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Resumo:

Os organismos vivos realizam reagfes metabolicas mediadas por enzimas. Uma das proteases mais
comercializadas é a tripsina, responsavel por clivar ligagdes peptidicas nas regides carboxilicas de residuos de
Arg e Lys. Para este estudo foi utilizado a espécie Chamaecrista nictitans, planta invasora e de facil adaptacéo
a terrenos arenosos. Para essa planta sdo escassas as descri¢cdes bioquimicas, no entanto podemos destacar
seu potencial antiviral (HERRERO URIBE et al., 2004). Este estudo tem como objetivo determinar a producao
de atividades semelhante a tripsina na C. nictitans e realizar o seu isolamento. Para tanto, foi realizado
fracionamento salino com o extrato bruto. A fracdo F3 apresentou maior atividade enzimatica (0, 2074), e foi
sumetida ao processo cromatografico. A eletroforese mostrou um dubleto de bandas. A presenca de tripsinas
vegetais é uma descoberta nova, com isso tais resultados podem ser alvo de pesquisas que visem conhecer a
estrutura e funcdo dessas proteinas.
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Introducéo:

Os organismos vivos realizam a todo o momento incontaveis reacbes metabdlicas mediadas por
enzimas. Estas biomoléculas catalisam estes processos por apresentarem alta especificidade pelos substratos,
possibilitando, com isso, aumentar a eficiéncia e rapidez das reacdes (SANTOS, 2016).

Estas macromoléculas se classificam de acordo com o tipo de reacéo que catalisam. As hidrolases sédo
responsaveis pela hidrélise de ligacdes covalentes através da adigdo de 4gua. Dentre estas se destacam as
proteases devido a sua ampla utilizagdo, podendo atuar em varias reagdes biolégicas, tais como a digestao de
proteinas oriundas da dieta e a proteodlise de proteinas enddégenas (SOUZA et al., 2007). Também apresentam
grande utilizac@o nas indUstrias de alimentos, téxtil, couro, farmacéutica, cosmético, bem como na formulagéo
de detergente e nos processos de biorremediacdo (DE SOUZA, 2016).

Uma das proteases mais comercializadas € a tripsina, uma serino protease sintetizada pelo pancreas
ou estruturas anélogas (JONSDOTTIR et al., 2004). Estas enzimas sédo capazes de clivar ligacdes peptidicas
de proteinas, nas regides carboxilicas de residuos de arginina e lisina. Sdo encontradas em organismos
eucariotos, procariotos e em virus (BOUGATEF, 2013). Pouco se sabe sobre a producdo e as caracteristicas
de tripsinas similes produzidas por vegetais. Sua presenca em sementes pode esta relacionada com a
degradacéo protéica durante o processo germinativo (WAGNER et al., 2000).

Para este estudo foi utilizada a espécie vegetal Chamaecrista nictitans, originaria do continente
americano, sendo também encontrada, em menor concentragdo, no continente africano e asiatico. E
classificada como uma planta invasora, devido a sua facil adaptacdo a terrenos arenosos, agredindo
severamente pastagens, pomares, beira de estradas e terrenos baldios. No entanto, estudos descrevem sobre
seu alto potencial de atividade antiviral (HERRERO URIBE et al., 2004), tornando interessante o
reconhecimento das biomoléculas presentes na espécie e suas caracteristicas bioquimicas proteoliticas, uma
vez que ainda ndo se tem registros na literatura.

A utilizagcdo de enzimas nos diversos setores, principalmente terapéuticos e farmacéuticos, é datada de
muitos anos e os avangos observados na atualidade séo decorrentes das contribuicdes das diversas areas, tais
como a gendmica, metabolémica e protedbmica (FORTES, 2013). Em decorréncia da sua importancia para os
setores industriais e tecnolégicos, este estudo tem como objetivo determinar a producdo de atividades
semelhantes a tripsina em C. nictitans e realizar o seu isolamento.

Metodologia:

As sementes da planta foram coletadas no municipio de Marechal Deodoro- AL, e foram estocadas em
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embalagens plasticas e conduzidas ao Laboratério de Analises Metaboldmica e Protebmica- LAMP, da
Universidade Federal de Alagoas.

ApOs serem secas a temperature ambiente, as sementes foram pesadas e trituradas com o auxilio de
gral e pistilo, em seguida foi adicionado tampé&o de extragéo (Tris-HCI 50mM, pH 8,1) e a solucdo foi mantida
sobre agitacdo durante doze horas. Decorrido o tempo, a solugdo foi filtrada e centrifugada a 15.000g,
durantel5 min, a 4°C, utilizando centrifuga refrigerada (HERMLE- Z236K). O sobrenadante (extrato bruto) foi
recolhido e acondicionado em tubo falcon e mantido na geladeira. Ap6s a extragdo foi realizado o ensaio de
atividade enzimética do extrato a fim de analisar a possibilidade de conter tripsina.

Realizou-sea precipitacdo salina das proteinas por meio da utilizacdo de sal sulfato de aménio
(NH,),S0,, separando os contaminantes da proteina desejada a partir do grau de saturacao de sal no extrato.
O fracionamento ocorreu em cinco faixas: 0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-80% e 80-100%. Ao final da
precipitacdo, as fracdes foram submetidas a ensaios enzimaticos, em presenca do substrato N-a-benzoyl-L-
arginine-p-nitroanilide (BapNa), especifico para tripsina.

A fracdo que apresentou maior atividade enzimatica foi submetida a uma cromatografia por exclusédo
molecular, utilizando coluna de (1x 60 cm), contendo resina Sephacril S-100, sendo eluida a uma taxa de 0,1
mL/min, e monitorada em tempo real num comprimento de onda de 280 nm para a aferigdo de proteinas, para
a possivel purificagdo da enzima estudada. Em seguida foi realizado o ensaio enzimatico para determinar as
fracBes cromatograficas que apresentaram atividade semelhante a tripisina.

Objetivando avaliar a eficiéncia do método cromatografico e observar o grau de pureza e peso
aproximado das proteinas, foi realizada uma eletroforese em gel de poliacrilamida (12%), em condi¢cbes
desnaturantes, utilizando Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) e agentes redutores (2-mercapto-etanol). Para tanto,
as amostras foram aplicadas individualmente nas canaletas do gel e apds a corrida, 0 mesmo foi corado com
comassie blue, que permitiu visualizar o perfil de isolamento da proteina.

Resultados e Discussao:

Inicialmente o extrato bruto das sementes foi submetido a precipitacdo salina com sulfato de amdnio.
Ao término da precipitacdo, foi realizado o enzaio enzimatico frente ao substrato BapNa e os valores foram
medidos em um comprimento de onda de 410 nm, revelando os valores de absorbancia para cada fragdo. As
fragcbes mostraram valores iguais a F1 (0-20% da solugdo (NH,),SO,) 0,0068; F2 (20-40% da solucéo
(NH4),S0,4) 0,02915; F3 (40- 60% da solugdo (NH,),S0O,) 0,2074; F4 (60-80% da solugédo (NH,4),SO,4) 0,03695;
e, por fim, a fracdo F5 (80-100% da solucdo (NH,4),SO,), correspondente ao sobrenadante final, mostrou
0,0192. A fracdo F3 apresentou uma recuparacdo de 114,52%. Essa recupercdo € justificada devido a
presenca de inibidor no extrato bruto que foi retido nas fracdes anteriores a F3. Wagner et (2000) e Shamsi et
al (2017), também realizaram precipitagdo com sulfato de amdnio para reduzir a quantidade de contaminantes
e concentrar enzimas similares a tripsina presente nas espécies Canavalia ensiformis e Cicerarientum Green,
respectivamente.

A fracdo que demonstrou maior atividade enzimatica 40-60% (F3), foi submetida ao processo
cromatografico, para tanto, foi utilizado uma coluna de exclusdo molecular, Sephacryl S100 (1x60 cm)
equilibrada com tampao Tris-HCI50mM pH 8,1. Foram observados quatro picos de proteinas e a absorvancia
foi medida em 280 nm, o que o que mostra a eficiéncia do processo de precipitacdo da amostra. Em contraste,
a maior parte da atividade enzimatica da tripsina foi eluida em um Unico pico de corrida cromatografica (tubos
14 e 15), o processo cromatografico apresentou uma recuperacdo de 100,23%, sendo um resultado muito
significativo. Para avaliar a eficiéncia do método de purificacdo, bem como determinar a massa aproximada da
proteina, realizamos a eletroforese SDS-PAGE e observamos que, apdés ambas as etapas de isolamento, foi
obtido um isolamento parcial, sendo constatada a presenca de duas bandas corresponde ao pico de atividade
da tripsina.

Pode-se afirmar que a presenca de enzimas digestivas em vegetais € uma descoberta nova e por esse
motivo suas funcdes s@o poucas conhecidas, diferente do que se sabe sobre as fungdes e caracteristicas
desempenhadas pelas tripsinas animais. Todavia, estudos sugerem que estas biomoléculas podem estar
relacionadas com a degradagédo de proteinas durante o processo de germinacao (WAGNER et al., 2000).

Conclusodes:

Com o desenvolvimento do trabalho foi possivel observar a presenca de um extrato rico em metabolitos
primarios, tais como enzimas e possivéis inibidores, notou-se também que a concentracdo de biomoléculas
diminuiu significativamente durante a precipitagdo, concentrando-as em uma uUnica fragdo. Foi observada a
purificacdo parcial de uma enzima semelhante a tripsina presente nas sementes da espécie Chamaecrista
nictitans, utilizando duas etapas de purificagdo: precipitacao salina e cromatografia liquida, utilizando coluna de
exclusdo molecular (Gel filtragdo). A presenca de tripsina em vegetais € uma descoberta nova e que exige
maiores investigacbes, sendo assim tais resultados podem corroborar para novas pesquisas que visem
conhecer de forma detalhada a estrutura e funcdo dessas proteinas, através do isolamento total dessa serino
protease e sua caracterizacao bioquimica e fisico-quimica.
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