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INTRODUGAO:

Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) € uma espécie nativa do Brasil e conhecida popularmente como pau-ferro ou
juca, ocorrendo no semiarido nordestino, principalmente nos estados do Ceara e Alagoas (LORENZI, 2002).
Extratos aquosos de suas sementes possuem substancias bioativas como enzimas, compostos
anticoagulantes e larvicidas (CAVALHEIRO et al., 2009). Inibidores de proteases sdo abundantes em
sementes de leguminosas e no Género Caesalpinia, inibidores de tripsina ja foram identificados e isolados de
algumas espécies (BHATTACHARYYA et al., 2007) ndo havendo relato para inibidores de papaina em L. ferrea.
Nos vegetais, inibidores podem atuar como proteinas de reserva, na regulacdo da atividade de proteases
enddgenas ou como proteinas de defesa da planta contra organismos invasores, por inibicdo de suas
enzimas proteoliticas. A seletividade e especificidade para a inibicdo de enzimas é uma caracteristica
importante que habilita os inibidores de proteases a ser utilizado como ferramentas para inativagao de
proteases-alvo, tornando-os moléculas candidatas para aplicacdes na area médica e biotecnoldgica, podendo
atuar como agentes antimicrobianos, terapéuticos e na preservacdo de alimentos (BIJINA et al., 2011, DUBEY
et al., 2007).

OBJETIVO DO TRABALHO:

Verificar a inibicdo da papaina e da tripsina por fragdes protéicas de sementes de Libidibia ferreae seu perfil
eletroforético.

METODOS:

Sementes de L. ferrea foram coletadas na area urbana do municipio de Sobral - Ce. As sementes foram
descascadas e trituradas em uma farinha que foi delipidada com acetona. Um extrato proteico foi obtido pela
suspensao da farinha em tampdo Tris/HCI 50 mM pH 7,5 contendo NaCl 0,15 M, na proporgdo de 1:10 (m/v) e
agitado por 3 horas. Apo6s centrifugacdo a 10.000xg, por 30 minutos, o sobrenadante foi precipitado com
sulfato de amdnio em duas faixas de saturacdo, originando as fragdes FO50 e F5090, respectivas a cada faixa
de precipitacdo. As fracoes foram dialisadas contra agua, liofilizadas, ressuspendidas (5mg/mL) no tampao de
extragdo e usadas para testes de inibicdo da papaina (ABE et al., 1987) e tripsina (KAKADE et al, 1974). A
porcentagem de inibicdo (% INB) foi calculada pela férmula: % INB = 100 - [100 x (atividade
residual/atividade do controle sem inibidor)]. As fracdes também foram avaliadas quanto a capacidade de
inibicdo da coagulagao do leite desnatado pela tripsina. Para eliminagdo da indesejada presenga de
proteases enddgenas, as fragbes foram aquecidas por 3 minutos, a 100°C, e os testes feitos com as fraces
aquecidas (fa) e sem aquecimento (fna). O perfil de proteinas foi determinado por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

O perfil eletroforético da FO50 e F5090 mostrou a predominancia de 3 bandas acima de 30 kDa na F050 e
uma banda em torno de 20 kDa na F5090. A FO50 ndo aquecida ndao foi capaz de inibir a atividade das
enzimas, sugerindo a presenga de proteases enddgenas mascarando a atividade dos inibidores. Apds o
aquecimento, a FO50 obteve maior efeito antitriptico (100 % INB) do que antipapainasico (77% INB). A F5090
também foi mais eficiente em inibir a tripsina (100% INB) do que a papaina (55 % INB) e a inibigdo foi
verificada nas fragdes aquecidas e ndo aquecidas. Apds 4 horas de incubacdo da tripsina com leite
desnatado, observou-se a formagao de um coagulo, o que nao foi observado quando a tripsina foi pré-
incubada por 10 minutos com as fracdes FO50 e F5090. Esses resultados indicam que sementes de juca sao
uma fonte de eficientes inibidores de enzimas proteoliticas, principalmente de inibidores de tripsina e essas
moléculas possuem promissora aplicacgdo como preservativo contra protedlise em vérias aplicagdes
biotecnoldogicas, especialmente na industria de alimentos, como ja sugerido por Sriket et al., (2011), que
obteve eficiente prevencdao na degradacdo do camarao por enzimas proteoliticas quando estas foram pré-
incubadas com extratos de sementes ricos em inibidores de tripsina.

CONCLUSOES:

Sementes de L. ferrea apresentam eficiente atividade inibitdria para proteases, especialmente tripsina. Deste
modo, estudos futuros visando o isolamento, caracterizacdo bioquimica e avaliacdo da capacidade destas
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moleculas em InIbir outras enzimas proteoliticas disponivels comerclalmente poderao contribuir para a
identificacdo de inibidores de proteases com provavel aplicagdo na regulacdo da atividade de enzimas
proteoliticas que podem causar a deterioracao de alimentos.
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