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RESUMO

Diferentes classes de protefnas sio comuns em sementes de leguminosas, incluindo inibidores de tripsina e proteinas
hemaglutinantes, as quais atuam sobre enzimas proteoliticas e sobre carboidratos da superficie celular, respectivamente. O
objetivo deste trabalho foi quantificar, detectar e caracterizar parcialmente a ocorréncia dessas proteinas em sementes de Zachigali
plumbea, Sesbania exasperata e Ormosia costulatavar. trifoliolata. Sementes das trés espécies foram moidas e submetidas 4 extragao
salina (NaCl 0,15M — 10 %, p/v). Os extratos totais obtidos foram utilizados para quantificar o contetdo protéico, detectar
a atividade residual da tripsina, a atividade hemaglutinante (AHE) e na obten¢ao do perfil protéico. A atividade residual da
tripsina foi observada somente para 7. plumbea ¢ S. exasperata, cujos valores foram 4 e 19 %, respectivamente. A AHE foi
detectada nos extratos das trés espécies, sendo que os extratos totais de 7. plumbea e S. exasperata, hemaglutinaram eritrécitos
de rato, camundongo e hamster, enquanto que a espécie O. costulata hemaglutinou somente eritrécitos de hamster. O perfil
protéico em SDS-PAGE revelou maior ocorréncia de proteinas com massa molecular aparente de 10 a 30 kDa para 7. plumbea
e S. exasperata, enquanto que para O. costulata prevaleceram bandas protéicas com massa molecular variando entre 20-25
kDa. Conclui-se que os extratos totais de O. costulata e S. exasperata, pertencentes a subfamilia Papilionoideae, apresentam
menor conteddo de inibidores de tripsina que 7 p/umbea (Caesalpinioideae) e, quanto & AHE, os resultados mostraram-se
diferenciados, mesmo entre as espécies da mesma subfamilia, tanto para a concentragao minima hemaglutinante quanto para
a especificidade de interagdo com os eritrdcitos.
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Detection of trypsin inhibitors and hemagglutinating activity in tree
leguminous seeds of amazonian

ABSTRACT

Different classes of proteins are common in Leguminosae seeds, including trypsin inhibitors and hemagglutinin proteins, which
act on proteolytic enzymes and cell-surface carbohydrates, respectively. The aim of this work was to quantify, to detect and
characterize partially these proteins in seeds of Tachigali plumbea, Sesbania exasperata and Ormosia costulatavar. trifoliata. Seeds of
the three species were powdered and submitted to an extraction with a saline solution (NaCl 0.15M — 10%, p/v). The resulting
total extracts were used to quantify proteins content, detect the residual trypsin activity, hemagglutinating activity (AHE) and
the proteic profile. Residual trypsin activity was observed only for 7. plumbea and S. exasperata, which values were 4 and 19%
respectively. AHE was detected in extracts of all three species, total extracts of T plumbea and S. exasperata hemagglutinated
erythrocytes of rats, mice and hamsters, whereas O. costulata had this effect only on hamster erythrocytes. The proteic profile
obtained by SDS-PAGE showed that 7. plumbea and S. exasperara have a higher content of protein with an apparent molecular
mass of 10 - 30 kDa, while O. costulata predominantly contains proteic bands with molecular masses varying between 20 to
25 kDa. It is concluded that total extracts of O. costulata and S. exasperara, species of the subfamily Papilionoideae, present
less trypsin inhibitors than 7. plumbea (Caesalpinioideae). AHE, both in form of minimum hemagglutinin concentration and
the specified interaction with erythrocytes, differed even among species from the same subfamily.
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INTRODUCAO

A familia Fabaceae apresenta ampla distribui¢io
biogeografica e compreende um grande nimero de espécies
economicamente importantes para a regido devido ao seu
potencial madeireiro, & participagio na fixa¢io bioldgica de
nitrogénio, além de serem consideradas importantes fontes de
protefnas vegetais (Souza ez al., 1994; Silva & Souza, 2002;
Ferreira et al., 2004).

As informagoes cientificas sobre a composi¢ao quimica
de sementes tropicais s3o Uteis para a compreensio de sua
fisiologia e obtengio de novos produtos a partir de reservas
estocadas, como as proteinas, que corresponde em média, de
20 a30% do peso seco das sementes de leguminosas, embora
existam excegdes como as sementes de soja que podem chegar

a 40% (Vitale & Bollini, 1995).

Dentre as vérias classes funcionais das proteinas,
encontradas nas sementes de leguminosas, destacam-se
os inibidores proteoliticos e proteinas com propriedades
hemaglutinantes, como por exemplo, as lectinas. Essas
moléculas compreendem de 2 a 15% do contetido de proteinas
totais, e s3o consideradas metabélitos importantes, podendo
atuar no mecanismo de defesa contra insetos e patégenos,
como fonte de aminodcidos sulfurados, na regulacio de
proteinases enddgenas e como sinais de respostas as condi¢oes
ambientais (Chrispeels & Raikhel, 1991; Bhattacharyya ez al.,
2006; Rameshwaram & Nadimpalli, 2008; Wititsuwannakul
et al, 2008; Konarev et al., 2008).

Os inibidores proteoliticos sdo proteinas que interagem
especifica e reversivelmente com diferentes enzimas
proteoliticas, promovendo sua inibi¢ao por meio da competigio
com o substrato pelo sitio ativo da enzima (Richardson, 1991;
Laskowski Jr. & Qasim, 2000; Lingaraju & Gowda, 2008).
Desta forma, essas proteinas sao classificadas de acordo com a
sua especificidade de interagio e podem afetar a atividade de
serinoproteinases, cisteinoproteinases, proteinases asparticas e
metaloproteinases, as quais compreendem os grandes grupos
de enzimas proteoliticas (Richardson, 1991; Tremacoldi &
Pascholati, 2004). As lectinas, por sua vez, sio proteinas
ou glicoproteinas que interagem especificamente com
carboidratos de diferente natureza quimica, resultando na
aglutinacio de células animais e/ou vegetais e na precipitagio
de polissacarideos, glicoproteinas ou glicolipideos (Kennedy
et al., 1995; Babosha, 2008).

Adicionalmente, essas duas classes de proteinas tém
sido investigadas pelas suas fun¢oes em diversos processos
bioldgicos, como por exemplo, para diagndsticos clinicos, na
caracterizagdo de glicoconjugados das superficies celulares;
na elucidagdo da estrutura de proteinas e carboidratos e em
estudos da sua toxicidade sobre vdrias espécies de fungos
fitopatogénicos e de insetos (Kennedy ez al., 1995; Haq ez al.,
2004; Rawlings ez al., 2004; Sharon, 2007).

Detecgao de inibidores de tripsina e atividade hemaglutinante em
sementes de leguminosas arboreas da amazonia

Apesar do crescente interesse pelo isolamento e
caracterizacio estrutural e funcional dessas proteinas, hd
poucos estudos com sementes de leguminosas arbéreas da
Amazénia a despeito do potencial bioquimico das espécies
desta familia. Neste contexto, os objetivos deste trabalho
foram quantificar e caracterizar parcialmente os inibidores
de tripsina e protefnas com atividade hemaglutinante nas
espécies: 1. plumbea, S. exasperata e O. costulata, representantes
de duas sub-familias das leguminosas, visando contribuir para
a obtencio de principios bioativos de modo a agregar valor as
potencialidades nao-madeireiras da floresta amazonica.

MATERIAL E METODOS
MATERIAL VEGETAL

Sementes maduras de Zachigali plumbea Ducke (Fabaceae,
Caesalpinioideae) e Ormosia costulata var. trifoliolara (Miq.)
Klein. (Fabaceae, Papilionoideae) foram coletadas na Estagao
Experimental de Silvicultura Tropical (EEST/INPA), localizada
na Br-174 (Manaus-Boa Vista) - 2°47°05”S e 60°11°51”W,
e as sementes de Sesbania exasperata H. B. K. (Fabaceae,
Papilionoideae) coletadas na vdrzea da Ilha da Marchantaria
(Iranduba-Amazonas) - 3°16’7,60”S e 59°59°57,86”W, a
partir de matrizes selecionadas, localizadas as margens do rio
Solim&es, Manaus - AM. Todo material biolégico coletado
das matrizes referentes as espécies estudadas foi devidamente
depositado e identificado no herbdrio do Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazonia (MCT — INPA).

EXTRACAO DE PROTEINAS

As sementes inteiras foram secas & temperatura ambiente
e trituradas até a obten¢io de material pulverizado,
posteriormente, as amostras foram homogeneizadas em
solugdo salina (NaCl 0,15 M, 10 % p/v) durante duas
horas & temperatura ambiente (26 + 3°C). A suspensio foi
centrifugada a 5000 x g durante 20 minutos a 4°C e, o
sobrenadante, apds didlise contra dgua destilada durante 48
horas, foi utilizado nas etapas posteriores.

QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

A concentragio relativa de proteinas dos extratos foi
estimada pelo método descrito por Bradford (1976), utilizando
a BSA (albumina sérica bovina) como padrio. A leitura das
absorbancias foram obtidas por meio de um espectrofotdmetro
Spectrum UV-VIS SP-2000 UV.

DETECCAO DE INIBIDOR DE TRIPSINA

A determinagio da concentragio efetiva de solucio
de enzima foi realizada envolvendo a formagio de uma
acil-enzima estdvel e a liberagao de p-nitrofenil, medido
espectrofotometricamente, conforme descrito por Chase &

Shaw (1970) e Sampaio ez al. (1984).
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A atividade inibitéria foi realizada por meio de ensaio
enzimdtico com tripsina bovina e o substrato DL-BAPNA
(DL-benzoyl-arginina-paranitroanilida). O meio de pré-
incubagio consistiu em tampio Tris/HCI 0,05 M (pH 8,0,
tripsina bovina 50 pg, dissolvida em HCl 1 mM) e diferentes
concentragdes dos extratos totais, completando um volume
final de 2 mL. A pré-incubacio foi efetuada durante 10
minutos a 37°C. Apds este perfodo foi adicionado o substrato
cromogénico DL-BAPNA (0,5 mM), prosseguindo-se a
incubagdo por mais 30 minutos a 37°C.

A reacio foi interrompida pela adi¢io de 4cido acético 30
% (v/v) e a hidrélise do substrato pela enzima foi acompanhada
fotometricamente a 410 nm. O cdlculo da atividade inibitéria
foi gerado a partir da determinacio da atividade residual da
tripsina no ensaio, de acordo com Erlanger et al. (1961).

DETECGAOQ DE ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE (AHE)

Amostras de sangue de animais sauddveis (camundongo,
hamster e rato branco), com idade de 2 a 3 meses, provenientes
do biotério do INPA foram coletadas e homogeneizadas em
solugdo anticoagulante (2,05% de glicose; 0,8% de citrato
de sédio e 0,42% de NaCl, pH 6,1). Os eritrdcitos foram
lavados por quatro vezes com solugio salina (NaCl 0,15 M,
10% p/v) a 1000 x g durante 10 minutos a 4°C. O precipitado
foi ressuspendido na mesma solugio salina de modo a obter
uma suspensao final de eritrécitos a 2% (v/v).

O ensaio de hemaglutinagio foi realizado em placas de
microtitulagio de 96 pogos, os quais foram preenchidos com
50 pL de solugdo salina, 50 pL dos extratos totais e 50 pL de
suspensio de eritrécitos a 2% (Pando ez al., 2002).

ELETROFORESE EM SDS-PAGE

A andlise do perfil protéico foi realizada segundo o
método descrito por Laemmli (1970), modificado. O gel foi
preparado a partir de uma solugio estoque de acrilamida a
30% e de N-N’-metileno bis-acrilamida 0,8%. Para o gel de
concentragio a 5%, foi utilizado tampao Tris-HCI 0,125M,
pH 6,8, e para o gel de separagio 12,5%, tampao Tris-HCI
1M, pH 8,8, sendo acrescentado em ambos SDS 20%, sendo
a polimerizagio conseguida pela adi¢do de TEMED e PSA
10%.

As amostras (30 pg) foram dissolvidas em tampao Tris-
HC1 0,08 M, pH 6,8, contendo 2% de SDS, 10% de glicerol
e 0,1% de azul de bromofenol. Como agente redutor foi
utilizado o ditioteitrol (DTT) a de 0,1M.

O gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue em 4cido
acético 0,1%, metanol e dgua deionizada na propor¢io de
1:4:5 (v/vlv) e descorados em solugio de dcido acético glacial,
metanol e 4gua deionizada na proporg¢ao de 1:4:5 (v/v/v).

Deteccdo de inibidores de tripsina e atividade hemaglutinante em
sementes de leguminosas arboreas da amazonia

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os teores de proteinas variaram cerca de 2 a 9% nas
espécies estudadas e foram mais elevados nos extratos totais
de S. exasperata e O. costulara, 5,1 e 8,9%, respectivamente,
espécies pertencentes 4 sub-familia Papilionoideae (Figura 1).
Enquanto que em 7. plumbea o contetido protéico foi de 2,4%.
Estes resultados sugerem que as concentragoes relativas dessas
reservas podem variar entre as espécies e até entre espécies
pertencentes 3 mesma familia (Bewley, 1997, Corte et 4l.,
2006). Adicionalmente, trabalhos realizados com sementes de
leguminosas arbéreas demonstraram que as espécies Andira
parviflora, Parkia pendula e Hymenea parviflora, apresentaram
composi¢io de reservas diferenciadas com teores protéicos
bem mais elevados quando comparados aos teores obtidos
nas espécies estudadas (Gongalves ez al., 2002).
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Figura 1 - Quantificagao do teor de proteinas nos extratos totais de espécies
de leguminosas arboreas da Amazonia

A atividade inibitdria dos extratos totais contra a tripsina
bovina, uma serinoproteinase, foi detectada apenas nas
espécies 1. plumbea e S. exasperata (Tabela 1). No entanto, ndo
se pode afirmar que no extrato protéico de O. costulata nao hd
presenga de inibidor de tripsina, uma vez que esta classe inclui
outras enzimas proteoliticas como a quimotripsina e elastase,
evidenciando, desta forma, a especificidade dos inibidores
proteoliticos por determinadas enzimas proteoliticas. Essa
especificidade de interagdo ocorre devido a presenca de
residuos de aminodcidos no sitio reativo do inibidor que
interagem especifica e reversivelmente com os residuos do sitio
ativo da enzima alvo, permitindo a formagio do complexo
estdvel (Matheson et al., 1991; Bode & Huber, 2000). Este
fato tem sido demonstrado por alguns autores, como por
exemplo, para as espécies Inga laurina e Lupinus albus, onde
seus inibidores proteoliticos inibiram a atividade da tripsina,
mas nao da quimotripsina (Macedo ez al., 2007; Scarafoni
et al., 2008).
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Tabela 1 - Monitoramento da atividade enzimatica na presenca de,
aproximadamente, 2,0 ug de proteinas dos extratos totais de espécies de
leguminosas arboreas da Amazonia.

Atividade residual da enzima (ARE)

Espécies %
Tachigali plumbea 4
Sesbania exasperata 19
Ormosia costulata Nd

Nd: N&o determinada.

De maneira mais especifica, outros estudos com inibidores
de proteinases t¢m evidenciado a presenca dessas protefnas
em vdrias espécies de leguminosas, incluindo: Delonix regia,
Peltophorum dubium, Archidendron ellipticum (Pando et al.,
2001; Macedo et al.,, 2003; Bhattacharyya ez al., 20006).
No que diz respeito a estudos realizados com espécies de

\

leguminosas pertencentes & flora Amazdnica, Calderon ez
al. (2001) demonstraram que extratos de Cassia brasselari,
Cassia occidentalis, Dialium guianense, Inga rubiginosa, Inga
umbratica, Inga velutina e Mimosa guillandinae, apresentaram
tanto inibidores de quimotripsina como de tripsina, enquanto
que Inga fagifolia ¢ Cassia grandis inibiram apenas a atividade

da tripsina.

Com relagdo 2 atividade hemaglutinante, os extratos totais
de T plumbea ¢ S. exasperata, promoveram a hemaglutinacio
de eritrdcitos de camundongo, hamster e rato branco. Por
outro lado, o extrato de O. costulata hemaglutinou apenas
eritrécitos de hamster (Tabela 2).

Em experimentos de caracterizagio da AHE ¢ comum
ocorrer diferengas de hemaglutinagio em eritrécitos distintos,
como demonstra Silva ez al. (2001a), ao estudar a especificidade
de hemaglutinagio, de fragdes purificadas de Bauhinia
pentandra sobre eritrécitos de coelho, frango, pombo e de
grupos sanguineos humanos pertencentes ao sistema ABO,
onde constatou forte hemaglutinagio em eritrdcitos de coelho
e fracamente em eritrdcitos do grupo sanguineo humano tipo
A. As fragbes purificadas de sementes de Canavalia ensiformis
e Dioclea grandiflora apresentaram especificidade somente por
glébulos vermelhos humanos (Melgarejo ez al., 2005).

Os extratos totais de sementes de Peltogyne venosa
hemaglutinaram eritrécitos de rato branco, camundongo e
hamster, enquanto que os extratos de Cedrelinga catenaeformis

Detecgao de inibidores de tripsina e atividade hemaglutinante em
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nao hemaglutinaram eritrécitos de camundongo (Bariani,
2007). Isto ocorre porque, apesar de as espécies pertencerem
4 mesma familia, a especificidade por carboidratos diverge
para cada espécie, o que estd diretamente relacionado 2
composi¢ao estrutural das proteinas e composi¢io quimica dos
eritrécitos, cujo padrio de glicosilagio diferencia-se de acordo
com a espécie e isto, conseqiientemente, implica se o extrato
vegetal promoverd ou nao a hemaglutinagio, dependendo da
ocorréncia de lectinas (Moreira ez al., 1990; Chrispeels ez al.,
1991; Martinez et al., 2005).

Comparando os resultados obtidos para as espécies da
mesma sub-familia, observa-se que S. exasperata é capaz
de promover hemaglutinagio com concentragdes protéicas
inferiores a O. costulata (Tabela 2), sugerindo que apesar
do alto teor protéico ¢ possivel que esta espécie contenha
maior concentragdo de protefnas nio pertencente a classe
das lectinas (Tabela 2). Adicionalmente, muitas outras
espécies leguminosas contém proteinas que sio claramente
relatadas como lectinas, porém nio sio capazes de promover
a hemaglutinagio, uma vez que apresentam um tnico sitio de
ligagdo a carboidratos, como as lectinas pertencentes 2 classe
das merolectinas (Peumans & van Damme, 1995).

Esses dados demonstram a possivel presenga de lectinas
nos extratos protéicos das espécies estudadas, uma vez que
essas protefnas apresentam especificidade de interagio com
diferentes eritrécitos, devido a sua capacidade de reconhecer
os carboidratos presentes nas superficies celulares (Sharon,
1993). Contudo, mesmo que o método de detecgao da
AHE seja o mais utilizado para a verificagdo da presenca de
lectinas, esse ensaio pode apresentar resultado falso se a lectina
coexistir com inibidores, com substAncias presentes no sangue,
glicoproteinas contendo 4cido sidlico, aminas heterociclicas,
carboidratos e certos fons metdlicos, ou ainda, se os receptores
para carboidratos presentes nas células nio existirem em
nimero suficiente ou estiverem inacessiveis (Toms, 1981).
Nesse sentido, outros métodos devem ser utilizados em
adi¢do aos ensaios de hemaglutinagdo, como por exemplo, a
precipitagdo de polissacarideos ou glicoproteinas, bem como
a submissio de extratos totais a métodos cromatograficos,
visando o isolamento da proteina alvo (Kennedy ez al.,

1995).

Tabela 2 - Atividade hemaglutinante dos extratos totais de diferentes espécies de leguminosas sobre diferentes eritrocitos de animais.

Concentragao minima hemaglutinante

Eritrocitos Tachigali plumbea (ug mL")
Camundongo 0,8
Hamster 0,8
Rato Branco 0,8

Sesbania exasperata (ug mL") Ormosia costulata (ug mL?")

0,33 Nd
0,33 12,33
0,33 Nd

Nd: N&o determinada.
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O perfil protéico dos extratos totais das espécies em estudo
foi similar na presenca e na auséncia de DTT, revelando maior
ocorréncia de proteinas com massas moleculares aparentes de
10 kDa a 30 kDa para 7. plumbea e S. exasperata. Entretanto,
paraa O. costulata observou-se intensa coloragio de proteinas
com massas moleculares aparentes variando entre 20-25 kDa,
estando as prote{nas com massa molecular menor que 20 kDa
pouco evidentes (Figura 2).

Esses resultados sugerem a presenca de lectinas, uma
vez que a massa molecular das subunidades dessa classe de
proteinas em leguminosas estd em torno de 30 kDa, com a
lectina completamente ativa, formando dimeros ou tetrimeros
com multiplos sitios de ligacdo para carboidrato (Riidiger,
1998). Adicionalmente, estudos tém comprovado que as
lectinas isoladas de sementes de leguminosas como Bauhinia
pentandra, Crotalaria pallida, Talisia esculenta, Canavalia
ensiformis e Dioclea grandiflora, apresentam a prevaléncia de
bandas protéicas com massas moleculares variando de 20-40
kDa (Silva ez al., 2001a; Rego et al., 2002; Freire ez al., 2002;
Melgarejo ez al., 2005).

DTT
kDa - R
160- v
100-
70 - 3
50 -
»
40 -
.
30 - ,
-
-
-
20 - .
15 -

-

A

Figura 2 - Perfil eletroforético em SDS - PAGE (12,5%, 90V,
17h). A: 20 ug de extrato prote'ico se Sesbania exasperata;

B: 36 ug de extrato proteico de Tachigali plumbea e C: 30 ug
de extrato protéico de Osmosia costulata var. trifoliolata, em
condig0es nao redutoras (-) e redutoras - DTT (+). Marcador
de mass molecular: Bench Mark Protein Ladder (160kDa-
10kDa).kDa: Kilo Dalton.
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A estimativa da massa molecular é um critério importante
para classificar os inibidores de proteinases, onde os inibidores
tipo Kunitz apresentam massas moleculares em torno de 18-22
kDa e os tipo Bowman-Birk em torno de 8-10 kDa (Haq ez
al., 2004). Nesse sentido, a prevaléncia de bandas protéicas
com massas moleculares variando de 10 a 25 kDa, corroboram
com a presenca de inibidores de serinoproteinases nos extratos
totais, conforme encontrado paras as espécies Archidendron
ellipticum e Entada scandens, onde os inibidores de tripsina tipo
Kunitz apresentaram massa molecular de 20 kDa e de 24 kDa
para Copaifera langsdorfii (Silva et al., 2001b; Bhattacharyya
et al., 2006; Lingaraju & Gowda, 2008).

Portanto, sementes de 7. plumbea ¢ S. exasperata,
apesar dos baixos teores de proteinas encontrados, quando
comparados com outras espécies de leguminosas, apresentaram
altos conteddos de inibidores de serinoproteinases e,
provavelmente, proteinas da classe das lectinas nos extratos
totais das trés espécies estudadas, ressaltando usos potenciais
dessas espécies em estudos futuros, como por exemplo, no
tratamento de disfuncbes metabdlicas associadas as enzimas
proteoliticas e lectinas, tais como em casos de pancreatites,
enfizemas, inflamacoes e certos cAnceres, bem como verificar
o envolvimento dessas protefnas no mecanismo de defesa das
plantas, ao ataque de diferentes patdgenos e predadores.
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