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RESUMO

Sementes de espécies do género Hevea revelam-se como promissora fonte de substancias para
aplicacdo biotecnoldgica, com énfase para proteinas, exibindo teores da ordem de 15 a 20% na
base de massa. Portanto, estudos sobre a caracterizagdo e aplicabilidade de algumas classes
protéicas como os inibidores de proteases oriundos de sementes de Hevea reforgam
as expectativas de obtencdo de conhecimentos cientificos voltados para a aplicagdo na
bioindustria de produtos prospectados na flora Amazoénica. Considerando a heterogeneidade
das espécies de Hevea ¢ a importancia biotecnologica dos inibidores, o objetivo deste trabalho
foi purificar parcialmente inibidores de proteases presentes em  sementes
de Hevea brasiliensis e Hevea spruceana. As sementes foram coletadas em dois sitios florestais
no Acre (Parque Zoobotanico ¢ Embrapa, Rio Branco -AC), conduzidas para o Laboratorio de
Fisiologia e Bioquimica Vegetal — INPA onde foram beneficiadas, em seguida, parte das
sementes foram liofilizadas e trituradas em moinho analitico de facas, até a obtengao de material
finamente pulverizado. Nestas amostras foram removidos os lipideos, para ndo haver
interferéncia nas extragdes de proteinas. Outra parte das sementes foram colocadas para semear
afim de se monitorar os teores dos inibidores nos estadios germinativos. A partir da obtengao
do extrato proteico, foi realizado o teste de estabilidade do inibidor a temperatura e,
posteriormente, foi realizado o teste de atividade de inibi¢do de tripsina,quimotripsina,papaina
e bromelaina. Os inibidores de tripsina estdo presentes nos extratos proteicos provenientes de
sementes de gendtipos selvagens de H. brasiliensis ¢ H. spruceana, as diferencas da atividade
inibitoria podem estar associadas aos diferentes estadios de germinacdo, uma vez que as
especies mostraram alta atividade nas sementes quiescentes. Os inibidores testados ndo sao
moléculas termoestaveis, possuem estabilidade proxima de 30 a 40 °C. Mediante a
cromatografia de afinidade ,as duas especies apresentaram resultados expressivos para os teores
desta classe de proteinas. Com registro importante para H. spruceana que se destacou pela alta
atividade inibitéria e maior rendimento proteico, provavelmente, por possuir grande quantidade
de inibidores proteoliticos, quando comparado a espécie H. brasiliensis que apresentou baixa

atividade inibitoria.

Palavras-chave: Germinagdo; cromatografia de afinidade; inibidores de tripsina Hevea;

termoestabilidade.



ABSTRACT

Seeds of species of Hevea genus are a promising source of substances for biotechnological
application, with emphasis on proteins, with contents in the order of 15 to 20% in mass basis.
Therefore, studies on the characterization and applicability of some protein classes such as
protease inhibitors from Hevea seeds reinforce the expectations of obtaining scientific
knowledge for the application in bioindustry of products prospected in the Amazonian flora.
Considering the heterogeneity of Hevea species and the biotechnological importance of
inhibitors, the objective of this work was to partially purify protease inhibitors present in Hevea
brasiliensis and Hevea spruceana seeds. The seeds were collected in two forest sites in Acre
(Parque Zoobotanico and Embrapa, Rio Branco -AC), taken to the Laboratory of Physiology
and Plant Biochemistry - INPA where they were processed, then, part of the seeds were freeze-
dried and ground in analytical knife mill, until obtaining finely pulverized material. In these
samples the lipids were removed so as not to interfere in the protein extractions. Another part
of the seeds were placed for sowing in order to monitor the contents of inhibitors in the
germinative stages. Once the protein extract was obtained, the inhibitor stability test was
performed at temperature, and afterwards, the trypsin, chymotrypsin, papain and bromelain
inhibition activity test was performed. The trypsin inhibitors are present in the protein extracts
from seeds of wild genotypes of H. brasiliensis and H. spruceana, the differences of the
inhibitory activity can be associated to the different germination stages, once the species
showed high activity in the quiescent seeds. The tested inhibitors are not thermostable
molecules, having stability near 30 to 40 °C. By affinity chromatography, both species showed
significant results for the contents of this class of proteins. With important register for H.
spruceana that stood out for the high inhibitory activity and higher protein yield, probably, for
having large amount of proteolytic inhibitors, when compared to the species H. brasiliensis that

showed low inhibitory activity.

Key-words: Germination; affinity chromatography; Hevea trypsin inhibitors; thermostability.
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1 INTRODUCAO

A familia Euphorbiaceae, possui aproximadamente cerca de 8.000 espécies divididas
em 334 géneros, de habitats e habitos diferentes, representando uma das principais familias da
flora brasileira, ¢ uma das mais complexas do ponto de vista taxonomico. Entre suas
caracteristicas botanicas temos a presenca de substancias latescentes (SECCO et al., 2008). O
género Hevea ¢ composto de 11 espécies conhecidas, apresentam como caracteristicas
morfoldgicas principais: folhas trifoliadas, presenca de inflorescéncias, frutos esquizocarpicos
tricota com trés sementes, sendo os principais caracteres de facil identificacdo, os frutos e as
sementes (BARROSO et al., 1990).

Dentre os 6rgdos e tecidos vegetais com potencial para prospeccdo de biomoléculas, que
temcomo objetivo desenvolver novas matérias-primas para fins industriais, destacam- se as
sementes, por constituirem uma das principais fontes de reservas (proteinas, lipideos e
carboidratos). As sementes de Hevea brasiliensis possuem a composicdo bioquimica bem
relacionada com a logicados processos fisiologicos de sementes recalcitrantes, em particular,
no que se refere a sintese e degradacdo dos seus metabolitos primarios. Mas, as aplicagdes
agroindustriais e ecoldgicas ainda precisam ser melhor investigadas com vista na conservacao
e uso da diversidade do material genético das espécies do género Hevea (GONCALVES et al.,,
2002; BEWLEY et al., 2013; ROSCHAT et al., 2017).

Estudos tém sido realizados buscando aprimorar cada vez mais a produgdo de latex
natural,com énfase no metabolismo secundario, onde os programas de melhoramento genético
comecaram a estudar diferentes performances de clones mais produtivos e tolerantes a diversas
doengas da seringueira, como doengas fiingicas foliares e a seca do painel. Iniciaram-se também
alguns estudos com sementes, uma vez que € a principal fonte de producdo de porta-enxertos
para o processo de propagacdo da enxertia seringueira, visto que para formar o porta-enxerto,
base da seringueira, sdo utilizadas sementes selecionadas de Hevea brasiliensis. O tronco,
chamado de painel, vem da enxertia de um clone de outra seringueira dessa mesma espécie,
comprovadamente produtiva em latex. Por fim, a copa ¢ oriunda de clone resistente ao mal-das-
folhas, resultado de cruzamentos entre seringueiras das espécies Hevea guianensis, Hevea
pauciflora e Hevea rigidifolia (L1 et al., 2016; ROSCHAT et al., 2017).

Estudos mais direcionados para o metabolismo primario tém apontado que as sementes
de Euphorbiaceae sdo fontes de proteinas conhecidas como inibidores de proteases, onde sua
massa molecular pode variar de 13 a 25 kDa (BANGRAK E CHOTIGEAT, 2011;
BUNYATANG et al.,2012). Com o avango dos estudos, diversas proteinas apresentaram-se

como fontes das mais variadas atividades exercidas pela humanidade, seja de ambito ambiental,
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na sade humana ou nos diversos tipos de industrias. Hoje, diversos sdo os exemplos de estudos
bem-sucedidos que conseguiram aplicar proteinas provindas de diferentes fontes nas areas ja
citadas (KHODAEI et al.,2021; MATHIEU et al., 2021; NAING et al., 2019; MALECKI et al.,
2021).

Os Inibidores de Proteases sdo proteinas capazes de bloquear reversivel ou
irreversivelmente a atividade catalitica de enzimas proteoliticas, por meio da formacdo de um
complexo estavel entre enzima-inibidor, a partir de interagdes entre os aminoacidos presentes
no sitio reativo do inibidor, com os aminoacidos do sitio ativo da enzima, determinando uma
interacdo altamente especifica com suas enzimas alvo (MACEDO et al., 2011). Além da
importante fungdo como reguladores enzimaticos durante o processo germinativo de sementes,
os inibidores de proteases também tém sido associados a0 mecanismo de defesa vegetal contra
o ataque de insetos e patdgenos, uma vez que sao responsaveis por inibir/desativar enzimas
digestivas ou hidroliticas de pragas e patogenos (KUHAR et al., 2012; MAGNI et al., 2012). Em
todos os organismos, sejam células, bactérias, virus, animais, plantas e o proprio corpo humano,
essas moléculas representamuma maneira agil e eficaz de controlar a atividade de proteases,
onde as enzimas necessitam de umequilibrio para efetuar a protedlise de forma controlada
(COTABARREM et al., 2020).

Nas plantas, os inibidores de proteinases foram bastante estudados, uma vez que sao
metabolicamente importantes devido as fungdes que desempenham, podendo atuar como
reguladores de proteinases durante o processo germinativo, como proteinas de reserva servindo
como fonte de enxofre e nitrogénio, além de participarem do mecanismo de defesa contra o
ataquede insetos, pragas e microrganismos. Em sementes, tubérculos e outros tecidos de
armazenamentode plantas, os inibidores de proteinases representam cerca de 10% do teor total
de proteinas, fornecendo as fontes de Carbono, Nitrogénio ¢ Enxofre necessario durante a
germinagdo (MOSOLOV E VALUEVA, 2005; HARTL et al., 2011; SABOTIC E KO, 2012;
COTABARREM et al., 2020).

Alguns estudos de IPs de seringueira tém sido realizados, como de Sritanyarat et al.
(2006) que purificaram 3 IP do latex de H. brasiliensis (RRIM 600), que sdo induzidas por
ferimentos. Além disso, Bangrak e Chotigeat (2011), clonaram um gene inibidor de protease da
cisteina, do mRNA extraido do latex da borracha (RRIM 600) induzido por um patégeno da
seringueira Phytophthora palmivora. Nesse contexto, as sementes de diferentes espécies de
Hevea sdo promissoras como fonte de inibidores de proteases para aplicagdes biotecnoldgicas,
ao que se refere a sua agdo contra agentes fitopatogénicos, uma vez que foi detectada atividade

de inibidores de tripsina e quimotripsina em sementes de H. brasiliensis ( BUNYATANG et al.,
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2012).

Portanto, nesta pesquisa hipotetizamos que sementes de diferentes espécies de
Hevea sintetizam inibidores, isto ¢ a presenca dessas proteinas ocorre de forma mais abrangente
no género Hevea. Com isso, pesquisas envolvendo a busca de inibidores de proteases em
sementes associadas as defesas das plantas sdo essenciais, pois podem ampliar as bases
conceituais do metabolismo e potencial de aplicacdo das sementes, propiciando a identificagao

de moléculas bioativas pertencentes a flora amazdnica.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Caracterizar inibidores de protease presentes em sementes de Hevea brasiliensis e

Hevea spruceana.

2.2 Objetivos especificos
e Determinar a quantidade de proteinas presentes em sementes de Heveabrasiliensis e
Hevea spruceana;
e Avaliar a atividade de inibi¢do proteolitica;
e Determinar a estabilidade das enzimas proteoliticas;

e Purificar parcialmente os inibidores de tripsina, por meio da cromatografia de afinidade.

3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Género Hevea

O género Hevea, pertencente a familia Euphorbiaceae, apresenta 11 espécies
reconhecidas e de origem amazonica, concentradas em grandes areas da Amazonia Brasileira e
extremos da Amazodnia Internacional, presentes em paises como Bolivia, Coldémbia, Guiana,
Guiana Francesa, Peru, Suriname ¢ Venezuela (SECCO et al. 2012; DE SOUZA,2018). Dentre
as espécies do género a que mais se destaca ¢ a Hevea brasiliensis que apresenta melhor
producdode latex comercial e borracha natural (GIREESH et al.,2017).

O aproveitamento das seringueiras como produto comercial, tem levantado uma serie
de pesquisas com o objetivo de melhorar sua produgdo, uma vez que sdo o foco constante de
patologias foliares, condi¢des ambientais ¢ a produgio de latex. (GALVAO et al.,2016). Com
isso, estudos estdo sendo voltados para a propagacdo de clones mais produtivos, resistentes ¢
tolerantes a doengas fungicas foliares, uma vez que essa espécie ¢ propagada, principalmente,

via enxertia. Porém ainda s3o necessarios o uso de sementes no processo germinativo para a
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formacdo dos porta-enxertos (GARCIA e VIEIRA, 1994).

As sementes apresentam um papel importante para a propagagdo dessa espécie, e de
acordo com Carvalho (2017), as reservas lipidicas de sementes selvagens de Hevea brasiliensis
chegam a 52%, em contrapartida as sementes de clones apresentam percentual de 42%, o que
leva a reconhecé-las como sementes oleaginosas, pela alta fracdo de lipideos e pela tendéncia
dessas reservas diminuirem a partir da degradacdo de triacilglicerdis nos estadios da

germinagao.

3.2 Inibidores de protease

Os inibidores de protease que possuem origem vegetal tém sido bastante estudados e
caracterizados devido aos seus aspectos estruturais e funcionais, e dentre os inibidores mais
estudados estdo incluidos os que afetam diretamente as serino e cisteinoproteases
(RICHARDISON,1991; BHATTACHARYYA et al., 2007). No entanto, novas familias tém
sido criadas devido as novas descobertas com inibidores que apresentam distintas sequéncias e
propriedades bioquimicas (RAWLINGS et al., 2010; OLIVEIRA,2011).

Estudos sobre proteases de plantas e seus inibidores proteicos tém aumentado nas
ultimas décadas. Grande parte deles visa identificar caracteristicas fisiologicas e bioquimicas
importantes para o entendimento de diversos mecanismos moleculares. Esses inibidores sdo
moléculas que inibem a agdo das proteases. Tais moléculas classificam-se pelo mecanismo de
acdo que apresentam ou pelo tipo de protease que inibem Uma das aplicagcdes bem elucidadas
dos inibidores de proteases de plantas é seu uso no controle de patdégenos e pragas. Nesse
campo, destacam-se os inibidores de tripsina (BENDRE et al.,2018).

Os inibidores de protease sao moléculas capazes de reduzir a velocidade de uma reacgao
catalisada por uma enzima, o que resulta na constru¢do de um complexo estavel que causa um
efeito reversivel ou irreversivel em toda a sua atividade catalitica, através da
complementariedade do sitio reativo do inibidor ao sitio ativo da enzima (HABIB e
FRAZILI2007; JOSHI et al., 2013). A formag¢ao desse complexo entre enzima ¢ inibidor ¢
dependente da interacdo dos aminoacidos, sendo entdo uma interacdo especifica com as
enzimas. Essas moléculas sdo consideradas estaveis sendo elas resistentes a variagdo de

temperatura e pH (JOSHI et al., 2013; SILVA,2010).
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Figura 1. Formagao de complexo estavel entre enzima (cisteinoproteases) e inibidor.
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Fonte: (Chevreuil, L. R., 2014).

Em muitas espécies de plantas essas proteinas estdo presentes em altas concentragdes
representando de 5 a 15% do contetido de proteinas totais (BHATTACHARY YA et al., 2006;
SHEE e SHARMA ,2008). As proteases sdo divididas em 4 classes que sdo: Serinoproteases, onde
se encontram as enzimas tripsina € a quimotripsina), cisteino, aspartico e metaloproteases. Os
inibidores, por sua vez, sdo classificados de acordo com as enzimas que inibem. Além disso esses
inibidores de serinoproteases sdo encontrados com grande frequéncia em varias espécies de
plantas e em diferentes tecidos desta mesma planta, por isso sao os mais estudados com destaque
para os inibidores do tipo Kunitz e Bowman-Birk(BHATTACHARY YA et al., 2007; PRASAD
et al., 2010; KLOMKLAO et al.,2011).

Inibidores do tipo Kunitz, ocorrem predominantemente nas familias botanicas de
Fabaceae, Euphorbiaceae, Solanaceae e Gramineae, podendo ser encontrados em todas as partes
das plantas. Segundo a literatura esses inibidores apresentam cadeia polipeptidica tinica com
massamolecular em torno de 20 kDa. (PRASAD et al.,2010; KLOMKLAO et al., 2011).
Os inibidores de Bowman-Birk também s3o encontrados nas seguintes familias botanicas,
sendo elas a Fabaceae, Euphorbiaceae, Solanaceae e Gramineae, sdo caracterizados por
apresentarem massa molecular em torno de 8 a 10 kDa e pela presenga, de dois dominios ou
sitios inibitorios, em alguns casos ¢ possivel ser encontrado com 3, 4 ou 8 dominios

(RICHARDSON,1991; ZHOU et al.,2008; PRASAD et al., 2010; KUMAR e GOWDA, 2013).

4 MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa ¢ de natureza aplicada, com abordagens qualitativa, fins descritivos



18

e comprocedimentos experimentais, de acordo com o estudo de PROVDANOV ¢ FREITAS
(2013).

Figura 2. Fluxograma das principais etapas metodologicas.
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4.1 Area de coleta
O presente estudo foi realizado no Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica Vegetal

(LFBV), situado no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia — Campus III (INPA/V8)
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situado na cidade de Manaus, Amazonas.

4.2 Obtenc¢ao do material vegetal

As sementes de Hevea brasiliensis e Hevea spruceana, foram coletadas no Parque
Zoobotanicoda Universidade Federal do Acre (UFAC) e na Embrapa, ambos situados em Rio
Branco — AC, em seguida foram conduzidas para o Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica

Vegetal, INPA-LFBV/Campus III.

4.3 Germinaciao das sementes

As sementes, apoOs assepsia em hipoclorito de sédio 2% durante 2 minutos, foram
acondicionadas em bandejas plasticas utilizando areia lavada como substrato e, colocadas para
germinar em casa de vegetagdo a temperatura ambiente em torno de 29 e 30 °C, com
acompanhamento e contagem diaria. Apds serem postas para semear, foi feita a coleta de 10
sementes em cada estadio estudado, sendo eles: Semente quiescente (SQ); Semente embebida
(EM); Primordios radiculares (PR); Raizes (R); Epicotilo (EP); Edfilo (EO). Totalizando 60
sementes. Essas sementes foram coletadas, lavadas e submetidas aos mesmos procedimentos

de congelamento que as demais sementes quiescentes previamente reservadas.

4.4 Beneficiamento das sementes

A preparagdo das amostras consiste na retirada dos tegumentos (testa e tégmen) das
sementes,apds isso serdo liofilizadas e trituradas em moinho de facas analitico, até a obtengdo de
material finamente pulverizado. As amostras trituradas foram tratadas com Hexano na
proporgdo de 1: 6(m/v) para a retirada dos lipideos. Apds quatro trocas em intervalos de 12 h,

o Hexano ¢ removido e o material seco por 24 h a 30 °C sob fluxo de ar forgado.

4.5 Extracio de Lipideos

A extracdo dos lipideos para a obten¢do da massa seca ¢ desengordurada, foi feita
segundo o método modificado de Soares et al. (2015). Onde os tecidos liofilizados sdo
triturados em moinho analitico (Cadance, modelo MDR302) até serem obtidos 50 g de
material finamente pulverizado. O tratamento ird prosseguir com a adi¢cao de 20 mL do extrato
Hexano (Sigma) em temperatura ambiente (25 °C) a amostra pulverizada. A mistura obtida sera
entdo homogeneizada em agitador magnético (Iuchi, modelo HPS-100P) durante 2 h e
submetida a precipitacdo por 30 min. O precipitado coletado sera acondicionado em tubos

Falcon para secagem em estufa durante 24 h a 30 °C, objetivando-se a vaporizagao do extrator
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¢ obten¢do da massa seca.

4.6 Extracio e quantificacido de proteinas soluveis

O material finamente pulverizado, proveniente das sementes desengorduradas, foi
submetido a extracdo salina em Tris HC1 50 mM pH 7,5 contendo NaCl 0,15M (10% p/v). A
extracdo acontece sob homogeneizagdo durante 2 h a temperatura ambiente (26 + 3 °C), seguida
de centrifugacdo a 10.000 rpm durante 20 minutos a 6 °C. O sobrenadante sera dialisado contra
agua destilada durante 72 h, para retirada do sal, e liofilizado, resultando no extrato proteico

S€CO.

4.7 Determinacao de atividades inibitorias
4.7.1. Detecciio de temperatura 6tima

A determinagdo da temperatura 6tima para o ensaio sera realizada utilizando 50 mg da
farinhadesengordurada, diluida em 100 pL de Tampao Tris HCl 50 mM pH 7,5 as amostras
serdo vortexizadas e submetidas a temperaturas crescentes de 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60,70,80,90

e 100°C em banho-maria. Todos os testes serdo realizados em triplicatas.

4.7.2 Detecciio da atividade proteolitica total

A atividade proteolitica total foi estimada a partir de ensaio enzimatico contendo 300 pl
(50 mg/mL em acetato de sodio 50 mM pH 5,0) das amostras de material fresco, que serdo pré-
incubadas com 40 pl de DTT 3 mM durante 10 min a 37 °C, 200 pl de azocaseina 1 % e o
volume ajustado para 500 pl com tampao acetato de sodio 50 mM pH 5,0. Ap6s 60 min a 37
°C, a reagdo sera paralisada com adigdo de 300 pl de 4cido tricloroacético (TCA) 10 %. E
utilizado controle positivo com enzima tripsina e branco contendo o meio de reacdo com adigao
da azocaseina apoés a paralisa¢do da reagdo. Os tubos serdo centrifugados (10.000 rpm por 10
minutos 25 °C) e 400 pL do sobrenadante sera alcalinizado com 400 pL de uma solucdo de
Hidroxido de Sodio 2 N, e a absorbancia medida por espectrofotometro (Ultrospec 1000

Amersham Pharmacia) a 420 nm.

4.7.3. Detec¢io da atividade de inibicio da Tripsina

A inibigdo da tripsina foi detectada por meio de ensaio enzimatico contendo 290 pL de
Tampéao Tris HCI 50 mM pH 7,5; 10 pL de solucdo de tripsina (0,1 mg/mL, Sigma) e 200 puL
da amostra. A mistura foi pre-incubada durante 30 minutos a 37 °C e, em seguida, acrescentou-

se 200 uL do substrato de Azocaseina (Sigma) 1 %, prosseguindo a incubagéo por mais 30 minutos
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a 37 °C. Apos 60 minutos a 37 °C, a reagdo sera paralisada com a adi¢io de 300 pL de Acido
tricloroacético (TCA) 10 %, onde apos essa paralisacdo, serd adicionado azocaseina no branco
da reagdo. Os tubos serdo centrifugados (10.000 rpm por 10 minutos 25 °C) e 400 uL do
sobrenadante sera alcalinizado com 400 plL de uma solugdo de Hidroxido de Sodio 2 N. A
absorbancia serd medida em espectrofotometro (Ultrospec 1000 Amersham Pharmacia) a 420
nm. O ensaio foi realizado em triplicata e, para cada amostra, ensaios controles foram
conduzidos com os mesmos reagentes, diferindo na ordem de adi¢do do substrato, que foi
introduzido quando as reagdes foram interrompidas. O calculo da atividade inibitoria foi obtido
a partir da determinacdo da atividade residual da tripsina no ensaio, de acordo com Erlanger et

al., (1961).

4.7.4 Deteccao da atividade de inibicado da Quimotripsina

A inibi¢do da quimotripsina foi detectada por meio de ensaio enzimatico contendo 290
uL de Tampao Tris HC1 50 mM pH 7,5; 10 pL de solucao de quimotripsina (0,2 mg/mL, Sigma)
e 200 puL da amostra. A mistura foi pr-e-incubada durante 30 minutos a 37 °C e, em seguida,
acrescentou-se 200 pL do substrato de Azocaseina (Sigma) 1 %, prosseguindo a incubagdo por
mais 30 minutos a 37 °C. Apods 60 minutos a 37 °C, a reagdo sera paralisada com a adi¢do de
300 pL de acido tricloroacético (TCA) 10 %, onde apds essa paralisacdo, sera adicionado
azocaseina no branco da reacdo. Os tubos serdo centrifugados (10.000 rpm por 10 minutos 25
°C) e 400 pL do sobrenadante sera alcalinizado com 400 pL. de uma solugdo de Hidroxido de
Sédio 2 N. A absorbancia sera medida em espectrofotometro (Ultrospec 1000 Amersham
Pharmacia) a 420 nm. O ensaio foi realizado em triplicata e, paracada amostra, ensaios controles
foram conduzidos com os mesmos reagentes, diferindo na ordem de adi¢do do substrato, que
foi introduzido quando as reagdes foram interrompidas. O calculo da atividade inibitoria foi
obtido a partir da determinag@o da atividade residual da quimotripsina no ensaio, de acordo com

Erlanger et al., (1961).

4.7.5. Detec¢io da atividade de inibicio da Papaina

A inibigdo da papaina foi detectada por meio de ensaio enzimatico contendo 290 pL de
Tampao Tris HCI 50 mM pH 7,5; 10 uL de soluc@o de papaina (0,1 mg/mL, Sigma) ¢ 200 uL
da amostra. A mistura foi pre-incubada durante 30 minutos a 37 °C e, em seguida, acrescentou-
se 200 uL do substrato de Azocaseina (Sigma) 1 %, prosseguindo a incubagéo por mais 30 minutos
a 37 °C. Apos 60 minutos a 37 °C, a reacdo sera paralisada com a adigdo de 300 puL de acido

tricloroacético (TCA) 10 %, onde apos essa paralisacdo, serd adicionado azocaseina no branco
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da reagdo. Os tubos serdo centrifugados (10.000 rpm por 10 minutos 25 °C ) e 400 uL do
sobrenadante sera alcalinizado com 400 pL de uma solugdo de Hidroxido de Sodio 2 N. A
absorbancia serd medida em espectrofotometro (Ultrospec 1000 Amersham Pharmacia) a 420
nm. O ensaio foi realizado em triplicata e, paracada amostra, ensaios controles foram
conduzidos com os mesmos reagentes, diferindo na ordem de adi¢do do substrato, que foi

introduzido quando as reagdes foram interrompidas.

4.7.6. Deteccao da atividade de inibicio da Bromelaina

A inibigdo da bromelaina foi detectada por meio de ensaio enzimatico contendo 290 puL
de Tampao Tris HC1 50 mM pH 7,5; 10 uL de solucdo de bromelaina (0,1 mg/mL, Sigma) ¢
200 pL da amostra. A mistura foi pre-incubada durante 30 minutos a 37 °C e, em seguida,
acrescentou-se 200 pL do substrato de Azocaseina (Sigma) 1 %, prosseguindo a incubagdo por
mais 30 minutos a 37 °C. Apo6s 60 minutos a 37 °C, a reagdo sera paralisada com a adi¢do de
300 pL de acido tricloroacético (TCA) 10 %, onde apds essa paralisacdo, sera adicionado
azocaseina no branco da reacdo. Os tubos serdo centrifugados (10.000 rpm por 10 minutos 25
°C) e 400 pL do sobrenadante serd alcalinizado com 400 pL de uma solug@o de Hidroxido de
Sédio 2 N. A absorbancia serd medida em espectrofotometro (Ultrospec 1000 Amersham
Pharmacia) a 420 nm. O ensaio foi realizado em triplicata e, paracada amostra, ensaios controles
foram conduzidos com os mesmos reagentes, diferindo na ordem de adi¢do do substrato, que

foi introduzido quando as rea¢des foram interrompidas.

4.8. Purificacio parcial dos inibidores de tripsina

Os extratos proteicos, foram submetidos a cromatografia de afinidade em Tripsina-
Sepharose 4B (6,0 cm x 1,5 cm) contendo 7 mL de resina CNBr- Sepharose 4B e tripsina bovina
acoplada e equilibrada em Tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,5. Frag¢des de 2 mL foram coletadas
por meio de coletor de fragdes a um fluxo de 40 mL/h. A frac@o de interesse (Pico Retido) foi
eluido com HC1 5 mM. As leituras das fragdes coletadas sero realizadas em espectrofotdmetro
a 280 nm (Visivel Ultrospec 2100 pro, Armesham Biosciences). No geral, foram realizadas 30

cromatografias de cada especie, totalizando 60 cromatografias.

4.9. Delineamento experimental e Analises estatisticas
Foi realizado o Delineamento inteiramente cazualizado (DIC), no experimento de
germinagdo, onde foram usados 4 repeticoes de 25 sementes cada. Para as atividades

enzimaticas foram utilizadas 20 sementes de cada estadio germinativo. Para a purificagdo
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parcial foram usadas 300 sementes, sendo 150 sementes de H. brasiliensis ¢ 150 sementes de
H. spruceana. As andlises realizadas foram médias, desvio padrdo e analises comparativas dos
espectros de cromatografia. O programa estatistico utilizado foi o GraphPad Prism 9.0 e os

graficos obtidos apartir do Programa SigmaPlot 12.0.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Atividade de inibicio das principais classes de proteinas

Para a realizacdo da atividade inibitéria foram selecionadas as sementes quiescentes das
espécies Hevea brasiliensis ¢ Hevea spruceana, apartir do resultado da atividade inibitoria a
enzima que se mostrou mais ‘ativa’ foi selecionada como a norteadora do estudo. Mediante aos
resultados das atividades de inibitorias, as sementes foram colocadas para semear sob 6 estadios
germinativos, sendo eles: Semente quiescente (SQ); Semente embebida (EM); Primordios
radiculares (PR); Raizes (R); Epicotilo (EP); Eéfilo (EO).

As atividades inibitorias das sementes quiescentes de H. brasiliensis e H. spruceana
foram investigadas em diferentes enzimas, sendo elas a enzima Tripsina (Figura 3),
Quimotripsina (Figura 4), Papaina (Figura 5) e Bromelaina (Figura 6). Na Figura 3 podemos
observar demasiada atividade inibitoria das duas especies sob a enzima tripsina bovina, uma
serinopretease, isso acontece devido ao seu alto grau de afinidade com a enzima. No entanto, a
especie Hevea brasiliensis apresenta maior atividade quando comparada a especie Hevea
spruceana, provavelmente por possuir maior afinidade.

Figura 3. Atividade de inibicdo da tripsina em sementes de

Hevea brasiliensis ¢ Hevea spruceana.
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Na Figura 4, podemos observar que a espécie H. spruceana apresentou alta atividade
sob a enzima quimotripsina, quase que 90% superior a especie H. brasiliensis que apresentou
baixa atividade.

Figura 4. Atividade de inibicdo da quimotripsina em
sementes de Hevea brasiliensis e Hevea spruceana.
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Na Figura 5 podemos observar que a especie H. spruceana apresentou alta atividade sob
a enzima Papaina, e que o mesmo ndo ¢é observado para a especie H. brasiliensis que apresentou
baixa atividade sob a enzima.
Figura 5. Atividade de inibicdo da papaina em sementes de Hevea brasiliensis
e Hevea spruceana.
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Na Figura 6 podemos observar que a especie H. spruceana também apresentou alta
atividade inibitoria sob a enzima Bromelaina, o mesmo ndo ¢ observado para a especie H.
brasiliensis que apresentou baixa atividade sob a enzima.

Figura 6. Atividade de inibicdo da bromelaina em sementes de Hevea

brasiliensis e Hevea spruceana.
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Diante dos dados da atividade enzimatica das duas especies observadas, identificamos
que a especie H. brasiliensis apresentou atividade satisfatoria apenas para a enzima tripsina,
essa afirmagdo é consistente quando comparada aos dados obtidos por Musor et al. (2008) que
relatou que o IP recombinante, produto de um gene que codifica o inibidor de protease de H.
brasiliensis ( Hb -P1), é especifico para tripsina. De acordo com o estudo anterior sobre a
purificagdo de um inibidor de protease (PI) da suspensdo de células de Hevea brasiliensis e seu
efeito sobre o crescimento de P. palmivora (Bunyatang et al., 2013), possui forte atividade
inibitdria contra a tripsina, mas ndo contra a quimotrisina e papaina. No entanto, a especie H.
spruceana apresentou alta atividade sob todas as enzimas, porém teve um valor expressivo sob

a enzima trispsina.

5.2 Atividade de inibicio de tripsina durante a germinacio
A atividade inibitoria de tripsina foi investigada em diferentes estadios da germinagao
dos dois genotipos selvagens H. brasiliensis (figura 7) e H. Spruceana (figura 8). Esses estadios

representam as fases iniciais da germinacao das sementes.
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Figura 7. Estadios germinativos de Hevea brasiliensis (A) e Hevea spruceana (B). Legenda:
Semente quiescente (SQ); Semente embebida (EM); Primoérdios radiculares (PR); Raizes (R);
Epicotilo (EP); Edfilo (EO).
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Fonte: A autora, 2022.

Em todos os estadios da germinagdo dos dois gendtipos observamos a presenga de
inibidores, dando destaque para a espécie H. spruceana, que apresentou aumento da atividade
dos inibidores de tripsina no estadio de alongamento das raizes e uma atividade mais expressiva
no estadio de emergéncia da plantula. A espécie de H. brasiliensis ndo apresentou estabilidade
da atividade durante o processo de germinagdo, no entanto apresentou uma atividade bastante
expressiva no estadio inicial, de semente quiescente (SQ) (Figura 8). Esses resultados mostram
estratégias distintas entre esses gendtipos para a inibi¢ao de tripsina ao longo da germinagdo e
o crescimento incial das plantulas. Essas proteinas sdo sintetizadas a partir da EP, ao passo que

essas proteinas podem estar sendo associadas a producao de latex (GOMES, 2016).
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Figura 8. Atividade de inibidor de tripsina durante a germinagdo em especies do género Hevea
spp. Legenda: Semente quiescente (SQ); Semente embebida (EM); Primoérdios radiculares

(PR); Raizes (R); Epicétilo (EP); Eoéfilo (EO).

60

EE Hevea brasiliensis

50 [ Hevea spruceana

40 1
30 -

20 A

Inibidor de tripsina (Ul)

0 | -Iﬁ w1 .Iﬁ m—— il
sQ EM PR R EP EO

Estadios germinativos

Fonte: A autora, 2022.

Podemos observar que ha atividade de inibidores de tripsina durante todo o processo de
germinagdo, onde as maiores atividades inibitorias s3o observadas no estadio inicial de semente
quiescente (SQ) para ambas as especies, porém para a especie H. spruceana foi detectada alta
atividade no estadio de semente quiescente (SQ) e na emissdao do Eofilo (EO), as diferengas das
atividades inibitérias podem estar associadas aos diferentes genétipos e estadios de
desenvolvimento das plantulas. Segundo Gomes (2016) existe um acumulo de metabolitos
durante a emissdao da R. Apesar desses inibidores serem encontrados com maior abundancia nas
sementes, eles também podem ser encontrados em outros tecidos vegetais (VANDERJAGT et
al. 2000).

Importante ressaltar, que as proteases sdo enzimas-chave, importantes na mobilizagdo
de proteinas durante a germinagdo, uma vez que promovem a hidrolise de proteinas de reserva.
Os IPs sdo proteinas regulatorias nos processos proteoliticos, uma vez que reduzem a
velocidade da reacdo que ¢é catalisada pela enzima. Diante disso, os IPs sdo de extrema
importancia para a regulacdo da mobilizagdo de proteinas de reserva, pois eles evitam a

hidrolise prematura (BEWLEY et al. 2013; JOSHI et al. 2013).
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5.3. Estabilidade do inibidor de tripsina em sementes

O caracter bioquimico que se refere a estabilidade de temperatura deste IP obtido
também foi determinado. Foi estavel até 40°C para a espécie H. brasiliensis (Figura 2A). A
espécie H. spruceana apresentou estabilidade em 30°C (Figura 2B), mostrando que essas
moleculas ndo sdo consideradas termoestaveis. Isso concorda com os resultados de Sritanyarat
et al. (2006 ) que relataram que todos os 3 isoinibidores de HPI sdo relativamente ativos apos

incubacdo a 90 °C por 2 h, mas se mostram com alta atividade com uma incubacao de até 50°C.

Figura 9. Ensaio de estabilidade do inibidor de tripsina em sementes de espécies do género

Hevea spp. (A) Hevea brasiliensis. (B) Hevea spruceana. (*) melhor estabilidade do inibidor.
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5.4 Purificacio parcial dos inibidores de tripsina

Para a purificacdo parcial dos extratos proteicos foram selecionadas as espécies que
mantiveram maior atividade inibitéria, Hevea brasiliensis ¢ Hevea spruceana. As espécies
apresentaram afinidade com a enzima tripsina, logo o extrato proteico parcialmente purificado
das sementes de H. brasiliensis e H. spruceana apresentaram dois picos distintos. O primeiro
pico corresponde as proteinas que ndo interagiram com a tripsina imobilizada na coluna a
Fracao Nao Retida (FNR) e o segundo pico refere-se as proteinas com afinidade de interacdo,
a Fragdo Retida (FR), tratando-se, possivelmente, de inibidores de tripsina (Figura 10 A). A
purificagdo parcial dos inibidores de tripsina envolveu uma etapa cromatografica proveniente
da tripsina-Sepharose (afinidade). Dentre as técnicas cromatograficas, destaca-se a
cromatografia de afinidade, pela qual propriedades biologicas especificas podem ser
exploradas, com destaque a sua alta capacidade de purificacdo de inibidores de proteases, além
de permitir uma rapida absor¢ao para analises como: bioinceticidas, bionematicida, bacteridcida
(Santos et al. 2012).

Mediante o ensaio de inibigdo de tripsina, foi verificada elevada atividade nas fragdes
retidas das espécies avaliadas, sendo superior nas amostras de H. spruceana (Figura 10 B). A
cromatografia foi eficiente para a purificacdo parcial dos extratos proteicos. Contudo, observa-
se que a espécie H. spruceana destaca-se por apresentar demasiada atividade inibitoria, bem
como maior rendimento proteico, provavelmente, por possuir grande quantidade de inibidores
proteoliticos, quando comparado a espécie H. brasiliensis que apresentou baixa atividade
inibitoria (Figura 10 A).

Tanto a quantidade de inibidores encontrados em sementes de H. brasiliensis quanto de
H. spruceana sao poucos quando comparadas a outras espécies como as pertencentes a familia
Fabaceae, uma vez que existem cerca de 6.720 inibidores derivados de plantas, e a familia
Euphorbiaceae estd no grupo das 22 familias mais importantes, esse grupo corresponde a 93,4%
dos inibidores registrados. No entanto a familia Euphorbiaceae apresenta 93 inibidores
identificados, que equivale a cerca de 1,4% do total registrado (Hellinger e Gruber, 2019). Isso
nos leva a pensar que sdo poucos os estudos com inibidores mapeados na familia

Euphorbiaceae.
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Figura 10. Cromatografia de afinidade em tripsina-Sepharose 4B do extrato protéico aquecido

de sementes de Hevea brasiliensis ¢ Hevea spruceana. Tampao de elui¢do: HC1 0,100 M.
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Fonte: A autora, 2022.

6 CONCLUSAO

Os inibidores de proteases estdo presentes em sementes durante a germinacdo e o
crescimento inicial das plantulas de genoétipos selvagens H. brasiliensis ¢ H. spruceana, ¢
possuem grande afinidade com a enzima tripsina. Inibidores de tripsina provenientes de

espécies do género Hevea apresentaram baixa estabilidade térmica (30 a 40 °C) e estdo
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diretamente relacionados ao tipo de espécie. Acredita-se que seja necessario utilizar sementes
no inicio de germinagdo ou sementes quiescentes para que se possa identificar e purificar o
Inibidor de protease de H. brasiliensis e H. spruceana. Apesar disso, os resultados langam luz
nas abordagens a serem utilizadas em estudos futuros, os quais se fazem necessarios. Vale
ressaltar que esse estudo € o primeiro a mapear inibidores de protease em sementes de espécies

do género Hevea spp.
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