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Resumo

Inibidores de proteinases sdo proteinas ou peptideos capazes de interagir especifica e reversivelmente
com enzimas proteoliticas e sdo amplamente distribuidos no reino vegetal. Este trabalho teve como
objetivos purificar e caracterizar um inibidor de tripsina de sementes de Phaseolus vulgaris L. cultivar
IAC carioca por cromatografia de troca ibnica em DEAE Sepharose e cromatografia liquida de alta
performance (HPLC). O inibidor, nomeado PvTI, exibiu uma massa molecular aparente de 14 kDa em
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e foi capaz de inibir tripsina bovina, mas nédo
quimotripsina. O valor da constante de inibicdo (Ki) contra tripsina bovina foi 3,7 x 108 M. A
sequéncia N-terminal do PvTl, GDDVKSA-CCDTCLCTKSEPPTCRCVDV, apresentou alta
homologia com outros inibidores tipo Bowman-Birk. PvTI exerceu efeito fungistatico sobre Fusarium

moniliforme na concentrag¢do de 500 pg/mL.
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Abstract

Proteinase inhibitors are proteins or peptides capable of specifically and reversibly interact with
proteolytic enzymes and are widely distributed in the plant kingdom. This study aimed the purification
and characterization of a trypsin inhibitor from Phaseolus vulgaris L. cultivar IAC carioca seeds by ion
exchange chromatography on DEAE- Sepharose and high performance liquid chromatography (HPLC).
The inhibitor, named PvTI, exhibited an apparent molecular mass of 14 kDa in sodium dodecy! sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and was capable to inhibit bovine trypsin, but not

chymotrypsin. The value of the inhibition constant (Ki) against bovine trypsin was 3.7 x 108 M. The
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N-terminal sequence of PvTl, GDDVKSA-CCDTCLCTKSEPPTCRCVDV, showed high homology
with other Bowman-Birk type inhibitors. PvTI exerted fungistatic effect on Fusarium moniliforme at

concentration of 500 pg/mL.

Keywords: PvTI, Bowman-Birk, Fusarium.

Introducéo

Inibidores de proteinases sdo proteinas ou peptideos, com massa molecular variando de 6 a 24 kDa,
capazes de interagir especifica e reversivelmente com enzimas proteoliticas e estdo amplamente
distribuidos no reino vegetal, principalmente na familia Fabaceae [1,2]. Podem ser encontrados em
diferentes tecidos da mesma planta, sendo a maior concentragdo em sementes, onde representam 5 a
15% do contetdo de proteinas totais [1,3]. Considerando as caracteristicas de homologia da estrutura
primaria, massa molecular, contetido de residuos de cisteina e especificidade inibitdria, esses inibidores
podem ser classificados em familias de acordo com a classe de enzimas que inibem, sendo
denominados inibidores de serinoproteinases, metaloproteinases, cisteinoproteinases, proteinases
acidas ou inibidores multifuncionais, sendo estes Gltimos capazes de inibir duas ou mais classes
distintas de enzimas [4,5,6]. A classe de enzimas mais estudada e melhor caracterizada, do ponto de
vista fisioldgico, é das serinoproteinases de mamiferos que tem, como principais representantes, as
enzimas tripsina, quimotripsina, elastase e calicreinas [5,6]. A composi¢do e a conformacdo do sitio
reativo sdo determinantes na especificidade desses inibidores por uma classe particular de enzima
permitindo, assim, a formacdo de um complexo especifico e reversivel entre enzima e inibidor [6,7].

As principais familias de inibidores de serinoproteinases sdo Kunitz e Bowman-Birk, que s&o
encontrados em altas concentracdes em sementes de leguminosas [1,6]. Destes, 0s primeiros inibidores
de sementes a terem suas sequéncias de aminoacidos determinadas foram os inibidores de proteinases
tipo Bowman-Birk, conhecidos como BBI, obtidos de feijdo (Phaseolus lunatus) [8] e de soja (Glycine
max) [9]. BBI podem apresentar um ou mais sitios reativos que possibilitam a interagdo destes com
mais de uma molécula de enzima, por exemplo, tripsina e/ou quimotripsina, com massa molecular
variando de 6 a 16 Kda, ressaltando a complexidade da via de sinalizacdo e a importancia evolutiva
desses inibidores [10,11]. Sdo extremamente estaveis, resistentes a variacdes de pH, temperatura e a
protedlise por proteinases, sendo que essa estabilidade pode ser atribuida a presenca de pontes
dissulfeto e a outras interacdes ndo covalentes [5,6].

Esses inibidores de serinoproteinases podem desempenhar varias fung@es nas plantas, entre as quais,
como proteinas de reserva e no mecanismo de defesa contra o atague de insetos e fitopatdgenos [2,12].
Entre estes fitopatdgenos destacam-se, por exemplo, fungos do género Fusarium, que estdo

amplamente distribuidos na natureza e produzem proteinases extracelulares que desempenham um
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papel ativo no desenvolvimento de doengas em muitas espécies de plantas de interesse econémico,
entre as quais, sorgo, milho e a cana de agucar [13,14]. A resposta de defesa da planta, induzida pelo
ataque desses patdgenos, envolve a sintese local de inibidores que podem suprimir a atividade dessas
proteinases [1,15].

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) pertence a familia Fabaceae e constitui uma das principais
fontes de proteinas na dieta humana, sendo muito consumido no Brasil. Embora represente uma fonte
importante de proteinas e outros nutrientes, o feijdo também apresenta uma grande quantidade de
fatores antinutricionais que reduzem a digestdo, dificultando, assim, a absorcdo de nutrientes essenciais
para o organismo. Dentre esses fatores antinutricionais estdo os inibidores proteoliticos, principalmente
aqueles gue inibem proteinases do tipo tripsina e quimotripsina [16,17]. Neste contexto, 0s objetivos
deste trabalho foram purificar e caracterizar um inibidor de tripsina de sementes de Phaseolus vulgaris

L. cultivar IAC carioca.

Materiais e Métodos

Material biol6gico

As sementes maduras de Phaseolus vulgaris L. cultivar IAC carioca foram fornecidas pelo Instituto
Agrondmico de Campinas - IAC, Campinas — SP e o fungo Fusarium moniliforme foi obtido do
Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola, (ESALQ/USP), Piracicaba, SP,
Brasil.

Extracgdo e purificacéo do inibidor

As sementes inteiras e maduras de P. vulgaris L. cultivar IAC carioca foram trituradas em um
moinho analitico até a obtengdo de um material pulverizado. A farinha das sementes (30 g) foi
homogeneizada em solu¢do de NaCl 0,15M 10% (p/v) e mantida sob agitacdo durante duas horas, a
temperatura ambiente. A suspenséo foi centrifugada a 6000 rpm durante 20 minutos a 4° C, filtrada, e
0 sobrenadante, ap0s didlise e liofilizacdo, foi o material utilizado na etapa de purificac&o.

O extrato bruto (5 ml) foi aplicado em uma coluna de troca i6bnica DEAE Sepharose (27 x 1,8 cm),
previamente equilibrada com tampéo Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0. A eluicdo foi realizada com gradiente
linear (tampé&o Tris-HCI 0,05 M/NaCl 0 - 0,5 M, pH 8,0) com um fluxo de 30 mL/h, sendo coletadas
fracBes de 3 mL. Os ensaios para monitorar o inibidor foram realizados utilizando tripsina pancreatica
bovina ativa, tal como determinado por titulagdo fotométrica do sitio ativo por p-nitrofenil
p'guanidinobenzoate-(NPGB), de acordo com Chase & Shaw [18]. As fracfes com atividade inibitoria
foram reunidas, dialisadas contra agua destilada, liofilizadas e utilizadas em uma etapa posterior de
purificacdo em cromatografia liquida de fase reversa HPLC. O inibidor parcialmente purificado (500

ug) foi aplicado em uma coluna p-Bondapack C18 (3,9 x 30 cm), equilibrada em solucgdo de TFA 0,1%
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em agua filtrada no sistema milli Q (solvente A) e eluidos com TFA 0,1% em acetonitrila (solvente B).
A absorbancia foi monitorada em 280 nm. As fragfes com atividade inibitdria foram liofilizadas para
serem analisadas em eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE e para determinacdo da

sequéncia N-terminal.

Dosagem de proteinas
A concentracdo de proteinas foi determinada de acordo com o método descrito por Bradford [19],

utilizando BSA como padrao.

Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

O gel de poliacrilamida foi realizado segundo o método descrito por Laemmli [20] em um sistema
descontinuo com gel de separagdo 12,5%, pH 8,8 e gel de concentracdo 5%, pH 6,8. Os géis, depois de
retirados das placas, foram corados com Coomassie brilliant blue R 250 durante 2 horas e descorados

em solugdo de &cido acético glacial, metanol e agua, na proporg¢éo de 1:4:5 (V/V/v).

Sequenciamento amino terminal

A sequéncia amino terminal do PvTI foi determinada em um sequenciador automatico de Edman
[21] (modelo Applied Biosystems 477A). Os PTH (feniltiohidantoina) aminoacidos foram identificados
em um analisador de aminoédcidos modelo 120A, baseado no tempo de retencdo dos 20 PTH

aminoacidos padrdo. A pesquisa da homologia foi realizada usando a base de dados SWISS-PROT.

Caracterizagdo da atividade dos inibidores:

Medida da inibigdo sobre tripsina bovina

Para um volume final de 2,0 mL, a mistura de pré- incubag&o foi tampéo Tris/HCI 12,5 mM, pH 8,0,
tripsina 4,17 pg (dissolvida em HCI 1 mM) e diferentes concentragdes dos inibidores. A pré-incubacao
ocorreu durante 10 minutos a 37° C. Decorrido o tempo descrito, o substrato cromogénico N-benzoil-L-
arginina-p-nitroanilida (BAPNA 0,5 mM) foi adicionado e a incubacdo prosseguiu por mais 30 minutos
a 37° C. A reacdo foi interrompida pela adicdo de acido acético 30% (v/v) e a hidrdlise do substrato
pela enzima foi acompanhada fotometricamente a 405 nm. O célculo da atividade inibitoria foi
realizado pela determinacdo da atividade residual da tripsina no ensaio. A constante de inibicdo da
tripsina bovina e do inibidor foi calculada assumindo-se o mecanismo de inibig&o do tipo "slow tight-

binding" Morrison [22]. Os dados foram analisados no programa computacional Enziftter.
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Estudo de inibi¢ao do crescimento micelial de Fusarium moniliforme

O ensaio foi realizado em placas de Petri (90 mm de didmetro) com o inibidor de tripsina em meio
BDA (batata, dextrose e aveia), com trés repeticdes. O inibidor (500 pg) foi diluido em &gua
esterilizada e a solucdo foi filtrada em filtro Millipore 0,22 um em ambiente estéril. Posteriormente,
esta solucédo foi adicionada ao meio quente (aproximadamente 70°C) e foram vertidos 20 mL de meio
por placa. Discos de 6 mm da cultura do fungo foram colocados sobre o meio solidificado. As placas
foram mantidas a 28 °C no escuro e foram feitas medicGes diarias. Quando o controle atingiu o

diametro total da placa o experimento foi interrompido.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato bruto obtido de sementes maduras de P. vulgaris cultivar IAC Carioca, que apresentou
atividade inibitdria para tripsina pancreatica bovina, foi aplicado em uma coluna de troca iénica DEAE
Sepharose e o perfil cromatogréfico pode ser analisado na figura 1. Foram obtidos trés picos, sendo que
o0 terceiro pico foi o que apresentou atividade inibitéria para tripsina. Este material, apds dialise e
liofilizacéo, foi aplicado em uma coluna de fase reversa HPLCs, que resultou em quatro picos, sendo o
pico majoritario, eluido com o tempo de aproximadamente 45 minutos, o que apresentou atividade de

inibicdo, conforme mostrado na figura 2.
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Figura 1. Cromatografia de troca idnica do extrato bruto em coluna de DEAE-Sepharose (1,8 x 27 cm),
previamente equilibrada com tampéo Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0. Fuxo de 30 mi/hora e eluicdo com um
gradiente linear (tampdo Tris-HCI 0,05 M/NaCl 0 - 0,5 M, pH 8,0).
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Figura 2. Cromatografia em fase reversa HPLCis da fragdo ativa da DEAE- Sepharose usando um
gradiente linear de 0-100% de solvente B. Solvente A: 0.1% (v/v) TFA, solvente B: 66% (v/v)

acetonitrila em solvente A. Fluxo: ImL/min. As fragdes foram monitoradas a 280 nm.

Os procedimentos cromatograficos utilizados para purificacdo do inibidor foram satisfatorios, uma
vez que a analise em SDS-PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢fes desnaturantes)
revelou a presenca de uma Unica banda de massa molecular aproximadamente 14 kDa, para o inibidor
denominado PvTI, conforme mostrado na figura 3. Além do acompanhamento do grau de purificacdo
dos inibidores, a eletroforese em gel de poliacrilamida permitiu determinar a massa molecular aparente
do inibidor de tripsina. De acordo com o perfil eletroforético, pode-se observar que a massa molecular
do PvTI foi mais alta do que valores encontrados na literatura para inibidores pertencentes a familia
Bowman-Birk, comumente denominados de BBI, que apresentam massa molecular variando de 8 a 10
kDa [11]. Por outro lado, inibidores BBI com massa molecular acima de 10 kDa foram relatados e

purificados de sementes de Cratylia mollis [23] e Phaseolus vulgaris cv “Brown Kidney bean” [5].
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Figura 3. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12,5%): M, marcadores de peso
molecular: albumina sérica bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbdnica (29 kDa),
inibidor de tripsina (20 kDa) e a-lactoalbumina (14 kDa); aprotinina (6,5 kDa). Linhas 1 e 2: 10 pg do

material obtido da DEAE-Sepharose e fase reversa HPLC;s, respectivamente.

A sequéncia amino terminal, apresentada na figura 4, mostrou que PvTI esta relacionado com a
familia Bowman Birk, visto que o mesmo apresentou 100% de homologia com a sequéncia amino
terminal do inibidor BBI de Vicia faba [24] e alta homologia com os outros inibidores pertencentes a
esta familia, isolados de sementes de outras leguminosas como Vicia angustifolia [25]; Glycine max

[26]; Phaseolus vulgaris [27] e Pisum sativum [28].
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Figura 4. Comparacdo das sequéncias N-terminal de inibidores Bowman-Birk. PvTI (BBI_CARI);
IBB_VICFA (Vicia faba); IBB_VICAN (Vicia angustifolia); IBB1_SOYBN (Glycine max);
IBB_PHAVU (Phaseolus vulgaris); IBBA_PEA (Pisum sativum). As sequéncias homologas estéo
destacadas em cinza. Os residuos de cisteina estdo em preto. Alinhamento da seqiiéncia maltipla com
banco de dados SWISS-PROT.
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Estudos de anélise filogenética revelaram que inibidores de proteinases pertencentes a familia
Bowman-Birk, isolados de plantas leguminosas, sdo estruturalmente bem conservados, caracterizados
pelo alto contelido de cisteina, com poucas diferencas durante sua evolucdo [29]. Estes dados indicam
que existe uma relagdo entre as familias de inibidores proteoliticos encontradas em sementes de
leguminosas e o grau de evolugdo dessas plantas, onde os inibidores sdo mais frequentes na subfamilia
mais evoluida, a Faboideae [11, 29].

PvTI foi capaz de inibir tripsina bovina e a constante de dissociagdo do complexo foi medida pela
determinagdo da atividade residual da enzima, apos a incubagdo com diferentes concentragGes do
inibidor. O valor de Ki obtido, 3,7 x 10® M, indicou alta afinidade para tripsina, sendo essa
especificidade comparada aquela de inibidores de tripsina isolados de Cratylia mollis [23], Phaseolus
vulgaris cv “Brown Kidney bean” [5] e Vicia faba cv. Egypt [30]. O inibidor ndo foi capaz de inibir
quimotripsina bovina, assim como inibidores BBI isolados de sementes de Cratylia mollis [23] e
Lupinus albus [31].

Os inibidores de proteinases possuem um papel relevante no mecanismo de defesa contra
fitopatdgenos [2,12]. Os resultados preliminares, apresentados na figura 5, mostraram que PvTI
exerceu efeito fungistatico sobre o crescimento micelial do fungo fitopatogénico Fusarium moniliforme
e provocou alteragGes em sua morfologia. Lopes et al. [32] isolaram inibidores de tripsina de sementes
de Acacia plumosa que foram capazes de inibir o crescimento dos fungos Aspergillus niger,
Colletotrichum sp e Fusarium moniliforme. Resultados similares foram obtidos por Ye et al.[33], com
um inibidor de tripsina e quimotripsina tipo Bowman-Birk isolado de Vicia faba, que apresentou
atividade antifungica contra Fusarium oxysporum, Mycosphaerella arachidicola e Botrytis cinerea. De
acordo com Lopes et al. [32], o mecanismo de acdo pode estar relacionado com a inibicdo de
serinoproteinases que sdo liberadas para o meio durante o processo de nutricdo desses fungos, o que

impede o seu desenvolvimento.

: B

Figura 5. Ensaio antifungal.  (A) Controle. Fusarium moniliforme sem inibidor; (B) Fusarium

moniliforme + PvTI (500 pg/ml).
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Conclusao

Neste estudo foi purificado um inibidor de tripsina de sementes de Phaseolus vulgaris cultivar IAC
carioca (PvTI), ativo contra enzima do tipo tripsina, e que apresentou uma banda polipeptidica Unica
de massa molecular aparente de 14 kDa, em SDS-PAGE. A sequéncia amino terminal do PvTI
apresentou alta homologia com inibidores do tipo Bowman-Birk isolados de outras espécies de
leguminosas. O inibidor apresentou atividade fungistatica sobre Fusarium moniliforme e esse
resultado, embora preliminar, pode ser promissor na busca por um bioproduto que possa ser utilizado

contra fungos fitopatogénicos que atacam plantas economicamente importantes.
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