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RESUMO

A atividade anti-triptica de cotilédones de Canavalia
brasiliensis Mart., foi isolada através de cromatografia de
exclusao molecular (Sephadex G-100) e cromatografia de afi

nidade (Sepharose-4B-anidro-tripsina), a partir da fracao

albuminica, purificada 99 vézes, com um rendimento de 34%.

Nos experimentos de cromatografia de'exclusao molecular
a pH 7,6 e pH 2,4, a atividade inibitdria de todas as prepa
racoes é eluida num volume equivalente a um péso molecular
de 25,000 daltons, aproximadamente. A partir de experimentos
de determinacao da estequiometria da reagao dos inibidores ,
com tripsina bovina, utilizando caseina e BAPA como substra
tos, foram calculados pésos moleculares de 21.500 e
20.500 daltons, respectivamente e uma constante de inibicao
da ordem de 10_8M. Por eletroforese ‘em gel de poliacrilamida
com SDS & detectada uma Gnica banda, com péso molecular de
11.500 daltons, indicando que os inibidores se associam, prg
vavelmente como dimeros e que a associagao & bastante forte ,

nao sendo desfeita nas condicoes empregadas.

A fragao ativa proveniente da coluna de afinidade tem
um maximo de absorcao em 270 nm, € 13bil ao calor em meio
alcalino e estavel em meio acido e & parcialmente resistente

d hidrSlise por pepsina em meio acido.

A atividade inibitoria contra tripsina porcina tem uma
poténcia aproximadamente duas vézes maior que para tripsina

-

bovina.

A fragao ativa isolada por cromatografia de afinidade,
quando examinada por focalizagao isoelétrica se apresenta
heterogénea mostrando que a atividade anti-triptica de C.
brasiliensis Mart., & constituida por uma familia de inibido

res, com pontos isoelétricos entre 4,35 e 5,35.




I - INTRODUCAO

Os inibidores naturais de enzimas proteoliticas sao pro
teinas de origem animal, vegetal ou microbiana, que podem se as
sociar com uma ou mais enzimas proteoliticas para formarem com
plexos de estequiometria definida, nos quais todas as fungoes
cataliticas dessas enzimas sao competitivamente inibidas 27,
28, 30).-Esta caracteristica sugeriu aos primeiros pesquisado
res que esses compléxos se constituiriam num excelente sistema
para o estudo das interagoes proteina-proteina. A inibicao com
petitiva das diferentes classes de enzimas proteoliticas sugg
ria, por outro lado, que esses inibidores poderiam exercer uma -
importante fﬁngéo nos processos fisioldgicos dependentes de
protedlise total ou parcial de proteinas e peptideos. Dessa ma
neira, a caracterizacao e o estudo das diferentes . propriedades
desses inibidores tem interessado a uma ampla gama de especia
listas, tais como biogquimicos, farmacologistas, nutricionistas,
fiéiologistas, etc. Parte significativa dessas investigacgoes  ,
nao obstante os diferentes enfoques, convergem a um mesmo obje
tivo, qual seja, o de esclarecer o significado fisioldogico da
ocorréncia e da ampla distribuicao dessas substancias entre os

seres vivos.

...... L ¥ S Py

Inibidores naturais de enzimas proteoliticas de origem vegetal

Os inibidores naturais de enzimas proteoliticas sao de
ocorréncia muito ampla entre os vegetais, principalmente nas
plantas com sementes. Entre as dicotiledoneas, as familias das
leguminosas e solanaceas englobam o maior numero de espécies
contendo esses inibidores; nas monocotiledoneas eles sao mais
amplamente distribuidos entre as gramineas (24). Apesar de sua
ocorréncia generalizada, a quantidade de inibidores presentes
nas varias espécies & extremamente variavel, mesmo entre espé

cies do mesmo género e até mesmo entre variedades de uma mesma

espécie (28).




Distribuicao na planta

A maior parte dos inibidores até agora detectados em plan
tas estd presente nas sementes. Sua localizagao, no entanto ,
nao se restringe a este orgao, tendo ja sido isolados  inibido
res de folhas, tubérculos e raizes (27). Existem ainda indica
¢oes de que, em um mesmo Orgao, a distribuigcao dos  inibidores
pode nao ser uniforme, como € o caso dos inibidores de tripsina

e de quimiotripsina nos cotilédones de Vigna unguiculata (44).

Em batata, um mesmo tipo de inibidor, inibidor I de quimiotrip
sina, isolado por Ryan e Balls, tem uma existéncia transitbdria
em todos os tecidos da planta, exceto no xilema e nas sementes

onde eles estao ausentes (32)..

Propriedades fisicas e guimicas

Os inibidores de origém vegetal sao proteinas com pouca
ou nenhuma quantidade de carboidratos em suaé moléculas; geral
mente sao moléculas de pequeno péso molecﬁlar, na faixa de
5.000 a 80.000 daltons. A maioria deles tem péso molecular =en
tre 8.000 e 10.000 daltons e aqueles de peso molecular aparen
temente grande, sao geralmente proteinés poliméricas, normalmen
te di, tri ou tetraméricas, cujos protomeros tém péso molecular
minimo em torno de lO.OOO'daltonS'(28). Eles apresentam um alto
conteido de cistina; todos aparentemente contém prolina e  mui
tos nao contém triptofano. Muitos dos inibidores apresentam es
tabilidade a condigoes desnaturantes (calor, uréia,v solventes
organicos, acidos, bases, etc.) fato pouco comum entre a maio

ria das proteinas (20).

' Especificidade e reacao com proteases

Ja foram isolados a partir de plantas, inibidores das
guatro classes de enzimas proteoliticas (proteases serinicas ,
proteases sulfidrilicas, metaloproteases e proteases acidas) .Os

mais estudados sao os das proteases serinicas (28). Muitos de

les inibem tanto tripsina como quimiotripsina, podendo a liga




cdo dessas enzimas ao inibidor ocorrer em um mesmo sitio rea
tivo ou em sitios reativos diferentes. Existem relatos sobre
inibidores de proteases serinicas que também sao ativos con
tra enzimas de outras classes: oimibidor de tripsina e de qui
miotripsina de "broad beans" (46) também inibe papaina, uma
protease sulfidrilica; o inibidor de tripsina de soja ( Ku
nitz ) inibe a clostripaina, uma enzima microbiana semelhante
a tripsina, mas tendo um sitio catalitico de uma protease sul

figrilica (35).

Estrutura/atividade

O mecanismo de inibigao apresentado pelos inibidores na
turais de enzimas proteoliticas esta sendo melhor entendido
a medida que se estd elucidando a sequéncia de aminoacidos de
varios deles. Estes estudos de determinagao de estrutura pri
maria, bem como de .niveis estruturais mais elevados, juntamen
te com estudos termodinamicos, cinéticos, etc., levaram Ryan

e Feeney (33) a conclusao que:

1. Os inibidores formam complexos fortemente associados ,
fisicamente demonstraveis;

2. um Unico residuo de aminoacido no inibidor, usualmente
um residuo compativel com a especificidade de substra
to da enzima , & requerido para a atividade inibitd
riayg

3. o fato da enzima ser ou nao cataliticamente ativa, nao

tem papel essencial na formacao do complexo.

A sequéncia de aminoacidos, bem como a localizacao das
pontes dissulfeto (quando existentes) e a determinagao da po
sigao e composicao do sitio reativo de varios inibidores  ja
foram determinadas e no caso dos inibidores de tripsina e qui
miotripsina, © observada uma homologia sequencial no sitio
reativo (28). Esses inibidores tém em comum ainda o fato de

que seus sitios reativos tém uma forma de lagco, originado pe

la formagao de pontes dissulfeto entre residuos de  cistei




na (27). No caso dos inibidores de tripsina e de quimiotripsi
na, alguns estudos mostram que os dois aminoacidos unidos pela
ligacao peptidica que € rompida durante o curso da inibicao ,
sao fundamentais nao para a formagao do complexo, mas sim para
dar especificidade ao inibidor. Isto foi demonstrado por estu
dos de substituicao de residuos de aminoacidos no sitio reati
vo do inibidor de Kunitz (20). O papel do sitio reativo e sua
clivagem durante o processo de inibigao € um assunto contro
vertido. Laskowski e col. (20, 26) sugeriram que a quebra da
ligagao peptidica e a formacao de uma acil-enzima, acompanhada
pela hidrdlise da ligagao peptidica, eram essenciais para a
formacao de complexos e que estes eram fendmenos relacionados.
Isto foi realmente demonstrado para uma grande variedade de
inibidores. No entanto, Ako, Foster e Ryan ( 2, 3) mostraram
gue nem a resisténcia nem a suscetibilidade a hidrdlise do si
tio reativo desempenham um papel primario no mecanismo de ini
bicao. Eles demonstraram que quimiotripsina inativa e inibidor

de batata formam complexos estaveis.

O fato dos inibidores apresentarem sitios reativos bem
definidos e semelhanfes, levou alguns pesquisadores a se inte
ressarem em determinar se os diferentes inibidores encontrados
em legumes diferem nos seus determinantes antigénicos e tam
bém estabelecer relacao entre esses determinantes antigénicos
e os sitios reativos. Estes estudos, feitos com o inibidor de
Bowman-Birk, mostraram que o sitio inibitd-io contra tripsina

nao & idéntico ao seu sitio antigénico (6).

" Mecanismo de interacao

Os estudos da estrutura de complexos enzima-inibidor,tém
sugerido que , para os inibidores de tripsina, o mecanismo de
inibigao & semelhante: o inibidor tem uma orientagdo em rela
cao a enzima semelhante a de um substrato verdadeiro, ligando-
se a ela de modo a blogquear o seu sitio ativo. As estruturas

de muitos complexos enzima-inibidor foram determinadas a dife

rentes graus de resolugao (7, 36). Em alguns casos foi determi
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nado a posicao de aminodcidos e atomos situados na regiao de in
teragao direta entre a enzima e o inibidor. A resolugao dessas
estruturas permitiu que se fizesse uma série de determinagoes
importantes para o entendimento do mecanismo de interacao pro
teina-proteina, em geral e em particular do mecanismo de intera
¢ao enzima-inibidor, como sejam: interacoes de van der Waals ,
interacdes hidrofdbicas, ligagoes covalentes e todas as intera
¢oes que originassem ou consumissem energia de origem entropica
e entalpica, para assim explicar a especificidade da ligagao

enzima-inibidor (7, 36).

A maneira pela qual se da a interacao enzima-inibidor e
a reacao de hidrdlise (nos tipos de interacao onde ela ocorre )
da ligagao peptidica do sitio reativo do inibidor & analoga a

hidrdlise de um substrato verdadeiro.

O uso de difragao de raios-X permitiu o estudo do comple
X0 enzima-inibidor em varios niveis: 192 - o agregado dimérico;
2Q - a estrutura e a conformagao de cada uma das moléculas que
formam o complexo e 39 - a regiao de contato entre a enzima e o

inibidor. Estes estudos levaram as seguintes conclusoes (20):

la. - Os inibidores se ligam a enzima como bons substratos,
indicando que o sitio reativo dos diferentes inibido
res de tripsina tém conformacao semelhante;
2a. = a energia que permite a alta constante‘de'ligagéo en
zima-inibidor & derivada do somatdrio das energias
vindas de muitos tipos de interacgoes as quais,
em grande parte, sao. de natureza entropica;
3a. - o complexo existe na forma de um aduto tetraddrico es

tavel.

Significado nutricional

Juntamente com as fitohemaglutininas, glicosideos cianoge

néticos, fatdres antivitaminicos, fatdres estrogénicos, aminoaci

dos toxicos, etc., os inibidores de tripsina formam uma classe




de substancias que contribuem para a baixa gualidade nutricional
de muitos alimentos de origem vegetal, principalmente legumes

(215 23, 24),

Como muitos tipos de sementes contém uma grande variedade
de fatOres antinutricionais, além dos inibidores de tripsina X
até agora nao foi possivel se fazer uma generalizacao acérca das
consequéncias que a ingestao de inibidores de tripsina acarreta
para um organismo. Assim, muitos dos dados existentes sao confli
tantes. No entanto, & fato comprovado que em muitos animais a
ingestao de inibidores de tripsina tem como consequéncia imedia
ta a hipertrofia pancreatica. Essa hipertrofia & evitada caso os

inibidores hajam sido préviamente inativados. Além desse fato, a

ingestao de inibidores acarreta uma queda no valor de PER (pro
tein efficiency ratio). Esse efeito também desaparece caso os
inibidores hajam sido préviamente inativados. Em cobaias esses

efeitos se manifestam pelo grande retardamento do crescimento em

relacao aos contrdles e, em casos extremos, pela morte (21,22,
23)s '

Os estudos sobre o signifiéado nutricional de inibidores
tém sido efetuados principalmente usando sementes de legumino
sas. Esses estudos ainda nao apresentaram- resultados definiti

vos. Como mencionamos acima, além da presenga fatbéres antinutri
cionais que nao. os inibidores de tripsina, outros fatdres concor
rem para dificultar ainda mais o estabelecimento do significado
nutricional desses inibidores, como sejam, a resisténcia & hidrd
lise das proteinas de reserva das sementes, como no caso da so
ja e também a falha dos métodos para estimacao da quantidade to

tal de inibidores presentes nas sementes (21,22,23).

Embora seja fato comprovado que a presenca de inibidores
de tripsina na dieta de animais de laboratdrio leva a um retarda
mento no crescimento e até mesmo a morte desses animais, alguns

autores sugerem que os inibidores de tripsina, pelo menos os

inibidores de soja, nao. inibem a tripsina humana (14, 22,23).




Significado fisioldgico

Embora os estudos mais aprofundados para o conhecimento
dos inibidores tenham se iniciado na década de 30, ha apenas
poucos anos o significado fisioldgico desses inibidores na
planta vem sendo estudado. Tanto sua ampla distribuigao no rei
no vegetal, como o fato de eles estarem presentes geralmente
em grandes quantidades, além das similaridades estruturais e
de especificidade entre os inibidores de diferentes fontes ( o
que indica a conservacao do sitio ativo por milhares de anos
de evolugao ) sugerem que a manutengao da capacidade  inibitd
ria é importante para a sobrevivéncia e, portanto, eles nao < (=]

sempenhariam um papel meramente passivo na planta.

Os estudos até agora feitos sobre o significado £fisiold
gico para a planta dos inibidores naturais de enzimas proteocli
ticas, levaram ao estabelecimento de quatro provaveis papéis
que eles desempenhariam, os quais nao se excluem mituamente

1 (2%,27,30) ¢

19 - Agentes reguladores que controlariam a atividade de
proteases endogenas - Em diversas espécies (soja, fei
jao, cevada, batata, etc.) (28,39) ja foram detecta
dos inibidores que inibem proteases enddgenas dessas
espécies.

29 - Proteinas de reserva - A hip6teSe'de’que'os inibido
res atuariam como proteinas de reserva, foi primeira
mente sugerida pelo fato de eles estarem presentes em
grandes quantidades nos orgaos de reserva ' (cotilé&do
nes, tubérculos, etc.). Os inibidores também estao
presentes em outras partes da planta. Em alguns casos
essa presenga € transitb6ria, indicando portanto, um -
possivel papel de reserva temporadria. Em algumas espé
cies a quantidade de inibidores decresce ao longo da

germinacao (39).

39 - Agentes protetores contra proteases de microorganis

mos e insetos - Como muitas das enzimas secretadas




por microorganismos com a finalidade de hidrolisarem
as proteinas existentes nas paredes celulares sao do
tipo tripsina, a presenca de inibidores de tripsina na
planta dificultaria a penetracao de microorganismos.Mui
tos inibidores de origem vegetal inibem as enzimas ai
gestivas do trato intestinal de insetos e suas larvas
(28). Assim, alguns autores sugerem que OS inibidores
surgiram como um mecanismo de defesa da planta contra o
ataque de insetds. Um dos trabalhos mais recentes abor
dando este aspecto € o de Ryan (31), mostrando que o
ataque de insetos a fOlhas de tomateiro induz a 1libera
cao de um hormdnio (PIIF - "proteinase inhibitor  indu
cing factor") que rapidamente se distribui por toda a

planta, provocando a sintese acelerada de inibidores.

49 - Uma outra funcao que €& sugerida para os inibidores é
que eles provavelmente teriam um importante papel na
dispersao endozdica das sementes (28). Passaros e ou
tros animais que se alimentam de frutos ou plantas
inteiras, frequentemente excretam sementes em condi
goes vidveis. A presenca de inibidores em concentragao

relativamente alta, aumentaria a probabilidade de as

sementes passarem através do sistema digestivo sem
serem danificadas pelas enzimas digestivas dos inse
tos.
" Objetivos
O presente trabalho pretende contribuir para um maior

conhecimento de aspectos bioquimicos basicos relacionados com

os inibidores de tripsina presentes em Canavalia brasilien

sis Mart., purificando parcialmente esses inibidores, utilizan

do métodos que possibilitem a minimizacao de alteragoes em




suas estruturas e propriedades e em seguida caracterizando al

gumas de suas propriedades quimicas.
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II - MATERIAIS E METODOS

A. Materiais

1. Planta

A planta de Canavalia brasiliensis Mart., apresenta cau

le voluavel, glabro ou pubescente, principalmente nas partes
mais jovens. Folha trifoliolada, foliolos ovdides ou largamen
te cuneados, subagudos ou acuminados; flores péndulas purpa
reo-violaceas, de 2,2 cm de comprimento, dispostas em inflores
céncias cujo comprimento atinge, no minimo, 15 cm; legume com
trés costelas longitudinais em cada valva, medindo cérca de
15 cm de comprimento e 4,5 cm de largura. A semente & escura

eliptico-oval, com hilo oblongo (5).

Esta leguminosa & conhecida em algumas regioes do Nor

deste pelo nome vulgar de feijao de boi.

As sementes utilizadas nestes estudos, foram coletadas
no municipio de Iguatd-CE , no segundo semestre do ano de

1978,

2. Outros materiais

" Tripsina bovina - Preparacao. duas vezes cristalizada.Sig

ma Chemical Company, St. Louis, EUA.

Tripsina porcina - Preparacgao cristalizada. Sigma Chemi

-

cal Company, St. Louis, EUA.

" Pepsina - Preparacgao. trés vezes cristalizada.Nutritional

Biochemicals Corporation (NBCo), EUA.

" Caseina - Preparada segundo Hammarsten. E. Merck AG

Darmstadt, Alemanha.

‘& -N-Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida - Preparacao cris

talina. Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA.
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N-Acetil-DI—fenilalanina-4 —naftil-ester -Preparacgao cristalina

Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA.

O-Dianisidina tetrazotizada - E. Merck AG Darmstadt,

Alemanha.

Anfolitos carreadores (pH 3-6) - LKB-Produkter AB, Sué
cia.
p-Nitrofenilguanidinobenzoato - ICN Pharmaceuticals,Inc.

Cleveland, Ohio, EUA.

N-o« - Tosil-L-lisina-clorometilcetona - Sigma Chemical

Company, St. Louis, EUA.

Todos os demais reagentes utilizados foram de grau anali

tico e obtidoé comercialmente.
B. Métodos

1. Preparacao dos extratos

A extracao dos inibidores presentes em cotilédones, eixo
e tegumento; foi feita a partir da farinha obtida triturando
-se esses Orgaos em moinho adaptado com peneiras de 60 mesh
(malha por polegada linear). Tampao fosfato 0,1M, pH 7,6 foi
utilizado como extraente, na proporcao final de farinha/meio
de extragao de 1:10 (p/v). Numa primeira etapa a extragao era
feita na proporgéo de 1:5 (p/v) a 49C, por 30 minutos, sob
agitacao constante, apds o que o material era centrifugado a
1.270 x g, por 15 minutos. O sobrenadante era entao coletado
e o0 precipitado ressuspenso em uma quantidadevde tampao igual
a utilizada na primeira etapa. Esta segunda extragao era fei
ta do mesmo modo que a primeira e o sobrenadante obtido reuni
do ao primeiro. O extrato final assim obtido, foi denominado

Extrato Bruto.

Em experimentos preliminares a extracao foi feita em cin

co etapas sucessivas, como descrito acima e a atividade inibi

toria e concentracao de proteinas,foram determinadas em cada
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um dos -sobrenadantes das sucessivas etapas. Quando _ necessa
rio, o residuo obtido na filtima etapa de extracao era liofili

zado, acondicionado em frasco de vidro e armazenado a -179C.

Para investigar a possivel existéncia de um gradiente de
concentragao de inibidores nos cotilé&dones, estes foram sec
cionados em trés partes: proximal, mediana e distal. Os extra

tos destas secgoes foram preparados da maneira ja descrita.

2. Determinacao de proteinases e inibidores
a. Tripsina

As soiugEes de tripsina bovina e tripsina porcina fo
ram preparadas dissolvendo-as em HC1l 0,0025N. A determinacao
da concentragao de tripsina ativa nessas preparagdes foi obti
da através da titulagao com NPGB, pelo método de Chase e Shaw
(9) , utilizando um espectrofotOmetro Varian de duplo feixe, no
gqual a hidrélise nao enzimatica do NPGB foi subtraida automati
camente, adicionando-se a cubeta de referéncia igual quantida
de deste composto. A titulacao foi feita adicionando-se & cu
beta de referéncia 2,8 ml de tampéo.verohal 0,1M, pH 8,3 e
0,2 ml de HC1 0,0025N e, na cubeta da amostra, 2,8 ml de tam
pao veronal 0,1M, pH 8,3 e 0,2 ml da solugao de’tripsina. As
cubetas foram entao colocadas no_eSpeCtiofotametro, zerando-o
a 410 nm. Em seguida foram-retiradas,'adicionando—se'a cada
uma delas 5 microlitros da solugéo.de NPGB (3,38 mg/ml em dime
til formamida), efetuando-se de imediato a leitura da densida
de Otica. A concentracgao. de tripsina ativa fbi calculada wusan

do o coeficiente de extingao molar Eg10 ppde 16-595 (1 x mol_l

-1
G - )

Para determinacao das atividades caseinolitica e BAPAasi
ca da tripsina, foram utilizados os métodos de Kunitz (19) e
Erlanger (12), respectivamente, sendo que os ensaios foram fei

tos da seguinte maneira:

- Atividade caseinolitica - Uma aliquota de uma solugao estoque




13

de tripsina bovina (0,4 mg/ml em HCl1 0,0025N) diluida até uma
concentragao de aproximadamente 12 g/ml, foi sempre utilizada
para os ensaios. A volumes crescentes dessa solugao diluida,
foram adicionados 1,0 ml de tampao fosfato 0,1M, pH 7,6 e em
seguida HC1 0,0025N até um volume final de 2,0 ml. As solugaes
assim obtidas foram incubadas com 1,0 ml de caseina 1% ( prepa
rada em tampao fosfato 0,1M, pH 7,6) a 379C. Apos 30 minutos
a reagao foi parada pela adigao de 3,0 ml de acido tricloroacé
tico (TCA) 5%. ApOs 30 minutos a temperatura ambiente, as sus
pensoes foram filtradas em papel de filtfo quantitativo. Do
filtrado retiraram-se aliquotas de 1,0 ml, neutralizando-as ,
em seguida, com 0,05 ml de NaOH 2N. A atividade enzimatica foi
avaliada empregando-se o reagente de Folin, modificado por Low
ry e col. (25). A densidade Otica foi determinada num fotocolo
rimetro Spekol a 750 nm. Provas em branco de concentragoes ex
tremas de tripsina foram preparadas sendo que neste caso, a
adicao de TCA precedeu a de caseina. Corregoes para concentra
coes intermediarias das provas em branco foram obtidas por in

terpolacgao.

Atividade BAPA&sica - A volumes crescentes de solugoes de trip

sina bovina (0,3 mg/ml em HC1l 0,0025N) ou tripsina porcina
(0,0083 mg/ml em HC1 0,0025N), adicionou-se 0,5ml de tampao
fosfato 0,1M, pH 7,6 e em seguida HC1l 0,0025N até um volume

final de 1,0 ml. As solugaes assim obtidas foram incubadas com
2,0 ml de uma éolugéo de BAPA 1,25 x lO—3M, preparada dissol
vendo-se inici-almente em cérca de 5% do volume final em dime
tilsulfoxido e em seguida em tampao fosfato 0,1M, pH 7,6. Apds
10 minutos de incubagao a reacgao foi parada pela adigao de 0,5
ml de acido acético 30%, procedendo-se imediatamente a leitu
ra da densidade Otica a 410 nm, em um espectrofotdometro Beck
man Mod. DU. Provas em branco de concentragoes extremas de
tripsina foram preparadas, sendo que neste caso, a adicao de
&cido acético precedeu 3 de tripsina. Corregoes para concentra

coes intermedidrias das provas em branco foram obtidas por in

terpolacao.
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b. Atividade dos inibidores

A atividade inibitdria das diferentes preparacoes foi
avaliada por comparagao de amostras contendo quantidades cres
centes de inibidor em presenca de uma quantidade constante de
enzima, com amostras contendo somente enzima. Foram feitas pro
vas em branco da enzima, bem como de concentragoes extremas de
inibidor. As concentracgoes intermediarias foram determinadas
por interpolagao. Os métodos utilizados foram os de Kunitz e
de Erlanger, j& descritos e a atividade anti-triptica foi ex
pressa em unidades de inibidor (UI) definidas por  Xavier-Fi
lho (40).

O L N

3. Determinacaoc de proteinas

A concentracao de proteinas nas diferentes preparacoes,
toi avaliada através da determinacao de absorbancia a 280 nm
em um espectrofotometro Beckman Mod. DU ou pelo método do mi
crobiureto (16), ligeiramente modificado, usando albumina séri
ca bovina como padrao. Neste ultimo caso, a volumes crescentes
da preparacao a ser analisada, adicionou-se tampao fosfato
0,1M, pH 7,6 até um volume final de 1,0 ml; em seguida a essa
solugao adicionou-se 3,0 ml de NaOH 4% e 0,2 ml do reagente do
microbiureto. Apds quinze minutos a densidade otica & determi
nada a 330 nm em um espectrofotometro Beckman Mod. DU. Provas
em branco de concentragoes extremas de proteina foram feltas
nas quais o reagente do microbiureto nao € adicionado. A leitu
ra da densidade Otica dessas provas em branco era subtraida
do valor da densidade Otica da solucao que continha igual quan
tidade da prepa;agéo e a qual o reagente do microbiureto havia
sido adicionado. Essa modificacgao permite eliminar a interfe

réncia de substancias gque absorvem em 330 nm quando tratadas

por alcali.
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4. Purificacao parcial dos inibidores

Uma purificagao parcial dos inibidores de tripsina de
C. brasiliensis Mart., foi obtida de acdrdo com a sequencia
abaixo:

4.1. Fracionamento por dialise do Extrato Bruto ' de - cotilédo

nes
As fracgoes albuminicas e globulinicas do Extrato  Bruto
de cotilédones foram obtidos dialisando-se o Extrato Bruto con
tra tampao acetato 0,033M, pH 5,0 por 48 horas e em seguida
contra égﬁéﬂdeStilada por mais 48 horas, a 49C, utilizando-se
sacos de dialise que excluiam moléculas de peso molecular infe
riores a 8.000 daltons. As fracoes albuminica (F-Albumina) e
globulinica foram separadas por centrifugacao a 16.500 x g por
20 minutos a 49C, sendo em seguida liofilizadas e armazenadas
a —-1l7ecC.

4.2. Fracionamento por filtragao em gel de dextrana

Todas as experiéncias de cromatografia de exclusao mole
cular foram feitas utilizando-se uma coluna de 40 x 3,5 cm,comnm
leito de Sephadex G-100, montada segundo as ihstrug6es do fa
bricante (34). Para fracionamento do Extrato Bruto e da Fra
cao Albumina, a coluna foi equilibrada com tampao fosfato 0,1M
PH 7,6 e a eluigao foi feita com o tampao de equilibrio. O flu
%0 da coluna foi ajustado para 31 ml/hora, coletando-se fra
gSes de aproximadamente 5,0 ml, através de um coletor autométi
co de fracgoes. A absorbancia de cada fragao foi lida a 280 nm
em um espectrofotometro Beckman Mod. DU. Apds a eluicgao da
fracao de baixo peso molecular, a coluna foi lavada com uma
solugao de glicose 0,5M, para eluir lectinas adsorvidas ao gel

de Sephadex (8)

Nos experimentos de cromatografia em meio acido, feitas
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da forma acima descrita, o equilibrio e a eluigao da coluna,
bem como a dissolucao da amostra foram feitos em acido férmi
co 0,1M, pH 2,4. '

Nas cromatografias de albuminas, as fragoes com ativida
de inibitdoria contra tripsina eram reunidas (F-Sephadex), dia
lisadas por 24 horas contra agua destilada, liofilizadas e ar

mazenadas a —-172C.

Nos experimentos acima foram feitas estimativas aproxi
madas de péso molecular da fragcao com atividade inibitéria ,

atraves da equagao derivada por Determan e Michel (11).

As fragoes com atividade inibitdria obtidas na etapa
anterior a partir da fracao albuminica, foram submetidas a
cromatografia de afinidade em uma coluna de Sepharose-4B- ani

dro-tripsina.

O uso de anidro-tripsina como ligante em cromatografia
de afinidade, elimina o problema da criagao de formas artifi
ciais quando do isolamento de inibidores utilizando enzima
ativa como ligante (1,2), dado que neste caso, ocorrem consi
deraveis perdas de atividade, uma vez .-que a enzima ativa pro

voca a quebra de ligacoes peptidicas.

Anidro-tripsina € preparada tratando-se tripsina com fe
nilmetilsulfonilfluoreto (PMSF), obtendo-se o derivado tripsi
na-PMS, que é tratado posteriormente com uma‘'solugao de KOH
0,5 M. O derivado assim obtido, difere da tripsina ativa pelo
fato de naquele o residuo de serina do sitio ativo haver sido
transformado em desidroalanina. Este derivado apesar de enzi
maticamente inerte, retém a capacidade de formar complexos es
tequiométricos com inibidores de proteases (1,2). O método
de obtencao da Sepharose-4B-anidro-tripsina foi desenvolvido

por Xavier-Filho (41l), consistindo basicamente em:

a. inativagao da tripsina ativa com PMSF;
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b. preparacao da anidro-tripsina através da eliminagao do

grupo sulfonil por tratamento alcalino;

c. inativacgao da atividade enzimatica residual em ani

dro-tripsina com p-toluenosulfonilclorometilcetona;

d. acoplamento da anidro-tripsina com Sepharose-4B, ativa

da com brometo de cianogénio (CNBr).

Para a montagem da coluna de afinidade, foi wutilizada
uma seringa plastica com capacidade de 5,0 cc. Antes da monta
gem da coluna, a preparacao de  Sepharose-4B-anidro-tripsina
foi novamente tratada com TLCK. Apds esse tratamento a coluna
foi montada até uma altura de 2,0 cm e sua capacidade de g =}
tengao de inibidores de tripsina foi determinada. Em cada ex
perimento a coluna era equilibrada com tampao fosfato 0,1M -
NaCl 0,3M, pH 7,6, aplicando-se em seguida a fragao provenien
te da coluna de Sephadex G-100 (F-Sephadex) dissolvida no tam
pao de equilibrio, sendo em seguida eluida com 14 ml do mesmo
tampao, coletando-se manualmente fragBes de 2,0 ml. O mate
rial retido na coluna era primeiraménte’eluido com 14,0 ml de
tampao acetato 0,1M-NaCl 0,3M, pH 4,0 (Fl e F2) e depois com
14,0 ml de HC1 0,1M-NaCl 0,3M, pH 2,0 (FB)' Em ambos os ca
sos, coletava-se manualmente fragoes de 2,0 ml. Em seguida a
absorbancia a 280 nm de cada uma das fracgoes coletadas era
determinada em um espedtrofotémefro Beckman Mod. DU e era tam
bém determinada a atiVidade anti—triptica de cada uma delas ,
pelo ensaio de inibicao da atividade BAPAisica da tripsina .
Apbs essas determinacoes, aquelas fracgoes com atividade an

ti-triptica eram reunidas e dialisadas por 48 horas * contra

agua destilada, liofilizadas e armazenadas a -17 @C.

Para a caracterizacao do conjunto dos inibidores retd
dos (F-Sepharose), a coluna foi eluida com tampao fosfato 0,1
M-NaCl 0,3M, pH 7,6 e subsequentemente com 14,0 ml de HC1
0,1M-NaCl 0,3M, pH 2,0. O material eluido nesta solugao foi

dialisado por 48 horas contra agua destilada, liofilizado e

armazenado a -179C.
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5. Caracterizacao parcial dos inibidores

5.1. Espectro de absorcao

O espectro de absorgao das diferentes preparagoes foi
determinado automaticamente, utilizando-se um espectrofotome
tro Varian de duplo-feixe, empregando-se cubetas de quartzo
de 1,0 cm de caminho otico. As solugoes fo;am preparadas dis

solvendo-se as fragoes liofilizadas em tampao fosfato 0,1M,

pH 7,6

5.2. Acao do calor " sobre a atividade ' inibitoria da F-Sepha

dex

A agao do calor sobre a atividade inibitdéria da F-Sepha
dex foi estudada incubando-se 2,0 ml de uma solugéo 2,94 mg/ml
(em tampao fosfato 0,1M, pH 7,6) em tubos de ensaio com tam
pas esmerilhadas, a 27, 37, 50, 60, 80 e 1009C, apds o que oOs
tubos de ensaio foram mergulhados em banho de gélo. A ativida
de inibitdria residual de cada um dos tratamentos era determi

nada, utilizando-se BAPA como substrato para a tripsina.

Quando se desejou estudar a acgae do calor, a pH 2,4, so
bre a atividade inibitoria da F-Sephadex, 2,0 ml de uma solu
cao contendo 1,0 mg/ml (preparada em acido férmico 0,1M , pH
2,4) foram incubados em tubos de ensaio com tampas esmerilha
das a 27,37, 50, 60, 80 e 1009C por 30 minutos. ApOs esse tra
tamento, os tubos de ensaio foram mergulhados em banho de ge
lo, seguindo-se a adigao a cada um deles de 10 ml de - tampao
fosfato O;lM, pH 7,6. A atividade inibitoria residual em

cada um dos tratamentos foi determinada como anteriormente.

5.3. Acao da - pepsina sobre a atividade inibitdoria da F-Sepha

dex

A acao da pepsina sobre a atividade inibitdria da F-Se




19

phadex foi estudada incubando-se 5,0 ml de uma solugao con
tendo 0,2 mg/ml ( em acido fb6rmico 0,1M, pH 2,4), em tubos de

ensaio a 379C, por 5 horas. Decorrido este tempo, era feita a

adicao de dcido tricloroacético 100%, até uma concentragao
final de 2,5%. O material era centrifugado por vinte minu
tos a 16.500 x g, apos o que era feito ensaio para determi

nar a atividade inibitdoria residual.

5.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida (pH 8,1)

As eletroforeses em gel de poliacrilamida a pH 8,1, fo
ram feitos de acordo com a técnica de Clarke (10). Todos os
experimentos foram efetuados & temperatura ambiente (25-2829C)

com voltagem constante (200 V).

A detectacao de inibidores de tirpsina foi feita de
acordo com as técnicas descritas por Uriel e Berges (38) e
Kaiser e Belitz (18), procedendo-se da seguinte maneira: apds

experimento os cilindros de gel foram retirados dos tubos de
vidro e incubados a 379C por 30 minutos com uma solugao de
tripsina bovina (0,1 mg/ml em tampao fosfato 0,1M, pH 7,6) .
Decorrido este tempo, os cilindros foram lavados seis vezes
com agua destilada e em seguida reincubados a 379C, por mais
30 minutos e em seguida imersos em uma mistura de APNE
(2,5 mg/ml em dimetilformamida) com uma solugEo.de' O-dianisi
dina tetrazotizada (0,55 mg/ml em tampdo. fosfato O,lM,pH 78}
na proporcao de 1:9. Passados 30 minutos os cilindros foram

lavados com acido acético 7%.

5.5. Eletroforese em gel dé poliacrilamida com SDS

As eletroforeses em gel de poliacrilamida com SDS 1% ,

foram feitas segundo a técnica de Weber e Osborn (47). As

diferentes preparagoes foram dissolvidas em tampao fosfato
0,01M, pH 7,6 contendo SDS 2%. A eletroforese foi desenvolvi
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da com corrente constante e igual a 7mA por coluna de gel,

durante cerca de 4 horas.

A detectagao de proteina foi feita imergindo os  cilin
dros de gel em uma solugao de Coomassie Blue 0,005% por 15
horas. Em seguida os cilindros foram transferidos para uma

solugcao de acido acético 7%.

A visualizacgao dos inibidores de tripsina e determina
cao dos pesos moleculares, foram efetuadas utilizando-se a

técnica de Xavier-Filho e Moreira (43).

5.6. Eletrofocalizacao em placas de gel de poliacrilamida

Nos experimentos de eletrofocalizagao foi utilizado es
sencialmente o método de Awdeh e col. (4), adaptado por Xa
vier-Filho e Sousa (45). As placas de gel foram preparadas u
tilizando-se agua destilada, solugao de acrilamida 30% conten
do bisacrilamida 1%, mistura de anfdolitos (pH 3 a 6 40%) e
persulfato de amonio (10 mg/ml), na proporcgao de 8030w 327
(v:v:v:v). Esta solugao foi aplicada entre duas placas de Vi
dro (12 x 9 cm), espacadas por fitas elasticas de 0,5 mm de
espessura e mantidas em posigéo por outras duas fitas elésti
cas. ApOs polimerizagao, uma das placas foi retirada, ficando
o gel preso a outra placa. As amostras foram entao aplicadas
no lado do catodo e a focalizagao desenvolveu-se durante gqua
tro horas, numa camara Gmida. A voltagem maxima utilizada foi
de 100 volts, e o experimento desenvolvido até a corrente ter
alcancado um minimo de cerca de 0,5 mA. Uma tira longitudinal
de 0,5 cm de largura foi retirada e cortada em secgoes de 0,5
cm de comprimento e postas a eluir em agua destilada por 16
horas. O pH correspondente a cada seccgao foi entao medido pa
ra a determinagao do gradiente. A visualizacao dos inibidores
de tripsina baseou-se no processo de coramento negativo des

crito por Uriel e Berges (38) e adaptado por Xavier-Filho e

Sousa (45). Apbés visualizacao a secagem da placa foi iniciada
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adicionando-se algumas gotas de glicerina & solugao descoran
: te de acido acético 7%; apbs meia hora a placa era transferi
da para uma folha de papel de filtro 3MM umida e posta para
secar em um secador de gel apropriado por uma hora. Decorrido

este tempo o gel, completamente seco, estava aderido a folha

de papel de filtro e era assim conservada.




ITI - RESULTADOS

1. Extracao de proteina e inibidores de eixo e cotilédones

As Figuras 1 e 2 mostram os rendimentos, em unidades de
inibidor (UI) e miligrama de proteina por grama de material
original, de extragoes sucessivas de farinha de cotilédones e
de eixos embrionarios. Os resultados mostram que praticamente
a totalidade da atividade inibitdoria e da proteina sollvel &

extraida nas duas primeiras etapas.

Diante desses resultados, os Extratos Brutos de cotilé
dones usados para a purificacao parcial dos inibidores, fo

ram obtidos pela mistura dos sobrenadantes das duas primeiras

etapas de extracao.

2. Distribuicao de inibidores de tripsina nas sementes

A distribuigao de inibidores em eixo, cotil@dones e te
gumento foi observada quando se determinou a atividade anti-
triptica de Extratos Brutos de farinha dessas partes,utilizan
do o método de medida da atividade da tripsina tendo BAPA
como substrato. Os resultados estao mostrados na Tabela I.

3. Distribuicao dos inibidores de tripsina em cotilé&dones

A possibilidade da existéncia de um gradiente de inibi

dores de tripsina nos cotilédones de C. brasiliensis Mart., ,
foi investigada. Os cotilédones foram divididos em secgoes

proximal, mediana e distal. Os extratos destas secgoes foram

preparados conforme descrito em Materiais e Métodos e suas a
tividades inibitorias contra tripsina bovina, determinadas a
través do método de medida da atividade BAPA3sica da TYip

sina. 0Os resultados estao resumidos na Tabela II.




Figura 01 - Rendimento de extracgoes sucessivas de atividade a
ti-triptica de farinha de cotilédones ( A ) e d«

eixo ( B ) de Canavalia brasiliensis Mart.
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Figura 2 - Rendimento de extragoes sucessivas de proteina de
farinha de cotilédones ( 2 ) e de eixo ( B ) de

Canavalia brasiliensis Art.
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Tabela I - Distribuigao da atividade anti-triptica em semen

tes de C. brasiliensig Mart.

Orgao UI/ g farinha
Cotilédones 410
Eixo 8.420

Tegumento Nao detectado
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Tabela II - Distribuigao da atividade anti-triptica em coti

lédones de C. brasiliensis Mart.

" Secgad . ... .......00/q farinha
Proximal 410
Mediana 410
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4. Distribuicao das atividades inibitdSrias entre as fracoes

albuminicas e globulinicas de eixo e cotilédones

A Tabela III mostra a distribuicao da atividade anti-
triptica e de proteina entre as fragoes albuminicas e globuli

nicas de cotilédones e eixo embriondrio de C. brasiliensis

Mart. E evidente que os inibidores de tripsina acompanham fBItl
damente as albuminas, havendo, no entanto, uma contaminagéo
substancial das globulinas, resultado, provavelmente, de copre

cipitacgao.

5. Purificagao parcial dos inibidores de tripsina de cotilé

dones

Os inibidores de tripsina de cotilédones, foram parcial
mente purificados a partir da F-Albumina, que tem ca. de 17
vezes maior atividade especifica que a fragao globulinica (Ta
bela III). Apb6s liofilizacao da F-Albumina, esta foi fraciona
da em uma coluna de Sephadex G-100. As fragoes contendo ativi
dade inibitdria (Fig. 3) foram reunidas, dialisadas por 24 ho
ras contra agua destilada, liofilizadas (F-Sephadex) e poste
riormente aplicadas a uma coluna de Sepharose-4B-anidro-tripsi
na (Fig. 4); a fragéo.retida na coluna e eluida com HC1 0,1 M-
NaCl 0,3M, pH 2,0, foi dialisada por 24 horas contra agua
destilada, liofilizada (F-Sepharose) e armazenada a -179C até

O seu uso.

A Tabela IV mostra que o esquema de purificacao utiliza
do proporcionou uma purificacao de ca. de 99 vezes com um ren
dimento de 35%.

6. Caracterizacao parcial dos inibidores de tripsina de cotilé

dones

6.1. Espectro de absorcao




Tabela III - Distribuigao da atividade inibitdria contra tripsina entre as fragoes al
buminicas e globulinicas de eixo e cotilédones de C. brasiliensis Mart.
Extrato Bruto Albuminas Globulinas
Orgao
7 (1) p(2) | o g (3) 7 (1) p(2) a.g. (3 7 (1) p(2) a.g, 3
Eixo 8.400 320 26;2 6.940 40 173:5 624 160 ;
Cotilédones 410 160 2.6 210 9 2353 164 120 "
(1), = I= Atividade inibitdria, expressa em UI/g farinha
(2) - P= Proteina, expressa em mg/ g farinha

(3) - A.E.= Atividade especifica

8¢



' Figura 3 - Padrao de eluicao de inibidores (—o—o—) e prote
na (—e—e—e—e) da F-Albumina de cotilédones de Can

valia brasiliensis Mart., em coluna de Sephadex G

100 a pH 7,6




29

PM x 103

5,0

10,0

20,0

100,0 50,0

i,

w/1n

1

460

~— v F- SEPHADEX

—
— o I o o e
———
—— —

—20

200

wu 082y

80 120 160 200 240

40

VOLUME, ml




Figura 4 - Cromatografia de afinidade da F-Sephadex em coluna

de Sepharose-4B-anidro-tripsina equilibrada a

pH
b A5 80 (—+———-); atividade anti-triptica
(—o—0—)":
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Tabela IV - Tabela de purificagao de inibidores de tripsina de cotilédones de C. Brasi
liensis Mart. i

Preparagao Inibidor(l) Proteina (2) Ativ.Esp.(B) PUBLLLERGAC APCUperagan
(x ) (%)

Extrato Bruto 410 190 2,1 1,0 100
F-Albumina 206 10,8 - 15,% 941 50
F-Sephadex 153 - 56,7 27,0 37
[F'-Sepharose 142 0,68 208,8 99,0 35

(1) - Expresso em UI/g farinha

( 2 ) - Expressa em mg/g farinha

( 3 ) - Expressa em UI/mg de proteina

1€
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Os espectros de absorgao da F-Albumina e das  fragoes
com atividade inibitoria obtidas pelo fracionamento por fil
tracao em gel (F-Sephadex) e cromatografia de afinidade (F-
Sepharose) , estao mostrados na Figura 5. Estes espectros fo
ram determinados em solugSes contendo 1,0, 1,0 e 0,93 mg/ml,

respectivamente, em tampao fosfato 0,1M, pH 7,6.

6.2. Acao do calor sobre a atividade inibitoria da F-Se

phadex

O efeito do calor sobre a atividade anti-triptica pre
sente no material retido na coluna de exclusao molecular, foi
investigado em solucoes preparadas em tampao fosfato 0,1M ,
pH 7,6 e em acido formico 0,1M, pH 2,4. Apds incubagao das
solugoes por 30 minutos nas diferentes temperaturas, a éti
vidade inibitdria residual das solugoes tratadas, foi  medi
da pela inibicao da hidr6lise de BAPA por tripsina. Os resul

tados estao mostrados na Figura 6.

6.3. Acao da pepsina sobre ' a  atividade inibitbria da F-

Sephadex

O efeito da pepsina sobre a atividade anti-triptica da
fragao rica em inibidores de'tr;psina e separada por cromato
grafia de exclusao molecular (F-Sephadex), foi investigada
em solugoes preparadas em acido foérmico 0,1M, pH 2,4. A ati
vidade anti-triptica residual de cada um dos tratamentos
(Tabela V) foi determinada pela inibicao da atividade BAPAa

sica da tripsina.

6.4. Reacao com tripsina bovina e tripsina porcina

A acao dos inibidores presentes na F-Albumina sobre

tripsina bovina e tripsina porcina foi estudada, utilizan




Figura 5 - Espectro de absorg¢ao da F-Albumina ( 1,0 mg/ml
(——+—>—-), F-Sephadex ( 1,0 mg/ml ) (.—o—o0—)
F-Sepharose ( 0,93 mg/ml ) (-#—4A—4&—). O solvent
utilizado foi tampao fosfato 0,1 M, pH 7,6.
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Figura 6 - Efeito do calor sobre a atividade anti-triptica d

F-Sephadex . pH 7,6 (—~e—e—— ); pH 2,4 (—o0—0c—).
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Tabela V - Agao da pepsina sobre a atividade anti-triptica da F-Sephadex

(1)

Tubo F-Sephadex Acido formico Pepsina Atividade residual
: (ml) (ml) (ml) (%)

1 5,0 0,0 1,0 65,0

2 5,0 1,0 0,0 100,0

3 0,0 5,0 8, =

L

4

- 0,2 mg/ml em acido formico 0,1 M, pH 2,4

=13
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do-se BAPA como substrato. As solugoes de tripsina porcina e
tripsina bovina utilizadas nos ensaios, preparadas em HOL
0,0025N, foram tituladas com NPGB (9), determinando-se assim

a concentracao de tripsina ativa em cada uma das solugoes ’
bem como um fator que, multiplicado pela absorbancia a 410
nm das solucgoes de ensaio de atividade anti-triptica tendo

BAPA como substrato, da a quantidade, em péso, de tripsina

ativa na solugao de ensaio.

Tomando-se um peso molecular de 23.800 daltons para am
bas as tripsinas e um coeficiente de extingao molar de 16.595
para o NPGB (9), a percentagem de tripsina ativa nas solugoes
de tripsina bovina e tripsina porcina utilizadas foi de 39,0

e 78,4, respectivamente.

Para o calculo do fator utilizado na transformacao dos
resultados das leituras de densidade Otica dos ensaios de ati
vidade BAPAasica da tripsina em concentracao de tripsina ati
va, foram feitos ensaios de atividade BAPA3sica das solugaes
de tripsina bovina e tripsina porcina usados nos experimen
tos de titulacao, diluidas em HC1l 0,0025N até 91,1 Hg/ml e
32,0 g/ml, respectivamente. Os valdres dos fatdres foram
de 18,48 g/D.0. para tripsina bovina e 7,17 g/D.0O, para

tripsina porcina.

6.5. Estequiometria da reacao inibidor-tripsina

A estequiometria da reagéo.inibidor—tripsiha foi " deter
minada em fungao da atividade residual da enzima apds a rea
¢do com a F-Sepharose.. Com a razdo de combinagdo enzima/inibi
dor, obtida a partir da porgéo linear da curva, foi calculado
um péso molecular, admitindo-se que as espécies presentes te
nham todas a mesma massa molecular (admitindo-se uma estequio
metria 1:1) e um péso molecular de 23.800 daltons para a trip

sina. Essa determinacao foi feita através do ensaio de ativi

dade BAPAdsica e caseinolitica da tripsina bovina (Fig. 7) .




Figura 7 - Acao da F-Sepharose sobre tripsina bovina, medid:
pela hidrolise de BAPA ( —s—o—a—) e casein:

).

(—os—o0
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O péso molecular obtido foi de 20.500 daltons e 21.500 dal
tons, quando empregados os ensaios de atividade BAPAasica

e caseinolitica da tripsina, respectivamente.

O calculo da concentracao de tripsina ativa no ensaio
caseinolitico foi possivel em virtude de se ter usado a
mesma solugcao estoque usada no ensaio com o BAPA. Como mos
trado no paragrafo 6.4., a partir do valor da leitura de den
sidade Otica do ensaio de atividade BAPAasica a guantidade
de tripsina ativa & calculada multiplicando-se este valor
por 18,48. Assim, como a solugao de tripsina utilizada no en
saio de atividade caseinolitica foi uma diluicao da mesma
solugao utilizada no ensaio de atividade BAPRasica, cuja con
centragao ja era conhecida, pode-se relacionar o valor de den
sidade &tica no ensaio caseinolitico com a concentragao de

tripsina.

Estes experimentos permitiram também avaliar uma cons
tante de dissociacao (17) do complexo entre tripsina bovina
e os inibidores presentes na F-Sepharose. O valor encontrado
foi da ordem de 10 oM e foi calculado a partir da porgao nao
linear de ambas as curyas (Fig.“7), utilizando a formula:

Ki= B ) i EY) ;o ondes
{ BT )
concentragéo.molar do complexo enzima-inibidor;

=
H
I

concentracao molar do inibidor livre;

[
I

concentracao molar de tripsina livre.

Il

A agao dos inibidores de C. brasiliensis sdbre tripsina

porcina foi examinada quando se comparou a razdo de combina
¢ao da enzima com a F-Albumina. A Figura 8 mostra a inibicao
de tripsina bovina e de tripsina porcina pela F-Albumina, on
de se vé que tripsina porcina & totalmente inibida por cerca

da metade da quantidade de inibidor necessaria para abolir a

atividade de tripsina bovina.




Figura 8 = Agio da atividade inibitoria da F-Albumina sobre

tripsina bovina ( —s—e—5- ) e sobre tripsina por’

cina (,—bo—ds=)= x




38

1004

®)
o <

(%) vnAIS3y 3AValAlLY

80
0]
20

Mg F-ALBUMINA




40

6.6. Pontos isoelétricos

Parte da atividade inibitdria retida na coluna da Se
pharose-4B-anidro-tripsina pode ser eluida com tampao aceta
to 0,1M-NaCl 0,3M, pH 4,0 e parte com HC1 0,1M-NaCl 0,3M, pH
2,0. Os eluatos foram separados em trés fragBes, Fl’ F2 e F3
(Fig. 9) e examinados por eletrofocalizagao em placa. Foi de
tectada a presenca em cada uma delas a presenga de duas fra
¢oes com atividade inibitdria (Fig. 10) com pontos isoelétri
cos 4,35 e 4,50. Por outro lado, eletrofocalizagao da fragao
retida na coluna e eluida como um todo com HCl1l 0,1M-NaCl 0,3
M, pH 2,0 (F-Sepharose), indicou a presenga de atividades ini
bitdrias com pontos isoelétricos 4,35, 4,50, 4,65, 4,85 e
5,35 (Fig. 11). Tal resultado também foi obtido quando se exa
minou a F-Albumina e a F-Sephadex (Fig. 1l1). Em todos os ca
sos, ha predominadncia quantitativa das atividades inibitdrias

de pontos isoelétricos 4,35 e 4,50.

6.7. Péso molecular

O péso molecular dos inibidores foi determinado por fil
tracao em gel (Sephadex G-100), por eletroforese em gel de
poliacrilamida em presenca de SDS e a partir da estequiome

tria da reacao dos inibidores com tripsina (Fig. 7).

Nos experimentos de filtragao em gel a pH 7,6 do Extra
to Bruto (Fig. 12), F-Albumina (Fig. 3) e F-Sepharose (Fig.
13), a atividade inibitdoria foi eluida num voluma equivalente
a um péso molecular de aproximadamente 25.000 daltons. O mes
mo valor foi obtido quando a eluicao foi feita em pH 2,4

(Figs. 14 e 15), indicando que os inibidores nao se associam

ou, sendo sistemas associantes, a dissociagao nao ocorro a
pH acido.
Por eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS as

preparagoes de Extrato Bruto, F-Albumina, F-Sephadex e. P<Se

pharose, apresentaram uma unica banda de inibidor, equivalen
te a um péso molecular de 11.500 daltons (Fig. 16). Na Figu




Figura 9 - Cromatografia de afinidade da F-Sephadex em coluna
de Sepharose-4B-anidro-tripsina equilibrada a pH
Te6 . g ( —e—e——); atividade anti-triptica (—e—e—).

Ayg
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Figura 10 - Eletrofocalizacao em placa de gel de poliaecri

da das F1 CLI; Fz (2) éwF3 (3); revelacac

inibidores de tripsina.
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Figﬁré 11 - Eletrofocalizacao em placa de gel de poliacrilami
da do Extrato Brute (1), F-Albumina (2), F*Sephi

dex e F-Sepharose (4);'fevelag50 para 1inibidores

de tripsina.
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Figura 12 - Padrao de eluicao de proteina (—e—e— ) e inibidores
(—6—0—) de Extrato Bruto de cotilédones de Canavalia brasi
liensis Mart., em coluna de Sephadex G-100, a pH 7,6.
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Figura 13 - Padrao de eluigao de inibidores (—e¢—o—) e pro

teina (—e—s—) fa F-Sepharose, em coluna de Sepha
dex G-100, a pH 7,6.
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Figura 14 - Padrao de eluigao de proteina (~e—s—e—) e inibido

res (—e—o—06=) da F-Albumina de cotilé&dones de

G-100, a pH 2,4.
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Figura 15 - Padrao de eluigcao de proteina (—s—e——) e inibi

dores (—e—o— ) da F-Sepharose, em coluna de Se
phadex G-100, a pH 2,4
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Figura 16 — Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS do Ex
trato Bruto (1), F-Albumina (2), F-Sephadex (3) e

F-Sepharose (4); revelacao para inibidores de trip

. sina.
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ra 17 estao mostrados os resultados de eletroforese em gel
de poliacrilamida com SDS quando os cilindros de gel foram
corados para proteina. Na eletroforese em getr de poliacrila
mida a pH 8,1, também foi obtida uma tnica banda com ativi
dade inibitdoria em todas as preparaQBes, com um Rf de 1,0
(Fig. 18).




.7 - El=troforese em gel de poliécrilamida com SDS do Ex
trato Bruto (1), F-Albumina (2), F—~ Sephadex (3) e

F-Sepharose (4); revelagao para proteina.
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Figura 18 - Eletroforese em gel de poliécrilamida a pH 8,1 do
' Extrato Bruto (1), F-Albumina (2), F-Sephadex (3)

e F-Sepharose (4); revelacao para inibidores - de

» tripsina.
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IV - DISCUSSAO

Os inibidores de tripsina em sementes de Canavalia bra

siliensis estao localizados no eixo embrionario e cotilédo
nes, inexistindo no tegumento (Tabela I). Sua concentragao
no eixo embrionario & ca. de vinte vezes maior que nos coti
lédones (Tabela III) e sao extraidos juntamente com as pro
teinas de carater albuminico (Tabela III). Embora apenas
51% da atividade inibitdria nos cotilédones estejam presen
tes na fracao albuminica e 40% na fracao globulinica, a ati
vidade especifica na primeira € 17 vezes maior que na segun
da. O carater albuminico desses inibidores e o fato de que
sua presengé na fracao globulinica seja devido a fenomenos
de co-precipitacao, sao sugeridos pela anidlise dos resulta
dos obtidos nos experimentos de filtracao em gel, glatrofore
se em gel de poliacrilamida a pH 8,1, eletroforese em gel
de poliacrilamida com SDS e eletrofocalizacgao em placa
(Figs. 03 e 12 a 18). Comportamento semelhante & demonstra
do por alguns outros inibidores de tripsina isolados de Ve
getais, como por exemplo, os inibidores de tripsina de Vigna

unguiculata, isolados por Royer e col. (29).

Os métodos de isolamento empregados neste trabalho,
levaram a uma purificagao de 99 vezes da atividade anti-trip
tica, em relagéo ao Extrato Bruto, obtendo-se uma recupera
cao de 35% (Tabela IV). O fracionamento do Extrato Bruto
por dialise, embora levando a uma perda de 40% da atividade
inibitoria para as globulinas, tem a vantagem de ser um méto
do suave, nao submetendo os inibidores a choques quimicos
que pudessem alterar suas propriedades. Este fracionamento ,
mostra a grande estabilidade desses inibidores em solugoes
aquosas, a temperaturas relativamente altas (89 C), pois o
tempo total de dialise sendo de 96 horas, apenas 10% da ati

vidade inibitdria total sao perdidas (Tabela III).
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A analise da fragao com atividade inibitdria, obtida
ao final da purificagao, mostrou ser a mesma homogénea em re
lagcao a péso molecular (Figs. 13 e 16) e mobilidade eletrofo
rética (Fig. 18). Apesar de haver dois grupos de inibidores
que sao eluidos a pH 4,0 e um grupo eluido a pH 2,0 na colu
na de Sepharose-4B-anidro-tripsina, eles parecem ser compos
tos dos mesmos tipos de inibidores ( Fig. 10 ). O fato de
parte dos inibidores serem eluidos a pH 4,0, pode ser expli
cado a luz da hipotese que formulamos nos proximos paragra
fos e que postula que os inibidores estao associados sob
a forma de dimeros. Ao se associarem, um dos inibidores
teria seu sitio reativo inacessivel a tripsina, de modo gque
o agregado dimérico formaria copplexos COm uma dnica  molécu
la de enzima. Assim, ao eluir a coluna com tampéo de pH 4,0
ocorreria um deslocamento no sentido do mondmero ( que seria
facilitado em virtude do complexo dimero-tripsina estar nao
mais em solugao e sim ligado a uma matriz sdlida ) que seria
favorecido pelo abaixamento do pH, acarretando entao disso
ciagao de parte do agregado dimérico e afetando apenas par
cialmente e de forma inespecifica a ligacao dos inibidores
a tripsina.

Apesar de nas fracgoes Fi, Fy e F, terem sido detecta
dos apenas os inibidores de pontos isoelétricos 4,35 e
4,50, quando a eletrofocalizagéo era feita com material pro
veniente de cromatografias onde a coluna era eluida somente
com HCl1 0,1M-NaCl 0,3M, pH 2,0, sao detectados cinco inibi
dores com pontos isoelétricos 4,35, 4,50, 4,65, 4,85 e
5,35, os mesmos detectados no Extrato Bruto, F-Albumina, F-
Sephadex (Figs. 12, 3 e 13). Estes resultados sugerem que ,

embora nos cotilédones de C. brasiliensis Mart., exista uma

multiplicidade de inibidores de tripsina, eles possuem mui

tas propriedades quimicas em comum.
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Em relagao aos resultados obtidos nos experimentos de

eletrofocalizagao (Fig. 11), & importante observar que
eles mostram que os métodos de isolamento utilizados nao
criaram formas artificiais de inibidores, uma vez gque as
mesmas atividades inibitérias sao detectadas em todas as
etapas de purificagao. A auséncia da atividade inibitoria
de ponto isocelétrico 5,35 no Extrato Bruto, provavelmente

deve-se a baixa concentracao desse inibidor.

O espectro de absorgao dos inibidores & tipico de mo
léculas com pequena quantidade de aminoacidos aromaticos, co
mo € o caso dos inibidores de tripsina de origem vegetal.
A Figura 5 mostra que a medida em que a purificacao da  ati
vidade inibitoria aumenta, ocorre um deslocamento do maximo
de absorcao de 275 nm para comprimentos de onde menores. A
atividade inibitoria parcialmente purificada tem, na regido
do ultravioleta, um maximo de absorcao a 270 nm e um minimo
a 255 nm. Resultados semelhantes foram obtidos com inibido
res de tripsina de sementes de Vigna unguiculata (45) e
Dolichos lablab (15).

O tratamento dos inibidores (F-Albumina) pelo calor,
em meio Acido, mostrou que a atividade inibitdrias & estavel.
Mesmo apds um tratamento de 30 minutos a 1009C, a atividade
nao foi praticamente afetada. Em meio alcalino, no entanto ,
a atividade inibitdria & gradualmente abolida, a medida gque
a temperatura se eleva. Esta resisténcia ao calor, indicati
va de uma estrutura terciaria rigida, estabilizada prdovavel
mente por pontes S-S, também é‘compartilhada pelos inibido

res de tripsina de Anacardium occidentale (42), " Phaseolus

angularis (46), e parece ser uma propriedade comum a maior

parte dos inibidores de tripsina (28),

Quando os inibidores (F-Albumina) foram tratados com

pepsina a pH 2,4 por 5 horas, em torno de 35% da atividade

1 -~
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inibitdria foi abolida (Tabela V), indicando que os inibido

res de tripsina de C. brasiliensis Mart., sao, em certa ex

tensao, resistentes ao ataque de enzimas proteoliticas. Re
sultados semelhantes foram obtidos pro Xavier-Filho e Ainouz
(42) e Toshiro e Maki (37), com a atividade inibitoria de

sementes de caju e arroz, respectivamente.

Os inibidores de tripsina presentes na F-Albumina, ini
bem mais fortemente tripsina porcina que tripsina bovina
(Fig. 8). O conhecimento da especificidade de um dado inibi
dor frente aos diferentes tipos de enzimas proteoliticas 7
tem sido objeto de investigacao (13, 14), uma vez que oS es

tudos sobre a possibilidade do uso de uma semente ou planta

particular como complementacao da ragao protéica para ani
mais, tém que responder a questao basica que &€ a de saber
se os inibidores presentes nas plantas estudadas de fato
inibem a atividade das enzimas proteoliticas dos animais
que se alimentarao da racao (23). Os resultados aqui obti
dos mostram a importancia dessa questao, uma vez que trip
sina porcina, filogeneticamente bastante proxima de tripsina
bovina, & inibida com uma poténcia aproximadamente duas vé
zes maior que a tripsina bovina e indicam a necessidade de

estudos de especificidade frente a um ntimero mais diversifi

cado de enzimas proteoliticas.

Os valdres para a constante de dissociagao do complexo
enzima-inibidor foram da ordem de 2-3 x lO“8 M (Fif: 7),; nos
ensaios onde caseina e BAPA foram utilizados comosubstratos.
Estes valdres sao da mesma ordem de grandeza de outros com
plexos entre inibidores de origem vegetal e as enzimas trip
sina e quimiotripsina (20). A forma da curva de inibicao 3
quando BAPA & utilizado como substrato de tripsina é diferen
te da forma da curva quando o substrato para tripsina é ca

seina, sugerindo neste caso, um efeito do substrato sobre a

dissociagcao do complexo enzima-inibidor. Este maior efelto
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sobre a dissociagéo do complexo, observado com o substrato
protéi, nao estd de acdrdo com as afinidades relativas de
BAPA (lO—zM) e caseina (lO_SM) para a enzima.

Através de experimentos de filtracao em gel a pH 7,6

(Pigs. 12, 3 & 13) & 'a pH 2,4 (Figs. 14 e 15) fol calculado
um péso molecular de 25.00“d§1tops‘para a atividade inibitd

ria. Em sementes de Vigna unguiculata, Xavier-Filho e Sousa

(45) isolaram e caracterizaram um inibidor de tripsina que
se associava a pH basico, desfazendo-se a associagao em pH
dcido. O péso molecular obtido a partir da estequiometria
da reagao da atividade inibitdria contra tripsina bovina,uti
lizando caseina e BAPA como substrato foi 20.500 e 21.500
daltons, respectivamente,VEstes”doig resultados sugerem que

os inibidores de Canavalia brasiliensis Mart., aparentemente

nao se associam. O péso molecular obtido por eletroforese
em gel de poliacrilamida com SDS, 11.500 daltons (Fig. 16) ,
sugere no entanto que na realidade esses inibidores se asso
ciam, provavelmente como dimeros, sendo a associacdo bastan
te forte, nao podendo ser desfeita em meio &dcido, pelo menos

em solugao. .
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V - CONCLUSOES

Os inibidores de tripsina, parcialmente purificados

e caracterizados, presentes em cotilédones de Canavalia bra

siliensis Mart., apresentam as seguintes caracteristicas:

1. Nas sementes, a atividade inibitoria esta localizada
nos cotilédones e no eixo embrionario. Nos cotilédo
nes, ela esta uniformemente distribuida por todo o ©or
gao.

2. Existem pelo menos cinco tipos de inibidores com pon
tos isoelétricos de 4,35, 4,50, 4,65, 4,85 e 5,35 ,apre
sentando carater albuminico, com um maximo de absorgao
a 270 nm e com um peéso molecular de aproximadamente

11.500 daltons.

3. Os inibidores responsaveis pela atividade inibitéria
fazem parte de um sistema associante gque parece ser

do tipo dimero-monOmero, nao sendo dependente do pH.

4. A atividade &€ estavel ao calor em meio acido e insta
vel em meio alcalino, sendo parcialmente resistente a

hidrdlise por enzimas proteoliticas em meio acido.

5. Uma constante de dissociagao média da ordem de grande
N 1+

na e os inibidores.

M foi calculada para o complexo entre tripsi

6. A atividade & aproximadamente duas vézes maior contra

tripsina porcina do gue contra tripsina bovina.
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VII -~ COMUNICAGOES A CONGRESSOS

613 k- o -
PURIFICAGAG: DE INIBIDURES DE TRIPSINA POR MEIO DE SEPHAROSE-4B-ANIDRO TRIPSINA

JOSE XAVIER-FILHO & F.A. DE PAIVA CAMPOS

Departam:nto de BioguTmica e Biologia Folecular,UFC,C,Pcstal 1065,Fortaleza,Ceard

A purificagdo de intbidores ce tripsins por mefo de t&cnicas de afinidede utilizando-se en-
ztma ativa (T) coma 1igante leva 2 obtengac de tnibidores nos guais a cisdo da 1igagdo peptidica do
centro ativo occrre com frequencia criando formas artificials de inibidores; perdas considerdvéis po-
dem ocorrer se oc inibidores sao susceptfveis a protedlise mais extensa (Fritz et al, In H.Fritz e
H.Tscheche ,Eds. Proc.IT Intern. Res. Corference on Proteinase Inhibitors, Walter de Gruyter, Berlin,
1971, p 28).

Aridro-tripsina (AK-T), espécie obtida por tratamento alcalino de ferilmetilsulfcnil-tri -
psina rBc tem atiyidade catalitica mes forma conplexor estaveis com infbidores (Ako et al., Bicchem.
Biophys.Res.Conm. 47:1402,1972).

Utilizando uma ccluna de AN-T ligeda 2 Sepharose-4B conseguinos reter, quantitatiyamente o
inibidor de scja e fragGer semipurificadas de inibidores de Vigna unguiculata e de Canavalia brasili
ensis. PAGE-SDS e focilizagao isoeletrica em places de gel de poliacrilamida mostram que os inibidores
de tripsinz de Y.unguiculata separacdos por Sepharose-4B-AN-T tem, aparentemente, of mesmos pontos
isocl€tricor e peso: moleculares cue ¢s netivos. Os inibidores sepzracos por Septarcse-4B-T apresentan
as metmas precpriededes sucerindc alteragbes ra estritura primaria nfo detectadas por estas duas técni-
cas (M.A.Rucchc1-Dissertagac di- Mestrado, UFC,1979).

Trabalho realizadc cem auxTlios de DAAD, CNPq e CAPES

IX Reuniio Anual da SBBq, Livro de Resumos G 13, 1980
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