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SUMARIO

Sementes quiescentes, livres de tegumento, de Adenan
thera pavonina, L. (carolina), foram analisadas quanto ao
seu teor de inibidores de tripsina. A extragcao de inibidores
foi efetuada utilizando-se tampao fosfato 0,1M pH 7,6/NaCl 1%.
O substrato empregado para detectar a capacidade de inibigao
contra tripsina foi azo-caseina, cujo espectro de absorgao
apresentou extingcao maxima em 440 nm. Para testar a ativida-
de antitriptica utilizando-se azo-caselna, foi estabelecido
através de ensaios de atividade, que a tripsina deveria es-
tar numa concentracao de lQ:ug/mi e o substrato a 1,5 (p/%)
em tampao fosfato 0,1 M pH 7,6/ NaCl 1%.

Os inibidores de tripsina foram isolados de sementes
quiescentes de A. pavondina, L. por extracao com tampao fosfa
to 0,1 M pH 7,6/ NaCl 1% e parcialmente purificados por pre-
cipitacao com sulfato de amdnio entre 40-60% de  saturacgao,
cromatografia de troca idnica e cromatografia de afinidade.
Suas caracteristicas foram examinadas por SP-Sephadex C 50,
Sepharose 4B-anidro-tripsina, focalizacao isoelétrica em pla
ca de gel de poliacrilamida, eletroforese em gel de poliacri
lamida (pH 8,1, SDS e SDS com B-ME e urdia 8 M).

Foi possivel demonstrar a existéncia de inibidores
de tripsina nao apenas nas sementes, mas também em outras
partes da planta tais como folhas, vagem verde e cotil&dones

de vagem verde.

A fracao de inibidor ativa, isolada por cromatogra-
fia em SP+Sephadex C 50 (FSP2) quando examinada por focaliza
cdo isoelétrica se apresente heterogénea, mostrando que a
atividade antitriptica de A. pavonina, L. & constituida por
uma familia de 6 inibidores, com pontos isoelétricos entre

4,5 e 5,1. Esta mesma fracao, através da eletroforese com

xii



SDS, demonstrou uma Gnica banda de inibidor contra tripsina,
equivalente a um peso molecular de, aproximadamente,
19.000 daltons. A fracao de inibidor ativa proveniente da
cromatografia de afinidade e eluida, em todas as preparagoes,
a pH 4,0 apresentou um peso molecular de, aproximadamente,

20.000 daltons, evidenciado. através da eletroforese com SDS.

Esta mesma fragcao (FSP,) apresentou também atividade
contra quimiotripsina, fato este evidenciado por focalizagao

isoelétrica em placa de gel de poliacrilamida.
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I - INTRODUCZAO

I.1 - Consideracbes gerais

E fato conhecido que‘durante a germinacao as protei-
nas de reserva da semente sao hidrolisadas por enzimas pro-
teoliticas, a peptidios e aminoacidos. Estes s3o transporta-
dos para outras partes da semente ao longo do desenvolvimen-
to do embriao para serem utilizades na sintese de novas pro-
tefnas (1, 2). O conhecimento dessas enzimas proteoliticas &
limitado e virtualmente pouco se sabe sobre sua regulagao. -
As proteases de semente estao, freglentemente, associadas
com inibidores cujas fungdes ndo estdo bem ° estabelecidas.
Foi sugerido, no entanto, que os inibidores agem de modo de-

cisivo na regulagéo do metabolismo protéico (2).

Podemos definir como "inibicao" a diminuicao ou re-
tardamento transitdrios de uma fungac ou atividade do orga-
nismo mediante a agdo de uma substancia adequada. Os inibido
res de proteases sao assim designados por apresentarem a ca-
pacidade de inibir as atividades proteoliticas de certas en-
zimas, podendo exercer, assim, um controle das referidas en-

zimas, em plantas.

A natureza dos inibidores de enzimas proteoliticas
tem sido estudada desde que KUNITZ isolou uma proteina, oriun
da da soja, com atividade inibitdria altamente especifica pa
ra tripsina (3, 4, 5, 6). Desde entdo, varias dessas substan
cias tém sido isoladas, caracterizadas e sua importancia evi
denciada no gque diz respeito ao valor nutritivo de certas
plantas. A maioria dos inibidores isolados sao inibidores de
tripsina, entretanto existem também inibidores de outras en-

zimas (4, %, 8, 9).




1.2 - Ocorréncia natural dos inibidores

Os inibidores naturais de enzimas proteoliticas ocor
rem em diferentes familias do reino vegetal, bem como em di-
versas familias do reino animal e em microrganismos. Dentro
do reino vegetal a familia das Leguminosas & a mais investi-
gada (2, 3, 10, 11) talvez diante da importancia assumida pe
las sementes de legumes como uma fonte de proteina basica na
alimentacao humana e talvez também pelo fato 'de antigamente
ter-se chegado a pensar que os inibidores de protease eram
caracteristicos desta familia. No reino animal foi observa-
da a presenca de inibidores de enzimas proteoliticas na gema
do ovo de aves, suco pancreatico, sangue e urina de animais,
Ascarnis Lumbricoides e varias outras fontes (3, 8, 9).

I.3 - Distribuicao na planta

A maioria dos inibidores de proteases de plantas es-
ta localizada nas sementes, porém estes nao estdo restritos
a esta parte da planta, tendo ja sido isolados inibidores de
folhas, tubérculos e raizes (3, 12). A distribuigao dos ini-
bidores em um mesmo S6rgao pode também nao ser uniforme, como
€ o caso dos inibidores de tripsina nos cotilédones de Vigna
unguiculata (13). HONAVAR e SOHONIE, 1955, mostraram que as
folhas jovens de batata sdoc mais ricas em inibidor de tripsi
na que as folhas mais velhas e que o caule apresentava uma
concentragao muito baixa deste inibidor (2, 3, 12). AMBE e
SOHONIE, 1956, observaram, em estudo com Faba vulgaris e Do-
Lichos Lablab, que os inibidores de tripsina sdo distribui-
dos por todas as partes da planta, ocorrendo porém variacao
quantitativa, dependendo do estagio de desenvolvimento da
mesma (3, 12, 14). Apesar da ocorréncia generalizada, a quan
tidade de inibidores presentes nao sd nas varias espécies,
como também entre espécies no mesmo género e até mesmo entre

variedades de uma mesma espécie, & extremamente variavel (3,



11). Experiéncias com inibidores de tripsina de soja eviden
ciaram que a atividade triptica era mais inibida pelos extra
tos de sementes que pelos de folhas e caule jovens, de modo
que a concentracao do fator de inibicao aumentava na planta

madura (14).

A atividade inibitdria era mais alta nas sementes,
mais baixa na raiz e intermediaria nas folhas e caules (3).
A observagao de que a concentragao do inibidor & relativamen
te alta nestes tecidos jovens e baixa em tecidos mais velhos
sugere gue os inibidores podem desempenhar um importante pa-
pel na regulagao do metabolismo proteico. A ubiquidade. dos
inibidores de proteases, isto &, o fato dos inibidores de
proteases se encontrarem, ao mesmo tempo, em mais de um lu-
gar, enfatiza a hipotese de sua possivel fungcao no metabo-
lismo de plantas. '

x4 - Propriedades fisicas e quimicas de inibidores de planta

Os inibidores de protease de plantas .tém sido isola-
dos em alto grau de pureza e mostrados'serem'proteinas com
pouca ou nenhuma quantidade de cafboidratos o (P SRR S & DMy - ) 9
A propriedade fisica mais notavel dos inibidores, como uma
classe de proteina, & a sua estabilidade sob as condigoes
usuais de desnaturagao (15). Alguns inibidores apresentam ca
racteristicas pouco comuns entre as proteinas - sao estaveis
ao calor, 3s solugOes que precipitam proteinas (acidos e al-
calis), 8 uréia e dificilmente tém suas pontes dissulfeto re
duzidas (15).

Os inibidores de origem vegetal apresentam alto teor
de cistina e sao geralmente moléculas pequenas com peso mole
cular abaixo de 80.000 daltons. A maior parte deles sao pro-
teinas contendo entre 70 e 90 aminoacidos, correspondendo a
um peso molecular entre 8.000 e 10.000 daltons e os de peso
molecular aparentemente grande sdo, em geral, proteinas poli

méricas em sua forma nativa (normalmente di, tri ou tetramé-




ricas) cujos protdmeros tém pesos moleculares em torno de
10.000 daltons (11).

I.5 - Especificidade e reagao com proteases

Os inibidores naturais de tripsina sao proteinas ca-
pazes de se combinar com a- tripsina para formar um complexo
inativo. Isto representa um exemplo de reacao entre duas mo-
léculas prot&icas resultando na formagao de: uma terceira pro
teina. Um aspecto importante da inibigao de enzimas proteoll
ticas & o estudo da especificidade, da estequiometria e da
cinética de interacao da enzima cow: um determinado inibidor.
O mecanismo e a cinética da inibigao de tripsina, foram ‘in-
vestigados detalhadamente e foi obsefvado que ela se combi-
na com o inibidor em uma reagao reversivel dependente do
pH (4,11}

Entre os inibidores especificos para as diferentes
classes de enzimas proteoliticas - proteases serinicas, sul-
fidrilicas, acidas e metéloproteases - aqueles relacionados
as proteases serinicas sao os mais estudados (11, 16). A es-
pecificidade & uma caracteristica marcante das reacgoes com
inibidores. O inibidor isolado por KUNITZ (3, 4, 5) tem ser-
vido como modelo fundamental, no que diz respeito a cinética
e 3 termodindmica da inibicao de tripsina e também 3s pro-
priedades dos polipeptidios em geral. Os inibidores tém . si
tios ativos para a inibigao de enzimas proteoliticas, corres
pondendo & especificidade da enzina (16). O inibidor compe-
te com o substrato pelo centro ativo da enzima. O inibidor
especifico de tripsina tem sempre uma ligagao lisina-X ou ar
ginina-X nos sitios ativos (2, 11, 16, 17). ;

Estes sitios sdo parte de uma grande area de ligagao

necessaria 3 prdopria estrutura que confere a estabilidade ha

bitual do complexo enzima-inibidor.

Se levarmos em consideragao o inibidor de soja, pode

mos observar que este exerce sua agao inibitdria sobre cer-




tas enzimas, entre as quais estao tripsina, o~quimiotripsina,
quimiotripsina B, tromboplastina e elastase. Este inibidor,
no entanto, nao inibe enzimas tais como pepsina, carboxipep-
tidase, trambina, papaina e outras (5). Ha evidéncias, po-
rém, que certos inibidores de proteases serinicas atuam tam-
bém contra enzimas de outras classes, como por exemplo o ini
bidor de tripsina de soja (KUNITZ) que inibe uma enzima mi-
crobiana, a clostripaina, semelhante a tripsina, mas que tem
sitio catalitico de uma protease sulfidrilica (18). Muitos
inibidores inibem tanto tripsina como quimidtripsina, poden-
do a ligagao dessas enzimas ao inibidor ocorrer em um mesmo
sitio reativo ou em sitios reativos diferentes (19). Observa
goes sugerem que estes inibidores sao de "dupla cabega", is-
to &, possuem dois sitios de combinagao independentes, um pa

ra cada enzima (2, 3, 11, 20).

No que diz respeito 3 estequiometria, podemos obser -
var que o termo "inibicao estequiomé&trica" & aplicado quando
o complexo enzima-inibidor formédo tem constante de disso-
ciagdo muito baixa, ou seja, tem pequena tendéncia para dis-
sociar-se, KUNITZ, em 1947, foi o primeiro a mostrar que a
inibigao da tripsina pelo inibidor cristalino de soja era di
retamente proporcional @ quantidade de inibidor adicionado
(34 5).

1.6 - Estrutura quimica e atividade inibitdéria dos inibido-

res

Uma das maneiras fundamentais'para se compreender o
mecanismo de inibicao de proteases pelos inibidores naturais
& através da elucidagdo da sequéncia de am’nodcidos do inibi
dor, cuja caracteristica mais notavel & a semelhanga extraor
dinaria entre a seqiiéncia na regiao dos sitios ativos ( 21).
Pelo fato das pontes dissulfeto exercerem importante papel
na arquitetura da proteina, &€ de muito interesse determinar

o pareamento destes residuos de meia cistina. De maneira ge-




ral, podemos observar que as clivagens redutiva ou oxidativa
dos enlaces dissulfeto sao acompanhadas por uma perda na ca-
pacidade para inibir tripsina tao bem <omo perda de sua an-
tigenicidade (22, 23).,

A estrutura primaria de alguns inibidores, proporcio
na fortes evidéncias quimicas para a estrutura extraordina-
riamente simétrica no caso de inibidores bifuncionais de pro
teases. Existem indicagdes de que a conformagao requerida
para certos inibidores de tripsina e quimiotripsina € essen-
cialmente a mesma, ou muito parecida e que és especificida -
des dos inibidores sao determinadas, predominantemente, pela
natureza dos residuos no sitio reativo (11). Através dos es-
tudos de determinagao da estrutura primaria e também dos ni-
veis estruturais mais complexos, das evidéncias termodinami
cas, cinéticas, etc,, podemos cohcluir que os inibidores for
mam complexos fortemente associados e que um Gnico residuo
de aminoacido do inibidor, compativel com a especificidade
de substratos da enzima, & necessario 3 atividade inibitdria
(23). Desta maneira, o método mais comum para assegurar a
prioridade de residuos de aminoacidos especificos para a ati
vidade bioldgica de uma proteina envolve a modificagao quimi
ca seletiva de grupos'funcionais a partir desses residuos de

aminoacidos.

I.7 - Mecanismo de interacao dos inibidores com proteases

A maneira pela qual os inibidores de proteases ja pu
rificados se combinam com certas enzimas tem sido objeto de
estudos pelo fato de proporcionar um sistema-modelo excelen-

te para estudos de interacoes proteina-proteina.

Os inibidores da proteina tripsina sao proteinas que
se ligam fortemente 3 tripsina, obstruindo seu sitio ativo
(24) . Ha evidéncias de que varios inibidores de tripsina agem
demodo idéntico e proporcionam fortes ligagdes . especificas

entre moléculas proteicas.




Contribuigoes bastante significativas para melhor
compreensdao do mecanismo de interagao da tripsina com o ini-
bidor de tripsina surgiram com a observagao de que a intera
cao de tripsina com o inibidor de KUNITZ envolvia a clivagem
especifica da ligacao arginil-isoleucina, do mesmo (3). Os
chamados mapas de alta resolugao obtidos por difragao . de
raios X, mostraram que somente 12 dos 181 aminoacidos, que
compoem o inibidor de KUNITZ, fazem contato com a molécula
de tripsina (11, 25). Medidas calorimétricas mostram que a
ligagao do inibidor de tripsina de soja e a tripsina & endo-
térmica, refletindo a entalpia relativamente alta da forma
tetraédrica, mas uma grande entropia térmica estabiliza o
complexo (3, 24). A técnica de difragao de raios X contri=
buiu de maneira bastante significativa para o estudo do com-
plexo enzima-inibidor em varios estagios, tais como o agrega
do dimérico, estrutura e conformagéo.de cada uma das molécu-
las que formam o complexo e por fim a regiao de contato en-
tre a enzima e o inibidor. Através dessas evidéncias (15, 25)

foi possivel chegar-se ds seguintes conclusoes:

- os inibidores se ligam 38 enzima como bons substra-
tos, indicando com isto, que o sitio ativo dos di-
ferentes inibidores de tripsina apresentam confor-
magao idéntica;

- a energia que favorece a alta constante de ligagao
entre a enzima e o inibidor & proveniente da soma

das energias dos varios tipos de interagao, que em

sua maioria sdao de natureza entrdpica;

- o complexo formado existe numa forma de aduto te-
traédrico estavel, resultante da natureza do sitio

ativo da enzima.
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I.8 - Significacao nutricional dos inibidores

Os legumes constituem importante fonte de proteina
alimentar, principalmente nos paises onde o consumo de pro -
teina animal &€ limitado, nao apenas pela sua inviabilidade
econdmica, como também pela imposi¢ao de habitos religiosos
e culturais (7). Os legumes tém, portanto, assumido papel de
grande significagao no que diz respeito & dieta humana. E fa
to comprovado que muitos vegetais apresentam ampla variedade
de substancias, tais como inibidores de proteases, fitohema-
glutininas, glicosidios cianogénicos, etc., consideradas to-
Xicas para o organismo animal, contribuindo assim para a di-
minuicao do valor nutricional de varios alimentos de origem
vegetal, especialmente os legumes (4, 7, 26). A descoberta
de inibidores de tripsina e seu possivel envolvimento no va-
lor nutritivo de alimentos de origem vegetal, resultou em
trabalhos de investigacao da quimica, biogquimica e proprieda
des nutricionais destes fatores. Existem evidéncias de que
em muitos animais a ingestao de inibidores de tripsina leva
a uma hipertrofia pancreatica imediata, podendo esta ser evi

tada caso os inibidores sejam inativados previamente (22).

Desde que foi demonstrado o efeito benéfico do trata
mento pelo calor, sobre o valor nutritivo da soja, por OSBOR
NE e MENDEL, em 1917 (3, 12),, um grande esforgco tem sido di-
rigido para a identificacao do fator ou fatores responsaveis
pelo efeito deletério e de retardamento no desenvo lvimento
animal, induzidos por alguns alimentos crus de origem vege
tal (2, 12). Deste modo, a maioria dos efeitos tbxicos de le
gumes pode ser parcial ou inteiramente eliminada pela apli-
cagao do calor. Este efeito & manifestado pelo aumento geral
do valor nutritivo das proteinas de legumes, de modo que o
aproveitamento da proteina aumenta proporcionalmente com a
destruigao dos inibidores (3, 7, 11). O simples método de co
zimento pode eliminar estes efeitos antinutricionais, elevan

do assim o valor nutritivo de muitos legumes.

A toxicidade parcial ou total dos inibidores pode




também ser eliminada através de outras maneiras como: suple-
mentacao de enzimas proteoliticas a dieta, eliminacao dessas
proteinas toxicas através de fermentagao ou pela utilizacao

de sementes germinantes (7).,

I.9 - Significacao fisioldgica dos inibidores

of

Apesar dos trabalhos existentes sobre isolamento, ca
racterizagao estrutural e mecanismo de interagao entre enzi-
mas proteoliticas de animais e inibidores de planta terem si
do iniciados ‘acerca de cinquenta anos, ainda hoje, o papel
fisioldgico dosinibidores de proteases em plantas, & algo las
tante confuso (3). Entretanto, atualmente, diante dos concei
tos de "turnover" de proteinas, regulagao de enzimas e prote
cao da planta através do controle bioldgico, as possiveis
fungoes dos inibidores "in vivo", nao podem ser ignoradas.
Nos recentes progressos obtidos em relagao a fisiologia de
inibidores naturais de enzimas proteoliticas foi sugerido
gue estes podem desempenhar papéis importantes, funcionando
eomo (2, LL, 13, 16, 27, 28, 29)3

- agentes reqguladores do controle das proteases endd

genas;
- proteinas de reserva;

- agentes protetores contra proteases de insetos e

microrganismos.

. Como a atividade enzimatica & aumentada durante o
progresso da germinagao, verificou-se que a medida que o pro
cesso germinativo evoluia os inibidores desapareciam. Foi
observado que a atividade inibitdoria da tripsina de extratos
de feijao seridd (Vigna unguiculatal diminui  continuamente
durante a germinacao (30). Patos idénticos foram observados
durante a germinacao da cevada e da alface, isto &, os inibi
dores de proteases enddgenas desaparecem antes de iniciar o
aumento da atividade endopeptidasica (31, 32). Nestes casos,
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os inibidores parecem ter funcao reguladora da protedlise.
No entanto, os inibidores de protease em sementes de arroz e
de ervilhas nao controlam a atividade das enzimas proteoliti
cas, apesar de serem, aparentemente, destruidos durante os
estagios iniciais da germinagao (28). Idéntico resultado foi
também obtido com inibidores de proteases em soja, chegando-
-se a conclusao que nestas sementes, eles nao funcionam como
inibidores de proteases endb&genas.

Supoe-se que os inibidores possam desempenhar fungao
de proteina de reserva devido as altas concehtragaes de ini-
bidores detectadas em sementes e tub&rculos. O funcionamento
dos inibidores como material de reserva protéica foi prova-
do através de técnicas imunoldgicas ‘durante os estudos reali
zados sobre o ciclo de vida dos tubérculos da batata (16) .
Evidéncias bem mais diretas, utilizando anticorpos especifi-
cos marcados com ferritina, confirmaram que o inibidor I, de
quimiotripsina de batata, & um componente dos corpos protéi-
cos vacuolares (16), Os inibidores além de serem encontrados
nos tecidos de reserva, sao também localizados em outras par
tes das plantas, tais como broto, raiz, caule e folhas. A
sua presenga, no entanto, em todos estes casos é aparentemen
te transitdria, indicando que eles desempenham uma fungao de

reserva, apenas temporaria.

A fungao mais complexa e talvez a mais potencialmen
te Gtil dos inibidores para as plantas & aquela que se refe-
re a protecao contra pragas. O inibidor pode se apresentar
como fator importante no sentido de proteger a planta, no
que diz respeito ao ataque de microrgénismos e também ao ata
que de insetos.

Inlmeros microrganismos podem secretar enzimas pro-
teoliticas, tais como pronase e subtilisina,~semelhantes a
tripsina e guimiotripsina em suas especificidades e que tém
por finalidade lisar as paredes celulares dos vegetais, faci
litando assim a invasao microbiana nos tecidos da planta (16).
A presenca dos inibidores nos tecidos vegetais pode retardar
a protedlise das paredes celulares e das proteinas da mem-

brana, reduzindo, assim a possibilidade de uma desorganiza-
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¢ao celular e conseqiientemente evitando a penetragao dos mi-
corganismos. Muitos sao os inibidores, de origem vegetal,
que inibem as enzimas digestivas do trato intestinal de inse
tos e suas larvas (11l). Devido a este fato, alguns autores
admitem que os inibidores surgiram como um mecanismo de defe
sa da planté contra o ataque de insetos. Estudos recentes
(33, 34, 35, 36) mostram que o ataque de insetos a folha do
tomateiro induz a liberagao de um horménio (PIIF - "proteina
se inhibitor inducing factor") o qual &€ distribuido rapida-
mente por toda a planta, favorecendo a sintese acelerada de
inibidores. Isto pode levar a um conceito novo de possivel
imunidade induzida por certas pragas e também por certos mi-

crorganismos patogénicos.

Objetivos gg_investigagéo

Este trabalho visa uma caracterizagad parcial dos
inibidores de tripsina de Adenanthera pavonina  (carolina).
Pretende~se isolar e caracterizar, parcialmente, um inibi-
dor de tripsina em A, pavonina e tentar demonstrar sua pre-
senga, nao sb na semente, como em outros drgaos da planta

tais como folhas e vagem.

O presente trabalho tem também como objetivo estabe-
lecer condigOes de ensaio ideais para a hidrSlise de azo-ca-
seina por tripsina, a fim de usar este substrato nas determi

nagSes de atividade antitriptica.




IT - MATERIAIS E_@ETODOS

A. MATERIAIS

—————

No presente trabalho foram utilizaaas sementes qui-
escentes, folhas em quatro estagios de deseﬁvolvimento, va-
gens verdes e cotilédones de vagens verdes de Adenanthera
pavonina (carolina) obtidos nos jardins do Campus do Pici

da Universidade Federal do Ceara.

Azo-caseina preparada a partir de caseina segundo

Hammarsten, esta obtida de E. Merck AG Darmstadt, Alemanha.

Tripsina bovina - Preparacgdes cristalinas adquiri-
das de Nutritional Biochemicals Co. (NBCo) - EUA.

a-Quimiotripsina bovina - Preparagao cristalina ad-

quirida de Sigma Chemicals Co., St. Louis -EUA.

Dietilaminoetil celulose (0,84 meg/ml) - Produto de

Nutritional Biochemicals Corporation, EUA.

SP - Sephadex C 50 (Lot. n? 2653 - capacidade: 2,3
+ 0,3 meq/g) - Produto de Pharmacia Fine Chemicals, Suécia.

N - Acetil - DL - fenilalanina B-naftil ester (APNE)

- Preparacao cristalina de Sigma Chemicals Co., St. Louis,
EUA.

O -Dianisidina tetrazotizada - Preparagcao adquirida
de E. Merck AG, Darmstadt, Alemanha. '

Acrilamida e N - N'Metilenobisacrilamida - Produtos

de Eastman Organic Chemicals, Rochester, N. Y. EUA.

Anfdlitos carreadores (pH 3-6) - LKB - Produkter AB
Suécia.

Os demais reagentes utilizados foram de grau anali-

tico e obtidos comercialmente.

12
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B. METODOS

1. Descricao da planta

Carolina (Adenanthera pavonina, Linn) da familia das

Leguminosas Mimosoideas.

Arvore de até 15m de altura, inerme e glabra & em-
pregada na arborizacao de parques e jardins. As folhas pe-
cioladas, bipinadas, 2-5 pares de pinas opostas, com 6-10
foliolos curtos, peciolados, tem agao antireumatica. Apre-
sentam vagem comprida, estreita curvado-falconada, cujas
valvas se enroscam, na maturagao, jogando a curta distancia
as sementes, que sao muito duras, vermelhas:e luzidias. Co-
nhecida também com o nome de tento, esta Mimosoidea & nati-

va da Asia Tropical (37, 38).

A semente de carolina, com um peso médio de 1 .36y
€ constituida por uma camada externa rigida, o tegumento,
que corresponde a 17,65% do peso total da semente e de dois
cotilédones, contendo 38,0% de proteinas, que quando diali-
sadas contra agua, apresentam uma relacao 2:1 entre as glo-

bulinas e as albuminas (39).

2. Preparacao de azo-caseina

Esta preparagao foi feita tendo por base o método

desenvolvido por GCAD (40) com algumas modificagoes.

- As seguintes solugdes sao preparadas previamente e manti-

das em um banho de gelo:

- Solugao A
Eoida sulfanllied as.vwssesssaanis Y 0,616 g
Brometo de potassio ...eceivsecnaann 0,084 g
Beids: cloridrico L Wi 'sesewss ins s 45,0 ml

Bgva destilada vesesssrasvinees buis 37,0 ml
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- Solucdo B - Nitrito de sédio 0,2 M
Nitriks 88 SO0 serasnns Cxades2Eens 0,276 g
Agua destilada ....cvvvviincncinnans 20,0 ml

= Caseing 2%

CRBRTHEC o5 ¢ s 4905 693 DL e 4,0 g

Hidroxide de 80dio ;1 W sirssssves 200,0 ml

- Cloreto de sddio - 0,1 M

NiGC: (3, dareiias s i grares e 4 3% 88 AR e o 11,69 g

Agua destilada Q. 8.DPw e swossaynses 2000,0 ml

1 - A solugao A s alicionados 18 ml de solugao B,
sob agitacdo, mantendo-se a temperatura inferior a 0°C. A
adicao deve ser feita gota a gota e num periodo de aproxi-
madamente, 10 minutos. Deixa-se a solugao final (A + B) agi
tando por 15 minutos no banho de gelo. Esta solucao contém

dcido sulfanilico diazotizado (ASD).

2 - A solugao de ASD & adicionada, gota a gota, num
periodo de 10 minutos, & solugcao de caseina. Durante a adi-
¢ao ambas as solugOes devem permanecer no banho de gelo. No
processo de diazotizagao o pH & mantido em torno de 10 pela
adigao de NaOH 1 N. ApOs a adigao total do ASD a mistura fi

ca sob agitacao por mais 15 minutos, no banho de gelo.

3 - O pH da mistura € ajustado a 7,0 com HCl 1 N,

a fim de deter a reacgao.

4 - A solugao de azo-caseina é dialisada exaustiva-
mente contra NaCl 0,1 M por 24 horas e contra agua destila-

da por mais 48 horas.

5 - A solucao dialisada & entao tratada com TCA 100%
de tal modo que a suspensao apresente uma concentragao fi-

nal de 2,5% do acido.



6 - A suspensao, ap0s algumas horas de repouso, é
filtrada a vacuo, em funil de placa porosa, lavando-se o)
precipitado com 1 (um) litro de TCA 2,5%,

7 - O precipitado & ressuspenso em 100 ml de agua

destilada, dialisado contra agua por 48 horas e liofilizado.

3. Preparagao de solucao de azo-caseina a 1,5%

BZo=0aselng i i va s o rwed fuess e 1.5 g
Tampad fosfato 0,1 M pEH 7,6 cviseis 100,06 ml
Pesar 1,5 g de azo-caseina e dissolver em tampao

fosfato a 0,1 M pH 7,6. Aquecer e deixar em ebulicao por 15
minutos. Deixar esfriar e ajustar, em seguida, o pH para
7,6. Completar o volume para 100 ml com agua destilada. Es-

ta solugcdo & mantida em congelador (-19°C).

4, Preparacao da farinha de sementes

Sementes guiescentes de carolina, apbs remocgao do
tegumento, foram utilizadas para a preparagao da farinha.
As améndoas, apds fragmentacao grosseira, foram delipidadas
com hexana. Os fragmentos livres de oleo e secos (evapora-
¢ao ao ar) foram triturados em moinho Wiley, até  obtencgao
de uma farinha de granulacao igual a 40 malhas por polegada
linear (mesh). Esta farinha, armazenada em recipientes lim-
pos e hermeticamente fechados, a 25°C, foi utilizada para

os estudos relatados.

5. Purificacao parcial dos inibidores

Foram usadas trés solugdes extratoras (agua, tampao
fosfato 0,1 M,pH 7,6 /NaCl 1% e tetraborato de sddio 0,1 M,
pH 8,0/HaCl 1%) com a finalidade de se verificar com qual

delas se obtinha maior rendimento de inibidores de tripsina.
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Quinhentos miligramas de farinha foram suspensas em
9,5 ml de solugao extratora e deixadas em repouso durante
30 minutos, 3 temperatura ambiente, com agitacao ocasional.
Em seguida, a suspensao foi centrifugada por 20 minutos a
2500 xg a temperatura ambiente. O precipitado foi despreza-
do e o sobrenadante (extrato total), filtrado em papel gua-
litativo (Frama). O filtrado foi armazenado em congelador
(-19°C), para posterior ensaio de atividade antitriptica e

determinacao de proteinas.

0 extrato total, obtido pelo método acima, usando-
-se o tampao fosfato 0,1 M, pH 7,6 /NaCl 1% foi dialisado
contra agua destilada durante 24 horas e em seguida liofili

zado. O material obtido foi denominado Inibidor Bruto (IB).

6. Precipitacao com sulfato de amonio

Trés gramas de farinha delipidada, foram suspensas
em 60,0 ml de tampao fosfato 0,1 M, pH 7,6 /NaCl 1%. O ex-
trato total (ET), obtido como descrito anteriormente, foi
entao distribuido em tubos (8,0 ml/tubo) e a cada um deles

adicionado (NH4)2SO em quantidade suficiente para se obter

saturacao de 0%, 20:, 40%, 60%, 80% e 100%. Apds dilssolugao
do sulfato de aménio os tubos foram deixados em repouso, a
4°C por 24 horas, quando as amostras foram, entao, centrifu
gadas a 2500 xg por 20 minutos a temperatura ambiente. Cada
precipitado foi ressuspenso em 8,0 ml de tampao fosfato 0,1 M,
pH 7,6 /NaCl 1% e dialisado contra o mesmo tampao. A ativi-
dade antitriptica e a concentracao de proteinas foram medi-

das em cada fragao dialisada.

Foi observado que a maior quantidade de inibidores
de tripsina se encontrava nos precipitados de 40% e 60% de
saturacao, razdo pela qual passou-se a utilizar um esquema
de precipitagdo com (NH,),80, com o qual obtivemos os inibi

dores precipitaveis entre 40-60% de saturagao.

Inicialmente, o procedimento evidencia a extragao

de inibidores, propriamente dita. Apds centrifugacao a
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2500 xg o precipitado & desprezado e o sobrenadante subme
tido a precipitacao com (NH4)ZSO4 a 40% de saturagao. ApOs
24 horas de repouso, & temperatura de 4°C e centrifugacao
por 20 minutos, o precipitado & ressuspenso em tampao fosfa
to 0,1 M, pH 7,6 /NaCl 1%, dialisado contra o proprio tam-
pao por 24 horas e armazenado no congelador para posterxior
ensaio de atividade e concentracao de proteinas. O sobrena
dante, no entanto, & submetido a nova precipitagao com
(NH,) ,80, até um percentual de saturagcao de 60%, permanecen
do tamb&m, em repouso a 4°C por 24 horas. Apdos centrifuga-
cao o sobrenadante & dialisado contra o tampao fosfato
0,1 M, pH 7,6 /NaCl 1% e guardado no congelador. O precipi-
tado & ressuspenso em tampao, ja referido acima, e uma ali-
quota de 2,0 ml da suspensao & dialisada contra o proprio
tampao, enquanto que o volume restante (= 27,0 ml) & diali-
sado contra agua destilada e liofilizado. Em todas as eta-
pas, a atividade antitriptica e a concentracao de protenas
foram determinadas. A fracao assim obtida foi denominada de
F 4060.

7. Atividade da tripsina utilizando azo-caseina co-

mo substrato

a) Escolha da concentracao otima de azo-caseina

Partindo de uma solugao de Azo-C a 1,0%, foram fei-
tas diluigoes com tampao fosfato 0,1 M, pH 7,6 / NaCl 1%, de
modo a obtermos Azo-C em concentragdes finais de 0,17%,
0,33%, 0,50% e 0,67% quando fosse adicionado 1,0 ml de solu
cao de enzima em um volume final de 3,0 ml. Os tubos foram
colocados em banho-maria 37°C. Foi adicionado, entdo, 1,0 ml
de solucgao de tripsina (10 ug/ml) e a mistura permaneceu ho
banho-maria durante 20 minutos. Apos esse tempo 1,0 ml .de
TCA 10% era adicionado aos tubos, e os mesmos retirados do
banho; 3s provas em branco era adicionado 1,0 ml de tripsi-
na. Apds repouso por 30 minutos as suspensoes foram filtra-
das em papel de filtro qualitativo (Frama, 7 cm) e a absor-

bancia dos filtrados, apds alcalinizagao com NaOH 2N na
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proporcao de 1:1, foi lida a 440 nm, em espectrofotdmetro

SPEKOL.
b) Espectro de absorgao dos produtos de hidrdlise

Para a determinagao do espectro de absorgao - da
Azo-C, usou-se o filtrado alcalinizado, correspondente ao
tubo contendo 15 mg/ml de Azo-C, obtido do prdprio ensaio
para a atividade azo-caseinasica descrito acima. O espectro
foi feito, manualmente, utilizando-se um eépectrofotémetro
Beckmann modelo D U,

c) Determinagao da atividade triptica

A determinacao da atividade da tripsina foi  feita

utilizando-se Azo-C como substrato (40),

Volumes crescentes, de solugao diluida de tripsina,
foram pipetados e completados para 1,0 ml com HC1 0,0025 M.
Foi adicionado 1,0 ml de tampao fosfato 0,1 M,pH 7,6 /NaCl 1%
a cada um dos tubos e em seguida estes foram colocados num
banho-maria a 37°C por 5 minutos para haver equilibrio de
temperatura. A cada tubo foi adicionado 1,0 ml de Azo-C 1,5%.
A mistura foi mantida no banho pdr 20 minutos apds o que
foi adicionado 1,0 ml de TCA 10% e os tubos retirados do ba
nho. Provas em branco foram preparadas para as concentra-
coes extremas de tripsina, sendo que nestas a adigao do TCA
10% sempre precedeu d de Azo-C. As suspensOes foram manti-
das em repouso por 30 minutos e filtradas em papel de fil-
tro qualitativo (Frama, 7 cm). Aliquotas de 1,0 ml do fil-
trado foram pipetadas em tubos de ensaio, e a estas adicio-
nadas igual quantidade de NaOH 2N. A atividade enzimatica,
nos filtrados contendo peptideos diazotizados, foi medida
pela absorbancia, em espectrofotometro SPEKOL A 440 nm. As .
estimativas das provas em branco para as concentragoes in-
termedidrias de tripsina foram feitas por interpolagao. A
fim de se obter uma curva linear de atividade usou-se o ar-
tificio, sugerido por KAKADE e LIENER (41), @ pelo qual as
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absorbancias obtidas em 440 nm sdo elevadas a poténcia 3/2.

Uma unidade de tripsina (TU), foi definida como sen
do o aumento de 1 unidade de absorbancia em 440 nm de uma
mistura de reacdo sob as condigdes de ensaio (37°C/20 minu

tos) .

8. Determinagao da atividade antitriptica

A atividade inibitdria das diversas preparacgoes foi
determinada pela atividade residual da tripsina. A avalia-
cao consiste na medida da diferenga entre a atividade tripti-
ca, determinada pelo método descrito acima, de amostras con
tendo quantidades crescentes de inibidor e a atividade de
solugdOes de tripsina sem inibidor. Foram feitas corregoes
usando-se provas em branco para a enzima e tamb&m para  as
concentragdes extremas de inibidor. Para as .. concentragdes
intermediarias de inibidor, as estimativas de provas em

branco foram feitas por interpolacao.

Levando-se em consideragcao a expressao da unidade
de atividade para tripsina (TU), a atividade antitriptica
foi definida como sendo o nimero de unidades de tripsina

inibida nas mesmas condigoes de ensaio.

9. Determinagao de proteina

As concentragOes de proteina do Inibidor Bruto e de
outras fracgoes foram determinadas pelo método do microbiure
to a 330 nm  (42) = utilizando-se albumina sérica  bovina
como padr3o. A avaliacao de proteina nos eluatos das colu-
nas cromatograficas, foi feita através da leitura de absor
bancia a 280 nm. Para ambas determinagdes foi usado o espec
trofotdmetro Beckman modelo DU.

10. Acdo de acidos sobre a F 4060

Com a finalidade de se verificar o comportamento da

F 4060, em meio acido, foram feitas medidas de atividade an
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titriptica em amostras apds tratamento por acido tricloroa-
cético. Neste experimento foram utilizadas amostras na con-
centracao de 2 mg/ml em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,6 NaCl 1%
ds quais se adicionou TCA nas concentracgoes de 2,5% e 5,0%.
Apds centrifugacao do precipitado e diluigao conveniente do

sobrenadante, foi determinada a atividade antitriptica. .

Na tentativa de se conseguir maior purificagao da
F 4060 foram feitos experimentos de precipitacao por acido.
O procedimento foi o seguinte: 50 mg da F 4060 foram dissol
vidas em 50,0 ml de tampao fosfato 0,08 M, pH 7,5; esta so-
lucao foi levada a pH 4,0 com acido acético 30%, centrifuga
da a 2500 xg por 20 minutos, 3@ temperatura ambiente. O pre-
cipitado foi ressuspenso em 5,0 ml de agua destilada, diali
sado contra agua e feitos ehsaiqs para determinar a ativida
de e o teor de proteina. O sobrenadante (ET) acido foi tam-
bém dialisado contra agua e a atividade antitriptica e teor

de proteinas determinados.

11. Preparacao da farinha de folhas, vagem verde e

cotilédones de vagem verde de Adenanthera pavo-

nina

ApOs coletadas amostras de folhas, vagens e cotilé-
dones estas foram colocadas em gral de porcelana e adiciona
do nitrogénio liguido para congelamento. As amostras conge-
ladas foram liofilizadas. Apds liofilizacao foram maceradas
em gral até obtengao de uma farinha bem fina a qual foi man
tida em recipientes limpos e hermeticamente fechados 3 tem-
peratura ambiente. Em relagéo a vagem verde, no entanto, a
farinha foi obtida através de moagem, usando-se neste caso,
moinho Wiley, até obtengéo de farinha de granulacao igual a

40 malhas por polegada linear (mesh).
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12. Extracao de inibidor na farinha de folhas; va-

gem verde e cotilédones de vagem verde em Ade-

nanthera pavonina

A metodologia empregada na extragao do inibidor, em
folhas, vagem verde e cotilédones de vagem verde foi prati-
camente a mesma descrita na extragdao da farinha de semen-
tes. As diferencas estdo apenas no que diz respeito a rela-
cao de extracao (1/40), 3 solugao extratora, que neste caso
foi o KC1 1 M (43) e também gquanto ds condigdes de
centrifugagcao 19.200 xg por 15 minutos a 6°C (SORVAL).

13. Cromatografia de troca idnica

Cromatografia de troca idnica em dietilaminoetil-~ce
lulose (DEAE-celulose) foi utilizada para fracionar a F 4060.
DEAE-celulose, previamente suspensa em agua para retirada
de particulas finas, foi empacotada, sob a a¢ao da gravida-
de, em um tubo de vidro de modo a se obter uma coluna de
18 x 1,3 cm. O adsorvente foi lavado com 100,0 ml de agua
destilada e em seguida, sucessivamente com NaOH 0,1 N, agua,
HCl 0,1 N, agua, tampao fosfato 0,05 M pH 7,0 e, finalmen
te, equilibrada com tampao fosfato 0,005 M pH 7,0; 45 mg da
F 4060 foi dissolvida em 4,0 ml do tampao de equilibrio e
dialisada por 18 h contra o mesmo tampaoc a uma temperatu-
ra de 4°c, .Em seguida essa solugao foi centrifugada a
2500 xg durante 20 minutos-a temperatura ambiente. O sobre-
nadante limpido foi aplicado na coluna. A eluigcao foi fei-
ta, inicialmente, com o tampao de equilibrio da coluna e
continuada com um gradiente retilineo de concentrac@o molar
formado bor acido citrico 0,01 M pH 2,6 e acido citrico
0,2 M pH 2,05 (75475 ml) e em seguida por acido citrico
0,2M/NaCl 1 M pH 1,6. O fluxo foi mantido em aproximada-
mente 35,0 ml/hora, sendo o efluente recolhido, através de
um coletor autcmdtico, em fragoes contendo 2,4 ml cada. A
absorbancia dos efluentes foi determinada a 280 nm. Para ca
da fragdo eluida determinou-se a atividade antitriptica, ex

pressa em UI/ml, a fim de se observar o perfil de atividade
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inibitdria das respectivas fracoes de proteina. As fragoes,
contendo atividade inibitdéria, foram reunidas, individual-
mente, dialisadas contra agua destilada e liofilizadas
(F DEAE) .

14, Cromatografia em SP - Sephadex C 50

Cromatografia de troca idnica em SP - Sephadex C 50,
foi utilizada com a finalidade de se obter um melhor fracio
namento do inibidor., SP - Sephadex C 50 foi equilibrada em
funil de BUCHENER atravé&s de lavagens sucessivas empregan-
do-se HC1 0,1 N, agua, Na OH 0,1 N, agua e finalmente tam-
pao acetato 0,005 M pH 5,0. Em seguida, sob a agao da gravi
dade, foi feito o empacotamento da coluna, em tubo de vidro
de modo que a mesma apresentasse um leito de adsorvente de
18 x 1,3 cm. A coluna foi entdao lavada com 50,0 ml do tam-
pao de partida. Desta maneira, a coluna estava pronta para
receber a amostra e dar inicio ao cromatograma. Uma porgao
de efluente obtido por cromatografia em DEAE-celulose e con
tendo atividade inibit6ria foi dialisada contra tampao ace-
tato 0,005 M pH 5,0 por 24 h 3a temperatura de 4°C. Apos
centrifugagcao a 2500 xg por 20 minutos d temperatura ambien
te o sobrenadante limpido foi aplicado & coluna. A eluigao
feita inicialmente com tampao acetato 0,005 M pH 5,0 foi
continuada com um gradiente de concentragao salina, consti
tuido de tampao acetato 0,005 M pH 5,0/ NaCl 0-1 M (75+75 ml),
seguido por tampao acetato 0,005 M pH 5,0/NaCl 1 M. O flu-
x0 foi de 37,0 ml/hora e o efluente recolhido em fragdes con
tendo cerca de 2,1 ml por tubo. A absorbauncia destas fra-
¢oes foi determinada a 280 nm., A atividade antitriptica foi
medida em cada fragdo expressa em UI/ml. As fragOes que con
tinham inibidor de tripsina foram reunidas e dialisadas con
tra agua destilada e  liofilizadas (FSPl). Procedimento idén
tico foi aplicado & F 4060. As fragdes com atividade anti-
triptica foram reunidas, dialisadas contra agua destilada e

liofilizadas (FSP2).
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15. Cromatografia de afinidade em Sepharose 4 B-ani-

dro-tripsina

Sepharose 4 B-anidro-tripsina liofilizada foi deixa
da entumescer em uma solugSo contendo 1 mg de TLCK em
10,0 ml de tampao TRIS 0,05 M-CaCl, 0,05 M/NaCl 0,05 M pH 8,0,
em -banho de gelo por 2h. O material entumescido foi entao
posto em uma seringa de 5 cc com o que se obteve uma colu-
na de 2 am de altura. A Sepharose 4 B-anidro-tripsina foi
equilibrada com tampao acetato 0,1 M, contendo NaCl 0,3MpH 4,0,
até que o pH do efluente atingisse um valor constante igual
a 4,0. A coluna de gel foi armazenada a 4°C, em presenca de
tolueno at@ sua posterior utilizacao. A Sepharose 4 B-ani-
dro-tripsina utilizada acima foi preparada por XAVIER FI-
LHO (44). '

15a. Determinacdo da capacidade da coluna

A coluna foi equilibrada com tampao fosfato
0,1 M/NaCl 0,3 M pH 7,6 até que os efluentes apresentassem
o mesmo pH. Uma aliguota de 0,5 ml da F, da cromatografia
em SP - Sephadex C 50, previamente dialisada por 24 h no tam
pao fosfato 0,1 M/ NaCl 0,3 M pH'7,6, foi aplicada na colu-
na. A eluicao foi feita com o mesmo tampao e os efluentesco
lhidos manualmente em fracbes de 2,0 ml/tubo. A partir do
8¢ tubo, a eluicdo foi continuada com HCL 0,01 M/ NaCl 0,3 M
sendo colhidas 7 fragdes de 2,0 ml cada, tendo a fragcao do
inibidor sido eluida quando foi atingido o pH 4,0. A coluna
foi, em seguida, lavada com tampaoc acetato 0,1 M/ NaCl 0,3 M,
toluend- e guardada a 4°C. A absorbancia dos efluentes foi
feita a 280 nm. A atividade antitriptica foi determinada em
cada fragéo, sendo expressa em UI/ml, Foram feitas diversas
cromatografias de afinidade empregando-se sempre O mesmo VO
lume de amostra. As fracOes com atividade foram acumuladas.
ApOs dialise por 24 h contra agua foram concentradas e a

atividade contra tripsina determinada.
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16. Eletroforese em gel de poliacrilamida a pH 8,1

Eletroforese em gel de poliacrilamida a pH 8,1 foi
feita de acordo com a técnica desenvolvida por CLARKE (45).
Todos oOs experimentos foram efetuados a temperatura am
biente (* 26°C) com voltagem constante (175 volts) e .com
duracao de 30 minutos. A quantidade de proteina aplicadaera
da ordem de 100 ug por coluna de gel. Nas analises eletrofo
réticas foram aplicados 50 ul de solucao das fragdes liofi-
lizadas de inibidor bruto, das obtidas por precipitagéo com
sulfato de amdnio e também daquelas correspondentes ao ini-
bidor separado por cfomatografia de troca idnica em DEAE-ce
lulose; no que diz respeito d fracao de inibidor isolado
por cromatografia em SP - Sephadex C 50, a quantidade aplica
da foi apenas 10 pl de uma solugao contendo 2 mg/ml de pro-
teina, ou seja, 20 ug por coluna de gel. A localizacao das
bandas foi feita usando-se negro de amido a 1%, em acido
acético 7%, durante 30 minutos, e descoramento por difusao

em acido acético 7%.

A visualizacao dos inibidores de tripsina, em gel
de poliacrilamida a pH 8,1, foi efetuada de acordo com as
técnicas descritas por URIEL e BERGER (46), adaptada por
KAISER e BELITZ (47) e XAVIER FILHO e MOREIRA (48).

A quantidade da amostra aplicada por coluna de gel
neste caso, era 10 vezes menor que nas experiéncias acima.
Apds eletroforese normal os géis foram retirados dos tubos
de vidro e incubadoé com uma solucao de tripsina (0,05 mg/ml
em tampao fosfato 0,1 M pH 7,4), a 37°C por ‘30 minutos. Apds
incubacao os géis foram lavados 6 vezes com agua destilada
e reincubados a 37°C por mais 30 minutos, livres de solu-
c& . Depois dessa segunda incubacao, os cilindros de gel,
foram imersos em uma mistura constituida de APNE (2,5 mg/ml
de dimetilformamida) e de uma solugao de 0O-dianisidina te-
trazotizada em tampao fosfato 0,1 M pH 7,4 (0,55 mg/ml) na
proporgao de 1:9, Passados 30 minutos, oOs géis foram retira
dos e lavados com uma solugdo de acido acético 7% na qual fo

ram guardados em ambiente protegido da luz. -
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17. Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS

Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dode
cil sulfato de sddio (SDS) foi feita de acordo com o método
desenvolvido por WEBER e OSBORN (49). O tampao para o
gel continha 7,8 g de -NaH2P04. HZO’ 38,6 g de Na2HP04..ZH20
e 2 g de SDS por litro. A solugao de acrilamida (37:1) foi
preparada com 22,2 g de acrilamida e 0,6 g do metilenobisa
crilamida em agua para um volume final de 100,0 ml. Esta
mistura foi sempre filtrada atrav@s de papel Whatman n? 1.
O gel foi preparado na proporgao de 2:1:4:1 em volume, cor-
respondendo, reSpectivémente a tampao para gel, acrilamida,
TEMED 100% e persulfato de aménio (lS-mg/le. A polimeriza-

cao ocorreu 3 temperatura ambiente. O material designado co

mo inibidor bruto (IB), a fragac de inibidor de F 4060, o
inibidor isolado por DEAE-celulose e também por SP - Sephadex
C 50 foi dissolvido, em uma solugao de tampao fosfato

0,01 M pH 7,0 contendo SDS 2%, resultando solugOes finais
de 1 mg/ml. Apbds incubacao por 24 h 3 temperatura ambiente
foram aplicadas 25 ul por coluna de gel, de modo qﬁe a con-
centracao real foi de 25 ug por gel. As solugdes de protei-
nas foram adicionados sacarose e azul de bremofenol 0,05%
em agua, para aplicagao s colunas de gel. O eletrdlito foi
o tampao para o gel diluido com 2 volumes de agua. A eletro
forese se desenvolveu 3 temperatura ambiente, com corrente
constante e igual a 7 mA por coluna de gel durante 3h e

30 minutos.

As bandas de proteina foram localizadas através da
imersao dos cilindros de gel em solugao corante constituida
de Coomassie Brilliant Blue.0,25% em metanol a 50% e acido
acético glacial (90,8:9,2). O descoramento foi feito pela
imersdo dos cilindros em solugao de acido acético 7%. Tam-
bém foram efetuadas eletroforese em gel de poliacrilamida
com SDS para visualizagao de inibidores de tripsina. Nesses
experimentos seguiu-se a técnica descrita por XAVIER FILHO
e MOREIRA (48). Para a caracterizacao dos inibidores de

tripsina em gel com SDS foram aplicados, aproximadamente
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10 ug de proteina por gel, os quais, apds eletroforese nor
mal, sio mergulhados, em tubos contendo solugao fixadora e
deixados em agitagéo por uma noite. ApdOs esse tratamento os
cilindros de gel sdo imersos em tampao fosfato 0,1 M pH 7,4
por 2 h, apds o que sao incubados com solugao de tripsina a
37°C por 30 minutos e assim por diante, tal como ja descri-

to no item anterior,

18. Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS,

B-mercaptoetanol e uréia 8 M

A metodologia aplicada para este tipo de eletrofore
se foi, praticamente, a mesma descrita para a eletroforese
em gel de poliacrilamida com SDS, tanto para a localizagao
de bandas de proteinas como para a visualizagao dos inibido
res de tripsina. A Gnica diferenca existente, foi na prepa-
racao da amostra a ser aplicada, a qual foi previamente aque
cida a 100°C por 15 minutos. A concentracao das amostras,
previamente reduzidas por B-mercaptoetanol foi a mesma ja

descrita para eletroforese com SDS.

Foi feita eletroforese em gel de poliacrilamida com
SDS utilizando-se uréia 8 M para a preparacao das amostras.
O tempo de contato foi também de 24 h a partir da dissolu-
cao da amostra. A metodologia aplicada foi também a mesma

utilizada para com o B-mercaptoetanol.

19. Focalizacao isoelétrica em placas de gel de po-

liacrilamida

Nos experimentos de focalizagao isoelé&trica foi uti

lizado o método desenvolvido por AWDER e outros (50) e
XAVIER FILHO e SOUZA (51).° Na preparacao do gel wutili-
zou-se agua destilada, uma solugao de acrilamida 30%, con-

tendo bisacrilamida (1%), mistura de anfdlitos (pH 3-6, 4(%)
e persulfato de amdénio (10 mg/ml) na proporgao de 12:4,
5:4, 45:1. A solugao assim preparada foi aplicada com auxi-

lio de uma pipeta "Pasteur", entre duas placas de vidro
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(20 x 9 cm) mantidas em posicao horizontal, espagadas por
ligas de borracha de 0,5 mm de espessura € mantidas em posi
cao por outras duas ligas. O conjunto, apds aplicagao do
gel, ficou em repouso por cerca de 30 minutos, tempo sufi-
ciente para a polimerizagao. Para aplicacao das amostras,
as ligas que sustentavam as duas placas de vidro, foram .ti-
radas com todo cuidado para nao pressionar o gel, de modo
que este ficasse preso a uma das placas. As amostras foram
aplicadas no lado correspondente ao catodo em pequenas fai-
xas de papel de filtro e a eletrofocalizagao desenvolveu-se
durante 4 h, numa camara Umida. Os eletrodos de grafite fo-
ram lavados com solugao de etanolamina 0,4% (para o catodo)
e acido sulfiurico 0,2% (para o anodo). A guantidade de pro-
teina aplicada foi cerca de 4 ug por amostra. A voltagem ma
xima utilizada foi de 100 volts. ApOs a corrente ter alcan-
cado um minimo, em torno de 0,6 mA, a placa foi retirada, o
gel deslocado da placa de vidro e posto em uma placa de
"Petri",'contendo solucao de tripsina 0,05 mg/ml em tampao
de fosfato 0,1 M pH 7,4 e deixada, em agitacao por 30 minu-
tos. Enquanto isso, uma faixa longitudinal de 0,5 cm, que
havia sido separada do gel, foi cortada em secghes de
0,5 cm; estas foram colocadas em tubos de ensaio, aos gquais
foram adicionados 2,0 ml de agua destilada. Apds 24 h, o
pH; correspondente a cada segmento do gel, foi determinado
e o gradiente estabelecido. A visualizacgao dos inibidores
de tripsina baseou-se no processo de coramento negativo des
crito por URIEL e BERGER (46) e  XAVIER FILHO e SOUZA (51).
O gel apds contato com a solugao de tripsina foi lava-
do duas vezes, com agua destilada e em seguida submerso na
mistura de APNE (2,5 mg/ml em dimetilformamida) com o-diani
zidina tetrazotizada em tampao fosfato 0,1MpH 7,4 (0,55 mg/ml)
na proporcao de 1l:9 durante um periodo de 30 minutos. Em se
guida foi lavado com uma solugao de acido acético 7%. O gel
foi entao secado em um secador de gel. Forém feitos, também
experimentos de focalizacao isoelétrica para localizar as
bandas de proteina (52). Neste caso, a concentracao das

amostras, aplicadas, foi na ordem de 50 ug/ul. ApOs eletro-
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focalizacdo normal, o gel foi colocado em uma placa de
"petri", contendo o reagente de Reisner (52), solugao
corante composta por Coomassie Brilhant Blue G 250 0,25%,
dgua e acido percldrico 70% na proporgao de 1:10:15 e deixa
do em contato por 2 horas em temperatura de 37°C. Para seca
‘gem do gel, a técnica foi a mesma empregada para a visuali-
zacao dos inibidores, sendo que neste caso, apds a colora-

cao com o reagente de Reisner, a placa foi colocada em con-

tato com acido acético 7%.




IIT - RESULTADOS

1. Atividade da tripsina utilizando azo-caseina como subs-

trato

l.a. Espectro de absorcao dos produtos de reacao

O espectro de absorgao dos produtos de hidrdlise de
Azo~-C por tripsina & mostrado na Fig. 1 e foi determinado em
solucao alcalinizada de filtrado.da reagao enzimatica. Fo-
ram utilizadas cubetas de quartzo de 1 cm de caminho optico
em um espectrofotdmetro Beckmann modelo DU. Como podemos ob

servar o espectro apresenta uma absorgao maxima em 440 nm.

l.b. Efeito da concentracao de azo-caseina

Na Fig. 2 pode ser vista uma curva de atividade
triptica sobre Azo-C. Este experimento mostrou a concentra-
¢ao ideal de Azo-C que deveria ser usada nos ensaios de ati
vidade antitriptica no decorrer deste trabalho. Como pode-
mos observar houve saturacao da enzima quando a concentra-
cao de Azo-C atingia valores acima de 0,5%. Ficou estabele-
cido que -a concentracao a ser usada seria de 0,5% no volume

final (3,0 ml) da reacgao.

l.c. Atividade triptica

Na Fig. 3 vemos a curva de atividade triptica obti-

29




FIGURA 1

Espectro de absorgao dos produtos de hidrGlise de Azo-C
(15 mg/ml) por tripsina
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FIGURA 2

Curva de atividade triptica sobre a Azo-C.
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FIGURA 3
Curvas de atividade triptica
a) (-o-o-o-) Absorbancia

b) (-o—o}o—) Absorbancia elevada a poténcia 3/2
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da quando preparacoes de tripsina, em quantidades crescen-
tes, foram incubadas com Azo-C a 1,5% usada como substrato,
nas condigoes de ensaio pré-estabelecidas. A atividade enzi
matica lida em filtrados alcalinizados foi medida - pela
absorbancia a 440 nm em espectrofotdmetro SPEKOL. Como pode
mos observar, o grafico de atividade nao se apresentou re-

tilineo, razao pela qual tornou-se necessario recorrer ao

artificio sugerido por KARADE e LIZENER (41), velo qual
as absorbancias obtidas a 440 nm sao elevadas a poténcia
3/2. Com isto foi possivel obtermos um grafico linear ca-

racteristico.

2. Atividade antitriptica

A atividade inibitdria foi determinada pela ativida
de residual da tripsina; isto &, pela diferenga entre a ati
vidade triptica de solugbes contendo apenas tripsina e a

atividade triptica de amostras contendo tripsina e quantida

des crescentes de inibidor. Isto pode ser observado na
Fig. 4 onde temos curvas de atividade de preparacoes de
tripsina, quando incubadas com quantidades crescentes de

inibidor. AplGs a reacgao enzimatica foi efetuada a leitura
dos filtrados alcalinizados. A absorbancia em 440 nm foi de

terminada usando-se um espectrofotometro SPEKOL.

A tripsina utilizada nos ensaios tinha uma concen-
tracao de 10 pug/ml em HCl 0,0025 M. No ensaio de atividade
antitriptica, usando-se o extrato total obﬁido com extragao
1:20 (massa:volume) em tampao fosfato 0,1 M pH 7,6 / NaCl 1%,
foi observado que o mesmo apresentava 17.680 UI/g de fari-
nha. Este mesmo extrato, quando submetido a didlise contra
o tampao de extragéo; apresentou como resultado 15.270 Ul/g
de farinha. Houve portanto uma perda em torno de 14% na ati
vidade inibit&ria em decorréncia da dialise e cerca de 32%

com a liofilizacao (Tabela I).


UFC
Caixa de texto


FIGURA 4

Curvas de atividade antitriptica no extrato total de A. Ade-

nanthera pavonina em tampao fosfato 0,1 M pH 7,6/ NaCl 1%

A) Extrato total

B) Extrato total dialisado contra tampao de extracgao
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TABELA I - Atividade antitriptica em Adenanthera pavonina
a) Extrato total
b) Extrato total dialisado contra tampao ‘de extracgao

c) Extrato total liofilizado (FIB)

Amostra UI/g de farinha Renitﬂento
ad) Extrato total 17.680 100
b) Extrato total
dialisado 15270 86,4

c) Extrato total
liofilizado 12.000 67,9
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3. Purificacao parcial dos inibidores

A Pig., 5 mostra o esquema utilizado para extracao
dos inibidores de A, pavonina, Foram usadas 3 solugoes ex-
tratoras com a finalidade de se verificar com qual delas
obtinha-se um maior rendimento de inibidores. Foi observa-
do, que isto acontecia quando a extragao era feita com tam-
pao fosfato 0,1 M pH 7,6 /NaCl 1%. Este fato.pode.ser veri-
ficado na Tabela II onde podemos observar, também, a guanti

dade de proteina encontrada nos referidos extratos.

4, Precipitacao de inibidores por sulfato de amonio

Por precipitacao com (NH,) ,80,, verificou-se que
praticamente a totalidade da atividade antitriptica & obti
da quando a saturacao atinge 60% (Tabela III). Um grafico
das diferencas sucessivas entre os diversos niveis de satu-
ragao, para atividade e proteina (Tabela IV) & mostrado na
Fig. 6. Como se pode verificar a maior precipitagao ocorre
entre 40 e 60% de saturacao. Com base neste resultado foi
feita uma nova precipitacao com (NH4)2804, agora entre 40 e

60% de saturacao.

A Fig. 7 mostra o esquema utilizado para a prepara-
cao do inibidor até a etapa de precipitagao por sulfato de
amdénio. A fracao assim obtida, com uma purificagao de
1,8 vezes (Tabela V) foi utilizada nas experiéncias subse-

guientes. -



FIGURA 5

Esquema utilizado para a extragao de inibidores de A. pavoni
na
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Sementes quiescentes (livres de tegumento)

moagem em moinho de laminas (40 mesh)

extragdo de 6leo com hexana 1:10 (massa:volume)

Farinha delipidada

solucdo extratora (a, b, c)*

extragdo 1:20 (massa:volume)

repouso a temperatlira ambiente 30 minutos
centrifugacao 2500 xg 20 minutos
decantagao e filtragao

b -

: Ppt S

(desprezado) Extrato total (ET)

* a) agua
b) Tampao fosfato 0,1 M pH 7,6 /NaCl 1%

c) Tampao borax (tetraborato de sédio). pH 8,0/ NaCl 1%



TABELA II - Extracao de inibidores de farinha de A. pavonina (carolina) utilizando diferen-

tes solugOes extratoras.

a) Extrato obtido em agua destilada

b) Extrato obtido em tampao fosfato 0,1 M pH 7,6 / NaCl 1%

c) Extrato obtido em tetraborato de sddio

(borax) 0,1 M pH 8,0 / NaCl 1%

~ ; Atividade
Solucgoes UL/mil UI/g de mgP/g de -

T : mgP/ml _ especifica
egtratoras : farinha farinha (UI/mgP)
Zgua (a) 500 7.333 18,3 268,4 57 43
Tampao fosfato (b) 1.340 17,680 18,6 3455 72,0
Tampio borato (c) 1.300 19.240 20,4 301, 9 63,7

8¢



TABELA IIT - Precipitacao de inibidores em diferentes niveis de saturacao de (NH4)2so4

Niveis de Volume ap6s

satigfgéo UI/ml di?;ife Uéé8E$l‘ gi/g% giﬁ?nﬁi iy

PR, 981 5,0 4.905 (5 ml) 981 14,715 207
P 40 8,4 336 42 630 7.,/65
s i 137 8,7 1190 2 . 148,9 7:933.5 - 40,5
0-60 633 10,5 6.646,5 . 830,8 12.462 139,5
8280 494 14,4 7,113 .6 . 889,2 13.338 130,5
0-100 380 21,4 8.132 1:016.5 15.247,5 85,5

6€



TABELA IV - Dados obtidos através do processo de precipitagao com (NH4)ZSO

4

- . UI ’

leels §§ déeEﬁl UI/ml UI/g de mgP(ghde

sa %i??a (=) de ET vl flta fafi? a

Controle s 981 14.715 207

0-20 336 42 630 7 ,65
20-40 855,49 106 ,9 1.603,5 32,85
40-60 5.454,6 681,8 10,227 99
60-80 467,1 58,3 874,5 ' s
80-100 1.018,4 27,3 1.909,5 =
. Total 8.132,0

0w



FIGURA 6

SO

Precipitacao de inibidores de A, pavonina com (NH,) ,S0,
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FIGURA 7

Esquema para obtengao de inibidores de A. pavonina, precipi-

taveis com (NH,),S0, entre 40-60% de saturacao

4
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Farinha delipidada

tampao fosfato 0,1 M pH 7,6 /NaCl 1%
extracao 1:20 (massa:volume)

repouso 5 temperatura ambiente 30 minutos

centrifugagcao 2500 xg a temperatura ambi-
ente 20 minutos

i |
Ppt Sl(volume = 157,5 ml)

precipitar com (NH4)ZSO4 de 0-40% de

(desprezado)
saturacgao
repouso a 6°C 24 horas

centrifugacao 2500 xg a temperatura

ambiente 20 minutos

| |

Ppt S, (volume = 163 ml)

(desprezado) precipitar com (NH,),SO, entre 40-60%

de saturacao
repouso a 6°C 24 horas

centrifugacao 2500 xg }.temperatura
ambiente 20 minutos
| I
Ppt S3 (volume = 161 ml)
(desprezado)

ressuspenso em tampao fosfato 0,1 M pH 7,6 NaCl 1%
didlise contra 3dgua 24 horas

liofilizacao

F 4060



TABELA V - Tabela de purificacao

UI/gF

Rendimento

Fragao UI/mgP %) Purificagao
s 17.680 ¥, 100 1

PIB 12.000 74 60,5 1,03

F 4060 13.520 128 76,5 1,8

1987
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5. Agao de acidos sobre F 4060

5.a. Acao do acido tricloroacético

Com a finalidade de.se obter informacOes sobre o
comportamento dos inibidores em meio dcido a fracao F 4060
foi tratada com acido tricloroacético nas concentracdes de
2,5% e 5%, Foi observado a ocorréncia de precipitagao tanto
com TCA 2,5% como 5,% sendo maior no Gltimo caso. De acor-
do com os dados mostrados na Tabela VI podemos observar que
a diferenga entre a atividade antitriptica das amostras em
analise é de pouca significacao, uma vez que a queda da ati
vidade da F 4060 com 5% de TCA nao chegou a 20%. O que acon
tece, no entanto, € uma baixa no que diz réspeito ao rendi-
mento, pois se levarmos em consideracao os resultados obti-
dos para F 4060 (Tabela V) constata-se uma perda da ativida

de inibitdria em torno de 23%.

5.b. Acao do acido acético

o

De acordo com a Tabela VII vé-se que cerca de 29
das proteinas sao precipitadas por acido e que cerca de
73% da atividade antitriptica permanece no sobrenadante aci
do. Foi visto, no entanto, que a atividade especifica de-
cresce de 128 (Tabela V) para 94,8 indicando uma perda pre-

ferencial de inibidores.

6. Atividade antitriptica e concentracao de proteinas em ex-

trato total de folhas, vagem verde e cotilédones de va-

gem verde

A Tabela VIII mostra algumas caracteristicas das




TABELA VI - Dados obtidos quando a F 4060 & submetida a tra-

tamento com TCA

Intensidade da

g TCA UI/g de farinha precipitac3o
0 10.400 .
g 9.750 +
5 8.580 ++

14



TABELA VII - Dados obtidos quando a F 4060 € submetida a tratamento com Acido acético

Proteina  Inibidor
Amostras - : :
: d *
mg/ml Rendégento UT/ml UT/mgP Ren ?Q?nto
Precipitado 0,270 26.8 4,25 15,7 12,1
Sobrenadante 0,675 71 ;4 ' 64,0 94,8 72,9

* Calculado tomando como base o valor da atividade da F 4060 indicado na Tabela V.

9%



TABELA VIII - Especificagao das amostras

: Peso fresco Peso seco Dimensao
Unidad :
Amostras ‘nl i (g/unidade) (g/unidade) Cor (cm)
Folhas
bem jovem 1 g,0292 0,0078 marrom averm. g g
jovem 1 0,106 0,025 verde claro .6 % 3,
adulta L 0,1344 0,054 verde escuro . S 0 P
senescente 1 0,0644 0,28 amarela M g
Vagem verde
(sem semente) 1 9,62 2,66 verde . 30,8 %¥. 1,7
Semente
(vagem verde) X 2,41 0,42 am. claro 1.0 % ;0
Tegumento = 1,28 0,29 amarelo =
Cotilé&dones
(vagem verde) 1 0,214 0,09 verde -
Semente seca h§ 1,36 - vermelha e
luzidia L0 %99

Ly
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amostras de folhas, vagem verde e cotilédones usados neste
trabalho. Os dados de atividade antitriptica e concentragao
de proteinas em extrato total das referidas amostras sao
apresentados na Tabela IX, bem como também os dados de,

UI/mg de proteinas dessas mesmas amostras.

7. Cromatografia em DEAE-celulose (DEAE-Cel)

A F 4060 obtida por precipitacao com sulfato de amd
nio a 40-60% de saturacao, foi submetida a um fracionamento
por cromatografia em troca ionica em DEAE-celulose. Na
Fig. 8 podemos observar o grafico do experimento onde evi-
denciamos a presenga de duas fragoes. O primeiro pico foi
eluido por meio de um gradiente retilineo de acido citrico
0,01 a0,2M (pH 2,6 =-2,05). O segundo pico foi eluido,
apds o gradiente, por meio de umassolugéo de acido citrico
0,2 M/NaCl 1 M, pH 1,6. A atividade antitriptica dos eflu-
entes foi determinada verificando-se que os dois picos apre

sentavam atividade contra tripsina.

Observou-se que havia um decréscimo na atividade es
pecifica quando se camparava as fr_agées separadas pela cromato
grafia com a F 4060, como vemos na Tabela X. ApOs 1lofiliza
cao foi observado que a atividade especifica era recupera-
da em parte porém, nao chegando a atingir a atividade espe-
cifica inicial da F 4060, que era de 128. Isto pode ser
observado nesta mesma Tabela X. Foi verificado, que a Fy de
DEAE-celulose nao se dissolvia totalmente em tampao fosfato
0,1 M pH 7,6 /NaCl 1%; mesmo a adicdo de uréia (2,8 M) até
dissolucao completa nao levou & recuperagao.da atividade
original da F 4060, Isto & provavelmente, um indicio de que

nesta etapa o inibidor esta sendo inativado.

A Fig. 9 mostra o grafico de uma cromatografia pre-
parativa em DEAE-celulose. Este experimento foi feito com o
objetivo de se obter material para a purificagao posterior

utilizando-se cromatografia de troca iani'ca;; em SP—Sephadex C 50.



TABELA IX - Atividade antitriptica e coﬁcentragéo de proteinas em extrato total de folhas,
vagem verde, cqtiledones e tegumento da semente de vagem verde e de semente se
ca de A. pavondina =

Amostras UI/g de tecido mgP/g de tecido UI/mgP
Folhas
bem jovem - 45,0 -
. jovem 1,8 135,0 0,013
- adulta 80,0 84,0 0,95
senescente 18,0 79,0 0,23
Vagem verde _ 4,9 85,0 0,058
Cotilé&dones
(vagem verde) 8.950,0 : 1856 48,2
Tegumento ; : - ‘ 180,0 -
Semente seca - 17.680 245,5 720

6%



FIGURA 8
Cromatografia em DEAE-celulose da F 4060

(-0o-o-®-) A280 _— (-o-o-0-) UI/ ml
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TARBELA X - Resultados obtidos apds cromatografia em DEAE-celulose

Atividade especifica

Amostras A280 Fim UI/ml (UT/mgP)
F 4060 0,810 104 128
F DEAE
(dial. HZO) 0:335 14,04 41,9
F DEAE :
(LiGELl ) 0,960 50 52
F DEAE
(liof. + uréia 2,8 M) - a 63

TG



FIGURA 9
Cromatografia preparativa em DEAE-celulose da F 4060

(-o-®-0-) A280 i
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A cromatografia foi realizada nas mesmas condigoes
da cromatografia analitica usando-se, no entanto, uma quan-

tidade bem maior de F 4060 (50 mg) . Como podemos verificar

a primeira fracao eluida foi subdividida em duas partes,
F, e F'l sendo que apenas F; apbs dialise em tampao aceta-
to 5 mM pH 5,0 foi utilizada para cromatografia em

SP-Sephadex C 50.

8. Cromatografia em SP-Sephadex C .50

Na Fig. 10 podemos observar o grafico da cromato-
grafia em SP-Sephadex C 50 de 5,0 ml de eluato corresponden
te a F1} da cromatografia preparativa em DEAE-celulose. Pode
mos verificar que houve separacao em duas fragles. Um pri-
meiro pico foi eluido com o prépfio tampao de corrida (tam-
pao acetato 5 mM pH 3,0), o segundo foi eluido através .de
um gradiente de concentrac¢ao salina (tampao acetato 5 mM
pH 5,06 /NaCl 0 - 1 M). Podemos verificar que ambos os picos
apresentaram atividade contra tripsina. As fragoes foram
dialisadas contra agua destilada e posteriormente liofilizs
das.

Na tentativa de se eliminar a etapa de fracionamen-
to em DEAE-celulose, onde ocorre decréscimo da atividade es
pecifica, foram feitos expefimentos partindo-se diretamente
da F 4060 para fracionamento em SP—Sephadex C 50. Na Fig. 11
pode ser observado o grafico de um desses experimentos. Co-
mo podemos verificar as 3 fracoes apresentam atividade ini-
bitéria contra tripsina, sendo que a correspondente ao 3Q
pico (Fy) que foi eluida com o gradiente de concentracao sali
na, tem atividade maior que as demais. A atividade contra
tripsina nesta F, licfilizada (FSPj) foi determinada obten-
do-se o valor de 132 UI/mg da fragao para a atividade espe-
cifica. Este resultado & comparavel com o obtido para Fy
proveniente da F; de DEAE-celulose (Tabela XI). Nesta mesma
tabela temos dados cobtidos em diversas etapas de purifica-

cao do inibidor.



FIGURA 10

Cromatografia em SP-Sephadex C 50 da Fj. oriunda da cromato-

grafia preparativa em DEAE-celulose
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FIGURA 11

Cromatografia em SP-Sephadex C 50 da F 4060 (5 mg/ml) em tam
pao acetato 5 mM pH 5,0,

(-e~e-@-) (ro-0-0-) UI/ml
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TABELA XI - Etapas de purificagéo do Inibidor de Adenanthena pavonina

Aioskrak A2,80 - Corzrigiﬁf?g'éo UI/ml Atividadgliigecifica Purificagio
Extrato total - - - 72 1

F 4060 ‘0,810 SR | 104 128 1,8
FDEAE* 0,960 - 50 52 0,7

FSP; ** 0,300 0,1 ¥l 57 115;7 1,6
FSP,*%* .o L i85 132 1,83

* FDEAE iofilizada

%% PDEAE apds cromatografia em SP-Sephadex C 50 {(plco 2)

*%*x F 4060 apds cromatografia em SP-Sephadex C 50 (pico 2)

95
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9. Cromatografia em Sepharose 4 B-anidro-tripsina

O inibidor obtido por cromatografia em SP-Sephadex,
FSPZ, foi cromatografado em coluna de Sepharose 4 B-anidro-
~tripsina, equilibrada a pH 7,6.

Observando o perfil cromatografico obtido (Fig. 12),
verificamos a presenga de duas fragdes, sendo que a ativida
de inibitdria contra tripsina & associada apenas & segunda
fragao, a qual foi eluida com HCl 0,01 M /NaCl 0,3 M a um
pH de 4,0. A atividade especifica, 55,8 nesta fracao & bem
menor do que a atividade especifica do material isolado por
cramatografia em SP-Sephadex, 132.

10. Eletrofocalizacao em placa de gel de poliacrilamida

As fragoes FIB, F 4060, FDEAE e FSP] foram exami-
nadas por eletrofocalizacao em placas. Foi detectada em to-
das elas a presencga de 6 bandas com atividade inibitéria
contra tripsina (Fig. 13), com os seguintes pontos isoel&tri

cos:
FIB - 4,55; 4,65; 4,8; 4,95; 5,0 e 5,15
F 4060 - 4,55; 4,65; 4,8; 4,95; 5,0 e 5,1
FDEAE - 4,55; 4,6; 4,75; 4,95; 5,0 e 5,1

FSP, - 4,5; 4,65; 4,75; 4,90; 5,0 e 5,1

Como podemos observar, em todos os casos, existe
uma semelhanca acentuada entre as diversas fragoes ativas

cujos pontos isoelé@tricos se encontram, em linha geral, na
faixa de 4,5 a 5,1.

As Figs. 14 e 15 mostram placas de eletrofocaliza-

¢Bo com as mesmas amostras citadas acima e idénticos resul-

s as placas foram reveladas pa-

e nestes caso
tados, sendo du proteina,

- . s s . .nae
ra atividade inibitoria contra quimiotripsi

respectivamente.



FIGURA 12

Cromatografia de afinidade da FSPQ em coluna de
4 B-anidro-tripsina
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FIGURA 13

Eletrofocalizacao em placa de gel de poliacrilamida da
FIB (1), F 4060 (2), FREAE (3) e FSP, (4); revelagao para

inibidores de tripsina,
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FIGURA 14

Eletrofocalizagao em placa de gel de poliacrilamida da
FIB (1), F 4060 (2), FDEAE (3) e FSPp (4); revelagao para

inibidores de quimiotripsina.
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FIGURA 15

Eletrofocalizacao em placa de gel de poliacril./mida da FIB (1),
F 4060 (2), FDEAE (3) e FSP, (4); revelacdo para proteinas.
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Na Fig. 16 temos a mesma placa de eletrofocalizacao
que a da Fig, 15, apresentando, no'entanto, uma outra colo-
racao devido ao fato da mesma ter sido colocada em contato
com acido acético 7,0%. Com relagac a esta experiéncia (Figs.
15 e 16) foi observada uma mudanga de coloragac da placa de
gel para azul tendo as bandas de proteina se tornado mais
intensas. Foi verificado também, a existéncia de bandas adi

cionais numa regiao mais basica da placa.

11. Eletroforese em gel de poliacrilamida

1ll1.a. Eletroforese a pH 8,1

O inibidor bruto, as fragoes precipitadas por sulfa
to de ambnio, bem como as obtidas pelo fracionamento em
DEAE-celulose (Fj) e em SP-Sephadex C 50 (FSP1) foram subme
tidas a eletroforese em gel de poliacrilan’ida a PH 8,1
(Fig. 47) Observamos a presenga de uma banda fortemen-
te corada por negro de amido cujo Rf €& igual a 0,85 = 0,04.
Nesta mesma figura podemos observar para FDEAE a presenca
de uma fragao protéica que nao penetrou no gel. Na Fig. 18
podemos observar os resultados quando as mesmas fragaes,
apds eletroforese normal a pH 8,1, foram submetidas ao pro-
cesso de visualizagao para inibidores de tripsina pelo méto
do de URIEL e BERGES . (46). . Nesta experiéncia o Rf das
amostras foi também calculado e observou-se, que a média
destes era de 0,86 i'0,0l.'Como podemos constatar existe
uma boa éorrespondéncia entre as bandas coradas para protei
na e para inibidor de tripsina. As F 6080 e F 80100 - nao
apresentaram a banda caracteristica dos inibidores, sugerin
do gue a banda de proteina de Rf 0,85 contém também protei-

nas inativas.




FIGURA 16

Eletrofocalizacdo em placa de gel de poliacrilamida da
FIB (1); £ 4060 (2); FDEAE (3) e FSPy (4); revelagao para pro
teinas e posterior tratamento com dcido acético 7%.
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FIGURA 17

Elet;oforese em gel de poliacrilamida a pH 8,1

a) FIB; b) F 040; c( F 4060; d) F 6080; e) F 80100;
f) FDEAE; g) FSPy .

As bandas de proteina foram coradas com negro de amido.
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FIGURA 18

Eletroforese em gel de poliacrilamida a pH 8,1 para visuali-

zacao de inibidores de tripsina.

a) FIB; b) F 040; c) F 4060; d) F 6080; e) F 80100;

f) FDEAE; q) FSPI.
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FIGURA 19
Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS da F8Py; reve-
lagcao para proteinas (1), inibidor de tripsina (2) e inibi-

dor de quimiotripsina (3).
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FIGURA 20

Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS do pico ativo
(F3) obtido em coluna de afinidade; revelagao para visuali-

zar 'inibjidores de tripsina (1) e proteinas (2).
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FIGURA 21

Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS da FSPj. Trata
mento com B-mercaptoetanol e uréia 2 M; revelagao para inibi

dor de tripsina (1) e para proteinas (2, 3, 4).
2) FSP, com SDS
3) FSPp com SDS mais B-ME

4) FSPy com SDS, B-ME mais uréia 8 M
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De acordo com os resultados mostrados na Fig. 21 po
demos observar que o inibidor nao é reduzido, nem mesmo pe-
la agao da uréia 8 M. As bandas de proteinas, sugeridas co-
mo sendo as correspondentes ao inibidor (PM= 19.500 daltons),

apresentam os seguintes valores relativos ao peso molecu-

lar: 20.700 daltons (Fig. 21-2), 20.800 daltons (Fig. 21-3)
e 20.800 daltons (Fig. 21-4) respectivamente.



IV - DISCUSSAO

——

O substrato normalmente empregado nas determinagdes
de atividade antitriptica € a caseina 1%, no entanto, neste
trabalho foi usado azo-caseina 1,5% € os resultados obtidos
foram satisfatdérios.

Os inibidores de proteinase em Adenanthera pavonina
(carolina) estdo localizados nas folhas, cotilédones (ver
des e secos) e na vagem verde, sendo inexistente no tegumen
to. Sua concentragéo maior, no entanto, esta na semente quies
cente - 17,680 UI/g de farinha, como podemosobservar na Takela IX.

No que diz respeito a atividade inibitdria e concen
tracao de proteinas nas folhas, foi evidenciado o mesmo Jja
citado em outros trabalhos, ou seja, ambas as caracteristi-
cas vao aumentando com o desenvolvimento da planta (53, 54).
Em nosso trabalho foi observado, que quando ainda muito jo-
vem (em torno de 0,5 x 1,5 am) as folhas nao apresentam ca-
pacidade de inibicao. Com o desenvolvimento da planta, as
proteinas foliares vao auméntando seu teor ao mesmo tempo
_qué surge a capacidade para inibicao, tendo esta capacidade
inibitéria atingido o seu climax quando a folha se encontra
na fase considerada como "adulta" para entao decrescer com
a senescéncia (Tabela IX). Tal como nas folhas, os cotilé-
dones também quando quiescentes, isto &, no estagio mais
avangado.de seu desenvolvimento, apresentam atividade inibi
toria contra tripsina bem mais significativa do que quando

ainda na vagem verde (Tabela IX).

Os estudos feitos em relagao & presenga do inibidor
de tripsina em vagem sao relativamente recentes. AMBE e,
SOHONIE (55), 1956, estudando metabolismo em planta relata-
ram a inexist@ncia do inibidor em vagem de soja. BIRK e WALDMAN  (56),
1965, tamnbEm evidenciaran a auséncia do inibidor em vagem de soja, po-
rém n¥ estabeleceram qual o estagio de desenvolvimento da vagem da

qual foi estraido o inibidor. Experiéncias realizadas com

7L
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extrato de vagem de "cowpea" (53) evidenciaram a presenga
do inibidor na vagem, porém este se encontra presente ape-
nas numa determinada fase de desenvolvimento da mesma, sen-
do totalmente inexistente no estigio final do desenvolvimen
to, Em nosso trabalho, também foi detectado a presenga do
inibidor em vagem verde, apesar de nao termos estabelecido

qual o estdgio de desenvolvimento em que se encontrava (Ta-
bela IX).

A termolabilidade da atividade inibitdria em extra-
tos da semente de A. pavonina contra tripsina foi observa-
da, sendo esta completamente destruida quando submetida a
95°C durante uma hora sob condigdes dcida ou neutra (57). Ten_
do em vista o conhecimento deste fato,vnéoifoi feito este
tipo de experiéncia, porém, o que foi observado no decurso
do nosso trabalho, em relacao a labilidade do inibidor foi
que mesmo estando ele em condigdes habituais de armazenamen
to (-19°C) a sua capacidade de inibigéo era comprometida,
havendo decréscimo desta no decorrer do tempo. Como podemos
opservar nas Tabelas V e VI ocorre perda em torno de 23%
desta capacidade em ensaios realizados nas mesmas condigoes,

em relagao a F 4060,

No que diz respeito a atividade inibitdria do ET e
ET dializado (Tabela I) podemos observar que a recuperagao,
~em termos percentuais, foi em torno de 86% porém nos resul-
tados encontrados por SUMATHI e PATTABIRAMAN (57) a varia-
cdo foi da ordem de 93,5 -106,4%. Vale salientar, no entan-
to, que a didlise do ET, em nosso trabalho, foi feita com o
mesmo tampdo de extracao, ou seja, tampao fosfato 0,1 M
pH 7,6 /NaCl 1%, enquanto que no outro caso citado a didli-
se foi "efetuada em agua destilada.

Os inibiaores isclados-de A. pavonina apresentaram
capacidade de inibicao tanto para tripsina como para qui-
miotripsina (Figs. 13 e 14). Tal fato foi também evidencia
do em estudos realizados por SUMATHI e PATTABIRAMAN (57) quan
do investigavam extrato bruto de sementes de "red wood", aca
cia, tamarindo, soja e outras espécies. Foi verificado que

a mais alta atividade inibitdria contra tripsina e gquimio-
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tripsina, entre as espécies em estudo, era encontrada em
edtratos de semente de "red wood" (Adenanthera pavonina). No
entanto, a perda paralela das atividades antitriptica e an-
tiquimiotriptica dessas sementes, durante o tratamentp pelo
calor, poderia sugerir que o mesmo inibidor é responsavel

pela inativacao de ambas as enzimas (57).

De acordo com os dados contidos na Tabela V e Tabe-
la XI, podemos observar que a atividade especifica obtida
na F 4060 foi apenas 1,8 vezes maior que a encontrada no
ET, havendo um rendimento em torno de 77%..Durante a fase
de estudos em cromatografia de troca idnica foi possivel
observarmos que na FDEAE ocorreu um decréscimo na ativida-
de especifica, que foi logo recuperada na fase Seguinte do
processo de purificagao, ou seja, com a FSP1 (Tabela XI).No
entanto, nenhuma diferenca significativa foi observada du-
rante as preparagSes nos tltimos estagios, no que se refere
a atividade especifica. E provavel que a porgao de ativida-
de inibitéria, em parte perdida na FDEAE, fosse devida a
uma fracac 1abil, ou a uma insolubilizacao parcial daF 4060
no tampao de equilfbrio da.coluna. Podemos também levar em
consideracao o fato da Fp (Fig. '8), também com ' atividade
inibitdria contra tripsina, ter ficado retida na coluna de
DEAE-celulose, so0 sendo eluida com &cido citrico 0,2MANaCl 1V,
- colocado apds o gradiente de acido citrico 0,01 - 0,2 M. Na
cromatografia de afinidade (Fig. 12) em Sepharose 4 B-ani-
dro-tripsina, além da proteina ativa, uma proteina inativa
foi eluida com o prdprio tampao de equiiibrio. GENNIS e
CATOR (58) trabalhando com sementes de Vigna s4inensis var.
"redbow", e utilizando cramatografia de afinidade, isola-
ram um inibidor de-tripsina com peso molecular em torno de
8.000 daltons. Estudando-se os inibidores de tripsina em tu
bérculos de Colocasia antiquorum (59), foi obtido um inibi-
dor de tripsina cujo peso molecular foi de 40.000 daltons.
KUNITZ (5, 60) ao isolar um inibidor de soja, disse ser es
te uma proteina estavel, do tipo globina e de peso molecu-
lar na faixa de 24.000 daltons. VENTURA e XAVIER (61) estu-
dando inibidores de "black eyed pea" (Vigna sinensis) encon
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traram um inibidor de tripsina com peso molecular de
1,0.000 daltoné, Um inibidor de tripsina isolado de "navy
beans" em estudos realizados por WAGNER e RIEHM (citado em
4) e tendo por base sua eluigao em Sephadex G-75, dados de
sedimentacdo e andlise de aminoacidos, apresentou um  peso
molecular estimado em 23.000 daltons. Estudos recentes. (62)
evidenciaram um peso molecular de 24.000 daltons para um
inibidor isolado de sementes de "red wood" por extragao com
HCl 0,01 M, cromatografia em gel, Sephadex G-100 e PAGE-SDS.
O inibidor de tripsina isolado de A. pavonina conforme des-
crito no presente trabalho tendo por base estudos : com
PAGE-SDS, apresentou, tal como os inibidores citados acima,

um peso molecular relativamente alto, em torno de

20.100 daltons (Fig. 20).

Os resultados obtidos por eletroforese com SDS fo-
ram contrarios a hipStese inicial de trabalho que postula-
va, que quase 100% das proteinas existentes no material iso
lado eram inibidores, Esta hipStese foi sugerida diante dos
resultados obtidos com a FSP,, cuja atividade especifica de

132 UI/mg, se aproximava da encontrada com a F 4060, isto
&, 128 UI/mg."

Estudos eletroforéticos em gel de poliacrilamida e
em fitas de acetato de celulose indicam que os inibidores
' s3o capazes de sofrer agregacoes, formando complexos (62).
De acordo com os resultados encontrados na PAGE em presen-
ca de SDS, SDS com B-ME, SDS com B-ME e uréia 8 M (Fig. 21),
este fato foi confirmado. A fragao de inibidor obtido  em
SP-Sephadex C 50 (FSP2) mostrou-se homogénea com relacdo ao
peso molecular (PAGE-SDS, Figs. 19-2 e 20;1), porém mostrou
micro-héterogeneidade em relagao a carga (Focalizagao isoe-

létrica, Fig. 13).

Através de focalizacdao isoelétrica em placa de gel
de poliacrilamida foram detectadas seis bandas com ativida-
de inibitdria contra tripsina, cujos pontos isoelétricos,
estao no intervalo entre 4,5 e 5,1. Naz Figs. 15 e 16 pode-
mos observar fracoes de proteinas com comportamento igual
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aos dos inibidores detectados na Fig. 13.

Se levarmos em consideragio as eletroforeses com
SDS (Figs. 19-1 e 21-2) e as focalizagOes isoel&tricas (Figs.
13, 15 & 16) poderiamos perguntar: - Seriam de fato as di-
versas bandas de proteilna, com atividade inibitdria, isoini
bidores, provavelmente semelhantes em tamanho e diferindo
nas cargas elétricas ou estariam proteinas contaminantes e
inativas tao associadas ao inibidor que este as acompanha-
ria durante o processo de deslocamento ao longo da placa de
gel? ‘

O inibidor presente na FSP, nao sofre redugao mesmo
sob a agao do B-ME e do B-ME e uréia 8 M (Fig. 21). 0 que
poderiamos supor & que as outras proteinas associantes e
inativas, solubilizadas pela agao do SDS seriam reduzidas
pela acao do B-ME, tendo em vista o decréscimo observado no
peso molecular da fracao de proteina com 17.500 para
13.500 daltons. A presenga da uréia nao ajudou de maneira
significativa no processo em estudo. Analisando-se os resul
tados da Fig. 21 € de se pensar que este inibidor pode até
ter pontes dissulfeto e pela agao do B-ME esta ponte ser
rompida, mas n3o ocorrer fragmentacdo da cadeia. Podera
também haver uma s6 cadeia, de modo, Que apesar de ocorrer
rompimento da.ponte ~-S-S- o inibidor permanece com a mesma
mobilidade, sendo observada uma mesma posigao nas -diversas
etapas de eletroforese com SDS efétuadas no decorrer do nos

so trabalho.


UFC
Caixa de texto


V -~ CONCLUSOES

Os resultados de atividade antitriptica com a azo-casei
na, usada como substrato para tais determinagoes, foram

satisfatdrios.

O tampao fosfato 0,1 M pH 7,6 /NaCl 1% foi a solugdo ex
tratora que apresentou melhor rendimento de inibidores
de tripsina,

Através da precipitacao por sulfato de ambnio a maior
parte dos inibidores de tripsina precipita - . entre
40-60% de saturacao.

Os inibidores de proteases em Adenanthera pavonina es-
~ tao localizados nas folﬁas, cotilédones (verdes e se-
cos) e na vagem verde; sendo inexistentes no tegumento.
Sua maior concentracao est@ na semente quiescente =
17.680 UI/g de farinha. '

Os inibidores detectados apresentam capacidade inibité-

ria tanto para tripsina como para quimiotripsina.

A labilidade da atividade inibitdria contra tripsina &
evidente, nd3o apenas durante tratamento pelo calor, co-
mo também em condigSes habitualmente satisfatSrias de

armazenamento.

A atividade inibitOria e concentracao de proteinas en-
contradas nas folhas vao aumentando com.o desenvolvimen
to da planta para entdo decrescer com a senescéncia.

0 inibidor isolado de A, pavonina através de cromatogra
fia em SP-Sephadex C 50 e Sepharose 4 B-anidro-tripsina,
apresentou peso molecular em torno de 20.100daltons por
eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de

SDS.

A fracao de inibidor ativa obtida em  SP-Sephadex C 50
(FSP,) mostrou-se homogénea na eletroforese com SDS,
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porém na focalizagao isoelétrica mostrou micro-heteroge
neidade, sendo detectadas seis bandas com atividade ini
bitdria contra tripsina, cujos pontos isoelétricos es-
tao no intervalo de 4,5 e 5,1.

10 - O inibidor presente na FSP) nao sofre redugao com B-ME,
mesmoc em presenca de uréia 8 M.
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INIBIDORES DE TRIPSINA EM Adenanthera pavonina (carolina).
ESTUDUS PRELIMINARES.

GERUZA MARIA L'ALDAS'NAIAI e J.X.rILHO
1) Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da UFRN,

2 .

2) Departemento de Bioquimica e piologia Molecular da UFPC.

Semsntes quicscentes (lavres de tegumento) de ‘Adenaathera
pavonina (carolina) foram analisadas quanto ao seu conieudo de inibidoraes
de tripsioa. A extragao de inibidores foi feits utilizando-se tazpao fos
fato 0,1 M pH 7.6 em NaCl 1Z. Azo-Caseina, com apsorgao mizima a 44 Ouns,
foiL utilizads como substrato para detectdr a capacidade de inibigao con
tra tripsina. Acravés de ensaios de atividade foi estabelecido, que para
testar a atividede antitriptica, utilizando-se Azo-Laseins, a ifiplin- de
veria estar numa con:cn:rnq;o de' 10 pg/ml ¢ o suvstrato a 1,5 g1 em taz
pao fosfato u,l M pH 7.6. Nestas condigoes os graficos de atividade nao
8« apresuntam reciiineos, razao porqus usou-se o artiffcio, sugerido por
Kaksde @ Liener (1), pelo qual as absorbincias obtidas ea 44 Ona sao elg

is, ua gratico linesar caracteristico .

vadas & potesacia 1/¢; obtem-se, a
Detiniu-se uma unidade de atividade triptica (TU) como sendo o aumento de
1 unidade de absorbancia em 44 an na mistura de reng;o. sob coudiqacn de
ensaio. A atividade antitriptica ¢ definlda como o numero de unidsdes de
tripsina inioida. Quando o extrato total (ET) de fariona de sementes ae

Adenanthera pavonina foi submetido & precipitagao com sulfato de smonio,

observou-se que a maior parte da atividade antitriptica precipitavs entre
40-601 de -nturagio. Esta atividade e facilmente comprometida. A perda da
capacidade de inibigao ¢ observada nao apenas pela agao do calor (2),mas,
também quando & amostra se encontra estocads a temperaturas blilal(°19°C)
roi possivel demonstrar a existéncis de atividade sntitriptica, nao  ape
nas nas semwntes quiescentes, mas também em outras partes da planta, tais

como tolhas, vagens e cotilédones de vagem verde. No caso de folhas @ va

gens cesta atividade parece ser inespecifica.

(1) Kanade M.N, e Liener,I.E. = An rvaluation of Natural vs. Syncthetic
Substrates for Measuring the Antitryptic activity of Soybean Samples .
Breadmaking with gly colipids, J[ vel.4b Sepremoer, 1909 pp.518-526.

(2) S.Sumatni & |.N,Pattapiraman = Natural Plant Enzyme Inhibigors of

Sevds. [ndian Journ of biochemistry & Biophysic - vol.l) ,Harch .1¥76,
Tpp. 32-%6.

AUATLIUS FINANLEIROS wA CAPES/PLICD

/9, 1980. Livro de Resumos,
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