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RESUMO

Os inibidores de proteinases sio proteinas extensivamente investigadas nos tecidos de estocagem, mas pouco prospectadas
em outros tecidos vegetais. O objetivo deste estudo foi detectar a presenga de inibidores de serinoproteinases em extratos
foliares de quinze espécies de leguminosas arbéreas da Amazonia. As espécies estudadas foram: Caesalpinia echinata, C. ferrea,
Cedrelinga cateniformis, Copaifera multijuga, Dinizia excelsa, Enterolobium contortisiliquum, E. maximum, E. schomburgkii,
Leucaena leucocephala, Ormosia paraensis, Parkia multijuga, P pendula, P platycephala, Swartzia corrugata e S. polyphylla. Folhas
foram coletadas, secas a 30°C durante 48 h, trituradas e submetidas a extracdo com NaCl (0,15 M, 10% p/v) resultando no
extrato total. Ensaios foram executados para determinar a concentragio de proteinas e detectar a atividade inibitéria contra
a tripsina e quimotripsina bovina. Os teores de proteinas bruta e soltivel nos extratos foliares variaram de 7,9 2 31,2% ¢ 1,3
a 14,8%, respectivamente. A atividade inibitéria sobre a tripsina e quimotripsina foi observada em todos os extratos foliares.
Contudo, nos extratos de E. maximum, L. leucocephala, P pendula, S. corrugata e S. polyphylla a inibi¢io foi maior sobre a
tripsina, enquanto o extrato de 2 multijuga foi mais efetivo contra a quimotripsina. Nés concluimos que nos extratos foliares
de leguminosas arboreas tém inibidores de serinoproteinases e exibem potencial aplicacdes biotecnolégicas.

PALAVRAS-CHAVE: Espécies arbéreas, proteinas, quimotripsina, Tripsina.

Prospecting serine proteinase inhibitors in leaves from leguminous trees
of the Amazon forest

ABSTRACT

The proteinase inhibitors are proteins extensively investigated in tissue storage, but few prospected in other plant tissues. The
aim of this study was to detect the presence of serine proteinase inhibitors in leaf extracts from fifteen species of leguminous
trees of the Amazon forest. The species studied were Caesalpinia echinata, C. ferrea, Cedrelinga cateniformis, Copaifera multijuga,
Dinizgia excelsa, Enterolobium contortisiliquum, E. maximum, E. schomburgkii, Leucaena leucocephala, Ormosia paraensis, Parkia
multijuga, P pendula, P platycephala, Swartzia corrugata and S. polyphylla. Leaves were collected, dried at 30°C for 48 h,
crushed and subjected to extraction with NaCl (0.15 M, 10% w/v), resulting in the total extract. Tests were performed to
determine the concentration of proteins and to detect of inhibitory activity against bovine trypsin and chymotrypsin. The
content of crude and soluble protein in leaf extracts varied from 7.9 to 31.2% and 1.3 to 14.8%, respectively. The inhibitory
activity on trypsin and chymotrypsin was observed in all leaf extracts. However, in extracts of E. maximum, L. leucocephala, 2
pendula, S. corrugata and S. polyphylla, the inhibition was greater on trypsin, while extract of P multijuga was more effective
against chymotrypsin. We conclude that leaf extracts of leguminous trees have serine proteinase inhibitors and show potential
biotecnological applications.

KEYWORDS: Chymotrypsin, proteins, tree species, trypsin.
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INTRODUCAO

Do ponto de vista da representatividade botnica, a familia
Fabaceae compreende a terceira maior familia de plantas
juntamente com a Orchidaceae e Asteraceae, com 727 géneros
e 19.325 espécies, as quais estao presentes em diversos biomas
espalhados pelo planeta (Silva e Souza 2002; Ferreira et al.
2004; Lewis et al. 2005).

No bioma amazdnico, a diversidade em leguminosas
arbédreas, em grande parte apresenta valor econdémico, sendo
espécies aproveitadas principalmente para a extragio de
madeira (Barbosa e al. 2006). Entretanto, sabe-se que a
importincia econdmica das leguminosas é grande e muito
diversificada, sendo as espécies desta familia botanica usadas
desde a alimentacio humana e animal (fonte de aminodcidos
e proteinas) até no enriquecimento de solos (fixagao bioldgica
de nitrogénio), além de serem fontes de outros compostos
(ndo-nitrogenados) com aplicagoes diretas nos processos de
industrializa¢io, como por exemplo, o 8leo de copaiba, verniz
copal, corantes, gomas naturais, taninos e substancias para uso
medicinal (Ferreira et al. 2004, Barbosa et al. 20006).

Nesse contexto, realizar investigacoes bioquimicas nos
extratos provenientes da madeira, casca, sementes e das folhas
das leguminosas arbéreas, representa iniciativa cientifica muito
relevante para a caracterizagio e isolamento de metabélitos
com atividade bioldgica e descoberta de novos materiais para a
industria de cosméticos, farmacéutica, alimenticia e madeireira

(Barbosa ez al. 20006).

Nos extratos de plantas ¢ possivel encontrar grande
diversidade de biomoléculas. Dentre os metabdlitos presentes
nestes extratos e com possiveis aplicacées industriais,
encontra-se a classe protéica dos inibidores de proteinases,
que sao proteinas capazes de formar complexos com enzimas
proteoliticas, bloqueando reversivel ou irreversivelmente a sua
atividade catalitica (Richardson 1991; De Leo et al. 2002;
Chye et al. 2006).

Estas proteinas sio amplamente distribuidas na natureza e,
nas plantas, relacionam-se com a estocagem de proteinas e/ou
mecanismos de defesa vegetal (Haq ez 2/. 2004; Macedo et al.
2007; Torres-Castillo et 2. 2009). Ademais, os inibidores de
proteinases sdo classificados de acordo com a classe de enzima
inibida, podendo, entio, serem inibidores de serino, cisteino,
aspdrtico e metaloproteinases (Richardson 1991; Hagq ez al.
2004; Ramos ez al. 2008).

Os inibidores de serinoproteinases sio os mais bem
caracterizados e estdo subdividos em familias de acordo
com a homologia da estrutura primdria, a massa molecular,
o contetdo de cisteina e a localizacio do sitio reativo,
destacando-se as familias Kunitz e Bowman-Birk (Richardson
1991; Mosolov e Valueva 2005; Bhattacharyya ez al. 2006).
Adicionalmente, esses inibidores podem estar presentes em
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diferentes tecidos da planta, como nos de reserva (sementes e
tubéreulos), vegetativos (folhas) e reprodutivos (flores e frutos)
(Xavier-Filho 1992; Gomes et al. 2005).

Apesar de os inibidores de proteinases serem encontrados
em altas concentragoes nos tecidos de estocagens de espécies
leguminosas, poucos estudos tem sido realizados em tecidos
foliares (Brzin ez al. 1998; Vanderjagt e al. 2000; McManus
et al. 2005). Assim, considerando que as folhas sio em drea
superficial, o 6rgio mais exposto e, por conseguinte, mais
susceptiveis ao ataque de pragas e patégenos, nds investigamos
a hipétese de que folhas de leguminosas arbéreas expressam
diferencialmente inibidores de tripsina e quimotripsina bovina
visando contribuir para o entendimento da interacio planta
- patdgeno e subsidiar estudos que possibilitem a aplicacao
dessas moléculas sobre fungos, insetos e bactérias de interesse
para as diferentes dreas da bioindustria.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de Fisiologia e
Bioquimica Vegetal (MCT-INPA) nos anos de 2008 ¢ 2009,
utilizando-se como material bioldgico, folhas coletadas de 15
leguminosas arbéreas, das quais 13 (treze) delas cultivadas no
arboreto de leguminosas do Campus III do INPA (Caesalpinia
echinata Lam., C. ferrea C. Mart., Cedrelinga cateniformis
(Ducke) Ducke, Copaifera multijuga Hayne, Dinizia excelsa
Ducke, Enterolobium contortisiliquum (Vel.) Morong, E.
maximum Ducke, E. schomburgkii (Benth.) Benth., Leucaena
leucocephala (Lam.) de Wit., Ormosia paraensis Ducke, Parkia
multijuga Benth., Swartzia corrugata Benth. e S. polyphylla
DC.), 1(uma) na Reserva Ducke (Parkia pendula (Willd.)
Walp.) e outra na Estacio Experimental de Fruticultura (Parkia
platycephala Benth.), todas no municipio de Manaus, AM.

O arboreto de leguminosas (03°08’S a 60°01°W) foi
plantado em solo Latossolo Amarelo de textura argilosa, no
ano de 1989, com o objetivo de obtengao de propdgulos
para estudos agrosilviculturais e para difusio do plantio de
espécies pouco cultivadas. Muitos individuos plantados a
partir desta data encontram-se atualmente com 20 anos de
idade, desenvolvidos, e em fase adulta e de reprodugio.

MATERIAL VEGETAL

Nas espécies selecionadas foram coletadas folhas maduras,
completamente expandidas e em bom estado fitossanitédrio,
livre de necrose ou clorose. Algumas informagées sobre o
nome popular, subfamilia e padrio de renovacio foliar destas
espécies sao apresentadas na Tabela 1.

Para a defini¢io do padrio de fenologia foliar
foram consideradas espécies perenifdlias, caducifélias e
semicaducifélias, para aquelas que possuem folhas perenes,
caducas ou perdem as folhas parcialmente, definidas para as
4drvores matrizes em estudo.
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Tabela 1 - Nome vulgar, subfamilia e fenologia foliar de 15 (quinze) espécies de leguminosas arboreas presentes na Amazonia Central*.

Espécie (nome cientifico) Nome vulgar Subfamilia Fenologia da folha
Caesalpinia echinata Pau Brasil Caesalpinioideae perenifdlia
Caesalpinia ferrea Juca Caesalpinioideae semicaducifolia
Cedrelinga cateniformis Cedrorana Mimosoideae perenifolia
Copaifera multijuga Copaiba Caesalpinioideae perenifdlia
Dinizia excelsa Angelim pedra Mimosoideae perenifdlia
Enterolobium contortisiliquum Timbatva Mimosoideae caducifélia
Enterolobium maximum Fava tamboril Mimosoideae semicaducifdlia
Enterolobium schomburgkii Orelha de negro Mimosoideae semicaducifolia
Leucaena leucocephala Leucena Mimosoideae perenifdlia
Ormosia paraensis Tento Faboideae perenifdlia
Parkia multijuga Pinho Cuiabano Mimosoideae caducifdlia
Parkia pendula Visgueiro Mimosoideae caducifdlia
Parkia platycephala Fava bolota Mimosoideae semicaducifélia
Swartzia corrugata Coragéo de negro Faboideae perenifdlia
Swartzia polyphylla Araba Faboideae perenifdlia

*Fonte: Herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (MCT-INPA)

DETERMINAGAO DE PROTEINA BRUTA

A determinacgio de proteina bruta foi realizada pelo
método de micro — Kjeldahl (Anderson e Ingram 1993), a
partir da quantificagio de nitrogénio total e sua conversio
utilizando o fator 6,25 (FAO 1982; Ezeagu ez al. 2002).

Apés secagem das folhas em estufa a 65°C, 100 mg do
material pulverizado foi submetido & digestiao, em um bloco
digestor a 350°C, contendo uma mistura de selenito de sédio
(0,25 g), sulfato de cobre (11,25 g), sulfato de sédio (47,5 g),
4cido salicilico (1,25 g) e dcido sulftrico (500 mL). A digestao
prosseguiu até o material apresentar coloragio esverdeada.
Posteriormente, as amostras foram resfriadas e submetidas a
destila¢do, acrescentando-se dgua destilada (20 mL), hidréxido
de sédio 40% (15 mL) e, separadamente em béquer, a solugao
receptora contendo dcido bérico. Para a titulagio utilizou-se
solucio de 4cido sulftrico a 0,01 N.

OBTENGAO DOS EXTRATOS FOLIARES

As folhas coletadas tiveram o peciolo retirado e foram secas
em estufa a 30°C durante 48 h. Posteriormente, as lAminas
foliares foram trituradas em moinho analitico (Ika-Werke/
M20) até a obten¢do de material finamente pulverizado.
O material pulverizado (10 g) foi homogeneizado em 100
mL de NaCl 0,15 M (10% p/v) sob leve agitacao durante
duas horas 4 temperatura ambiente (25°C + 3). A suspensao
foi centrifugada a 5000 g, durante 20 minutos, a 4°C ¢ o
sobrenadante, ap6s didlise durante 48 h contra dgua destilada,
foi liofilizado e utilizado nas etapas posteriores.

DETERMINAGAO DE PROTEINAS TOTAIS

A concentragio relativa de proteinas dos extratos foliares
foi estimada de acordo com o método descrito por Bradford
(1976), utilizando a albumina sérica bovina (BSA) como
padrao. Os extratos (50 pL) foram incubados durante 5
minutos a temperatura ambiente (25°C + 3) com 2,5 mL do
reagente de Bradford (Bioagency). A concentragio de proteinas
foi estimada por meio da leitura em espectrofotémetro a 595
nm (UV/ Visivel Ultrospec 2100 pro, Armesham Biosciences).

MEDIDA DA INIBICAO DE TRIPSINA BOVINA

A mistura de pré-incubagio, para o volume final de 2
mL, foi constituida de 250 puL de tampio Tris/HCI 0,05
M pH 8,0, 50 pL de tripsina bovina (6,2 pg da enzima
dissolvida em HCI 1mM, Sigma) e 150 pL dos extratos
totais das diferentes espécies estudadas. A pré-incubacio
prosseguiu durante 10 minutos a 37°C. Decorrido o tempo,
1 mL do substrato cromogénico DL-BAPNA 0,5 mM (DL-
benzoil-arginina-paranitroanilida, Sigma) foi adicionado
e a incubacio prosseguiu durante 30 minutos, a 37°C. A
reacdo foi interrompida pela adigao de 4cido acético a 30%
(v/v) e a hidrélise do substrato pela enzima foi acompanhada
espectrofotometricamente a 410 nm (Espectrofotémetro UV/
Visivel Ultrospec 2100 pro, Armesham Biosciences) (Mello ez
al. 2001). O cdlculo da atividade inibitéria foi obtido a partir
da determinagio da atividade residual da tripsina no ensaio,
de acordo com Erlanger er al. (1961).
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MEDIDA DA INIBICAO DE QUIMOTRIPSINA BOVINA

A mistura de pré-incubagio, para o volume final de 2 mL,
foi constituida de 500 pL de tampao Tris/HCI (pH 8,0), 150
uL de quimotripsina bovina (0,2 mg da enzima dissolvida em
HCI 1 mM, Sigma) e 100 pL dos extratos provenientes das
diferentes etapas de isolamento. A pré-incubagio prosseguiu
durante 10 minutos a 37°C. Decorrido o tempo descrito,
50 uL do substrato cromogénico BTPNA 0,1 M (benzoil —
tirosina — paranitroanilida, Sigma) foi adicionado e, apds 20
minutos de incubagio, a reagio foi interrompida pela adicio
de dcido acético a 30% (v/v). A hidrélise do substrato pela
enzima foi acompanhada espectrofotometricamente a 410
nm (Espectrofotdmetro UV/ Visivel Ultrospec 2100 pro,
Armesham Biosciences) (Mello ez /. 2001). O célculo da
atividade inibitéria foi obtido a partir da determinacio da
atividade residual da quimotripsina no ensaio, de acordo com

Etlanger ez al. (1961).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de proteinas bruta e soltveis nos extratos foliares
das 15 espécies de leguminosas arboreas estudadas variaram de
7,9 231,2% e 1,3 a 14,8%, respectivamente, sendo o menor
valor de proteina bruta encontrado para D. excelsa, enquanto
o maior teor em C. multijuga (Tabela 2). No que diz respeito
ao teor de proteinas soluveis, D. excelsa e E. schomburgkii
apresentaram menor teor, ao passo que 12 platycephalla exibiu
maior contetdo protéico.

O contetido de proteina bruta e soltvel em folhas de
Fabaceae tem sido utilizado como um dos critérios de selegio
de espécies com potencial forrageiro. Dentre as espécies
estudadas a L. leucocephala é tradicionalmente empregada
como planta forrageira (Hughes 1998) e apresentou o segundo
maior teor de protefna bruta foliar.

Os resultados demonstraram alta variagao de concentragao
protéica entre as espécies das trés subfamilias de leguminosas,
Caesalpinioideae, Mimosoideae e Faboideae, bem como entre
as espécies pertencentes & mesma subfamilia, podendo, estas
variagbes das concentragdes protéicas, estarem associadas
a capacidade da fixagio bioldgica de nitrogénio, processo
fisioldgico e bioquimico realizado pelas plantas, em particular,
espécies de leguminosas em associagio com bactérias
especificas.

Estudos realizados em extratos protéicos provenientes
de sementes de E. schomburgkii, I pendula ¢ P multijuga
apresentaram concentracio protéica semelhantes ao
encontrado nos extratos foliares dessas espécies (Chevreuil
2009). Adicionalmente, tanto nas sementes quanto nas folhas
de E. schomburgkii os baixos teores de proteinas podem ser
resultantes do tipo de extragio (solugio de NaCl), visto
que outros métodos de isolamento de proteinas, como por
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Tabela 2 - Teor de proteinas bruta e soluveis (%) em extratos foliares de 15
leguminosas arbdreas que crescem na Amazonia Central.

Concentracao de proteinas (%)

Espécies Proteina Bruta* Proteina solivel**
Caesalpinia echinata 15,2 = 0,42 6,1 +0,16
Caesalpinia ferrea 16,4 + 2,52 41 + 0,45
Cedrelinga cateniformis 12,3 1,79 2,5 + 0,44
Copaifera multijuga 31,2 = 0,63 5,3 = 0,36
Dinizia excelsa 79 = 0,31 1,3+ 0,21
Enterolobium contortisiliquum 18,7 = 0,10 52 + 0,75
Enterolobium maximum 13,0 = 0,04 12,3 + 1,09
Enterolobium schomburgkii 18,3 = 0,58 1,8 = 0,56
Leucaena leucocephala 25,3 = 0,60 2,5+ 0,07
Ormosia paraensis 11,5 + 0,43 6,4 + 0,17
Parkia multijuga 16,3 + 0,68 6,3 + 0,19
Parkia pendula 13,4 £ 0,23 9,7 £1,46
Parkia platycephala 12,4 = 0,16 14,8 + 0,03
Swartzia corrugata 19,0 = 0,43 13,6 = 0,43
Swartzia polyphylla 15,4 = 0,44 53 + 0,84

*Estimada pelo método de Kjedahl.
**Estimada pelo método de Bradford.
(n=45, médias seguidas de desvios padrao)

exemplo a precipitagdo cetdnica e por sulfato de aménio em
diferentes saturagdes, tem sido aplicados e proporcionam bom
rendimento de inibidores de proteinases (Pando ez /. 2001;
Gomes et al. 2005; Bhattacharyya e Babu 2009).

O fato ¢ que, a extragio de proteinas das partes verdes
das plantas, diferentemente da extragio nas sementes, ¢ mais
dificil devido aos aspectos quantitativos destas biomoléculas
nos tecidos verdes (cerca de 5% da fitomassa verde), enquanto
que nos tecidos de estocagens das sementes este valor pode
chegar a 40% na base da massa (Pirie 1978).

O resultado dos teores de proteinas soldveis nas folhas
serem préximos dos teores das sementes das mesmas espécies,
de certa forma, tem relevincia para a bioprospecgio de proteinas
especificas como os inibidores de proteinases, considerando a
l6gica da fenologia das espécies e, portanto, a disponibilidade
de material biolégico (folhas) em perfodos constantes ao longo
do ano. Adicionalmente, oito das espécies apresentam folhas
permanentes, quatro as perdem parcialmente e trés perdem
as folhas completamente e, esta troca foliar ¢ demarcada na
Amaz6nia Central pela ocorréncia do perfodo seco geralmente
entre os meses de agosto e setembro de cada ano. Ao contrario
das etapas fenoldgicas de floracio e frutificagao e, por
conseguinte, produgio de sementes, que nem sempre acontecem
com regularidade para uma dada espécie, o padrio de renovagio
foliar das espécies arbdreas na regido tropical é mais previsivel.

A inibi¢ao da atividade da tripsina bovina pelos extratos
foliares variou na ordem de 24 ¢ 81% (Figura 1). Esta grande
variagio entre as espécies sugere a possibilidade de selecionar
as mais eficazes, para melhor exploragio deste potencial.
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Figura 1 - Deteccdo da atividade inibitdria da tripsina bovina em extratos
foliares de 15 leguminosas arbdreas que crescem na Amazonia Central. Cf:
Caesalpinia ferrea; Ce: Caesalpinia echinata; Cc: Cedrelinga cateniformis; Cm:
Copaifera multijuga; De: Dinizia excelsa; Ec: Enterolobium contortisiliquum;
Em: Enterolobium maximum; Es: Enterolobium schomburgkii; LI: Leucaena
leucocephala; Op: Ormosia paraensis; Pm: Parkia multijuga; Ppe: Parkia
pendula; Ppl: Parkia platycephala; Sc: Swartzia corrugata; Sp: Swartzia
polyphylla. (n=45, médias seguidas de desvios padrao)

Os inibidores de tripsina presentes em folhas de E.
maximum e P platycephala, mostraram-se potentes inibidores
desta enzima, sendo, portanto, as espécies com maiores
percentuais inibitérios, de aproximadamente 80%. Em
contraste, E. contortisiliquum e P multijuga foram as espécies
com os menores valores inibitérios para tripsina, cujos
percentuais foram de 24 e 32%, respectivamente.

Estudos realizados com espécies de leguminosas
pertencentes 2 flora amazénica também demonstram a
presenca de inibidores de tripsina nos tecidos vegetais. Nas
sementes de Zachigali plumbea, Caesalpinia ferrea, Sesbania
exasperata, Cedrelinga cateniformis, Swartzia polyphylla e
Peltogyne venosa, os percentuais antitripticos encontrados
foram de 96; 95; 84; 69; 43 e 34%, respectivamente (Bariani
2008; Chevreuil ez al. 2009).

Apesar de estarem altamente concentrados nas sementes
de leguminosas, os inibidores de proteinases também estao
presentes em outros tecidos vegetais, como em folhas de
Entada africana, Senna obtusifolia e Sesbania pachycarpa, bem
como em frutos de Parkia africana e Senna occidentalis, nos
quais foram detectados inibidores de tripsina (Vanderjagt ez
al. 2000). Esses resultados demonstram a ampla distribuicio
dos inibidores nos diferentes tecidos vegetais e, mesmo com
ampla ocorréncia, possivelmente relacionada a mecanismos
de defesa das plantas, a quantidade de inibidores pode variar
entre espécies pertencentes ao mesmo género (Xavier-Filho ez
al. 1989) conforme ilustrado na tabela Tabela 3.

A inibigao da atividade da quimotripsina bovina pelos
extratos foliares também foi varidvel entre as espécies de

leguminosas arbdreas pesquisadas, com valores entre 8 e 63%
(Figura 2).
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Tabela 3 - Atividade inibitoria sobre a tripsina bovina em folhas, comparadas
a0s estudos com sementes da mesma espécie.

Inibigao da atividade da

Espécie tripsina bovina (%) Fonte
Folha Semente
Cedrelinga cateniformis 51 69 Bariani 2008
- . Oliveira et al.
Caesalpinia echinata 47 100 2002
Caesalpinia ferrea 54 95 Bariani 2008
Enterolobium ;
schomburgki 45 63 Chevreuil 2009
Parkia multijuga 35 76 Chevreuil 2009
Parkia pendula 61 100 Chevreuil 2009
Swartzia polyphylla 55 43 Bariani 2008

Atividade inibitéria da quimotripsina (%)
Y

H” L

Figura 2 - Detecgdo da atividade inibitéria da quimotripsina bovina em
extratos foliares de 15 leguminosas arbdreas que crescem na Amazonia. Cf:
Caesalpinia ferrea; Ce: Caesalpinia echinata; Cc: Cedrelinga cateniformis; Cm:
Copaifera multijuga; De: Dinizia excelsa; Ec: Enterolobium contortisiliquum;
Em: Enterolobium maximum; Es: Enterolobium schomburgki, LI: Leucaena
leucocephala; Op: Ormosia paraensis; Pm: Parkia multijuga; Ppe: Parkia
pendula; Ppl: Parkia platycephala; Sc: Swartzia corrugata; Sp: Swartzia
polyphylla. (n=45, médias seguidas de desvios padrao)

: ”HHWHH

cf u Ppl

As espécies com menores percentuais de inibi¢io da
quimotripsina foram E. maximum (8%), E. contortisiliquum
(10%) e S. polyphylla (11%) e, aquelas com valores maiores
foram P multijuga (52%) e P, platycephala (66%), sendo, essas
duas espécies, as Unicas a apresentarem atividade inibitdria
contra a quimotripsina acima de 50% (Figura 2).

De modo geral, nos extratos foliares das espécies estudadas
estdo presentes inibidores de tripsina e quimotripsina.
Contudo, as C. ferrea, C. cateniformis, E. maximum, L.
leucocephala, P pendula, P platycephala, S. corrugata e S.
polyphylla inibiram a tripsina acima de 50%, enquanto a
quimotripsina foi inibida, nesta faixa, apenas pelos extratos

foliares de P multijuga e P platycephala.

Resultados similares demonstram a inibigio diferenciada entre
as enzimas tripsina e quimotripsina, pelos inibidores presentes
no extrato foliar de 7erminalia arjuna, uma espécie pertencente
a familia Combretaceae, onde tais moléculas apresentaram maior

especificidade para a tripsina (Rai ez a/. 2008).
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De modo geral, inibidores de proteinases vegetais
apresentam varia¢io quanto  especificidade inibitéria, onde
os inibidores do tipo Kunitz, por exemplo, sio potentes
inibidores de tripsina e pouco especificos para a quimotripsina

(Garcia et al. 2004; Macedo et al. 2007).

A explicagao para essa diferenca na especificidade de
inibicio enzimdtica tem sido atribuida & formacio do
complexo estdvel entre enzima e inibidor, o qual é dependente
da interagio de aminodcidos presentes no sitio reativo do
inibidor com os aminodcidos do sitio ativo da enzima,
determinando interagio altamente especifica com suas enzimas
proteoliticas alvo (Haq ez al. 2004; 2005).

Desse modo, quando a posi¢io P1 do sitio reativo for
ocupada por um aminodcido lisina ou arginina, o inibidor serd
reconhecido pela tripsina. Porém, se o sitio reativo apresentar
triptofano, fenilalanina, tirosina ou leucina, o inibidor serd
reconhecido pela quimotripsina. Desta forma, dependendo do
tipo de residuo de aminodcido presente no sitio reativo, existe
uma enzima especifica que atua sobre este inibidor (Bode e
Huber 2000; Wesolowska ez al. 2001; Scarafoni ez al. 2008;
Legowska et al. 2009).

Considerando a diferenca de especificidade entre
inibidores de proteinases e enzimas proteoliticas em tecidos
vegetativos distintos, a prospecgio de tais moléculas em
folhas ¢ importante, pois, apesar de encontrar-se em menor
concentracio, esse aspecto pode ser contrabalanceado pela
enorme fitomassa verde e também pela prépria capacidade
das plantas em produzirem sementes.

Portanto, inibidores de tripsina e quimotripsina estio
presentes, diferenciadamente, nos tecidos foliares das espécies
estudadas, sugerindo que outros 6rgaos vegetais, além das
sementes, exibem potencial para aplicagio em futuros ensaios
envolvendo a atividade bioldgica de inibidores de tripsina sobre
insetos, fungos e bactérias, visando prospectar biomoléculas
com potencial de uso sustentdvel da flora Amazdnica.
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