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1.Introdução
A família Fabaceae, antiga Leguminosae, consiste na terceira maior família entre as angiospermas, onde
a maioria das espécies arbóreas apresenta alto valor econômico madeirável, com pouco ou nulo
aproveitamento de suas potencialidades não madeiráveis, como as sementes, que são consideradas
como a principal fonte de proteína vegetal (Caramori et al., 2008).
Dentre os grupos funcionais de proteínas presentes em sementes, encontram-se os inibidores de
proteinases, onde seu conteúdo pode variar de 1 a 15% do total de proteínas nos tecidos de estocagem.
Essas proteínas são caracrterizadas por formar complexos com enzimas proteolíticas (proteinases ou
proteases), bloqueando reversível ou irreversivelmente a sua atividade catalítica. (Macedo et al., 2011).
Nos vegetais, são metabolicamente importantes pois além de regularem a atividade de proteinases
durante a germinação e servirem como fonte de reserva, podem atuar na defesa vegetal contra o ataque
de patógenos, inibindo enzimas digestivas em insetos, e enzimas proteoliticas extracelulares em
microrganismos, importantes para a entrada do organismo na célula vegetal (Magni et al., 2012).
Considerando a importância nos vegetais e seu alto conteúdo nos tecidos de estocagem, estudos de
purificação e caracterização de inibidores de proteinases presente em sementes de leguminosas,
confirma importante etapa para o conhecimento das espécies vegetais. Nesse sentido, o objetivo deste
trabalho foi purificar e caracterizar a atividade de inibidores de tripsina (inibidores de proteinases)
presentes em sementes de Parkia multijuga. 

2.Material e Métodos
Sementes de P. multijuga foram adquiridas da empresa Connarus Ambiental LTDA, coletadas da
Reserva de Desenvolvimento Sustentável do Uatumã/AM.
Para extração de proteínas, sementes inteiras foram trituradas em moinho analítico e, submetidas a
extração em NaCl 0,15 M (10%  p/v). O sobrenadante foi dialisado contra água destilada durante 48
horas, e liofilizado, resultando no extrato proteico. A quantificação de proteínas nos extratos protéicos e
nas frações obtidas após cromatografia foi realizada pelo método de (Bradford, 1976).
Para cromatografia de afinidade em tripsina – Sepharose 4B, foi uma coluna de polietileno, preenchida
com  6 mL de resina CNBr- Sepharose 4B e tripsina bovina (Sigma) acoplada, equilibrada com tampão
Tris-HCl 50mM e eluída com tampão HCl 5mM. O extrato protéico (100 mg) foi aplicado na coluna e
coletadas frações de 2 mL  em fluxo de 20 mL/h. O acompanhamento do perfil cromatográfico foi
realizado a partir de leituras espectrofotométricas a λ=280 nm (Visivel Ultrospec 2100 pro, Armesham
Biosciences).
No extrato bruto e nas frações obtidas a partir da cromatografia foram testadas a presença de inibidores
de tripsina, quimotripsina e papaína.
Para o ensaio de inibição da tripsina, foi realizada uma pré-incubação constituída de 290 µL de tampão
Tris HCl 50 mM pH 7,5; 10 µL de solução de tripsina (0,1 mg/mL de tampão) e 200 µL da amostra,
durante 30 minutos a 37ºC. Decorrido o tempo descrito, foi adicionado 200 µL do substrato BAPNA
(benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida, Sigma) 1,25 mM, prosseguindo a incubação durante 30 minutos a
37ºC. Após esse período, a reação foi interrompida com a adição de 150 µL de ácido acético 30%, e a
hidrólise do substrato pela enzima monitorada em leituras espectrofotométricas λ=405 nm em
espectrofotômetro (UV/ Visível Ultrospec 2100 pro, Amersham Biosciences).
Para inibição da quimotripsina foi realizada uma pré-incubação contendo 50 µL de quimotripsina (0,2
mg/mL de tampão) e amostras (200 µL). O tampão Tris HCl 50 mM pH 7,5 completou o volume final de
500 µL e a solução foi incubada a 37% durante 30 minutos. Em seguida, 200 µL de Azocaseína 1% foi
adicionada a esta solução e, incubadas a 37°C durante 1 hora. A reação foi interrompida pela adição de
300 µL de TCA 20 % (ácido tricloroacético, Sigma). Os resultados dessa reação foramcentrifugadas a
3250 x g, durante 20 minutos, e 400 µL do sobrenadante obtido foram alcalinizados com 400 µL de
NaOH 2 N. As leituras espectrofotométricas dos produtos da reação foram realizadas a λ=420 nm em
espectrofotômetro UV/ Visível Ultrospec 2100 pro, Amersham Biosciences.
A inibição da papaína foi estimada, por meio de ensaio enzimático contendo 240 µL de tampão acetato
de sódio 50 mM pH 6,0; 20 µL de papaína e 40 µL de DTT (Ditiotreitol)  3 mM e EDTA (Ácido
Etilenodiamino Tetra-acético) 2 mM. A mistura foi incubada durante 10 minutos a temperatura ambiente
(26±3ºC). Posteriormente, acrescentou-se 200 µL das amostras, prosseguindo a incubação durante 30
minutos a 37ºC. Após esse período, foi adicionado o substrato BANA (N- alfa Benzoil-DL-Arginina B
naftilamida, Sigma) 1 mM, incubando-se por mais 30 minutos a 37ºC. A reação foi interrompida pela
adição de 500 µL de HCl 2% em etanol e, para conferir cor à reação foi adicionado 500 µL de DMACA
(p-dimetilaminocinamaldeído, Sigma) 0,06%.. Após 40 minutos em repouso, foram realizadas leituras
espectrofotométricas a λ=540 nm (UV / Visivel Ultrospec 2100 pro, Armesham Biosciences).
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Os inibidores purificados tiveram a sua atividade caracterizada quanto à concentração mínima capaz de
inibir a atividade da tripsina, realizando-se uma curva de inibição da tripsina, com variações no volume de
fração ensaiada (2, 4, 6, 8, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 µL) no teste de inibição da trpsina e, quanto à
estabilidade térmica da atividade dos inibidores, onde as frações, inicialmente, foram submetidas à
incubações em  diferentes temperaturas (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100ºC) durante 30 minutos.
O perfil eletroforético segundo o método de (Laemmli,1970). Como marcadores de massas moleculares
foram utilizados marcadores da Promega (10 a 225 kDa).

3.Resultados e Discussão
No extrato protéico, proveniente das sementes de P. multijuga, a atividade inibitória sobre a tripsina e a
papaína foi, aproximadamente, três vezes maior comparada à inibição da quimotripsina, confirmando a
presença de inibidores de serino (inibidores de tripsina e quimotripsina) e cisteínoproteinases (inibidores
de papaína) (Figura 1).

Figura 1. Atividades inibitórias do extrato protéico proveniente de sementes de P. multijuga.

Resultados similares a respeito da atividade inibitória sobre a tripsina e quimotripsina foram observados
em extratos protéicos de nove leguminosas pertencentes à flora Amazônica, onde Cassia basselari, C.
occindetalis, Dialium guianenses, Inga rubiginosa, I. umbratica e I. velutina apresentaram inibição para
ambas as enzimas, sendo a inibição da tripsina superior à da quimotripsina. Ao passo que, Cassia
grandis, Inga fogifolia e Mimosa gullandinae foram específicas para a tripsina (Calderon et al., 2001).
O perfil protéico do extrato e das frações obtidas após cromatografia em tripsina-Sepharose 4B, (PmTI),
confirma a purificação parcial dos inibidores, com a predominância de duas bandas protéicas principais,
de 9 e 16 kDa (Figura 2).

Figura 2. Perfil eletroforético em SDS-PAGE (20%), sob condições redutoras. Extrato: Extrato protéico de
P. multijuga. PI: Frações não retidas em coluna tripsina-Sepharose 4B. PmTI: Inibidores de tripsina de P.
multijuga.

De modo geral, essa faixa de massa molecular obtida para PmTI corresponde às principais famílias de
inibidores de serinoproteinases estudadas em sementes de leguminosas, que são os inibidores do tipo
Kunitz e Bowman – Birk, cuja literatura científica relata massas moleculares de 8-10 kDa e 15 – 20 kDa,
respectivamente (Klomklao et al., 2011).
Os inibidores de tripsina parcialmente purificados (PmTI), apresentaram especificidade de inibição contra
a tripsina e a quimotripsina, sendo a atividade inibitória da tripsina 10 vezes maior comparada à
quimotripsina, ao passo que a inibição da papaína não foi observada (Figura 3).
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Figura 3. Especificidade de inibição de PmTI.

Os inibidores de serinoproteinases, de fato, apresentam variação quanto à inibição de diferentes
proteinases, destacando-se os inibidores do tipo Kunitz, que são potentes inibidores da tripsina e poucos
específicos para a quimotripsina, enquanto os inibidores tipo Bowman-Birk inibem tanto a tripsina quanto
a quimotripsina (Macedo et al., 2007; Jamal et al., 2012).
A partir de uma curva de inibição da atividade da tripsina observou-se alta atividade inibitória por PmTI,
onde na presença de 0,2 µg de proteína, a inibição da tripsina atingiu valor mínimo de,
aproximadamente, 63% (Figura 4 A).

Figura 4. Caracterização da atividade de PmTI. (A) Curva de inibição da tripsina por PmTI. (B)
Estabilidade térmica de PmTI.

A análise da curva de inibição é um dado importante, pois permite avaliar qual a concentração mínima de
proteína necessária para que ocorra interação entre enzima e inibidor. Nesse sentido, é válido destacar
que o complexo enzima – inibidor é semelhante ao complexo enzima-substrato. Assim, a especificidade
de cada inibidor pela enzima alvo é resultante do tipo de inibição exercida e da conformação e estrutura
do sítio reativo (Haq et al., 2004; Sabotic e Kos, 2012).
Os inibidores PmTI, apresentaram alta estabilidade térmica, apresentando inibição da tripsina em 99%,
quando incubados a 100ºC durante 30 minutos (Figura 4B).
Um inibidor purificado de semente de Vigna radiata, apresentou estabilidade até 50ºC quando incubado
durante 20 minutos, ao passo que os inibidores isolados de Entada acaciifolia e Plathymenia foliolosa,
apresentaram estabilidade até temperaturas de 50 e 70ºC, quando submetidos a 30 minutos de
incubação. Contudo, o inibidor isolado de Archidendron ellipticum, manteve a estabilidade térmica entre
25 e 55 ºC, após 1 hora de incubação (Bhattacharyya et al., 2006; Kansal et al., 2008; Ramos et al.,
2008; Oliveira et al., 2012).
Essa alta estabilidade térmica pode ser justificada uma vez que, pontes dissulfeto intramoleculares, são
responsáveis pela estabilidade de inibidores, frente a condições desnaturantes físicas e químicas, como
temperatura e pH. Adicionalmente, tais fatores como a disposição dessas pontes disulfeto (posição
interna, em vez de exposta na superfície), contribuem para a estabilidade global do inibidor
(Bhattacharyya e Babu, 2009; Macedo et al., 2011).

4.Conclusão
Inibidores de tripsina, quimotripsina, papaína e bromelaína estão presentes nos extratos protéicos
provenientes de sementes de P. multijuga. Contudo, a técnica cromatográfica em tripsina-Sepharose
permite purificar parcialmente inibidores de tripsina.
Os inibidores de tripsina (PmTI) são moléculas termoestaveis, com alta especificidade para a tripsina e,
apresentam massas moleculares variando de 9 a 23 kDa, sugerindo-se que pertençam às famílias
Bowman-Birk e Kunitz.
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