 0,1 %.

O espectrometro de massas utilizado foi SYNAPT HDMS (Waters, Manchester, UK),
o qual € acoplado a um sistema de ESI-nano UPLC. As andlises pelo equipamento utilizaram
ionizacdo por eletrospray ESI (+) a partir da fonte NanoLockSpray. O equipamento foi
previamente calibrado com uma solucdo de acido fosférico e operado como descrito por
Carneiro et al. (2021). Os espectros de massa gerados foram processados pelo software
ProteinLyns Global Server 2.4 (Waters), e os arquivos gerados foram submetidos a anélise no
programa da MASCOT (Matrix Science Ltda., www.matrixscience.com). O banco de dados

utilizado foi o Swissprot.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extracao e purificacdo de proteinas

A utilizagdo de uma farinha preparada com sementes sem passarem por um processo
fisico teve o intuito de permitir a extragdo da maior quantidade de proteinas possivel nas
condigdes citadas. A concentracdo proteica do extrato das sementes de P. vulgaris fica evidente
na coloracdo e turbidez do mesmo. Os dados contendo a concentracdo proteica dos extratos de
feijoes de diferentes marcas, mensurada pelo método de Bradford (1970), sdo apresentados na

tabela 1.
Tabela 1 — Concentragdo proteica dos extratos de feijdo carioca de diferentes marcas

Amostra/Marca Abs1 Abs2 Abs3 Desvio padrio Concentragio (mg.ml!)

Fibra (2017) | 0,301 0,314 0,309 0,006 1,268
Fibra (2021) | 0,421 0,491 0,475 0,036 4,085
Feijao da casa | 0,450 0,448 0,451 0,001 3,958
Pinheiro 0,378 0,319 0,356 0,029 2,972
Karaja 0,427 0,466 0,448 0,019 3,932
Dona dé 0,443 0,481 0,455 0,019 4,058
Granel 0,433 0,425 0,439 0,007 3,785

Fonte: Elaborada pelo autor. Abs = absorbancia a 595 nm.

Os dados da tabela demonstram que os teores proteicos extraidos das sementes de feijao
nas condi¢des citadas no item 3.1 sdo muito discrepantes. Essas diferencas entre os teores
proteicos das diferentes marcas podem ser motivadas por fatores como genétipo da planta, o
proprio ambiente de cultivo, localidade e adubacdo nitrogenada (BURATTO et al., 2009;
GOMES JUNIOR; SA, 2010).

A concentra¢do mais discrepante € aquela dos feijoes da marca Fibra obtidos em 2017.
Essa menor quantidade de proteinas em suas sementes pode ser explicada pelo tempo de
armazenamento, além das condi¢des ndo controladas. Até seis meses de armazenamento,
feijoes refrigerados ndo t€ém perda considerdvel de teor proteico (DE OLIVEIRA et al., 2011).
Além disso, com o envelhecimento do feijdo, a estrutura molecular de suas proteinas é
modificada, por mais que ainda estejam presentes (RIBEIRO et al., 2009). Nesse contexto, a
idade e as condi¢des de armazenamento do feijao Fibra 2017 podem ser as causas para uma

menor concentragao proteica.
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Apenas as marcas Fibra e Pinheiro tiveram seus extratos dialisados e aplicados numa
coluna DEAE-Sephacel para uma cromatografia de troca anidnica. Em ambos os casos, a
eluicdo da coluna seguiu-se com adicdo de concentracdes crescentes de KCl ao tampao Tris-
HCI 20 mM, pH 8. Ao analisarmos o perfil cromatografico obtido a partir do acompanhamento
da cromatografia com leituras no espectrofotdmetro a 280 nm, nota-se a presenca de trés picos:
um de proteinas nao retidas, um eluido com KC1 0,1 M (pico 1) e outro eluido com KC1 0,2 M
(pico 2). O perfil possui grande semelhanca aquele obtido por Mohamed et al. (2015). Ambas

as marcas utilizadas apresentaram perfil semelhante, demonstrado na figura 5.

Figura 5 — Perfil cromatogréfico obtido em coluna de troca anidnica DEAE-Sephacel
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Fonte: elaborado pelo autor. Cromatografia de troca aniénica em DEAE-Sephacel. Volume da coluna: 5 mL.
Volume de extrato aplicado: 5 mL. Tampdo de equilibrio: Tris-HCI 20 mM, pH 8. Eluicdo: (1) tampdo de
equilibrio, (2) adi¢do de KCI 0,1 M, (3) adi¢do de KC1 0,2 M. Fluxo: 3 mL.min"".

O extrato utilizado na cromatografia e os picos oriundos da mesma foram preparados
para uma eletroforese em condicdes redutoras em gel SDS-PAGE contendo 12 % de acrilamida.
A figura 6 apresenta o resultado do experimento. Nota-se que ndo foi possivel purificar
totalmente nenhuma proteina. Entretanto é perceptivel a gradativa redu¢do na quantidade de
proteinas presentes nas fracdes com o decorrer das elui¢des dos picos. Ao comparar o perfil do

extrato com aquele do pico ndo retido, percebe-se que ndo hd muita diferenca quanto ao
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conteddo, apenas a concentragdo proteica. As concentragdes proteicas do extrato apds a didlise

e dos picos eluidos s@o apresentadas na tabela 2.

Tabela 2 — Concentracdo proteica de extrato e fracdes obtidas em cromatografia DEAE-

Sephacel
Amostra Abs1 Abs2 Abs3 Desvio padrio Concentracio (mg.mL")
Extrato dialisado 0,31 0,364 0,335 0,027 2,825
Pico nao-retido 0425 04 0413 0,012 0,717
Pico retido 1 0,48 0,5 0,486 0,01 0,434
Pico retido 2 0,293 0,32 0,311 0,013 0,254

Fonte: elaborada pelo autor. Abs = absorbancia a 595 nm.

Nota-se, pela tabela 2, que a concentracio do extrato dialisado é menor quando
comparada ao extrato bruto (tabela 1). Essa reducdo nas proteinas totais soluveis é,
provavelmente, causada pela perda de proteinas de baixo peso molecular durante a didlise, uma
vez que a membrana utilizada possui poros de 10 kDa. Dessa forma, tudo que possui massa

menor que 10 kDa atravessa a membrana e € perdido.

Analisando o perfil eletroforético e a concentracdo proteica do extrato, € notdvel que os
dados obtidos corroboram com a literatura sobre a grande quantidade de proteinas em sementes
de leguminosas e, mais especificamente, Phaseolus vulgaris e suas variedades (FIDELIS ez al.,
2019; GUZMAN-MALDONADO; ACOSTA-GALLEGOS; PAREDES-LOPEZ, 2000;
LEMES et al., 2019; PAREDES-LOPEZ et al., 1989). Ainda na figura 6, hd as indica¢des das

bandas excisadas para identifica¢ao por espectrometria de massas.

4.2 Identificacao de proteinas por espectrometria de massas

A identificacdo das proteinas presentes nas sementes de feijao teve o intuito de tentar
encontrar proteinas e, mais especificamente, enzimas com potencial biotecnolégico. Pensando
nisso, a espectrometria de massas se mostrou um método apropriado para o reconhecimento
dessas biomoléculas. Focando, novamente, no gel apresentado na figura 6, vemos que ha varias
bandas em todos os picos, principalmente no pico ndo-retido, o qual apresenta a maior
quantidade. Optou-se por excisar as bandas do pico ndo-retido por conter a maior quantidade
de bandas, as quais estavam presentes em outros picos, mas em menor concentracdo. O extrato
nao foi considerado como opc¢ao por ser muito concentrado e nao haver uma distingdo tao clara

entre as bandas.
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As tabelas de 3 a 10 apresentam as proteinas identificadas, os peptideos reconhecidos,
suas massas observadas e esperadas, além do valor de delta. Todas as 8 bandas excisadas foram
possiveis de identificar, por mais que aquelas com menor peso molecular ndo fornecessem

muito material.

Figura 6 — Perfil eletroforético do extrato e fracdes de feijdo carioca da marca Pinheiro em SDS-

PAGE (12 %)
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Fonte: elaborado pelo autor. SDS-PAGE 12 % corado por impregna¢do com nitrato de prata. M = marcador
molecular Sigma-Aldrich Wide Range (Miosina 200 kDa; B-galactosidase 116 kDa; Fosforilase B 97 kDa;
Albumina 66 kDa; Desidrogenase glutamica 55 kDa; Ovalbumina 45 kDa; Desidrogenase gliceraldeido-3-fosfato
36 kDa; Anidrase carbonica 29 kDa; Tripsinogénio 24 kDa; inibidor de tripsina 20 kDa; a-lactalbumina 14,2 kDa
e Aprotinina 6,5 kDa). Ext = extrato bruto; Nao-retido = pico eluido com o tampéo de equilibrio; P1 = pico eluido
com adigdo de KC1 0,1 M; P2 = pico eluido com adi¢do de KCl1 0,2 M. Aplicou-se 3uL de extrato, 5 pL de pico
nao-retido, e 7 uL dos picos 1 e 2. 1 a 8 = identificacdo de bandas excisadas para digestdo e identificacdo por
espectrometria de massas.

Os peptideos gerados a partir da digestdo da banda 1 se assemelharam com a sequéncia
da enzima Lipoxigenase-2 (LOX-2) de soja, Glycine max (Tabela 3). Lipoxigenases sdo capazes
de catalisar a hidroperoxidacdo de lipideos que contém porc¢des cis-cis-pentadienos. Essas
enzimas tém a caracteristica de possuirem um &4tomo de ferro em suas estruturas. As

lipoxigenases de soja t€ém uma maior especificidade para os dcidos linolénico e linoleico, os
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famosos Omega 3e 6 (LOISEAU et al., 2001). Dentre as isoformas encontradas em soja, LOX-
2 € a maior entre elas, com aproximadamente 97 kDa. Além dos lipideos livres, LOX-2 também

apresenta a capacidade de atuar em ésteres de biomembranas (MACCARRONE et al., 1994).

Phaseolus vulgaris possui algumas Lipoxigenases purificadas, mas ainda ha muito a ser
caracterizado dessas enzimas. Nao hé estruturas depositadas no Protein Data Bank (PDB) de
lipoxigenases de feijdo. Ainda assim, ha trabalhos que caracterizam a expressao diferenciada
dessas enzimas em diferentes estidgios e tecidos da planta, além de diferentes tipos de
lipoxigenases. A atividade de LOX-1 e LOX-2 em feijao j4 foi mensurada em diferentes tecidos,
e o tipo 2 apresenta atividade bem maior nos cotilédones se comparado ao tipo 1. Além disso,
ha a identifica¢do de uma lipoxigenase associada a membrana apoplastica de hipocétilos de P.
vulgaris. Nesse contexto, apesar da identificacdo ter relacionado com a LOX-2 de Glycine max,
identificamos a proteina em questdo como LOX-2 de Phaseolus vulgaris (GEORG EIBEN;
SLUSARENKO, 1994; SICILIA et al., 2005).

Tabela 3 — Peptideos sequenciados, massas e identificacdo da Banda 1

Banda 1: Seed linoleate 9S-lipoxygenase-2 OS=Glycine max OX=3847 GN=LOX1.2
PE=2 SV=1

Sequéncia peptidica Massa Massa A
observada calculada

K.ELVEVGHGDK.K 1081.5152 1081.5404 -0.0221
K.SSDFLTYGLK.S 1129.4580 1129.5655 0.0085
R.DTMNINALAR.Q + Oxidacdo (M) 1134.5200 1133.5499 0.00039
R.HASDEVYLGER.D 1274.5286 1254.5891 -0.0605
R.HASDEIYLGQR.D 1287.5860 1287.6207 -0.0347
K.SAWMTDEEFAR.E + Oxidacdo (M) 1357.5520 1357.5609 -0.0088
K.SLTLEDVPNQGTIR.F 1541.7808 1541.8049 -0.0241
K. ATFLEGIITSLPTLGAGQSAFK.I 2221.1266 2221.1994 -0.0729
K. ATFLEGIITSLPTLGAGQSAFK.I 2221.1290 2221.1994 -0.0704

Fonte: elaborado pelo autor.

Lipoxigenases possuem aplicacdes na industria, principalmente. A LOX de Glycine max
(soja) € a mais utilizada nessas aplica¢des, sendo o clareamento de farinhas e paes a partir da
reducdo de carotenoides o potencial mais explorado (SHI er al., 2020). Entretanto, a enzima
pode ser utilizada, também, na industria de quimica de 6leos e na producao de papel e quadros,

como bem revisado por Heshof ef al. (2016).

A banda 2 teve a maior quantidade de peptideos sequenciados (tabela 4). Tal fato pode
ter sido motivado pela grande quantidade de material digerido, uma vez que € a banda mais

proeminente no gel de eletroforese (figura 6). Com essa quantidade, os peptideos apresentaram
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similaridade com cerca de 16 % da sequéncia de residuos de aminodcidos da proteina Faseolina,

uma proteina de reserva da espécie P. vulgaris. Dessa forma, pode-se inferir, justamente, que a

grande concentracio dessa proteina no extrato se deve ao fato de que sementes de leguminosas,

feijao ndo sendo uma exce¢do, possuem uma alta reserva proteica (AIDER; BARBANA, 2011;
AKIN; OZCAN, 2017; MUNIER-JOLAIN; LARMURE; SALON, 2008; OWUSU-ANSAH;
MC CURDY, 1991; SHARIF et al., 2018; WARSAME; O’SULLIVAN; TOSI, 2018).

Tabela 4 — Peptideos sequenciados, massas e identificacdo da Banda 2

Banda 2: Phaseolin, alpha-type OS=Phaseolus vulgaris OX=3885 PE=1 SV=1

Sequéncia peptidica Massa Massa A
observada | calculada
R.LQNLEDYR.L 1050.4346 | 1049.5141 | 0.9205
K. TDNVISSIGR.A 1061.4690 | 1060.5513 | 0.9178
K.HILEASFNSK.F 1144.4838 | 1144.5876 | -0.1038
K.ETLEYESYR.A 1188.4512 | 1188.5298 | -0.0786
K.RLQNLEDYR.L 1205.4938 | 1205.6152 | -0.1214
K.EGALFVPHYYSK.A 1409.6068 | 1409.6979 | -0.0911
R.SGSAILVLVKPDDR.R 1468.7826 | 1468.8249 | -0.0423
K.GNKETLEFESYR.A 1471.6183 | 1471.6943 | -0.0760
R.SGSAILVLVKPDDRR.E 1624.8637 | 1624.9260 | -0.0623
K.IPAGTIFYLVNPDPK.E 1643.7052 | 1643.8923 | -0.1870
R.TDNSLNVLISSIEMK.E 1662.8750 | 1662.8498 | 0.0252
K. ATSNVNFTGFGINANNNNR.N 2023.8490 | 2023.9460 | -0.0970
R.EYFFLTSDNPIFSDHQK.I 2086.8668 | 2086.9636 | -0.0968
K.QSGSYFVDGHHHQQEQQK.G 2138.8849 | 2138.9518 | -0.0669
R.AELSKDDVFVIPAAYPVAIK.A 2144.9290 | 2145.1721 | -0.2432
K.QSGSYFVDAHHHQQEQQK.G 2152.8905 | 2152.9675 | -0.0770
R.EYFFLTQGDNPIFSDNQK.I 2161.8638 | 2161.9957 | -0.1318
R.ALDGKDVLGLTFS((}hig}EEVMK.L + Oxidagao 2168.1304 | 2163.0671 | 0.0633
R.SKPETLLLPQQADAELLLVVR.S 2332.2268 | 2332.3366 | -0.1098
R.EEEESQDNPFYFNSDNSWNTLFK.N 2839.2721 | 2839.1885 | 0.0836
R.IIQLAMPVNNPQIHEFFL~SSTEAQQSYLQEFSK.H 3853.0249 3852.9032 | 0.1217
+ Oxidacao (M)

Fonte: elaborado pelo autor.

A Faseolina € uma proteina de reserva, portanto é muito expressa durante o

desenvolvimento da semente. A proteina se estrutura como um trimero, o qual pode ser
composto de mondémeros do tipo o, B ou y. Os mondmeros se diferenciam pelo nimero de
residuos de aminodcidos e, consequentemente, a massa molecular. A a-faseolina possui massa
molecular entre 51 e 53 kDa. Por sua vez, a B-faseolina varia entre 47 e 48 kDa. J4 a y-faseolina

tem massa entre 43 e 46 kDa. Entretanto, essas massas moleculares podem mudar dependendo
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do padrao de glicosilacdo, o qual pode variar entre diferentes genétipos (KAMI; GEPTS, 1994;
LAWRENCE et al., 1994; PAAREN et al., 1987; SLIGHTOM et al., 1985; SUN et al., 1974).

Ratos tratados com faseolina apresentaram reacdes de hipersensibilidade. Verificou-se
que IgE € o principal tipo de anticorpo que se liga a faseolina, apesar de induzir a expressao de
outros tipos de anticorpos e citocinas associados a respostas alérgicas. Esses dados indicam essa
proteina como um potencial alergénico e que pode afetar pessoas suscetiveis (KUMAR et al.,
2014a). Também j4 foi relatada a capacidade de induzir a secre¢do de nitrogé€nio no intestino
de ratos e que esse fato pode ser o motivo para seu baixo valor nutricional (SANTORO;

GRANT; PUSZTALI, 1999).

Apesar desses dados que apresentam essa proteina como um possivel alérgeno e de
baixo valor nutricional, estudos veem a faseolina com outro viés, um mais biotecnolégico.
Nesse contexto, a proteina de reserva pode ser utilizada, especialmente, na producdo de
biofilmes consumiveis que podem, inclusive, substituir as embalagens plasticas de alimentos
(GIOSAFATTO et al., 2014; GIOSAFATTO; MARINIELLO; RING, 2007). Por outro lado,
jéa foi demonstrada a atividade antioxidante e protetora contra danos ao DNA em célon de ratos
(GARCIA-CORDERO et al., 2021). Esses potenciais biotecnolégicos podem ser explorados

ainda mais em estudos futuros.

Tabela 5 — Peptideos sequenciados, massas e identificacdo da Banda 3

Banda 3: Erythroagglutinating phytohemagglutinin OS=Phaseolus vulgaris OX=3885
GN=DLEC1 PE=1 SV=1

Sequéncia peptidica Massa Massa A
observada calculada

K.GGLLGLFNNYK.Y 1194.5998 1194.6397 -0.0398
K. TSFIVSDTVDLK.S 1323.6504 1323.6922 -0.0418
K.DKGGLLGLFNNYK.Y 1437.7240 1437.7616 -0.0375
K.GENAEVLITYDSSTK.L 1625.7374 1625.7784 -0.0410
K.GNVETNDVLSWSFASK.L 1752.8426 1752.8319 0.0108
R.LTNVNDNGEPTLSSLGR.A 1785.7568 1785.8857 -0.1288
K.LSDGTTSEGLNLANLVLNK.I 1957.9758 1958.0320 -0.0562

Fonte: elaborado pelo autor.

Como podemos observar na tabela 5, os peptideos sequenciados a partir da banda 3
apresentaram similaridade com a Fitohemaglutinina Eritohemaglutinante de P. vulgaris, ou
PHA-E. Essa lectina possui uma estrutura semelhante a vdrias outras lectinas vegetais, e possui
dois tipos de mondmeros: um que se liga e aglutina eritrécitos e outro que faz o0 mesmo com

leucdcitos, chamada PHA-L. Esses mondmeros podem formar tetrimeros constituidos por
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diferentes quantidades de PHA-E e PHA-L. Ambos os tipos se ligam a carboidratos complexos
e possuem os fons Ca** e/ou Mn?>* ligados préximos dos sitios de ligacdo, de forma que auxiliam
numa melhor afinidade pelos agucares. Tanto PHA-L quanto PHA-E possuem estruturas
depositadas no PDB, as quais evidenciam as diferengas estruturais de ligacdo a carboidratos e
a alta afinidade por N-glicanos (HAMELRYCK et al., 1996; HE et al., 2018; LORIS et al.,
1998; NAGAE et al., 2014).

PHA € uma lectina muito resistente a tratamentos térmicos e proteoliticos, além de ser
capaz de induzir respostas imunoldgicas em ratos e humanos, tornando-a um alérgeno vegetal
(KUMAR et al., 2014b). Apesar disso, a lectina possui aplicagdes pertinentes, como sua
capacidade mitogénica utilizada em culturas de leucocitos (BADARINATH et al., 2015). Além
disso, a proteina tem possiveis aplicagdes na satide humana, uma vez que apresenta atividade
antifiingica, antitumoral e atua, inclusive, como antiviral contra o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) (ANG et al., 2014; FANG et al., 2010, 2011; LAM; NG, 2011). Essas

potencialidades ainda podem ser bastante exploradas em trabalhos futuros.

Tabela 6 — Peptideos sequenciados, massas e identificacdo da Banda 4

Banda 4: Phaseolin, beta-type OS=Phaseolus vulgaris 0X=3885 PE=1 SV=2

Sequéncia peptidica Massa Massa A
observada calculada

R.LQNLEDYR.L 1049.4760 1049.5141 -0.0381
K.HILEASFNSK.F 1144.5592 1144.5876 -0.0284
K.RLOQNLEDYR.L 1205.5902 1205.6152 -0.0250
K.IPAGTIFYLVNPDPK.E 1643.8492 1643.8923 -0.0430
R.AELSKDDVFVIPAAYPVAIK.A 2145.1264 2145.1721 -0.0458
K.IPAGTIFYLVNPDPKEDLR.I 2157.0967 2157.1470 -0.0503
R.SKPETLLLPQQADAELLLVVR.S 2332.2970 2332.3366 -0.0396

Fonte: elaborado pelo autor.

As bandas 4 e 5 foram, ambas, identificadas como Faseolina do tipo beta (tabelas 6 e 7).
Quando se compara esses resultados com o gel de eletroforese, pode haver uma descrenca, mas
a literatura relata que a B-faseolina pode sofrer fragmentacdo durante seu transporte para as
vesiculas de estoque proteico. As bandas obtidas em eletroforese desses fragmentos apresentam
massa molecular, justamente, entre 20 e 25 kDa, como observado na figura 6 (PEDRAZZINI

etal., 1997).

Por fim, temos as 3 ultimas bandas: 6, 7 e 8. Todas elas foram identificadas como a
proteina inibidora de a-amilase de P. vulgaris. As tabelas 8 a 10 apresentam os dados usados

para a identificacdo das bandas. Ao analisar os peptideos sequenciados das bandas 6 e 8§,
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percebe-se a quantidade minima de dados obtidos. Isto pode se dever ao fato de, ao olhar o gel
(figura 6), vemos a pequena quantidade de material disponivel para excisdo, visto que possuem

baixa concentragao nas fragdes utilizadas. Apesar da pequena quantidade de dados, foi possivel

identificar as duas bandas.

Tabela 7 — Peptideos sequenciados, massas e identificacdo da Banda 5

Banda 5: Phaseolin, beta-type OS=Phaseolus vulgaris 0X=3885 PE=1 SV=2

Sequéncia peptidica Massa Massa A
observada calculada

K.ETLEYESYR.A 1188.4960 1188.5298 -0.0338
K.GNKETLEYESYR.A 1487.7102 1487.6892 0.0211
K.IPAGTIFYLVNPDPK.E 1643.8480 1643.8923 -0.0442
R.TDNSLNVLISSIEMK_.E 1662.8098 1662.8498 -0.0400
R.AELSKDDVFVIPAAYPVAIK.A 2145.0865 2145.1721 -0.0857
K.QSGSYFVDAHHHQQEQQK.G 2152.9093 2152.9675 -0.0582
K.IJPAGTIFYLVNPDPKEDLR.I 2157.0961 2157.1470 -0.0509

Fonte: elaborado pelo autor

Tabela 8 — Peptideos sequenciados, massas e identificacdo da Banda 6

Banda 6: Alpha-amylase inhibitor 1 OS=Phaseolus vulgaris OX=3885 GN=LLP

PE=1 Sv=1
A e qe Massa Massa
Sequéncia peptidica observada calculada A
K.SVPWDVHDYDGQNAEVR.I 1985.8306 1985.8868 -0.0562

Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 9 — Peptideos sequenciados, massas e identificagdo da Banda 7

Banda 7: Alpha-amylase inhibitor 1 OS=Phaseolus vulgaris OX=3885 GN=LLP

PE=1 SV=1
Sequéncia peptidica Massa observada | Massa calculada A
R.AFYSAPIQIR.D 1164.5748 1164.6291 -0.0543
R.ISIDVNNNDIK.S 1243.4756 1243.6408 -0.1652
K.SNNVSTTVELEK.E 1320.5878 1319.6569 0.9310
K.GDTVTVEFDTFLSR.I 1585.7224 1585.7624 -0.0400
K.SVPWDVHDYDGQNAEVR.I 1985.7674 1985.8868 -0.1193

Fonte: elaborado pelo autor.

O inibidor de a-amilase de feijdo é uma glicoproteina que apresenta semelhanga com as
lectinas da mesma espécie. A proteina apresenta um teor alto de glicosilacdo, mais de 15 % em
alguns casos. Ela € expressa como um precursor polipeptidico, o qual, ao chegar a vesicula de
estoque proteico de cotilédones, sofre clivagem e é dividido em polipeptideos ativos do
inibidor. Estes possuem massa molecular entre 14 e 18 kDa, massa semelhante aquela

apresentada pela Banda 6.
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Tabela 10 — Peptideos sequenciados, massas e identificacdo da Banda 8

Banda 8: Alpha-amylase inhibitor 1 OS=Phaseolus vulgaris OX=3885 GN=LLP
PE=1SV=1

Sequéncia peptidica Massa observada | Massa calculada A
R.ISIDVNNNDIK.S 1243.5552 1243.6408 -0.0856
K.SVPWDVHDYDGQNAEVR.I 1985.8274 1985.8868 -0.0593

Fonte: elaborado pelo autor.

Entretanto, as bandas 7 e 8 possuem massa menor €, mesmo assim foram identificadas
como inibidor de a-amilase. Alguns trabalhos relatam que, quando deglicosiladas, as
subunidades alfa e beta da glicoproteina apresentam massa molecular menor do que 10 kDa.
Entretanto, ndo houve nenhum tratamento nas amostras utilizadas neste trabalho que visassem
a deglicosilac@o de proteinas. Dessa forma, pode haver uma expressao diferenciada do padrao
de glicosilacdo do inibidor no cultivar utilizado nesse trabalho ou sequer hd glicosilagdo nessas
proteinas. Para confirmar tal hip6tese, talvez seja necessario purificar e caracterizar o precursor
polipeptidico e seu padrido de glicosilagdo (LEE; GEPTS; WHITAKER, 2002; MORENO;
ALTABELLA; CHRISPEELS, 1990; NAKAGUCHI et al., 1997, YAMAGUCHI, 1991).

O inibidor de a-amilase é considerado uma proteina de defesa da planta contra animais
predatérios, com maior €nfase em insetos, principalmente porque essa glicoproteina inibe
amilases animais, mas nao as oriundas de vegetais. A partir dessa caracteristica, esse inibidor
possui um grande potencial como inseticida, especialmente contra espécies mais generalistas,
as quais nio co-evoluiram com o género Phaseolus. Através de transgenia, seria possivel
cultivar plantas que expressam esse inibidor e sejam mais resistentes a herbivoria (KLUH et

al., 2005).

Ademais, o inibidor de alfa-amilase ja se demonstrou como um potencial aliado
poderoso no tratamento de sindrome metabdlica. Em ratos nos quais a sindrome foi induzida
pela dieta administrada, a aplicagio de 0,5 gkg' da glicoproteina em questdo reduziu
drasticamente os sintomas e efeitos bioquimicos e metabdlicos causados pela sindrome. Dessa
forma, houve reducdo da glicemia, dos niveis de colesterol, triglicerideos, além de diminuir a
massa corporal, entre outros efeitos benéficos (MICHELI et al., 2019). Nesse contexto, visto
os beneficios da administragdo do inibidor de a-amilase em ratos com sindrome metabdlica, €

notdrio o potencial da aplicacdo dessa proteina na saide humana.

Analisando o conjunto de proteinas encontradas, nota-se a semelhanca dos dados

obtidos com alguns trabalhos na literatura, como a protedmica das sementes de Vicia faba e,
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também, da mesma espécie utilizada neste trabalho, Phaseolus vulgaris (PASTORCORRALES
et al.,2013; WARSAME et al., 2020; WARSAME; O’SULLIVAN; TOSI, 2018). Analisando
as proteinas identificadas e a literatura citada, nota-se que, de fato, ha sobreposi¢ao de dados,
de forma a corrobora-los. Todas as proteinas identificadas também foram encontradas por
outros autores, sejam iguais ou apenas semelhantes, como as de Vicia faba. Além disso, as
proteinas mais abundantes e identificadas sdo, exatamente, Faseolina, PHA e Inibidor de alfa-
amilase (DE LA FUENTE et al., 2011). Essa literatura suporta os dados descritos aqui,
principalmente porque o mesmo método foi utilizado para a identifica¢do, espectrometria de

massas.

4.3 Deteccao da atividade enzimatica de L-asparaginase

Visto que um dos intuitos desse trabalho foi encontrar possiveis enzimas com potencial
biotecnoldgico nas sementes de feijao carioca, apesar de as identificagdes por espectrometria
ndo terem apresentado essa enzima, foram realizados ensaios de atividade de L-asparaginase
com os extratos e picos oriundos da cromatografia DEAE-Sephacel, uma vez que hé na
literatura relato de purificacdo e testes com a enzima provinda da mesma espécie (MOHAMED

etal., 2015, 2016).

Como dito no item 3.1, diversas marcas de feijao carioca foram testadas. Dentre estas,
apenas os extratos e fragdes da marca Fibra 2017 apresentaram alguma atividade de L-
asparaginase. A tabela 11 apresenta as concentragdes proteicas e a atividade de cada fracao
obtida com essa marca em especifico. Como mencionado anteriormente, Fibra 2017 foi
comprada ha vérios anos e foi estocada em condi¢des inconstantes em termos de temperatura e
umidade. A concentragdo proteica obtida em seu extrato é mais de duas vezes menor do que

aquelas adquiridas a partir de outras marcas recém compradas.

A partir dos resultados obtidos com a marca Fibra 2017, esperava-se encontrar atividade
de L-asparaginase em feijoes de outras marcas, mas da mesma variedade. Entretanto, ndo foi
como o esperado. Pelo contrario, nenhuma outra marca testada apresentou atividade enzimatica,
inclusive Fibra 2021. A tabela 12 mostra as absorbéncias obtidas nas leituras a 425 nm dos

testes de atividade asparagindsica das diferentes marcas testadas.
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Tabela 11 — Concentracao proteica e atividade de L-asparaginase da marca Fibra 2017

Concentracao [NH3] Atividade Atv. Especifica
Amostra
(mg.mL™") (umol.mL) (U.mL™Y) (U.mg™)
Extrato 1,16 0,12 0,4 0,34
Pico nao-retido 399,82 0,09 0,3 0,75
Pico retido 1 0,0326 0,06 0,2 6,13
Pico retido 2 0,161 0,009 - -

Fonte: elaborado pelo autor. Extensdo da curva de NH3: 0,05 a 0,95 umol.mL.

Tabela 12 — Comparacdo dos resultados do teste de atividade asparagindsica com extratos de

diferentes marcas de feijao carioca

Marca Controle Teste 1 Teste 2
Fibra (2017) 0,041 0,242 0,254
Fibra (2021) 0,388 0,378 0,379

Feijao da casa 0,044 0,041 0,039
Pinheiro 0,03 0,031 0,03
Karaja 0,032 0,041 0,043
Dona dé 0,032 0,038 0,039
Granel 0,027 0,037 0,036

Fonte: elaborado pelo autor. Leituras feitas no comprimento de onda de 425 nm

Como podemos perceber pelos dados da Tabela 12, exceto pelo feijao Fibra 2017,
nenhum feijao apresentou atividade enzimadtica significativa de L-asparaginase. Notemos que,
em especial o caso de Fibra 2021, h4 extratos em que o grupo controle possui absorbancia maior
que os proprios testes. Visto que uma aliquota da amostra € pipetada no grupo controle logo
ap6s a parada da reagdao com TCA 15 %, acredita-se que hd possiveis interferentes do teste
presentes nesses extratos, como amonia livre e outros compostos nitrogenados (HARBORNE,
1973), de forma que reagem com o reagente de Nessler. Fibra 2021 apresentaria a maior
quantidade de interferentes, os quais reagiram com o reagente colorimétrico e produziu a
colorag@o amarela caracteristica. Esse resultado se repetiu para os testes feitos com as fragdes
oriundas da cromatografia de troca anidnica e o teste em que todas as condi¢des foram

maximizadas para tentar mensurar alguma atividade.

Os dados obtidos com os experimentos ndo sio, de forma alguma, semelhantes aqueles

relatados por Mohamed et al. (2015), até no caso de Fibra 2017. Os autores afirmam terem
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utilizado sementes maduras para os testes e relatam atividades especificas de 131 e 834 U.mg"
I para a fracdo ndo-retida da cromatografia em DEAE-Sepharose e a enzima pura,
respectivamente. Por mais que as condi¢des dos experimentos realizados neste trabalho sejam
muito semelhantes aquelas descritas pelos autores, os resultados obtidos sdo extremamente

discrepantes. Para tentar explicar essa diferenca, algumas hip6teses foram pensadas.

Primeiramente, hd a possibilidade de a enzima L-asparaginase ter sido degradada por
alguma protease presente nas sementes de feijao durante o processo de extracdo. Ha na literatura
purificacdo e caracterizacdo de proteases de sementes de leguminosas, como serino-proteases e
semelhantes a tripsina (NISHIKATA, 1984; PACHECO; SILVA-LOPEZ, 2012; PRAXEDES-
GARCIA et al., 2012; WILSON; TAN-WILSON, 1987). Pensando nisso, a adicao de um
inibidor de proteases no tampao de extracao proteica das sementes pode ser uma condi¢do que
auxilie na obten¢@o da enzima de interesse, uma vez que um inibidor € utilizado por Mohamed

et al. (2015).

Outra hip6tese levantada € de que a auséncia de atividade de L-asparaginase nos extratos
testados se deve a variedade de Phaseolus vulgaris utilizada neste trabalho. Mohamed et al.
(2015) utiliza em seus experimentos uma variedade da espécie cultivada no Egito, chamada de
Giza 6. A variedade utilizada neste trabalho foi a Carioca, variedade cultivada aqui no Brasil.
Apesar de serem da mesma espécie, a diferenca entre variedades pode ser uma justificativa para
a diferenca de expressdao de L-asparaginase em sementes maduras, uma vez que hé diferenca
de genétipo entre os mais variados cultivares de P. vulgaris (BITOCCHI et al., 2012;
BURATTO et al., 2009).

Acredita-se que, para encontrar atividade de L-asparaginase em sementes de feijao
carioca, seja necessdrio utilizar sementes em estdgio de desenvolvimento ou inicio de
germinacdo nos experimentos, pois sdo momentos em que ha a necessidade de degradacao
proteica e transporte de nitrogénio entre os tecidos vegetais (ATKINS; PATE; SHARKEY,
1975). Dessa forma, seria possivel avaliar efetivamente a atividade dessa enzima obtida a partir

dessa variedade.

E importante ressaltar que, até o momento, somente Mohamed et al. (2015) foi capaz
de purificar e caracterizar a L-asparaginase de P. vulgaris obtida a partir da fonte natural, ou
seja, a planta em si. A enzima possui estruturas bem resolvidas depositadas no PDB (figura 7),
mas todas tiveram a enzima expressa heterologamente em Escherichia coli e purificada para os

experimentos que se seguiram nesses estudos (AJEWOLE et al., 2018; BEJGER et al., 2014).
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Talvez essa seja a estratégia mais promissora para que se possa obter, definitivamente, uma L-

asparaginase ativa e pura de feijdo carioca.

Figura 7 — Estrutura de L-asparaginase de Phaseolus vulgaris

Fonte: PDB (4PU6) (BEJGER et al., 2014).

O interesse em L-asparaginase surge de sua aplicacdo biotecnoldgica imprescindivel no
tratamento auxiliar quimioterdpico de alguns tipos de canceres, mais especificamente a
Leucemia Linfoide Aguda (LLA), além do seu uso na industria alimenticia, reduzindo a
formacao de acrilamida em alguns alimentos quando superaquecidos (CECCONELLO et al.,
2020; LOPES et al., 2017; VIMAL; KUMAR, 2017). As L-asparaginases de Escherichia coli
e Erwinia sp. j4 s@o bem caracterizadas e comercializadas, além de serem utilizadas no
tratamento de LLA (BECKETT; GERVAIS, 2019; CECCONELLO et al., 2020; LOPES et al.,
2017; MARINI et al., 2017; SALZER; SEIBEL; SMITH, 2012; VIMAL; KUMAR, 2017).

A L-asparaginase de Phaseolus vulgaris poderia se tornar uma 6tima substituta para as
enzimas bacterianas utilizadas no tratamento de cincer, pois estas tendem a causar reagdes de
hipersensibilidade nos pacientes tratados com suas preparacdes, inclusive com a variedade da
enzima de E. coli desenvolvida especificamente num esforco de diminuir essas reacdes
alérgicas (ALI er al., 2016; BARBOSA et al., 2019; BATOOL et al., 2016; DE ARAUJO et
al., 2021; LANVERS-KAMINSKY, 2017). H4 na literatura apenas um trabalho que avalia os

efeitos causados pela administracdo da L-asparaginase de Phaseolus vulgaris em ratos com
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LLA e compara com as enzimas comerciais, demonstrando a capacidade de diminuir a L-
asparagina disponivel no meio de forma tdo eficiente quanto as preparacdes bacterianas e,
praticamente, sem nenhum efeito adverso (MOHAMED er al., 2016). Apesar dessa falta de
dados sobre a enzima provinda de feijdo, outras plantas possuem L-asparaginases purificadas e
mais caracterizadas (BANO; SIVARAMAKRISHNAN, 1980; CREDALI e al., 2011, 2013;
SODEK; LEA; MIFLIN, 1980).

Acredita-se que este foi um estudo introdutério e que revela as potencialidades das
proteinas presentes nas sementes maduras de feijao carioca, Phaseolus vulgaris. Infelizmente,
uma enzima de muito interesse nao pode ser identificada pelos métodos utilizados. Entretanto,
todo o empenho gerou conhecimentos que serdo prontamente empregados em novas estratégias
para conseguir purificar e caracterizar melhor a L-asparaginase dessa espécie. As proteinas que
foram identificadas ndo serdo esquecidas, pois criam perspectivas sobre potenciais ainda a

serem explorados em possiveis estudos futuros.
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5 CONCLUSAO

Neste estudo, foi possivel identificar 4 proteinas a partir do extrato de sementes maduras
de feijdo carioca: a enzima Lipoxigenase, a proteina de reserva Faseolina (Alfa e Beta), a
Lectina Hemaglutinante PHA-E, e a glicoproteina inibidora de a-amilase. Dessa forma, visto
que os esforcos desse estudo se motivaram pela procura por enzimas, apenas uma foi
identificada pelos métodos empregados. Entretanto, todas as proteinas encontradas possuem
alguma aplicacdo biotecnoldgica e merecem maior atencdo, pois ainda possuem potenciais

pouco ou nada explorados.

Infelizmente, uma enzima de muito interesse nao foi identificada por espectrometria de
massas ou pelo seu ensaio enzimético em varias marcas de feijao testadas. Acredita-se que €
necessdrio utilizar sementes em desenvolvimento ou inicio de germinacdo para que se possa
identificar e purificar a L-asparaginase de Phaseolus vulgaris. Expressao heter6loga seria uma
outra estratégia a ser analisada. Apesar disso, os resultados negativos lancam luz nas

abordagens a serem utilizadas em estudos futuros, os quais se fazem necesséarios.
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