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ABREVIATURAS

CHD - 1,2 ciclo hexanodiona

DEAE - dietilaminoetil

Fragao VI - inibidor de tripsina de Ventura e Xavier Filho

IB = ‘inibidor brutc

IT - inibidor de tripsina isolado neste trabalho

IT/IQ - inibidor de tripsina e quimiotripsina de Ventura e
Xavier Filho

B-ME - B-mercaptoetanol

QT - quimiotripsina

SBTI - "soybean trypsin inhibitor" - inibidor de soja de
Kunitz

SDS - sodio dodecil sulfato *

T - tripsina i

]

TCA - acido tricloroacetico

TEMED - N,N,N',N'-tetrametilenodiamino

TNBS - acido trinitrobenzeno sulfonico

TRIS — 2—amino—2-hidroximefil-l,3-propanodiol (trishidro-
Xximetilaminometano)

Ul - unidades de inibidor

0 inibidor de tripsina, objeto do presente estudo, &
referido, na maioria das vezes, simplesmente como "o inibidor".

Quando houve necessidade de especificar, isto foi feito com a

abreviatura referida acima, IT.




SUMARIO

Um novo inibidor de tripsina foi isolado de sementes
de Vigna sinensis c¢v. serido, em forma homogenea, por meio de
extragao com agua e purificagao com TCA a 2,57, sulfato de amo
nio a 507 e cromatografia em DEAE-celulose. A homogeneidade do
inibidor foi confirmada por DEAE-celulose, eletroforese em gel
de poliacrilamida, em ureia 8M e eletroforese em gel de polia

crilamida em SDS e B-ME.

O inibidor apresentou um peso molecular de, aproxima
damente, 10.000 daltons por eletroforese em gel de poliacrila-
mida em SDS e S-ME, e.11.040 daltons quando se utilizou a ra-
zao de combinacao molar de 1:1 com tripsina. A constante de
dissociagao do complexo enzima-inibidor foi calculada como

3.04 2 10T W,

= . . - » ::= '
Por Sephadex G-75 em pH acido, o inibidor apresentou
@
um peso molecular de 11.220 daltons, e em pH alcalino o valor
encontrado foi 19.910 daltcas, indicando que o inibidor prova-

velmente pertence a um sistema associante dependente de pH.

0 espectro de absorgao do inibidor na regiao do wul-
travioleta nao apresentou maximo em 280 nm e o coeficiente de

extingao molar neste comprimento de onda foi 3308.

O inibidor nao tem atividade contra quimiotripsina,

nao, sendo, entretanto, inativado por esta enzima.

Por modificagao dos grupamentos amino livres com

TNBS, o inibidor teve sua atividade reduzida de cerca de 80%,

sendo, portanto, classificado como do tipo lisina.




1. INTRODUGAO

A ocorréncia de substancias capazes de inibir a ati-
vidade de enzimas proteoliticas de origem animal (e.g. tripsi-
na, quimiotripsina, subtilisina) tem sido observada desde ha
muito tempo numa grande variedade de tecidos de origem animal
e vegetal. Alguns destes inibidores podem se combinar com mais
de uma enzima em sitios distintos e sao geralmente de natureza

proteica (1,2,3,4).

Vogel e colaboradores (1) classificaram os inibido-
res de natq;eza'protéica em dois grupos: os de baixo peso mole
cular, de 6,000 a 12.000, e os de alto peso molecular, de
20.000 a 60.000 daltons. A grande-maioria dos inibidores de
origem vegetal pertence ao primeiro grupo. Entre os inibidores
vegetailis pertencentes ao segundo grupo destaca-se o inibidor
de Kunitz, de peso molecular 21.500 daltons, encontrado em so-
ja (3). oy

Os inibidores apresentam em sua estrutura tridimen-
sional regides conhecidas como centro ativo.E aestrutura deste
centro que da especificidade ao inibidor. Assim, os inibidores
de tripsina apresentam no centro ativo uma ligacao do tipo
Lis-X ou Arg-X. Esta ligacao fica geralmente localizada numa
alga formada por pontes dissulfeto e e hidrolisada pela enzi-
ma. Alguns pesquisadores sugeriram que mesmo apos o rompimento
da ligagao no inibidor ele permaneceria atrelado & enzima devi
do a contribuigao de um numero muito grande de ligacoes de hi-
drogenio e interacoes hidrofobicas para a estabilidade do com-

Plexo enzima-inibidor (6).

No reino animal, foi detectada a presenga de inibido
res de enzimas proteoliticas na clara do ovo, suco pancreati-

co, sangue, urina, colostro, Ascaris lumbricoides (l,4) e em

muitas outras fontes.




No reino vegetal a presenga de inibidores foi consta
tada numa grande variedade de familias, sendo as das legumino-
sas, gramineas e solanaceas as mais estudadas (7,8). Os inibi-
dores se encontram principalmente nas sementes e outros o0rgaos
de reserva e se caracterizam por apresentarem baixo peso mole-
cular e pertencerem geralmente a sistemas associantes, como os
inibidores isolados de milho, batata e varios legumes (7,9,10,
11,12,13), e serem constituidos por dimeros e tetrameros, na
maioria dos casos. Os inibidores de origem vegetal tem ativida
de contra enzimas proteoliticas de origem animal e microbial
que tenham especificidade semelhante a da tripsina e a da qui-
miotripsina, e apenas raramente eles tem acao contra proteina-

ses vegetais (7).

0s inibidores de tripsina de origem vegetal apresen-
tam muitas caracteristicas em comum. Entre elas destaca-se uma
conformagao rigida mantida por muitas pontes dissulfeto, tor-
nando-os resistentes a hidrolise enzimatica, a agentes quimi-
cos e ao calor (6). Estes inibidores sao inativados pela é}imi
nagao destas pomtes, tanto por redugao como por oxidagao, e a

reoxidacao destas mesmas pontes restaura a atividade (14).

Segundo Ryan (7), as semelhancas estruturais e de es
pecificidade entre inibidores isolados de vegetais de diferen-
tes fontes parecem indicar que o centro ativo dos inibidores
pode ter sido conservado durante milhoes de anos de evolucao,
0 que sugere que a capacidade inibitoria e importante para a

sobrevivencia do organismo.

Os inibidores de sementes de legumes sao conhecidos
como sendo substancias de peso molecular inferior a 10.000
daltons, possuindo, em média, 80 residuos de aminoacidos. Es-
tes inibidores apresentam também, como caracteristico, o fato
de possuirem nenhum ou poucos residuos de triptofano e metioni
na, baixo conteudo de tirosina e fenilalanina.e alto conteudo

de cistina.




Na familia das leguminosas, do genero Vigna, ao qual
pertence o material objeto deste estudo, & citado na literatu-
ra o isolamento e cafacterizagio de inibidores em Vigna sinen-
si8 cv. serido (15) e Vigna sinensis, variedade Redbow (16).Da
variedade Redbow, estudada por Gennis e Cantor, fbram isolados
dois inibidores de dupla cabega ("double-headed") ou seja, ini
bidores que apresentam dois sitios distintos de combinagao com
enzima. Um destes inibe tripsina e quimiotripsina simultanea-
mente; eﬁquanto o outro inibe duas moleéculas de tripsina ao
mesmo tempo. Os inibidores foram denominados de isoinibidores
devido a semelhanca de suas propriedades. Eles apresentam o
mesmo residuo NH,-terminal, serina, distintos pontos isoeletri
cos e ;Em peso molecular de aproximadamente 8.000 daltons. Es-
tes inibidores foram isolados por cromatografia de troca ioni-
ca em DEAE-celulose e por cromatografia de afinidade em colu-

nas de tripsina e quimiotripsina-Sepharose.

Outro inibidor desta mesma especie, mas do cultivar
serido, isolado por Ventura e Xavier Filho (15), carathpiza-
se por apresentar forte atividade antiquimiotriptica e “fraca
atividade contra tripsina. Este inibidor apresentou peso mole-
cular de 10.000 daltons,rcom 84 residuos de aminoacidos por mo

lecula, e nao tem metionina.

Royer (17,18) demonstrou a presenca de inibidores de
tripsina nas fracgoes globulinicas e albuminicas extraidas de
cotiledones e eixos de Vigna unguiculata. Estes inibidores fo-
ram purificados por passagem numa resina-tripsina insoluvel,
Por eletroforese, as fragSes apresentaram, respectivamente, 4
e 5 componentes que Royer sugere sejam inibidores modificados
devido a passagem na resina solida. A mistura de inibidores an

ti-tripticos, presentes em Vigna unguiculata, apresenté peso

molecular de 12.000 daltons e alta concentragao de cistina
(19%7) (17,18).




Desde que os inibidores foram detectados em tecidos
vegetais que se investiga a funcao destas substancias. Inicial
mente foram considerados como proteinas reguladoras ou proteto
ras. Atualmente ha evidencias que sugerem poderem os inibido-
res funcionar como proteinas reguladoras, controlando protea-
ses endogenas, como proteinas de reserva, devido a sua presen-.
ca em grande quantidade em sementes e tuberculos, ou, ainda,
como agentes protetores contra ataques de insetos ou microorga
nismos (7,19). No genero.Vigna as evidencias obtidas por Xa-
vier Filho, Royer e Gennis e Cantor parecem indicar uma parti-
cipacao, pelo menos parcial, dos inibidores de tripsina e qui-

miotripsina no controle de proteases endogenas (8,15,16,17,18).

Em virtude da presenga de inibidores em altas concen
tragoes em alimentos de  origem vegetal, como na soja, onde 67
de sua composicao protéica sao inibidores, estas substancias
sao consideradas de importancia social e economica, pois afe-
tam a nutrigcao humana e animal. O estudo de inibidores tem,
portanto, despertado o interesse de pesquisadores em df%grsos
ramos da cighe;a. Assim, os nutricionistas investigam o “valor
nutricional de produtos que contenham estas substancias, uma
vez que sua presenca e constatada em materiais vegetais que
servem de alimento para o homem e animais. Ao quimico de pro-
teinas estas substancias servem como modelo para o estudo de
interagoes proteina-proteina devido & formagao de complexo en
zima-inibidor, caracterizado por uma alta estabilidade. Aos £1
siologistas, devido ao possivel papel desempenhado pelos inibi
dores no desenvolvimento animal e vegetal, eles constituem um

instrumento de trabalho cada dia mais atraente.

Objetivos da investigagao

Os inibidores de tripsina em leguminosas, conhecidos

desde 1944, sao os mais estudados devido sua possivel influén-




cia no valor nutritivo das proteinas destas sementes, uma das
mais importantes fontes de proteinas vegetais da alimentacao

humana e animal.

Os dados da literatura sao conflitantes quanto aos
efeitos produzidos por estes inibidores nos animais que os in-

gerem. Estes resultados conflitantes podem ser devidos:

a) - ao uso, nas experiencias, de inibidores brutos

ou apenas parcialmente purificados;

b) - a presenca, em um mesmo tecido ou preparagao,de
varias substancias capazes de inibir a tripsi-
na, pois estas substancias podem, alem de ini-

- bir a tripsina, ter a capacidade de produzir ou

tras alteragoes fisiologicas;

c) - a composicao quimica destes inibidores poder va

riar de um lote de semente para outro;

d) - a imprecisa definigcao de inibidores de tripsi-
na; &
4 e) - a presenca em legumes de outros fatores toxicos.

Por outro lado a caracterizagao quimica e fisico-quimica de ca

-

da um dos inibidores encontrados em uma determinada planta e

também um pré-requisito essencial ao estudo de sua significa-
cao fisiologica.

O presente trabalho teve como objetivo o isolamento
de um inibidor que atua exclusivamente sobre a atividade de
tripsina, oriundo de sementes de Vigna sinensis cv. serido.
Além do isolamento e purificagao do inibidor, foi feita uma ca
racterizacao parcial do mesmo, como contribuicao para o escla-
recimento do papel que estas substancias exercem no desenvolvi

mento vegetal, bem como de seus possiveis efeitos toxicos para

o homem e outros animais.




II

I1

B.

II. MATERIAIS E METODOS

Materiais

Sementes de feijao de corda (Vigna sinensis cv. seri
do) utilizadas no presente trabalho foram fornecidas
pelo Centro de Ciencias Agrarias da Universidade Fe-

deral do Ceara.

Tripsina, pepsina e citocromo c¢ foram preparagoes
cristalinas adquiridas de Nutritional Biochemicals

Co. (NBCo), EUA.

Quimiotripsin; e inibidor de soja (Kunitz) foram pre
paragoes cristalinas obtidas de Sigma Chemical Co.,

St. Louis, EUA.

KRcido trinitrobenzeno sulfonico (lote 11180-7)° _foi

adquirido de Pierce Chemical Co., Illinois, EUA.

Ciclohexanodiona (lote 071057) foi uma preparacao de

Aldrich Chemical Co., Wisconsin, EUA.

ndos os demais reagentes utilizados foram de grau

analitico.

Metodos

Purificagao parcial de inibidores

A purificacao parcial de inibidores de tripsina (T)

e quimiotripsina (QT) foi feita essencialmente de acordo como

metodo desenvolvido por Ventura e Xavier Filho (15), utilizan

6




" Etapa 3 - Precipitagao com’ (NH,),S0

do farinha de sementes moidas em moinho Wiley adaptado com uma

‘peneira de 60 malhas por polegada linear (60 mesh). Esta puri-

ficacao parcial, apos a qual se obtem uma mistura de inibido-
res de T e QT, chamada de inibidor bruto (IB), consiste num

processo de cinco etapas, a saber:

Etapa 1. - Extracao com agua: 500 g de farinha foram suspensas

em 4 litros de agua, com agitacao frequente, durante
seis horas e a temperatura ambiente. Em seguida, a suspensao
foi centrifugada a 8000 X G durante 20 minutos e o residuo des

prezado.

Etapa 2 - Precipitacgao com acido tricloroacético (TCA): ao so-

brenadante obtido na etapa 1 foi adicionado acido
tricloroacético a 1007, sob agitagao, de tal modo que a concen
tracao final fosse 2,5 g/100 ml de solugao. A suspensao perma-
neceu em repouso durante 15 horas, a 4°C, apos o que o sobrena

dante foi decantado e filtrado. O precipitado foi desprezado.

4¢ ao sobrenadante da %;epa

2 foi adicionado, sob agitacao, (NH4)ZSO4 solidé, pa
ra se obter uma concentragao final de 31,3 g/l00ml. A suspen-
sao foi deixada em repouso a 4G por ca. de 15 horas e em se-
guida centrifugada a 8000 XG durante 20 minutos, apos o que o

sobrenadante foi desprezado.

Etapa 4 - Reprecipitagao com TCA: o precipitado obtido na eta-

pa anterior foi redissolvido em 100 ml de agua e em
seguida precipitado com TCA a 100%, sendo a concentracao final
de 2,5 g/100 ml de solugao. A suspensao permaneceu a 4°¢c por
30 minutos, sendo em seguida centrifugada a 8000 XG durante 20

minutos e o precipitado desprezado.

Etapa 5 - Reprecipitagao com (NH * ao sobrenadante da eta

57250t 20
pa 4 foi adicionado, sob agitagao, (NH4)ZSO4 solido,

ate a concentragzo final de 31,3 g/100 ml de solugzo. 0 mate-

rial permaneceu por 15 horas a 4°C, quando entao foi feita cen




trifugagao a 8000 X G por 20 minutos e o sobrenadante despreza
do. O precipitado foi redissolvido em 10 ml de agua e dialisa-
do contra agua, a temperatura ambiente, durante 24 horas, e em
seguida liofilizado. O material assim obtido foi chamado de

inibidor bruto (IB).

2. Determinagao de proteina

As concentragoes de proteina do inibidor bruto foram
determinadas pelo metodo do microbiureto (20), usando-se albu-
mina serica bovina como padrao. A avaliacao de proteina nos
efluentes de colunas cromatograficas foi feita atraves da lei-
tura de absorbancia a 280 nm. Para ambas as determinagoes, foi

utilizado o espectrofotometro Beckmann modelo DU.

3. Determinagoes de atividades de proteinases e inibidor
3:1. Tripsins ¥
Solugaes estoque de tripsina, contendo de 0,150 a

0,400 mg/ml, foram preparadas em HCl 0,0025 M. A concentragao
real da enzima foi calculada por meio da leitura de absorban-

cia a 280 nm, usando-se F;::)g$1= 0,621 (21). A atividade da

tripsina foi medida pelo metodo de digestao da caseina, de-
senvolvido por Kunitz (22). A concentragao da solugao de trip-
sina usada nos ensaios de atividade foi obtida por diluicao da
solugao estoque descrita acima, com HCl 0,0025 M. Diferentes
aliquotas da solucao de tripsina foram pipetadas em tubos de
ensaio, o volume completado para 1 ml com tampao fosfato 0,1 M
pH 7,6 e em seguida colocadas num banho a 37°9C. A cada tubo

foi adicionado 1 ml de caseina a 17 em tampao fosfato 0,1 M

pH 7,6. A mistura permaneceu no banho durante 20 minutos, apos




o que foram adicionados 3 ml de TCA a 57 e os tubos retirados
do banho. Apos 30 minutos de repouso, a suspensao foi filtrada
e a absorbancia dos filtrados foi lida a 280 nm contra agua.
Provas em branco foram preparadas para as concentragaes extre-
mas de tripéina, sendo que nestes tubos a adigﬁo de TCA sempre
precedeu a de caseina. As correcoes da prova em branco para as
concentragoes intermediarias de tripsina foram feitas por ex-
trapolacao. A curva de atividade assim obtida foi comparada
com a curva obtida por Kunitz, tendo-se encontrado um valor
correspondente a 40% de sua preparacgao, considerada pura (22).
No presente trabalho utilizou-se esta correcao onde se fez ne-
cessario. Em algumas experiencias, a atividade da tripsina e
da quimiotripsina foili avaliada empregando-se o reagente de Fo-
lin, modificado por Lowry et al. (23) nos filtrados de TCA.Nes
tes casos, o volume de reagao totalizava 3 ml e a reagao de
Folin era feita utilizando-se 1 ml dos filtrados de TCA, neu-
tralizados com 0,05 ml de NaOH 2 N, sendo a leitura da densida

de otica feita a 750 nm. o

<@

3.2. Quimiotripsina

Solugoes estoque de quimiotripsina, contendo de

0,160 a 0,350 mg/ml, foram preparadas em HCl1l 0,001 M, e a con-

centracao real da enzima calculada com auxilio do fator
1 "
28?%4?1= 0,500 (22). A determinagao da atividade da quimio-

tripsina foi feita essencialmente pelo método de Kunitz descri
to acima, com pequenas modificagoes (24). Utilizou-se tampao
borato 0,1 M pH 8,0, em substituicao ao tampao fosfato, ao

qual foi adicionado CaCl, cuja concentracao final na mistvra

2
enzima-substrato foi 0,005 M. A quimiotripsina utilizada foi

considerada como sendo 1007 ativa.
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3.3. Inibidor

A atividade do inibidor foi determinada pela ativida
de residual da tripsina. A medida consiste em comparar a ativi
dade triptica de amostras contendo quantidades crescentes de
inibidor, com a atividade de solugoes de tripsina sem inibi-
dor. O método usado foi o de Kunitz, ja descrito. Foram feitas
corregoes utilizando-se provas em branco para a enzima e tam-
bem para as concentracoes extremas de inibidor. Para as concen
tracoes intermediarias de inibidor, as corregoes das provas em
branco foram feitas por extrapolacgao. A atividade foi sempre
expressa em porcentagem da atividade residual da tripsina, ou,
quando se calculou a atividade especifica (a tripsina foi de-
terminada empregando-s& o reagente de Folin, acima) esta foi
expressa em UI/mg de material, utilizando-se a definigao de UIL

(unidades de inibidor) dada por Xavier Filho (25).

4. Cromatografia em coluna de troca ionica

Dietilaminoetil-celulose (DEAE-celulose) previamente
suspendida em agua, apos retiradas as particulas finas, foi la
vada sucessivamente com NaOH 0,1 N, agua, HC1 0,1 N, Egua, e
finalmente equilibrada com tampao fosfato 0,005 M pH 7,0. A
DEAE-celulose assim preparada foi empacotada sob a agao da gra
vidade em um tubo de vidro, para dar uma coluna de 25 x 2,0 cm.
A solugao de inibidor bruto, contendo 150 a 200 mg de IB, foi
feita no tampao de equilibrio da coluna e dialisada, a 4°C,
por uma noite, contra o mesmo tampao. A amostra dialisada foi
centrifugada e o precipitado desprezado. O sobrenadante 1limpi-
do foi aplicado na coluna e a eluigao, feita inicialmente com

o tampao de equilibrio da coluna, foi continuada com um gradi-

ente linear de NaCl (0 - 1,5M, 500 ml) no mesmo tampao. Mante
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ve-se o fluxo em aproximadamente 36 ml/hora, sendo o efluente
recolhido por meio de um coletor em fragoes contendo 2,7 ml ca
da. A absorbancia do efluente foi determinada a 280 nm, com a
finalidade de se localizar as diversas fragoes contendo protei
na. As fragoes contendo inibidor de tripsina (IT) e inibidor
de tripsina/quimiotripsina (IT/IQ) foram reunidas, dialisadas

contra agua e liofilizadas.

4.1. Recromatografias em DEAE-celulose

Uma coluna de DEAE-celulose medindo 28 x 2,0 cm foi
preparada como descrito no item anterior. A amostra a ser apli
cada, correspondente a fracao IT da figura 2, foi dissolvida
no tampao de equilIbrio‘da coluna e dialisada, a 4°C, contra o
mesmo tampao, durante uma noite. Em seguida foi centrifugada e
o sobrenadante 1limpido aplicado na coluna. A eluigao foi, ini-
ciada com o tampao de equilibrio e seguida por gradiente_  1li-
near de NaCl (0 - 1,5 M, 500 ml) no mesmo tampio. 0 flux%'hera
de aproximadamente 28 ml/hora, sendo o efluente recolhido por
um coletor em fragoes de aproximadamente 2,7 ml. A absorbancia

do efluente foi determinada a 280 nm para cada fragao.

5. Eletroforese em gel de poliacrilamida

5.1. Gel de pH 8,1

Para eletroforese em gel de poliacrilamida utilizou-
se o metodo de Clarke (26). Os experimentos foram realizados a
temperatura ambiente, empregando-se uma diferenga de potencial
de 140-160 volts e 4-6 mA por coluna de gel. A quantidade de
proteina aplicada era da ordem de 50 a 500 Ug em 50 a 100 pl de

solugao. A localizacao das bandas foi feita com negro de amido
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a 1% em acido acetico 7%, e o descoramento feito com acido ace

tico, a 7%, por eletroforese.

5.2. Gel em ureia 8 M

0 gel de poliacrilamida em ureia 8 M foi preparado
segundo o méetodo descrito por Xavier Filho (27): 0,6 g de
Cyanogum foram dissolvidas em 15 ml de tampao TRIS-glicina (gli
cina 29 g, TRIS 6,0 g e HZO 980 ml), diluido para 135 ml com
solugdao de uréia, de tal modo que a concentracao final de uréia
fosse 8 M e o pH da mistura 8,1. A esta solugao foram adiciona
dos 0,015 ml de TEMED e em seguida 11 mg de persulfato de amo-
nio. A polimerizagao se completou em uma hora. As amostras fo-
ram dissolvidas num taﬁpgo semelhante, mas contendo ureia 10 M,
0 que aumentou a densidade da solugao. O tempo de contacto do
inibidor com o tampao contendo ureia 10 M foi de aproximadamen
te 24 horas, contado a partir da dissolugao da amostra. A quan
tidade de proteina aplicada por coluna de gel era da oriém de
250 .g. O eletrolito foi o tampao usado para preparacao do gel.
A eletroforese desenvolveu-se a temperatura ambiente, com uma
diferenca de potencial de 120-140 volts e 4 mA por coluna de
gel. A localizacao das bandas foi feita com solugao de negro
de amido a 17 em acido acético 7%, durante 60 minutos, e o des

coramento feito com acido acetico a 7%, por eletroforese.

5.3. Gel com SDS e B-mercaptoetanol

Eletroforese em gel de poliacrilamida, contendo so-
dio dodecil sulfato (SDS), foi feita segundo o metodo de Weber
e Osborn (28). As proteinas (concentragoes finais de 0,8 mg/ml)
foram dissolvidas numa solugao de tampao fosfato 0,01 M éH 7,0

contendo SDS 17 e PB-mercaptoetanol a 17 e incubadas a 40°c por

duas horas. O tampao para o gel continha 7,8 g de NaHZPOA'HZO’
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38,6 g de NaZHPO4.7H20 e 2 g de SDS por litro. A solugao de
acrilamida (30%) foi preparada com 30,0 g de acrilamida e 0,8 ¢g
de metilenobisacrilamida em agua para um volume final de 100 mL
Esta mistura foi sempre filtrada atraves de papel Whatman nQ 1.
O gel foi preparado na prqporgio de 2:2:1:1 em volume, corres-
pondendo, respectivamente, a tampao para o gel, acrilamida
30%, TEMED 1% e persulfato de amonio 0,45%. A polimerizacgao
ocorreu a temperatura ambiente. As solugaes de proteina foram
adicionadas a solugao densa preparada com azul de bromofenol
0,05% em agua, glicerol, B-mercaptoetanol e tampao de dialise
respectivamente (0,3:5,0:0,5:5,0), e em seguida aplicadas as
colunas de gel. O eletrolito foi o tampao para o gel diluido
com 2 volumes de agua. A eletroforese se desenvolveu a tempera
tura ambiente, com corrente constante e igual a 8 mA por gel,
durante 4 horas. A localizacgao das bandas de proteina foi fei-
ta por imersao na solucao corante, Coomassie brilliant blue
0,25% em metanol a 507 e acido acetico glacial (90,8:9,2). 0
descoramento foi feito inicialmente por imersao dos cil{gdros
de gel na solugao descorante (acido acetico 7,5%, metanol 5,0%
em agua) e em seguida por eletroforese, usando-se a mesma solu

cao.

6. Determinacao do peso seco

O peso seco do inibidor purificado foi determinado
submetendo-se amostras de 10 mg a aquecimento a 110°C, em estu

fa, com posterior resfriamento a temperatura ambiente em desse

cador, em presenga de P2 53 ate ser obtido peso constante.
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7. Espectro de absorcao

Para a determinacao do espectro de absorgao do ini-
bidor puro na regiao do ultravioleta, usou-se uma solugao que
continha 0,942 mg/ml em tampao fosfato pH 7,6, u = 0,1. 0O es-
pectro foi determinado manualmente, utilizando-se um espectro-

fotometro Beckmann modelo DU.

e Gy o (55 17
8. Coeficiente de extingao, E| cm, 280 nm

B .= 17 ; :
O coeficiente de extingao, E| cm, 280 s £ 0% obtido

a partir de medidas da absorb3ancia de solugoes diluidas a par-
tir da solugao peilivads para determinagao do espectro de ab-
sorgao na regiao do ultravioleta. As diluigoes foram feitas
com tampao fosfato pH 7,6, U = 0,1, e continham 0,1884, 0,3768
e 0,5652 mg/ml. -

o

9. Estequiometria da reacao inibidor-tripsina e determi

nacao do peso molecular

A estequiometria da reagao inibidor-enzima foi deter
minada em fungao da atividade residual da enzima apSs reagao
com o inibidor. Com a razao de combinagao inibidor-enzima obti
da a partir da porcao linear da curva, foi calculado um . peso
molecular para o inibidor, admitindo-se uma estequiometria mo-
lar de 1:1 e um peso molecular de 24.000 daltons para tripsi-

o L . o o ~ 3 . -
na. A tripsina utilizada nesta experiencia teve sua atividade

corrigida de acordo com o descrito anteriormente.
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10. Filtragao em gel de dextrana - Sephadex G-75

Uma coluna de Sephadex G-75 em agua foi montada em
uma coluna de vidro K25/45 (Pharmacia), deixando-se o gel sedi
mentar por gravidade, de acordo com as instrugoes fornecidas
felo fabricante (29). Apos equilibrio, a coluna de gel media

48 x 2,5 cm.

10.1. Keido fdrmico 0,1 M pH 2,4

A coluna de Sephadex G-75 referida foi equilibrada
com acido formico 0,1 M pH 2,4. As amostras de inibidor (50 mg
da fragio resultante dana cromatografia) dissolvidas em 2 ml
de acido formico 0,1 M pH 2,4 foram aplicadas apos 1, 24 e 48
horas de sua preparacao e mantidas a temperatura ambiente. A
filtragao foi iniciada com o fluxo ajustado para 25 ml/hora, e
o volume das fragoes foi de 4,2 ml. A absorbancia de cada fra-

gcao foi lida a 280 nm em um espectrofotometro Beckmann DU.”

10.2. Tampao TRIS-HC1 0,01 M pH 8,0

A mesma coluna usada para filtracao em pH acido foi
tambem utilizada para filtragao em pH alcalino. Neste experi-
mento, a coluna foi equilibrada com tampao TRIS-HC1 0,01 M
pH 8,0 e o fluxo e volume das fragoes coletadas foram mantidos
nos valores usados para a filtragao em pH acido. As amostras
de inibidor (50 mg da fracao reésultante da la cromatografia)
dissolvidas no tampao de equilibrio da coluna foram aplicadas
observando-se o mesmo esquema seguido na filtracao em meio Eci
do. Para ambas as experiencias foi feita uma estimativa aproxi

mada do peso molecular do inibidor atraves da equagao derivada

por Determann e Michel (30).
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11. Acao da quimiotripsina sobre o inibidor

Cinco ml de uma solugao de inibidor (16 ug/ml), em
tampao fosfato 0,2 M pH 7,0, foram tratados com uma solugao
(5 ml) de quimiotripsina (32 pg/ml), em agua, durante uma hora,
a 37°C. A reagao foi detida pela adigao de TCA 1007, de tal mo
do que a concentracao final desse acido fosse 2,57, e em segui
da neutralizada com NaOH 4 N. Aliquotas de 0,5 ml da mistura
acima foram retiradas para determinagao da atividade antitrip-
tica residual, de acordo com o metodo de digestao da caseina

de Kunitz (22), descrito anteriormente.

12. Modificagao_g determinacao dos grupamentos amino PG

vres

A determinagao dos grupamentos amino livres foi fei
ta segundo o métodc de Habeeb (31), descrito a seguir: a 1 ml
de solugao de inibidor (0,5 mg/ml) foram adicionados 1 md ~  de

solugao de YaHCO. a 4%, pH 8,0 e 1 ml de acido trinitrobenzeno

sulfonico (TNBS)? a 0,17, em agua. A mistura foi deixada em ba
nho, a AOOC, por duas horas. Em seguida foi adicionado 1 ml de
SDS, a 10Z, e 0,5 ml de HCl1 1 N. A absorbancia da solugzo foi
lida em um espectrofotometro Beckmann DU, a 345 nm, contra uma

solugcao preparada da maneira descrita acima, mas contendo 1 ml

de agua ao inves de solugao de inibidor. Aliquotas de 0,2 ml
da solugao usada para determinagao dos grupamentos amino 13-~
vres, descrita anteriormente, foram diluidas para 5,0 ml com

agua (32), e a atividade antitriptica residual das solugoes re

sultantes foi determinada pelo método caseinolitico de Kunitz
22)




13

13. Tratamento do inibidor com 1,2 ciclo hexanodiona (CHD)

A modificacao de residuos de arginina no inibidor pPu
ro (IT) ou no inibidor de soja de Kunitz, foi feita segundo o
gétodo_de Liu et al.(33), descrito a seguir: ao inibidor
(2,9 mg para IT e 5,4 mg para inibidor de soja) dissolvido em
4,5 ml de trietanolamina 0,1 M, pH 10, foram adicionados 0,5 ml
de uma solugao aquosa de CHD, contendo 22,2 mg/ml. Uma prova
em branco foi feita onde 0,5 ml de agua sem CHD foram adiciona
dos a solugao de inibidor em trietanolamina 0,1 M, pH 10. Os
tubos permaneceram no escuro, a temperatura ambiente, durante
aproximadamente 15 horas. A seguir foi feita dialise contra
agua, a temperatura de 4°C, durante aproximadamente 24 horas.
A atividade antitriptica®residual desta solugao foi determina-

da do modo ja descrito anteriormente.

®

@




[I1. RESULTADOS

1. Purificagao do inibidor

A Figura 1 moétra, de forma eSquemEcica, as etapas
de extragao e purificacao inicial do inibidor. O material as-
sim obtido foi chamado de "inibidor bruto" e representava de
0,04 a 0,167 da massa inicial da farinha. Em seguida o inibi
dor bruto, em quantidades que variavam de 150 a 200 mg, foi
submetido a cromatografia em DEAE-celulose em gradiente linear
de NaCl (0 - 1,5 M), como descrito anteriormente., O material
contido nos tubos cqerrespondentes a fracao achuriada da Figu-
ra 2 foi reunido, dialdisado e liofilizado. Este material, cor-
respondente a Fragao VI de Ventura e Xavier Filho (15), e aqui
denominada IT, representa a maior parte das fracoes que inibem
predominantemente a atividade da tripsina. O rendimento de IT,
nesta primeira cromatografia, representava de 10 a 157 ﬂq<ini—'
bidor bruto aplicado. O inibidor IT, resultante de varifs cro-
matografias é; DEAE-celulose, foi acumulado e recromatografado
em porcoes de 150 mg. A Figura 3 mostra uma dessas recromatogra
fias. O rendimento nesta etapa alcangou ca. de 33%. 0 inibidor
IT, resultante de 3 recromatografias (150 mg) em DEAE-celulose
(Fig. 3), foi submetido a uma segunda recromatografia, no :es-
mo sistema, e da qual foram obtidos 83 mg de inibidor conside-
rado puro (Fig. 4). Este material foi usado nas experiencias
aqui relacionadas. Quando isto nao aconteceu o material utili-
zado estava explicitamente definido. A Tabela I compara as ati
vidades especificas, antitriptica e antiquimiotriptica, das di
versas preparagoes do inibidor de tripsina. Verifica-se que ha

uma purificagao de cerca de 3,7 vezes com relacao ao inibidor

bruto.
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Sementes de feijao

moagem em moinho de lamina

farinha de feijao (500 g)

+ 4 litros de H,0 destilada

12 ETAPA + agitagao (6 horas)
+ centrifugacao a 8.000. X G (20 minutos)
[ l
precipitado sobrenadante
(desprezado) | + TcA 2,5%
+ repouso a 4°C (15 horas)
23 ETAPA + decantacao e filtragao
- e |
precipitado sobrenadante
(desprezado) + (NH4) 2S04 ateé 50% de saturagao
+ repouso a 4°C (15 horas)
32 ETAPA + céntrifugagao a 8.000 XG (20 minutos)
- 1
sobrenadante precipitado
(desprezédo) + 100 m1de H,0
+ TCA 2,5% (30 minutos a 4°C)
42 ETAPA + centrifugagao a 8.000 X G (20 minutos)
|
precipitado sobrenadante
(desprezado) + (NH4) S0, até 507 de saturagao
+ repouso a 4°C (15 horas)
52 ETAPA + centrifugagao a 8.000XG (20 minutos)
|
sobrenadante precipitado
(desprezado) + 10 ml de H,0

+ dialise contra agua (24 horas)
+ liofilizagao IB (200 - 800 mg)

Figura 1 - Esquema de obtencdao do Inibidor Bruto
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Figura 2 - Cromatografia do inibidor bruto em DEAE-celulose. Coluna 35 ¢cm x 2,0 cm;
i~ 6 )
tampao de partida: fosfato 0,005 M, pH 7,0. Gradiente linear de 0-1,5 M

de NaCl iniciado no tubo 9. Volume da fragao 2,7 ml.
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Figura 3 - Primeira recromatografia do inibidor em DEAE-celulo

se. Coluna 28 cm x 2,0 cm; tampac de partida: fosfa
to 0,005 M pH 7,0. Gradiente linear de 0 - 1,5 M de

NaCl iniciado no tubo 9. Volume da fragao 2,7 ml.
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Figura 4 - Segunda recromatografia do inibidor em DEAE-celulo-
se. Coluna 28 cm x 2,0 cm; tampa~ de partida: fosfa

to 0,005 M pH 7,0. Gradiente linear de 0 - 1,5 M de

NaCl iniciado no tubo 9. Volume da fracao 2,7 ml.
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T o T A ¢

Atividades especificas dos inibidores de tripsina (IT) e

quimiotripsina (IQ)

Atividade especifica

Antitriptica Antiquimiotriptica

Ul/mg UIL/mg
Inibidor Bruto (IB) : 447,7 160,5
IT (12 cromatografia) 1.617,0 108,0

IT (22 recromatografia) 1.676,0 zero

®
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2., Atividade do inibidor

A

A Fig. 5 mostra curvas de atividade residual de pre-

paracoes de tripsina e quimiotripsina, quando incubadas com
quantidades crescentes de inibidor. Como se ve, o inibidor tem
uma forte atividade antitriptica e & inteiramente destituido
de atividade contra quimiotripsina. Mostrou-se, por outro la-
do, que esta enzima nao tinha nenhum efeito sob a atividade an

titriptica do inibidor (Tabela II).

3. Eletroforese em gel de poliacrilamida

3.1. Gel de pH 8,1

—_—

Por eletroforese em gel de poliacrilamida a pH 8,1

[

segundo o método de Clarke (26), o inibidor mostrou presencga
de 5 componentes, como demonstra a Figura 6A. Ainda na figura
pode-se opservar que o 29 componente, de menor mobilidadeé¥é o

quantitativamerdte mais significativo.

3.2, Gel em ureia 8§ M

O inibidor, apos desnaturagao por ureia 10 M a pH
8,1 durante 24 horas, a temperatura ambiente, apresentou-se co
mo um sistema homogeneo quando submetido a eletroforese em gel
de poliacrilamida em ureia 8 M, pH 8,1, como mostra a Figura
6B. Eletroforese das solugoes de inibidor em ureia 8 M com 1 e
12 horas de contacto mostrou a presenga de varias bandas que
desapareceram no tratamento com 24 horas. Isto sugeriu que a

heterogeneidade do inibidor, vista por eletroforese em gel de

poliacrilamida a pH 8,1, poderia ser resultado de associacao.
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Figura 5 - Atividade do inibidor puro contra tripsina (—o—) e

quimiotripsina (—e—), medida pelo metodo de Kunitz.
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TABETLA 11

Acao da quimiotripsina sobre o inibidor de tripsina (IT)

Atividade triptica residual

Tratamento (2)
Inibidor + agua 3,96
Inibidor + quimiotripsina _ 5,06
h Tampao fosfato + agua 85,25

Tampao fosfato + quimiotripsina 100,00
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(+) (+) (+)

Figura 6 - Eletroforese do inibidor em gel de poliacrilamida.

A) pH 8,1; B) Ureia 8 M de pH 8,1; C) SDS e B-ME.
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3.3. Gel com SDS e B-mercaptoetanol

A Figura 6C mostra o resultado obtido quando o inibi
dor, reduzido por B-mercaptoetanol em presenga de SDS, foi sub
metido a eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS e B-mer
captoetanol. Tambem neste experimento o inibidor se apresenta
como um sistema homogeneo. Foi encontrado um valor de 10.000
daltons para o peso molecular do inibidor, quando comparado a

proteinas de peso molecular conhecido (Fig. 7).

4, Peso seco
0 teor de agua no inibidor, determinado como perda

de peso a 110°C, foi de 5,87%7. Este valor foi levado em conside

racao quando se obtinha a massa do inibidor por pesagem.

5. Espectro de absorgao ®

@

0 espectro de absorgdo do IT na regiao do ultraviole
ta & mostrado na Fig. 8 e foi determinado em solugao de inibi-

dor contendo 0,942 mg/ml em tampao fosfato, pH 7,6 4 = 0,1,

e

utilizando-se cubetas de quartzo de 1 cm de caminho otico em
um espectrofotometro Beckmann modelo DU. O inibidor nao apre-
senta maximo de absorcao na regiao de 280 nm, o que sugere a
ausencia ou pequenas quantidades de triptofano e tirosina, ou,

de ambos aminoacidos, em sua .composigao.

6. Coeficientes de extincao

17

O coeficiente de extingao K, ¢p, 740 nm, calculado a

partir de medidas de absorbancia de solucoes diluidas conveni-

entemente, foi 3,145. 0 fator otico, ! mg /m ] para conversao
240 nm,

de leituras de absorbancia em 280 nm a concentracao de protei-
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na em mg/ml, foi calculada como 3,18. Com o auxilio do peso mo
lecular médio (Tab. IV) foi calculado o coeficiente de extin-

cao molar de 3.308 para o irnibidor purificado.

7. Estequiometria da reacao inibidor-tripsina

A Figura 9 mostra a estequiometria da reagao inibi-
dor-tripsina, usando caseina como substrato. O peso molecular
do inibidor purificado, 11.040 daltons, foi calculado pela ra-
z3o inibidor/tripsina que anula a atividade da enzima, admitin
do-se uma estequiometria de 1:1 e tomando-se como peso molecu

lar da tripsina o valor de 24.000 daltons.

Com este experimento, avaliou-se tambem a constante
de dissociacao, Ki’ do complexo enzima-inibidor. O valor encon
trado, 3,09 x 107° M, & da mesma ordem de grandeza de outros
complexos entre inibidores de origem vegetal e as enzimas .trip

sina e quimiotripsina (34). &

&

8. Filtragao em gel de dextrana:

A Figura 10 mostra os resultados obtidos quando o
inibidor (resultante da 12 cromatografia em DEAE-celulose) foi
submetido a fracionamento, a temperatura ambiente, em coluna
de Sephadex G-75, em acido formico 0,1 M PH 2,4 e em tampao
TRIS-HC1 0,01 M pH 8,0. Em pH acido, foi encontrado o valor
11.220 daltons para o peso molecular da fragcao mais significa-
tiva. Em pH 8,0, calculou-se o valor de 19.910 daltons para es
ta mesma fragao. Esta variagao de peso molecular, refletindo?
provavelmente, uma associagao a pH 8,0, parece nao depender de
tempo, pois os perfis nao variaram quando se fez a filtragao

em gel, usando-se amostras que estiveram em solugao durante i 173
24 e 48 horas.,

-
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pela atividade residual da tripsina.
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Figura 10 - Filtragao em gel do inibidor em Sephadex G-75. A
eluigao foi feita com acido formico 0,1 M pH 2,4 e
tampao TRIS-HC1 0,01 M pH 8,0. Volume da fracao
4,2 ml.



34

9, Determinacao dos grupamentos amino livres

A quantizacao dos grupamentos amino livres do inibi-
dor purificado foi feita pelo metodo de Habeeb (31), ja descri
to. O numero destes grupamentos foi calculado usando-se o va-
lor de 1,1 x 104, dado por Okuyamé e Satake e <citado porA
Haynes et al. (32), para o coeficiente de extingao molar de um
grupamento trinitrofenilamino a 345 nm. Foram feitas leituras
em 345 nm, imediatamente apos a adigao de TNBS (ver metodos).
Nestas condigaes, foram detectados dois grupamentos amino 1li-
vres. Apos o tratamento a 40°C por duas horas, e a adigao de
SDS e HCl, foram encontrados valores que corresponderam a sete

grupamentos amino livres (Tabela III).

~

10. Modificagao com TNBS

0 inibidor purificado, quando tratado com acido tri-
nitrobenzeno sulfonico, reagente especifico para grupaéﬁgtos
amino livres, teve sua atividade diminuida para 20 e 727% : dos
valores calculados para o inibidor sem nenhum tratamento e pa-
ra o inibidor aquecido a 40°C, por duas horas, respectivamen-
te, como mostra a Figura 11. Estes resultados sugerem que ©

inibidor de tripsina e um inibidor do tipo lisina.

11. Tratamento com 1,2 ciclo hexanodiona (CHD)

As Figuras 12 e 13 mostram os resultados obtidos
quando o inibidor purificado e o inibidor de soja foram trata-
dos com CHD, reagente especifico para residuos arginil. O tras
tamento do inibidor de soja com CHD mostrou que sua atividade
foi diminuida de aproximadamente 40%, o que confirma ser este
inibidor do tipo arginina (35). A acao de CHD sobre o inibidor
purificado (IT) fai aparentemente nula, mostrando que este ini

bidor nao e do tipo arginina.
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TABETLA III

Reacdo do inibidor de tripsina (IT) com acido trinitrobenzeno

sulfonico (TNBS)

NQ de grupamentos NH2 livres

Tratamento calculados

a. IT em pH 8,0, temperatura
259C, leitura a 345 nm ime
diatamente apos a adigao

de TNBS 1,88

b. IT em pH 8,0, temperatura o
de 40°C (2 horas), em pre
senga de SDS 2,2% 6,65
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Figura 11 - Modific-,ao dos grupamentos amino do inibidor
TNBS. 0—=o, inibidor com TNBS; e—e, inibidor
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com

a

40°C durante 120 minutos; 8—8a, inibidor sem TNBS.
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Figura 12 - Tratamento do inibidor com CHD. e—e, inibidor com

CHD; e#—e, inibidor sem CHD.
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TUAVRUE LA IV

Propriedades do inibidor de tripsina (IT)

Atividade especl
Peso molecular,
Peso molecular,
Peso molecular,

Peso molecular,

fica
poliacrilamida/SDS
Sephadex G-75 (pH 8,0)
Sephadex G-75 (pH 2,4)

estequiometria

Peso molecular, media*

Coeficiente de e
Coeficiente de e

ey (e 1
Fator otico, F28
Grupamentos -NH

Aminoacido no ce

Constante de dis

xtingao molar

£ ti 50 EIZ
SEingalne St ani,, 260 nm

mg/ml
0 nm

2 livres

ntro ativo

sociagao do complexo

tripsina-inibidor

1.676
10.000
19.910

11.220

10:520
3.308
3,145
3,18
7

LISINA

UI/mg
daltons
daltons

daltons

daltons

daltons

3,04 x 107° M

* Peso molecular media entre o PM por eletroforese em SDS e

PM calculado p

or estequiometria.




IV. DISCUSSAO

O inibidor de tripsina, objeto deste trabalho, asse-
‘melha-se, por suas propriedades (Tab. IV), a classe geral de
inibidores de tripsina de baixo peso molecular, isolados de se
mentes de outras leguminosas. Para sua purificagao foi utiliza
do o metodo classico de cromatografia em troca ionica, obten-
do-se um rendimento de, aproximadamente, 44 mg de IT/kg de fa-
rinha. Gennis e Cantor (l16), trabalhando com sementes de Vigna
sinensis var. Redbow, e utilizando cromatografia de afinidade,
isolaram um inibidor de tripsina com um rendimento de 100 mg/kg
de farinha. O inibidor isolado neste laboratorio, de aproxima-
damente 10.000 daltons de peso molecular, aparentemente inibe
apenas uma molecula de tripsina, enquanto o inibidor isolado
por Gennis e Cantor, acima referido, apresentou peso mo%gcular
de, aproximadameﬁte, 8.000 daltons, sendo do tipo "dguble-
headed", ou seja: inibe duas moleculas de tripsina simultanea-
mente. Muitos outros inibidores de tripsina, de baixo peso mo-
lecular, encontrados em leguminosas, ja foram isolados, desta-
cando-se, entre estes, os de "lima bean", "mung bean", "navy
bean", e o inibidor de Bowman Birk, de soja (2,5). Todos estes
apresentam pesos moleculares em torno de 10.000 daltons, alto

conteudo de cistina e ausencia de triptofano.

Aparentemente, os inibidores de leguminosas, quando
inibem quimiotripsina, s3o do tipo "double-headed", pois geral
‘mente inibem esta enzima e tripsina, simultaneamente. Outros,
que inibem somente tripsina, podem tambem ser classificados co
mo "double-headed", pois inibem duas moléculas de tripsina si-
multaneamente (1l6). Os resultados obtidos neste estudo parecem
indicar que o inibidor de tripsina de V. sinensis cv. serido

inibe somente uma molécula de tripsina.

40
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E interessante notar que, mesmo nao afetando a ativi
dade de quimiotripsina IT parece nao ser afetado pela agao
desta enzima, pelo menos nas condicoes utilizadas. Isto parece
indicar mais uma vez a conformagao rigida, caracteristica que

tem estas substancias.

0 espectro de absorgao do inibidor puro na regiao do
ultravioleta nao apresentou maximo em 280 nm, indicando que o
inibidor provavelmente nao apresenta triptofano. Resultados se
melhantes foram encontrados por Gennis e Cantor (36) para os
inibidores isolados de V. sinensis var. Redbow. Estes autores
sugerem que essa ausencia de maximo em 280 nm seria devida a
interferenecia de uma alta concentracgao de pontes dissulfeto na
molécula (36). Esta altd concentragao de grupos dissulfeto, ca
racteristica da maior parte dos inibidores de proteases de ve-
getais, parece ser uma condi¢ao necessaria a manutencgao da es-

trutura compacta destas moléculas.

o

0 inibidor, quando submetido a eletroforese em _“gel
de poliacrilam#da de pH 8,1, mostrou-se heterogeneo, apresen-
tando cinco bandas quando corado com negro de amido. Este re-
sultado evidenciou a possibilidade desta proteina constituir
um sistema associante, pois quando da segunda recramatografié
em troca ionica o perfil obtido era nitidamente o de um siste-
ma homogeneno. A presenca de sistemas associantes tem sido co-
mumente observada em outros inibidores de origem vegetal (7).
Outra evidencia em favor desta possibilidade foi obtida quando
se tratou o inibidor por uréia 10 M durante 24 horas, a tempe-
ratura ambiente, e se analisou, por eletroforesé em gel de po-
liacrilamida em ureéia 8 M de pH 8,1, encontrando-se agora uma
unica banda corada. Em tratamentos com ureéia por 1 e 12 horas,
o inibidor ainda apfesentou diversas bandas, sugerindo que o
sistema associante s0 se desfaz apos maior tempo de contacto

com o agente desnaturante. Por eletroforese em gel de poliacri
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lamida com SDS e B-ME, o inibidor, apos redugao por R-ME em
presenca de SDS, mostrou-se homogeneo e apresentou um peso mo-
lecular de 10.000 daltons, quando comparado a proteinas de pe-

so molecular conhecido.

A partir das experiencias de inibigao (Fig. 9), foi
calculado um peso molecular de 11.040 daltons para.o inibidor.
Este valor esta de acordo com os valores encontrados por ele-
troforese em gel de poliacrilamida com SDS e B-ME. Por filtra-
cao em gel de dextrana (Sephadex G-75) em acido formico 0,1 M,
pH 2,4, foi obtido um peso molecular de 11.220 daltons para o
inibidor (resultante da 12 cromatografia em DEAE-celulose). Em
pH alcalino, tampao TRIS-HC1 0,01 M, pH 8,0, esta mesma fragao
aprésentou um peso Hedensler: der 19,050 Galtons s Tatas experien
cias parecem confirmar que o inibidor pertence a um sistema as
sociante e que este e dependente de pH. Esta associagao, entre
tanto, parece nao depender de tempo, pois foram obtidos perfis

semelhantes com 1, 24 e 48 horas de contacto do inibidor _ com

os tampoes. .

O numero de grupamentos amino livres foi determinado
pelo metodo de Habeeb (31), que utiliza o acido trinitrobenze-
no sulfonico tendo sido encontrado um valor correspondente a
dois grupamentos amino livres, quando a leitura a 345 nm foi
feita logo apos a adicao do reagente e usando-se o valor de
p 104 dado por Okuyama e Satake e citado por Haynes et al.
(32) para o coeficiente de extingao molar de um grupamento tri
nitrofenilamino. Para as leituras feitas apos o tratamento com
pleto (ver metodos), foi encontrado um valor correspondente a
sete grupamentos amino livres. Isto sugere que os cinco outros
grupamentos amino livres, que foram detectados apos o tratamen
to, ou estao no interior da molecula, nao sendo portanto acces
siveis ao reagente imediatamente apos a adicao deste, ou que
estes grupamentos reagem mais lentamente com TNBS. Estes resul

tados parecem estar de acordo com a ideia de Huber (37,38,39),
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de que os inibidores,de tripsina teém uma forma de pera com o
sitio anti-triptico exposto no apice. Assim, os dois grupamen-
tos inicialmente detectados seriam o grupamento do sitio ativo,
de acordo com as sugestoes de Ozawa e Laskowski (35), e o gru-

pamento NH2 terminal.

O inibidor quando tratado com TNBS teve sua ativida-
de reduzida de cerca de 80% do valor calculado em relagao a um
controle nao submetido a nenhum tratamento, e de 287 quando
submetido somente a aquecimento a 40°¢ por duas horas. Estes
resultados estao de acordo com a hipotese de Ozawa e Laskowski
(35), de que os inibidores de tripsina tém uma ligacao suscep-
tivel a tfipsina, do t%po Arg-X ou Lis-X, no seu centro ativo.
Estes resultados parecem concordar tambem com os estudos de
Haynes et al. (32), de que a capacidade de inibir tripsina e
anulada por modificagao dos residuos de lisina com TNBS. O ini
bidor purificado, quando tratado com CHD, nao teve sua ativida
de modificada, o que leva a acreditar ser este um inibidor do

tipo lisina.




1)

2)

3)

4)

5)

V. CONCLUSOES

Um novo inibidor de tripsina foi isolado de sementes de

Vigna sinensis cv. serido, sob forma homogenea.

0 inibidor isolado apresentou um peso molecular medio de

aproximadamente 10.520 daltons.

Foi evidenciado que o inibidor provavelmente pertence a um

sistema associante acido dependente. A associagao parece
ser do tipo dimero = monomero.
O inibidor nao apresentou maximo em 280 nm. 0 coeficiente

de extingao molar calculado foi 3308.
O inibidor foi classificado como sendo do tipo lisina,, des-
de que teve sua atividade marcadamente reduzida por trata-

mento com acido trinitrobenzeno sulfonico e nao apresentou

nenhuma modificagao no tratamento com 1,2 ciclo hexanodiona.
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