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INTRODUCAO

Espécies da familia Sapindaceae séo conhecidos por seus usos medicinais tradicionais como diurético, expectorante, sedativo, vermifugo e dermatite em muitas partes
do mundo. As investigagdes quimicas desta familia levaram ao isolamento de saponinas, terpenos e flavondides, entre outros metahélitos secundarios vegetais.
Varias saponinas, sesquiterpenos aciclicos foram isolados como principais metabdlitos secunddrios de vérias espécies de Sapindaceae utilizadas na medicina oriental
tradicional (Cavalcanti et al. 2001). O saboeiro (Sapindus saponaria), uma planta da familia das Sapindaceae, caracteriza-se como uma arvore de médio porte que
ocorre nos trépicos, na América e na India, onde utilizam sua fruta como sabdo, também é utilizado para a recuperacdo de margens degradas de rios (Paoli e Santos,
1998), e como remédio contra lesdes de pele causadas por fungos (Murgu e Rodrigues Filho, 2006). As grandes perdas na agricultura se devem as pragas e patdgenos
(virus, fungos e bactérias), estes sao responsaveis por causar injirias e doencas, o saboeiro encontra-se diariamente exposto a esses estresses, porém ao longo da
coevolugao dos vegetais e seus predadores, os vegetais desenvolveram meios de se defender, através de uma linguagem quimica. Ao longo dos anos, estudos sobre
a biossintese e a requlacdo de compostos quimicos de plantas associados as defesas tem sido conduzidos. Através desse mecanismo quimico, as plantas podem
produzir compostos ou moléculas capazes de retardar, ou até mesmo interromper o processo de invasao. A partir da acdo do predador, lesionando a folha, diversos
genes defensivos sdo induzidos de modo que ocorra o reconhecimento de diferentes moléculas sinalizadoras. Esta cadeia complexa resulta na resposta de defesa
induzida, podendo ser caracterizada por: modificagdes estruturais (Benhamou, 1996) como também produgao de compostos quimicos. Entre as diferentes moléculas
induzidas podemos citar os inibidores de proteinases, as peroxidases, as polifenol oxidases, as proteinas PR entre outras (Ryan, 1990; Ananthakrishman, 1999; Mitra
et al, 2008). Os Inibidores de proteinase estao relacionados as suas fungdes como compostos de defesas de vegetais contra insetos, bem como ao seu potencial
como uma ferramenta para obtencao de vegetais resistentes a pragas (Franco, et al 1999). No presente estudo, plantas de saboeiro foram analisadas em relacao ao
seu mecanismo de defesa, com énfase em sua produgdo de proteinas de defesa induzidas em resposta a estimulos, tais como: ferimento mecanico, semelhante a
mastigacdo por insetos herbivoros e tratamento com moléculas eliciadoras como o metil jasmonato (MeJa).

OBJETIVO
Detectar e caracterizar inibidores de proteinases cisteinicas (cistatinas) em folhas de saboeiro (Sapindus saponaria) envolvidos no mecanismo de resposta ao ataque
de predadores.

METODOLOGIA

Material vegetal

Sementes de saboeiro foram escarificadas em dois lados opostos durante aproximadamente 1 minuto, foram plantadas em vermiculita, colocadas em
estufa BOD com iluminacdo didria num periodo de 12 horas a 30°C. Apés aproximadamente 20 dias, a planta ja possuia folhas com tamanho adequado
para a extracdo de proteina de tecido foliar. A fim de avaliar o mecanismo de defesa dessas plantas, as mesmas foram submetidas dois tratamentos: A)
ferimento mecanico utilizando uma pin¢a hemostatica, denominando esse tratamento de folhas “feridas’, enquanto que as folhas opostas nao feridas
receberam a denominacao de “sistémicas”; B) tratamento com metil jasmonato, onde as plantas foram submetidas a vapores de metil jasmonato (MeJa)
em recipientes de pldstico hermeticamente fechados.

Extracdo de proteinas a partir do material foliar

A extracdo de proteinas do material foliar, se deu através de maceracao de folhas de saboeiro em nitrogénio liquido e adicdo de tampao de extracdo (Tris
HCl 20 mM, Sacarose 10%, EDTA 2mM, B-mercaptoetanol 2mM, pH 7,2) e PVPP (10% do peso seco das folhas) ao pé macerado. Foi utilizada a propor¢ao de
3 mL de tampao para cada 1g de folhas. 0 extrato foi centrifugado- durante 20 min a 14.000 xg, a 4°C. 0 sedimentado foi descartado e o sobrenadante foi
novamente centrifugado por 10 min a 14.000 xg. Apds esse processo, 0 material sedimentado foi descartado e o sobrenadante foi utilizado como extrato
bruto contendo proteinas de defesa para os ensaios de inibicao de atividade de papaina.

Anélise da atividade enzimatica de papaina em presenca de extrato foliar de saboeiro
A fim de avaliar a atividade enzimadtica de papaina em presenca de extrato foliar utilizou-se BANA (Na-Benzoyl-DL-Arginine B-Naphtylamide) (SIGMA-
ALDRICH) de acordo com a metodologia descrita por Siqueira Junior et al (2002). A enzima papaina (5 pg) foi pré-incubada com 100pg do extrato bruto
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por um periodo de 5 min a 37°C em tampao fosfato de sédio 0,25 M, pH 6,0 contendo EDTA 2.5 mM e B-mercaptoetanol 25 mM. A reacao foi iniciada pela
adicdo de 35 pL de BANA 5 mM em DMSO 10%, para um volume total de ensaio de 350 pL. Apds a incubacdo a 37 °C durante 10 min, parou-se a reacdo
pela adicao de 500uL de HCl 2% em etanol e a coloracdo foi obtida pela adicdo de 500 pL de p-dimetilaminacinnamaldeido 0,06% em etanol. Avaliou-
se a atividade enzimatica espectrofotométricamente a 540 nm, utilizando um leitor de Elisa. A inibicdo foi avaliada como porcentagem de reducéo da
absorbancia em relacdo a amostra controle.

Fracionamento por SDS-PAGE

As amostras proteicas extraidas foram fracionadas em gel de poliacrilamida 10% para a separacao de proteinas. Apds fracionamento um dos géis foi
corado e solucdo corante, contendo 40% metanol, 10% acido acético e 0,1 % coomassie por 40 minutos e descorado em solugao descorante contendo 40%
metanol, 10% dcido acético; enquanto que o outro gel foi submetido a eletrotransferéncia proteica para membrana de PVDF.

Imunodeteccdo de proteinas de defesa em tecido vegetal

Os ensaios de imunodeteccao foram conduzidos conforme metodologia descrita por Towbin et al. (1979). A proteinas fracionadas por SDS_PAGE foram
eletrotransferidas para membrana de PVDF em tampdo fosfato 50 mM pH 7,4 durante um periodo de 2 horas a 10V. Apés a transferéncia, incubou-se a
membrana em tampao de bloqueio Tris 20mM pH 7,5, NaCl 100 mM, leite em pd 5% durante 1 hora. Posteriormente a esse periodo a membrana foi lavada
em tampdo da lavagem (tampao de blogueio na auséncia de leite) por 3 vezes durante 10 minutos cada. Em sequéncia a membrana foi incubada em
solucdo de bloqueio adicionando o anticorpo policlonal produzido em coelho contra a cistatina do tomate em uma dilui¢ao de 1:10.000 por 2 horas. Em
sequida a membrana foi novamente lavada no tampao de lavagem por 3 vezes de 10 minutos cada e a sequir incubada em tampao de bloqueio contendo
proteina A peroxidase (atuando como anticorpo secundério) em uma diluicdo de 1:5.000 por 1,5 hora. Apds esse periodo, a membrana foi novamente
lavada nas condicdes descritas acima e em sequida revelada com a utilizacao de TrueBlue Peroxidase Substrate, produzido pela Sinapse Biotecnologia.

RESULTADOS

Os resultados obtidos através da indugao das plantas por injuria mecanica e Metil Jasmonato durante 24 horas, indicam que a planta produz proteinas com atividade
de inibidores de proteinase cisteinica (cistatinas) em resposta ao tratamento. Com a adicdo de 100pg de proteina total do extrato bruto de saboeiro, foi observada
uma redugdo de ~70% na atividade catalitica da enzima comercial papaina nas amostras “Ferida” e “MeJa”. As anélises por SDS-PAGE e imunoblotting permitiram a
deteccao de uma banda de ~40kDa que reagiu cruzadamente com um anticorpo policlonal produzido contra cistatina de folhas de tomate.

CONCLUSAO
A partir dos resultados obtidos pode ser observada a presenca de uma proteina de ~40 kDa que reage cruzadamente com anticorpos produzidos contra cistatina de
tomate, corroborando a inducdo de cistatinas em folhas de saboeiro em resposta a ferimento e tratamento com MeJa.
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