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Resumo

A Tabernaemontana catharinensis pertence ao género Tabernaemontana e
a familia Apocynacea, sendo uma arvore laticifera. O latex possui uma
ampla variedade de proteinas, sendo rico especialmente em enzimas
proteoliticas. As proteases constituem um dos mais importantes grupos de
enzimas tendo aplicacdo em diversos setores industriais, tais como na
producdo de alimentos, detergentes, produtos farmacéuticos e couro. A
purificacdo é uma etapa muito importante para obtencdo de enzimas que
envolve varios métodos, como precipitacdo, exclusdo por tamanho,
cromatografia de troca ionica, por afinidade, entre outros. O objetivo deste
projeto foi caracterizar e isolar as proteases obtidas do latex de T.
catharinensis por meio de pré-purificacdo por precipitacéo (acetona) seguida
por purificacdo destas por cromatografia de troca i6nica. A concentracédo de
proteinas encontradas no precipitado aceténico foi de 38,21%. ApoOs a
purificacdo por cromatografia por troca idnica — catidnica obteve-se uma
fracdo com 99% de proteinas. Conclui-se que a cromatografia por troca
ibnica — cationica foi uma técnica eficaz para a separacao de proteinas do
latex.

Introducéo

A Tabernaemontana catharinensis pertence ao género Tabernaemontana e
a familia Apocynacea, e € conhecida como "Leiteira" (erva leitera), sendo
uma arvore lactifera comum que cresce em pastagens dos Estados
brasileiros de Sao Paulo e Norte do Parana (CORREA, 1984).

Os componentes quimicos mais comumente presentes no latex sdo os
metabalitos primarios como as proteinas (proteases, inibidores de proteases,
lecitinas e proteinas de ligacdo a quitina como a heveina, quitinases,
oxidases e outros tipos de proteinas) e metabolitos secundarios como os
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terpenoides (borracha), alcaloides, glicosideos cardiotbnicos e compostos
fendlicos.

As proteases sdo enzimas que catalisam a hidrdlise de ligacOes peptidicas
de proteinas (DALLING, 1986). As proteases derivadas de plantas
encontram um uso promissor na area de biotecnologia, de alimentos e
devido a sua alta especificidade ao substrato, alta estabilidade em condi¢cbes
extremas, boa solubilidade e atividade sobre uma ampla variedade de pH e
temperatura (AMID et al., 2012; MUTHU 2017).

O isolamento ou purificacdo de uma proteina € uma etapa que precede os
estudos de suas caracteristicas fisico-quimicas, de sua estrutura 3D e a
compreensao de suas propriedades biologicas. Inicialmente, a estratégia de
purificacdo de uma proteina € empirica, ou seja, baseada em tentativa-erro,
e deve ser desenhada para cada proteina individualmente. Ndo ha como
prever quais métodos serdao os mais eficientes para se purificar uma proteina
pela primeira vez.

Sabendo da importancia bioldgica e a grande aplicabilidade destas proteinas
0 objetivo deste trabalho foi desenvolver metodologias que permitam
caracterizar e isolar as proteases presentes no latex de T. catharinensis.

Materiais e métodos
Coleta do Latex e Precipitacdo com acetona

O latex foi coletado através de incisbes superficiais do caule de T.
catharinensis e recolhido em tubo Falcon com 25 mL de &gua destilada. A
mistura de latex e agua foi centrifugada (5000 x g) a 5°C durante 25 min.

Ao sobrenadante adicionou-se acetona 1:3 (v/v) para a precipitacdo das
proteinas. Apos 24 horas, o precipitado obtido foi liofilizado, estocado a -20°
C, posteriormente reconstituido no momento das analises quimicas e na
purificacdo por cromatografia de troca ionica.

Purificacdo por cromatografia por troca ibnica — catidbnica

O precipitado acetonico liofilizado foi colocado em uma coluna empacotada
com uma resina de troca idnica SP-Sepharose de fluxo rapido que foi pré-
equilibrada com tampéo acetato 0,01 M, pH 5,0. A coluna foi exaustivamente
lavada com o mesmo tampéao e as proteinas eluidas com um gradiente de
sal linear de 0,15-0,5 M NaCl. Cada fracdo com 6 mL foi recolhida. O teor de
proteinas relativas foi avaliado pela medida de absorbéncia a 540 nm apés a
reacdo como reagente de Biureto, bem como a atividade proteolitica de cada
fracao foi avaliada.

Doseamento de proteinas
O doseamento de proteinas foi realizado em microescala seguindo a

metodologia de Hartree (1972), que é uma modificacdo do método
tradicional descrito incialmente por Lowry. As analises foram realizadas em
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triplicata e a leitura a um comprimento de onda de 620 nm em leitor de
ELISA.

Resultados e Discusséo
Doseamento de proteinas no precipitado aceténico

A concentracdo de proteinas foi estabelecida através da curva de analitica
utilizando como padréo a Albumina Bovina (Sigma-Aldrich®) em diferentes
concentragfes. Assim a concentracdo de proteinas, em porcentagem, foi
calculada de acordo com a seguinte formula, onde Absgo € a absorbancia
encontrada em 620 nm:

Proteinas (%) = 12364,25 x (Absgyo) — 121,51.

A concentracdo de proteinas encontradas no precipitado acetdnico foi de
38,21%.

Purificac&o por cromatografia por troca idnica — catidnica

Com o propésito de identificacdo e separacdo de proteinas, 0,263g do
precipitado acetdnico (correspondente a 100 mg de proteinas totais) foi
submetido a purificacdo por cromatografia por troca ibnica. Como resultado
da separacao obteve-se sessenta e cinco tubos. A absorbancia em 540 nm
de cada tubo foi determinada a partir da reacdo com reativo de Biureto.
Assim baseando-se nos resultados, obteve-se um grafico apresentado na
Figura 1.
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Figura 1- Cromatograma obtido ap0s a purificagdo das proteinas por troca-idnica. As
fracOes obtidas representam fracdo 1 (F1) os tubos de 1 a 6, tubos de 7 a 10 (F2), tubos de
14-18 (F3), tubos de 19 a 24 (F4), tubos de 40 a 44 (F5) e tubos de 54 a 58 (F6).
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De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que nos tubos de 1
a 6 (Fracdo 1) se obtiveram maiores concentracfes de proteinas. Assim, as
solucbes contidas nestes tubos foram reunidas e liofilizadas, de forma que
obteve-se 0,0625g de material liofilizado, o que corresponde a 24% do
precipitado acetonico total. A concentracdo de proteinas encontrado para a
amostra obtida na fragédo 1 foi de 99%. Este valor elevado esta associado a
eficiéncia do processo de purificacdo por cromatografia de troca-ibnica. A
atividade proteolitica desta fracdo sera realizada posteriormente.

O doseamento de proteinas e a determinacdo das atividades proteoliticas
das fracdes seguintes, ainda n&do foram realizadas até o presente momento.

Conclusobes

Em vista das andlises apresentadas, conclui-se que a cromatografia por
troca ibnica — cationica foi uma técnica eficaz para a separacao de proteinas
do latex, visto que a fracdo F1 obtida apresentou uma maior concentracao
de proteinas do que o precipitado acetdnico total, mas o ensaio relacionando
este teor a atividade proteolitica precisa ainda ser realizado.
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