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RESUMO 
 

Plantas medicinais são comumente usadas por comunidades tradicionais, principalmente em 

regiões com menor desenvolvimento humano. Algumas espécies vegetais possuem entre seus 

componentes substâncias denominadas inibidores de proteases. Os inibidores de proteases se 

destacam na proteção de fluidos e tecidos contra sua degradação por proteólise e possíveis 

falhas na degradação de proteínas de meia-vida que podem interferir de forma drástica nas 

funções celulares. Diante do exposto, esse estudo objetivou identificar e caracterizar inibidores 

de proteases em cinco espécies vegetais nativas do Cerrado e da Mata Atlântica. As espécies de 

Punica granatum L. (Romã), Plantago major L. (Tansagem), Ocimum gratissimum L. 

(Alfavaca), Anadenanthera colubrina Vellozo (Angico) e Stryphnodendron adstringens Mart. 

Coville (Barbatimão) foram selecionados nas cidades de Poté, Ladainha, Ataléia, Teófilo Otoni 

e Araçuaí, devido ao seu uso tradicional como anti-inflamatório. A sequência genômica de 

inibidores de proteases foi pesquisada para essas espécies vegetais no GenBank, mas nenhuma 

sequência foi descrita para as espécies selecionadas. As amostras provenientes dos 

procedimentos de extração foram submetidas à quantificação de proteínas e a presença dos 

inibidores de proteases foi detectada por eletroforese em gel de poliacrilamida 12% SDS-

PAGE. Somente os extratos das sementes de Punica granatum e das folhas do Anadenanthera 

colubrina tiveram detecção satisfatória de inibidores de proteases e foram submetidos à análise 

por cromatografia líquida de alta eficiência em sistema de HPLC. Este trabalho demonstra pela 

primeira vez a detecção e extração de inibidores de proteases em folhas de Anadenanthera 

colubrina e sementes de Punica granatum. 

 

Palavras-chaves: Inibidor de proteases. Sementes de Punica granatum.  

Folhas de Anadenanthera colubrina. Plantas medicinais.    

 



 

 

ABSTRACT 

 

Traditional communities, especially in regions with lower human development, commonly use 

medicinal plants. Some plant species have among their components substances called protease 

inhibitors. Protease inhibitors act protecting fluids and tissues from degradation by proteolysis 

and possible failures in the degradation of half-life proteins that can drastically interfere with 

cellular functions. This study aimed to identify and characterize protease inhibitors in five 

native plant species of Cerrado and Atlantic Forest. The species of Punica granatum L. (Romã), 

Plantago major L. (Tansagem), Ocimum gratissimum L. (Alfavaca), Anadenanthera colubrina 

Vellozo (Angico) and Stryphnodendron adstringens Mart. Coville (Barbatimão) were selected 

in the cities of Poté, Ladainha, Ataléia, Teófilo Otoni and Araçuaí due to their traditional use. 

The genomic sequence of protease inhibitors was screened for these plant species in GenBank, 

but no sequence was described for the selected species. Samples from the extraction procedures 

were subjected to protein quantification and the presence of protease inhibitors was detected by 

12% SDS-PAGE polyacrylamide gel electrophoresis. Only the extracts of the seeds of Punica 

granatum and of the leaves of Anadenanthera colubrina had satisfactory detection of proteases 

inhibitors and were submitted to the analysis by high performance liquid chromatography 

system. This work demonstrates for the first time the detection and extraction of protease 

inhibitors in leaves of Anadenanthera colubrina and seeds of Punica granatum 

 

Keywords: Protease inhibitor. Punica granatum seeds. Anadenanthera colubrina leaves.  

Medicinal plants. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A degradação ambiental acarreta a perda de um acervo de conhecimentos empíricos 

de povos tradicionais, assim como o patrimônio genético das presentes e futuras gerações. A 

utilização de vegetação com propriedades medicinais e suas formas derivadas são consideradas 

a base da terapia através dos séculos, isso devido a inúmeras etapas terem marcado a evolução 

da arte de curar (MARCHESE et al., 2009). Os estudos sobre os usos medicinais das plantas 

possibilitam a difusão do conhecimento à humanidade (PEREIRA et al., 2007).  

Nos últimos anos, o uso das plantas medicinais voltou a ser reconhecido em todo o 

mundo, o que nos mostra a crescente valorização dos medicamentos a base de plantas pelos 

consumidores e o profundo interesse da indústria farmacêutica em compostos naturais que 

possuem propriedades farmacológicas (SIMÕES; LINO, 2003). O crescente interesse 

acadêmico no desenvolvimento de pesquisas com foco no conhecimento que as populações 

tradicionais detêm sobre plantas e seus usos demonstram oportunidade de elaboração de 

medicamentos fitoterápicos a base de extratos vegetais padronizados de ação eficaz, segura e 

de qualidade (BHATTARAM; GRAEF; KOHLERT, 2002). 

As plantas biossintetizam substâncias, denominadas metabólitos secundários, que 

são importantes para a adaptação e a propagação das espécies vegetais (DEWICK, 2002). Os 

alcaloides, os terpenos e os flavonoides são alguns exemplos desses metabólitos, os quais, em 

sua maioria, apresentam atividades biológicas, como por exemplo, ação antitumoral, anti-

inflamatória, antioxidante, antibacteriana, antiparasitária e antiviral (COWAN, 1999; 

MIDDLETON et al., 2000; SIMÕES et al., 2001; COUTINHO et al., 2008). Além dos 

metabólicos secundários, podem ser encontrados inibidores de proteases que atuam como: 

proteína de reserva, agente regulador de proteases endógenas, proteção dos fluídos e tecidos da 

degradação pela atividade proteolítica (RYAN, 1990; RICHARDSON, 1997; WALKER et al., 

1997), e defesa direta ou indireta contra os ataques de insetos e infecções por patógenos 

(CARLINI; GROSSI-DE-SÁ, 2002; LAWRENCE; KOUNDAI, 2002; TONELLI et al., 2015).  

Os inibidores de proteases se destacam na proteção de fluidos e tecidos (soro 

sanguíneo, células pancreáticas e tecidos de reserva de plantas) contra sua degradação por 

proteólise (RYAN, 1990; LOPES, 2006). A destruição de proteínas é necessária para manter a 

homeostase celular e possíveis falhas na degradação de proteínas de meia-vida ou proteólise 

desorganizada podem interferir de forma drástica nas funções celulares (BREGUEZ, 2012). 
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Assim, as pesquisas e estudos dirigidos para a busca de novos produtos naturais 

para fins terapêuticos se justifica pela procura de menores efeitos adversos e maior eficiência 

quando comparados a utilização de produtos industrializados nos processos terapêuticos de 

doenças como infecções, inflamações, cânceres e imunodeficiências (CLARDY; WALSH, 

2004; LOPES, 2006). Diante do exposto, este trabalho selecionou cinco espécies vegetais, 

nativas ou ornamentais, da região dos vales do Jequitinhonha e Mucuri para avaliar a obtenção 

e a caracterização química de inibidores de proteases. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

 

 Identificar e caracterizar inibidores de proteases em cinco espécies vegetais 

nativas do Cerrado e da Mata Atlântica. 

2.2 Específicos 

 

 Selecionar cinco espécies vegetais de uso medicinal tradicional; 

 Consultar as sequências dos inibidores de proteases das espécies selecionadas; 

 Extrair e purificar inibidores de proteases das espécies selecionadas; 

 Detectar em gel de poliacrilamida inibidores de proteases obtidos das espécies 

selecionadas; 

 Verificar a pureza dos inibidores de proteases (HPLC); 

 Determinar a distribuição de tamanho e o potencial Zeta das partículas dos 

inibidores de proteases nos extratos enriquecidos.  
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 Plantas e seu uso medicinal  

 

A medicina tida como moderna está bem desenvolvida e é disseminada na maior 

parte do mundo, porém em populações carentes 80% dos indivíduos faz o uso de práticas e 

técnicas tradicionais para cuidados básicos de saúde e 85% destes utilizam as plantas ou 

elaborações das mesmas para sua atenção primária (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006). Na 

América do Sul a utilização das plantas medicinais como opção de tratamento e sua 

comercialização está intimamente ligada às riquezas filogenéticas das plantas presentes em cada 

país, bem como sua à diversidade de tradições culturais (ALONSO, 1998). Estima-se que o país 

tido como detentor da maior biodiversidade do mundo é o Brasil, por possui aproximadamente 

55 mil espécies vegetais catalogadas, das quais apenas 8% possuem estudos com identificação 

de moléculas bioativas e, 4 mil são reconhecidas como plantas medicinais (BRASIL, 2004).  

A padronização de plantas medicinais teve início na década de 70, na Alemanha, 

com o chamado marcador químico e/ou pelo próprio princípio ativo das mesmas, possibilitando 

ao paciente consumidor um medicamento fitoterápico com a garantia de que no mesmo estava 

contida a quantidade reprodutível e necessária para obter o efeito terapêutico, sendo possível 

por meio da padronização a reprodução de medicamentos homogêneos (CAVALLAZZI, 2006). 

Para alcançar a padronização é necessária uma sequência de estudos monitorados que se iniciam 

com os extratos brutos, sua identificação, o isolamento e a síntese dos compostos 

biologicamente ativos nos mesmos, estudos laboratoriais in vitro e in vivo e por fim os estudos 

clínicos longitudinais (CATE; MARSH, 1994). 

Os conhecimentos dos povos tradicionais a respeito dos usos eficientes das plantas 

de forma medicinal auxiliam significativamente na divulgação dos atributos terapêuticos das 

vegetações, estabelecidos atualmente pelos efeitos medicinais que fornecem, apesar de não 

possuírem ainda seus compostos químicos muito bem conhecidos. Diante disso, adeptos e 

usuários de plantas medicinais em todo o mundo, preservam o costume de consumir os 

fitoterápicos, validando assim informações terapêuticas que com o passar dos séculos foram 

sendo acumuladas (MACIEL et al., 2002). As populações dos vales do Jequitinhonha e Mucuri 

fazem uso de espécies vegetais, dos biomas Cerrado e Mata Atlântica, para a manutenção de 

sua saúde. 
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3.1.1 Anadenanthera colubrina (Angico) 

 

A espécie pertence à família Fabaceae - Mimosoideae e possui como sinonímia 

cientifica os nomes Acacia colubrina Martius; Anadenanthera colubrina (Vellozo) Brenan; 

Mimosa colubrina Vellozo; Piptadenia colubrina (Vellozo) Bentham (RAMALHO, 2002). 

É um arbusto alto, com caule entre 30 e 50 cm de diâmetro (ALTSCHUL, 1964), 

casca espessa de coloração acinzentada, e aspecto liso ou espiculado. Suas folhas são do tipo 

compostas bipinadas, com até 30 pares de pinas opostas com tamanho variando de 4 a 8 cm. As 

flores são pequenas e brancas ou amarelo-esverdeadas e juntas constituem capítulos globosos 

axilares ou terminais com tamanho variando de 3 a 5 cm. O fruto do Angico é uma vagem 

grande (até 32cm) de cor castanho-avermelhada, achatada e rugosa, e contém de 8 a 15 sementes 

de cor marrom-avermelhadas ou escuras (Figura 1) (LORENZI, 2002). 

 

 

Figura 1: Árvore de Anadenanthera colubrina. Com vagens verdes e maduras, caule espiculado e folhas 

compostas bipinadas de Anadenanthera colubrina. 

 

Na medicina popular a casca é usada como infusos, xaropes, macerados e tinturas 

por suas propriedades hemostáticas (GONZALEZ; SILVA, 1987), depurativas, adstringentes, 

antigripais e anti-inflamatórias (DESMARCHELIER et al., 1999). A infusão da casca tem 

propriedades sedativas e também é usada contra gonorréia, diarréia e disenterias. É usada 
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também como cicatrizante nas contusões, cortes e ulcerações (MAIA, 2004). Na forma de 

xarope e chá, a resina e as folhas são utilizadas como depurativos do sangue (GONZALEZ; 

SILVA, 1987), sendo ainda recomendadas para reumatismo e bronquite (DESMARCHELIER 

et al., 1999). 

Quanto aos componentes químicos há a presença de terpenóides, flavonóides, 

iridóides, bezenóides, polifenois e alcalóides (GUTIERREZ-LUGO et al., 2004; MIYAUCHI; 

YOSHIMOTO; MINAMI, 1976). As sementes possuem alcalóides psicoativos, dentre os quais 

a bufotenina (5-OH-dimetiltriptamina), variando de 1 a 12% da massa das sementes e o N,N-

dimetiltriptamina (N,NDMT) e 5-metoxi-dimetiltriptamina (5-MeO-DMT) (TORRES; 

REPKE, 2009). A goma-resina possui um heteropolissacarídeo, contém arabinose (67,8%), 

galactose (24,1%), ácido urônico (5,9%) e traços de ramnose, apresentando baixa viscosidade 

e sendo empregada no tratamento de problemas respiratórios (PAULA; BUDD; RODRIGUES, 

1997; SILVA; RODRIGUES; PAULA, 1998). 

 

3.1.2 Stryphnodendron adstringens (Barbatimão) 

 

Espécie pertencente à família Leguminosae – Mimosoideae, nativa no bioma 

Cerrado, popularmente conhecida como barbatimão, barba-de-timan, barbatimão-verdadeiro, 

casca-da-mocidade entre outras. Possui como sinonímias científicas Accacia adstringens Mart.; 

Stryphnodredron barbatiman Mart.; Stryphnodredron adstringens Coville; Mimosa 

barbatiman Vell; Mimosa virginalis Arruda. 

Arbusto regular ou árvore pequena, de caule e ramos tortuosos, revestidos de pouco 

folhagem. Casca rugosa, folhas bipinadas, 5 a 8 jugos, folíolos com 6 a 8 jugos, ovados, 

pequenos. Flores/inflorescências avermelhadas ou quase brancas, pequenas, dispostas em 

espigas cilíndricas, axilares, densas (Figura 2). Fruto vagem, séssil, grossa e carnosa, linear-

oblonga, comprida, de 10 cm de comprimento. Sementes oblongas, pardacentas (GRANDI, 

2014). 

As partes mais usadas da planta são a casca do caule e os ramos, as mesmas são 

usadas em forma de tintura ou extrato fluido, infuso e decocto. Essas formas são empregadas 

popularmente contra diarreia, desinteria, escoburto, hemorroidas, conjuntivite, adstringente, 

hemostático, cicatrizante e para limpeza de ferimentos (NUNES et al., 2003; MACEDO; 

FERREIRA et al., 2004). Segundo Toledo (2002) o extrato obtido das cascas 

de Stryphnodendron adstringens demonstra atividade antimicrobiana contra Pseudomonas 
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aeruginosa, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis. Além de outras atividades como 

tripanomicida (HERZOG-SOARES et al., 2002) e anti-inflamatória (FALCÃO et al., 2005). 

 

 

Figura 2: Folhas e Inflorescências do Stryphnodredron adstringens. Folhas bipinadas e inflorescências em 

espigas cilíndricas de Stryphnodredron adstringens. 

 

Sua constituição química apresenta taninos de três espécies, sendo taninos 

condensados, substâncias monoméricas (flavan-3-óis) e proantocianidinas (entre elas 8 tipos de 

prodelfinidinas e 8 prorobinetinidinas), substâncias tânicas (20 a 30%), taninos (18 a 27%), 

alcaloides não determinados, amido, matérias resinosas, mucilaginosas, matéria corante 

vermelha, ácido tânico, estrifino, açúcar solúvel, flavonoide e flocafenos (GRANDI, 2014; 

SANTOS et al., 2011; SIMÕES et al., 2001). 

 

3.1.3 Punica granatum (Romã) 

 

Espécie pertencente à família Lythraceae (antiga Punicaceae), com a sinonímia 

vulgar de romã. Arbusto ou árvore pequena, oriunda da África boreal e cultivada nas regiões 

quentes e temperadas do mundo inteiro. Suas ramificações transformam-se em espinhos pelo 

endurecimento dos ramos e quedas das folhas. Essas são simples, inteiras, fasciculadas em torno 
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dos nós, às vezes alternas, ou quase opostas, desprovidas de estípulas, brevemente pecioladas, 

ovais e coriáceas. Flores de cor vermelha-escarlate. Receptáculo côncavo, um pouco oblíquo. 

Os frutos compõem-se de uma baga globosa de casca coriácea, amarela ou avermelhada 

manchada de escuro, multilocular, com inúmeras sementes angulosas, cobertas por tegumento 

espesso, polposo, de sabor doce ligeiramente ácido. Reproduz-se por sementes e prefere 

terrenos úmidos e profundos (Figura 3) (GRANDI, 2014; GOMES, 2007). 

 

 

Figura 3: Árvore de Punica granatum. Folhas, frutos e sementes de Punica granatum. 

 

Da romeira as partes mais usadas são cascas do caule, da raiz ou do fruto, nas formas 

de infuso, decocto, tintura, ou extrato fluido. Utilizadas no tratamento de inflamações de 

garganta, rouquidão, nas hemorragias de ovário e útero, como vermífugo e tenífugo e para 

fortalecimento do couro cabeludo. As demais partes como frutos é utilizado o suco contra 

úlceras na boca e genitálias, alivia dores de ouvido, além de ser utilizado no tratamento de 

disenteria e ser benéfico contra a lepra. As flores são usadas no tratamento de gengivites e 

possuem atividade adstringente e hemostática. Os brotos das flores, secos e pulverizados, são 

usados para a bronquite (GRANDI, 2014; LANGLEY, 2000).  

Em sua constituição química possui 28% do peso em taninos além de alcaloides: 

peletierina, isopeletierina, e pseudopeletierina, metil-peletierina; amido, ácido gálico, e 

granadotânico, manita, vitaminas B2, C e D, Magnésio e Ferro (GRANDI, 2014; NODA et al., 

2002). 
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3.1.4 Plantago major (Tansagem) 

 

Pertencente à família Plantaginaceae, a tansagem ou transagem popularmente 

conhecida é uma planta herbácea, perene, polimorfa, com rizoma curto e oblongo. Folhas 

radicais pecioladas, ovais ou muitas vezes elípticas, inteiras ou sinuado-denteadas, estreitas no 

pecíolo (Figura 4). Inflorescência em espigas lineares, cilíndricas, alongadas, multifloras, com 

brácteas ovoides, obtusas, membranáceas, côncavas. Flores pálidas, pequeninas, numerosas. 

Fruto cápsula com muitas sementes, muitas vezes violáceas. Sementes pequenas, de 8 a 15 e de 

cor alivácea (GRANDI, 2014). 

 

 

Figura 4: Plantago major. Folhas e Inflorescência de Plantago major. 

 

Todas as partes da Plantago major L. são utilizadas em formas de infuso, decocto, 

tintura, extrato fluido ou emplastro. Tônico, febrífugo, adstringente, anti-inflamatório 

principalmente em dores de garganta, inflamações uterinas e nas doenças de pele, resolutivo e 

expectorante, mucilagem das folhas para proteção de mucosas inflamadas e das vias 

respiratórias entre outras aplicações (BLANCO et al., 2008; GRANDI, 2014).  

Apresenta mucilagem, glúcides, tanino, sais minerais e enxofre em sua composição 

química. Além de ácidos orgânicos: clorogênico e ursólico, ácido sílico, glicosídeos: alcubina, 

alcaloides: plantagnonina e indicaína, resinas: alantoína; heterosídeos: alcubigenina; enzimas: 

emulsina e invertina, colina, vitamina C e sais de potássio (VENTURA et al., 2016; GRANDI, 

2014).   
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3.1.5 Ocimum gratissimum (Alfavaca) 

 

Pertence à Família Lamiaceae e é vulgarmente conhecida como alfavacão, alfavaca 

e alfavaca-cravo, o nome alfavaca é dado a várias plantas do mesmo gênero, Ocimum, muito 

parecidas umas com as outras, mas a Ocimum gratissimum L. apresenta propriedades 

terapêuticas e apresenta aroma forte e agradável que lembra o cravo-da-índia (LORENZI; 

MATOS, 2008; CORRÊA, 1926) 

Subarbusto aromático com até 2 m de altura, é originário do Oriente e 

subespontâneo em todo o Brasil. Raiz principal, folhas ovais-lanceoladas, com as bordas 

serradas de 4 a 8 cm de comprimento (Figura 5). Flores pequenas, lilases ou brancas, dispostas 

em inflorescência abundante e ereta, do tipo cacho de cima triflora. Fruto do tipo capsula, 

pequeno, formado por 4 sementes esféricas, muito apreciado por alguns pássaros. Muito 

cultivada em hortas a partir das sementes, adapta-se bem em qualquer tipo de solo. (GRANDI, 

2014; LORENZI; MATOS, 2008).  

 

 

Figura 5: Subarbusto de Ocimum gratissimum. Folhas e inflorescência de Ocimum gratissimum. 

 

Tem suas sumidades floridas, folhas e flores como sendo as partes usadas, em 

formas de infuso, decocto, xarope, sumo, maceração ou emplasto. Empregado para gripes, 
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resfriados, infecções do trato respiratório superior, febrífugo, expectorante, béquico, sudorífero, 

reumatismo, as folhas podem ser usadas como antisséptico bucal e contra frieiras (GRANDI, 

2014; PATON, 1992; MATOS, 2000; EFFRAIM, 2001; LORENZI, 2002; LORENZI; 

MATOS, 2008). 

Toda a parte da planta contém o óleo essencial rico em eugenol (substancia muito 

volátil que se perde com fervura demorada). A presença do eugenol confere à planta e a seu 

óleo essencial ação antisséptica local contra fungos (Aspergillis e Trichocerma) e bactérias 

(Staphylococcus). Possui ainda o óleo essencial (timol, estragol, metil-chavecol, linalol, 

cânfora), taninos e ácido rosmarínico. O óleo e o extrato (tintura) são também aromatizantes 

bucais (GRANDI, 2014; PARNHAM; KESSELRING, 1985; PETERSENA; SIMMONDSB 

2003).  

 

3.2 Proteases  

 

Proteases são enzimas que catalisam a clivagem das ligações peptídicas de proteínas 

e com esse processo há a liberação de peptídeos de tamanhos variáveis ou de aminoácidos 

livres. São encontradas distribuídas em diversos organismos, como plantas, animais e 

microrganismos e devido sua variada especificidade possuem uma classificação complexa, 

podendo ser classificadas com base em seu sítio ativo, devido aos resíduos catalíticos de 

interação entre a protease e seus inibidores específicos, em cinco subclasses: serinoproteases 

(SPs), metaloproteases (MPs), aspárticoproteases (APs), cisteínoproteases (CPs) e 

treoninoproteases (TPs) (LÓPEZ, 2010; DUARTE, 2008).  

Além dessa, podem ser classificadas de acordo com sua posição de clivagem das 

ligações peptídicas como exopeptidades que atuam sobre as extremidades das cadeias 

polipeptídicas, as enzimas que agem sobre a extremidade N- ou C-terminal são conhecidas 

como amino ou carboxipeptidases, respectivamente e diferenciam-se pela especificidade de 

substrato; assim como classificada de acordo com seu mecanismo catalítico em endopeptidases 

que operam em regiões internas das cadeias polipeptídicas, longe das extremidades 

(GONZÁLEZ-RÁBADE et al., 2011; RAO et al., 1998). 

As enzimas proteolíticas apresentam ampla distribuição filogenética e, além de 

exercerem a função de quebra de proteínas, estão intimamente ligadas a vários processos 

fisiológicos essenciais nas células e nos tecidos como: coagulação sanguínea, cicatrização, 
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fertilização, diferenciação e crescimento celular, sinalização celular, resposta imune, apoptose, 

ativação de zimogênios, liberação de hormônios a partir de precursores, liberação de peptídeos 

fisiologicamente ativos, translocação através de membranas, digestão intra e extracelular, entre 

outros; através de proteólise limitada (NAKAHIRA, 2004; SAFAVI; ROSTAMI, 2012). 

Além da sua relevância fisiológica, as proteases têm potencial nocivo para o 

ambiente proteico de uma célula ou de um organismo; uma vez que a hidrólise de uma ligação 

peptídica é um evento irreversível, se torna necessário um rígido controle, pois as mesmas 

descontroladas podem acarretar vários estados patológicos como: enfisema pulmonar, 

epilepsia, doenças hepáticas, cânceres, doenças reumáticas, doenças degenerativas, doenças 

autoimunes, inflamação, angiogênese patológica e crescimento tumoral ou metástase dentre 

outras (BERG, 2008; HEAL et al., 2008; KUESTER et al., 2008; LOSSO, 2008).   

Diante disso, ao realizar a clivagem das ligações peptídicas, as proteases podem 

influenciar nas perdas, ganhos, ou interrupções de funções dependendo da origem de seus 

substratos, por isso a importância de se manter a atividade das proteases controlada e regulada 

adequadamente (ZANI; MOREAU, 2010). Existem vários níveis de controle para que esse 

processo ocorra de forma correta, incluindo a regulação da transcrição gênica, a ativação das 

pró-formas de protease e a inibição de sua atividade proteolítica por meio do bloqueio direto 

ou indireto de seus centros ativos por inibidores de proteases. Acredita-se que a forma mais 

relevante de controle em células e tecidos sejam os inibidores de proteases, devido sua alta 

concentração em todos os fluidos biológicos (ZANI; MOREAU, 2010). 

 

3.3 Inibidores de proteases 

 

Os inibidores de proteases estão presentes em todos os tipos de organismos e 

microrganismos, tecidos vegetais e animais. Nas plantas são encontrados principalmente nas 

famílias Fabaceae, Poaceae e Solanaceae (HAMMOND et al., 1984; BAEK et al., 1994) e são 

compostos que possuem a capacidade de diminuir a atividade de uma enzima. O interesse em 

estudar as funções fisiológicas desses inibidores se dá devido a sua importância na regulação 

de diferentes processos em que as proteases estão envolvidas, desde a quebra de proteínas 

intracelulares, transcrição, ciclo celular, invasão celular, apoptose, entre outras (FEDATTO, 

2004).  
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Os inibidores de proteases são agrupados com base em seus mecanismos de reação, 

origem ou similaridades estruturais e podem ser enquadrados em três grupos diferentes, levando 

em consideração suas especificidades, sendo: inibidores que reagem com mais de uma classe 

de proteases, os que são específicos para uma das classes e aqueles que apresentam alta 

especificidade para uma única protease (PERONA; CRAIK, 1995 apud TREMACOLDI, 

2009). 

Tendo a estrutura como parâmetro, os inibidores de proteases podem ser 

classificados em grupos, sendo o grupo dos que apresentam baixo peso molecular e o grupo dos 

inibidores peptídicos com uma ou mais cadeias polipeptídicas. Existe ainda a classificação dos 

inibidores de acordo com o tipo de protease que inibem, sendo: inibidores de serino, aspártico, 

treonino, cisteíno e metaloproteases (POWERS et al., 2002). 

Dentre as várias classes de proteases destacam-se: os inibidores de tripsina do tipo 

Kunitz, e os inibidores de Bowman-Birk (BBI) (RYAN, 1990). A tripsina hidrolisa ligações 

peptídicas na extremidade carboxila de L-aminoácidos básicos, como a arginina (Arg) e a lisina 

(Lys), enquanto a quimotripsina catalisa a hidrólise de ligações após resíduos de leucina (Leu), 

fenilalanina (Phe) e tirosina (Tyr). Assim, muitos peptídeos naturais inibidores de tripsina 

possuem uma arginina ou lisina, que se ligam ao sítio ativo da enzima, localizado na imediação 

da tríade catalítica responsável pela catálise (BERTRAND et al., 1996). 

A inibição das proteases por inibidores proteicos ocorre por ligação específica que 

está restrita ao sítio reativo (THEODORO JÚNIOR, 2014), assim existem dois mecanismos 

gerais e distintos de inibição enzimáticos representados pela inibição irreversível e pela inibição 

reversível de forte ligação. Na inibição enzimática irreversível, ocorre a modificação covalente 

e definitiva no sítio de ligação ou mesmo no sítio catalítico da enzima, ou seja, a ligação entre 

a enzima e o inibidor torna a recuperação da atividade enzimática impossível (BODE; HUBER, 

2000).  

Esses inibidores proteicos têm o sítio ativo convertido em uma forma modificada 

na qual um peptídeo é clivado, e passa a corresponder ao substrato de especificidade primária 

do substrato da protease (BODE; HUBER, 1992). O acesso do substrato à região catalítica da 

enzima e a complementaridade estrutural dessas moléculas são condições determinantes para a 

ocorrência do processo de proteólise e a consequente eficiência da interação enzima-substrato 

(LIU et al., 2006; PERONA et al., 1995). 

Os demais inibidores de ocorrência natural utilizam o mecanismo da inibição 

reversível de forte ligação, pois interagem com grande afinidade ao sítio ativo da protease de 
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modo semelhante ao da ligação enzima-substrato. Este inibidor pode ser clivado ou não durante 

o processo de inibição, e ser liberado do sítio ativo da enzima não modificado ou íntegro, 

mecanismo este que tem sido demonstrado conclusivamente apenas para as proteases, enzimas 

essas que apresentam massas moleculares que variam entre 19 e 110 kDa, além de apresentarem 

atividade ótima em pH alcalino e temperatura fisiológica (ANTÃO; MALCATA, 2005). 

Considerando esse padrão de inibição, estudos já reconheceram 19 famílias de inibidores 

(LASKOWSKI; QASIM, 2000). 

Estudos epidemiológicos correlacionam o consumo de alimentos ricos em 

inibidores de proteases à redução da incidência de diversos tipos de doenças, inclusive cânceres 

(KELLOFF et al., 2000). Diante disso, existem vários inibidores de proteases que fazem parte 

da dieta humana e que possuem a capacidade de inibir enzimas quimotripsina-símiles. A soja 

(Glycine max) é um exemplo de leguminosa rica em compostos com reconhecida ação 

anticarcinogênica, incluindo ácido fitico, saponinas, isoflavonóides e inibidores de proteases, 

os quais representam aproximadamente 6% do total de proteínas encontradas em sua 

composição (MESSINA; BARNES, 1991). Dentre os inibidores de proteases, encontram-se os 

inibidores de tripsina do tipo Kunitz (KTI) e os inibidores Bowman-Birk (LOSSO, 2008).  

 

3.3.1 Inibidores de proteases do tipo Kunitz 

 

Os inibidores de proteases tipo Kunitz (KTI), foram isolados primeiramente em soja 

(Glycine max), mas desempenham atividade inibitória sobre várias enzimas proteolíticas, como 

as proteases, tripsina, quimotripsina e subtilisina, os KTI são encontrados em inúmeras 

subfamílias de leguminosas, como: Mimosoideae, Caesalpinoideae e Papilionoideae 

principalmente nas sementes (RICHARDSON, 1997). São mais ativos contra serinoproteases 

(GOMES et al., 2005; HEIBGES et al., 2003), mas podem inibir catepsina D e amilases de 

insetos e plantas (RITONJA et al., 1990; RODENBURG et al., 1995).  

Os KTI encontrados na soja foram isolados e caracterizados por Kunitz em 1947. 

Os inibidores desse tipo apresentam uma composição de aproximadamente 181 resíduos de 

aminoácidos, uma massa molecular de aproximadamente 21-22 kDa além de serem formados 

por uma ou duas cadeias polipeptídicas e, em geral, apresentam quatro resíduos de cisteínas, 

que formam duas pontes dissulfeto (Cys39- Cys86 e Cys136-Cys145). A estrutura desse 
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inibidor demonstrou ausência de alfa-hélices, sendo formado assim principalmente por folhas-

beta e estruturas desordenadas (SONG; SUH, 1998; LOPES, 2006; RIBEIRO, 2009).  

Estudos sobre o sítio reativo dos inibidores de tripsina tipo Kunitz da soja 

demonstraram que os aminoácidos, Arg63 ou Lys63 (P1) e Ile64 (P1’), são essenciais para a 

atividade desses inibidores (KOWALSKI; LASKOWSKI, 1976; RYAN, 1981). Os KTI 

interagem com a enzima por meio dos resíduos de aminoácidos Arg ou Lys os quais são 

complementares ao sítio catalítico S1, composto por resíduos que caracterizam a especificidade 

do inibidor. Devido essa interação direta do resíduo do sítio reativo do inibidor com o sítio 

catalítico da enzima indica um mecanismo de inibição competitivo, habitual para inibidores de 

tripsina da família Kunitz (BODE; HUBER, 2000; FRANCO et al., 2002).  

 

3.3.2 Inibidores de proteases do tipo Bowman-Birk 

 

Os inibidores da família Bowman-Birk (BBI) são inibidores proteicos de proteases, 

isolados pela primeira vez em sementes de soja por Bowman, em 1946, e caracterizados por 

Birk e colaboradores em 1963, sendo posteriormente identificados em outras espécies de 

leguminosas e gramíneas (CLEMENTE et al., 2011). Os BBIs encontrados na soja são 

pequenas proteínas possuidoras de baixo peso molecular e composta por 71 aminoácidos e sete 

pontes dissulfeto que possibilitam a formação de uma estrutura assimétrica com dois sítios 

reativos independentes capazes de inibir, de forma reversível, as enzimas semelhantes à tripsina 

e quimotripsina - inibidores de dupla-cabeça (TOUIL et al., 2008; DESHIMARU et al., 2004; 

LOSSO, 2008).  

A atividade pode ser eficientemente inibida pelo BBI devido a interação do BBI 

com a tripsina e/ou com a quimotripsina. Fato associado a estrutura do seu sítio reativo tido 

como loop, ou também conhecido como “dupla-cabeça”, que é totalmente complementar ao 

sítio ativo da proteína a ser inibida, proporcionando assim uma ligação forte do inibidor com a 

protease (CHEN et al., 1992).  

Essa ligação é do tipo reversível e possui elevada afinidade, até mesmo comparada 

à afinidade dos substratos proteicos. O encaixe apropriado nos sítios enzimáticos impossibilita 

as mudanças na forma fundamentais à catálise, acordando um complexo típico enzima-inibidor 

com um bloqueio energético adverso à hidrólise (READ, 1986). 

Estudos mostram que as duas enzimas (tripsina e quimotripsina) podem ser 

simultaneamente inibidas pelo BBI em sua forma monomérica. Acredita-se que ocorra uma 
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pequena mudança conformacional no inibidor com o objetivo de adequar as duas enzimas, 

existindo assim um comportamento cooperativo nessas ligações (PRAKASH et al., 1997). 

Além disso, Jensen e seus colaboradores (1996) atestam que após a formação do complexo, o 

BBI é clivado muito lentamente. 

Segundo Ferreira (2013), os BBIs possuem diferentes especificidades, isso devido 

à versatilidade de aminoácidos presentes em seu sítio ativo, tornando-se assim moléculas com 

potencial para inibir outras serinoproteases, diferentes da tripsina e quimotripsina, que possuem 

envolvimento na regulação de sistemas fisiológicos de organismos superiores, como a catepsina 

G, elastase e cimase. 

O BBI é solúvel em água, resistente ao calor, à força iônica e ao pH em condições 

ácidas (BIRK, 1985 apud SAFAVI; ROSTAMI, 2012). Possui uma estrutura pequena, com 

ligações de hidrogênio e ligações dissulfeto, o que lhe possibilita uma maior estabilidade capaz 

de garantir sua atividade mesmo quando se encontra em condições desfavoráveis (OLIVEIRA, 

2004). O BBI possui uma característica estrutural diferenciada que é a ausência de uma 

“cavidade hidrofóbica”, característica marcante em proteínas globulares que possibilita arranjo 

e estabilidade dessas moléculas (FERREIRA, 2013).  

Dentre as famílias conhecidas de inibidores de proteases, a família Bowman-Birk 

pode ser considerada a mais privilegiada em estudos, pois são facilmente encontradas em 

plantas da família Fabaceae (NORIOKA; IKENAKA, 1983) e Poaceae (ODANI et al., 1986). 

Ao contrário do que se acreditava, estudos com milho, alfafa e arroz comprovam que além de 

estarem presentes nas sementes, os inibidores de proteases Bowman-Birk podem ser 

encontrados em folhas e caules submetidos a algum tipo de injúria (ROHRMEIER; LEHLE, 

1993; McGURL et al., 1995; RAKWAL et al., 2001). 

Com o avanço da tecnologia e das pesquisas voltadas para descoberta de novas 

drogas para o tratamento de enfermidades, os fitofármacos a base de moléculas com ação 

terapêutica de origem vegetal, como os inibidores de proteases, é uma alternativa viável 

ecologicamente e economicamente levando-se em consideração o elevado custo para o 

desenvolvimento de novos medicamentos sintéticos e seus efeitos muitas vezes indesejáveis 

tais como a própria dificuldade de adaptação ao receptor biológico (LASTRES et al., 2001). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Isolamento e Purificação dos inibidores de proteases 

4.1.1 Obtenção do extrato enriquecido das espécies vegetais  

 

Os materiais referentes as espécies foram selecionadas no campo de acordo com a 

necessidade no período de janeiro a novembro de 2015. As folhas do Anadenanthera colubrina 

(registro nº HDJF 3355) foram coletadas em uma árvore no Sítio Candonga no município de 

Araçuaí, as folhas e as inflorescências do Stryphnodendron adstringens (registro nº HDJF 3356) 

foram coletados em árvore na Chapada entre a cidade de Araçuaí e o distrito Lufa, as folhas e 

inflorescências da Ocimum gratissimum L. foram adquiridas em um arbusto na cidade de 

Teófilo Otoni, as folhas de Plantago major L. e Punica granatum L., assim como as sementes 

de Punica granatum L. foram coletadas no quintal de uma residência no município de Araçuaí, 

por vez a soja grão (Glycine max) foi adquirida no comércio local da cidade de Teófilo Otoni. 

Os números de registro apresentados para as espécies de Anadenanthera colubrina e 

Stryphnodendron adstringens foram adquiridos no Herbário Dendrológico Jeanine Felfili 

(HDJF) do Departamento de Engenharia Florestal – Faculdade de Ciências Agrárias da 

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri campus Juscelino Kubitschek (JK), 

ao qual possui as mesmas incorporadas ao seu acervo.  

O processo de extração ocorreu nessas partes específicas das espécies vegetais 

(folhas, inflorescência e sementes) devido serem utilizadas popularmente.  

A extração proteica na Glycine max grão foi realizada como medida padrão de 

comparação para inibidores de proteases, seguindo a metodologia proposta por Yavelow e seus 

colaboradores (1985), adaptada para as espécies vegetais. 

Para se obter as melhores condições para extração proteica, as folhas, 

inflorescências e sementes, foram moídas cruas e separadamente em liquidificador para 

conseguir um extrato rico em inibidores de proteases. Para cada preparação foram utilizados 

100g de material vegetal. 

As proteínas foram extraídas acrescentando-se 10% p/v em etanol a 60% por 1 h à 

55 ºC com agitação constante e, em seguida, resfriado rapidamente em banho de gelo e disposto 

em repouso por 24 horas. O material oriundo desse tratamento foi submetido à centrifugação a 

6.500 x g, por 30 min a 4°C para remoção de fibras insolúveis presentes.  
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Após o período de extração, a mistura foi filtrada em gaze, e acidificada com HCl 

até pH 5,3. Procedeu-se a precipitação do extrato bruto, com a adição de volumes crescentes de 

Acetona P.A. a -20ºC.  

O material foi mantido em banho de gelo durante todo o processo de extração. O 

extrato enriquecido obtido foi submetido à centrifugação a 6.500 x g por 30 minutos. 

Ressuspendeu-se o precipitado em 5 mL de água destilada e armazenou-o à -80 °C para 

posterior análise. 

 

4.2 Dosagem de proteínas  

 

A quantidade de proteínas foi determinada pelo método colorimétrico de Bradford 

(1976) na adsorção do reagente Coomassie Brilliant Blue G-250, utilizando soro albumina 

bovina (BSA), em soluções de 20 a 100 µg/mL para obtenção da curva padrão, como padrão 

analítico na concentração de 1 mg/mL. A leitura de quantificação proteica foi realizada em 

espectrofotômetro (AJX-6100PC Espectrofotômetro Duplo Feixe, MICRONAL) no 

comprimento de onda de 595 nanômetros (nm). Os dados foram gerados pelo software UV-Vis 

Analyst e analisados pelo programa Excel.  

 

4.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida e SDS: Detecção dos inibidores de proteases 

por eletroforese 

 

As amostras dos extratos proteicos provenientes dos procedimentos de purificação 

dos inibidores de proteases foram submetidas a detecção e identificação por eletroforese em gel 

de poliacrilamida no sistema descontínuo, sendo os suportes eletroforéticos géis de 

poliacrilamida de separação a 12% e de concentração 5%, preparados em condições 

desnaturantes (SDS), segundo método de Laemmli (1970). 

Os géis foram preparados misturando: solução tampão Tris 1,5M pH 8,8 no gel de 

separação e solução Tris 0,5M pH 6,6 no gel de concentração; solução de acrilamida 30% p/v 

+ bis-acrilamida 1% p/v; solução de SDS a 20% p/v; solução de persulfato de amônio a 10% 

(preparo recente); N,N,N',N' - Tetrametil-etilenodiamina (TEMED); água destilada q.s.p. 

As amostras para aplicação no gel foram preparadas na concentração de 50 mg/mL 

de proteína (por poço) na fração de 2:1, sendo 20 µl de tampão da amostra de Tris 1M pH 6,8; 
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SDS 20% p/v, glicerol 20% v/v, EDTA 0,5M, azul de bromofenol 0,1% p/v, β-mercaptoetanol 

e água destilada q.s.p. e submetidas ao banho de água fervente por 5 minutos para desnaturação 

total das proteínas. O padrão de peso molecular utilizado foi o PageRuler Plus Prestained 

Protein Ladder, de massas moleculares de 10 a 250 kDa da Thermo Scientific. O extrato 

proteico a base de Glycine max grão foi utilizado como padrão de comparação para detecção 

da presença de bandas de inibidores de proteases. 

O tampão Tris-HCl 25 mM contendo glicina 0,19 M e SDS 0,1% p/v foi utilizado 

como tampão de corrida. A eletroforese foi realizada sob uma corrente elétrica constante de 120 

Volts por gel, durante aproximadamente 180 minutos. Após o termino da eletroforese, a 

presença das bandas proteicas foi detectada com a imersão dos géis em solução de Coomassie 

Blue R-250 0,025% em metanol 25% e 5% de ácido acético sob agitação branda por 2 horas. 

Em seguida os géis foram descorados em solução 40% metanol e 10% ácido acético até a 

visualização plena das bandas. 

 

4.4 Varredura do comprimento de onda 

 

Os sobrenadantes dos extratos proteicos foram submetidos a variadas diluições em 

água destilada para realização de uma varredura de comprimento de onda em espectrofotômetro 

(UV-Vis Cary 50, Varian) para identificação da melhor absorção. Os dados foram gerados pelo 

software Scan versão 3.0 e analisados pelo programa Origin 8. 

 

4.5 Purificação de inibidores de proteases por cromatografia líquida de alta eficiência 

 

As diluições das amostras sujeitadas a varredura de comprimento de onda em 

espectrofotômetro foram submetidas à cromatografia líquida de alta eficiência para análise de 

pureza. A cromatografia foi realizada em coluna LC 18 (25 cm x 4,6 mm) (Supelcosil, Sigma-

Aldrich), em sistema de HPLC (High Performance Liquid Chromatography) modelo ProStar 

(Varian) utilizando o software Galaxie e os dados foram analisados no programa Origin 8. 

A coluna foi previamente equilibrada com ácido trifluoroacético (TFA) 0,1% em 

água (H2O) (solvente A) e eluída em um gradiente de 0 a 100% do solvente acetonitrila (ACN) 

+ TFA 0,08% (solvente B), sob um fluxo de 0,8 mL/min durante 45 minutos. A eluição foi 

monitorada entre 190 e 300 nm.  
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Após a coluna ter sido equilibrada as amostras diluídas e filtradas foram submetidas 

a corrida no HPLC com a injeção de 20 µL sob a condição cromatográfica para análise da 

pureza com a Fase móvel de A: H2O + TFA 0,1%; B: ACN + TFA 0,08%; eluição por 

gradiente: 0 a 100% de B em 45 minutos.  

 

4.6 Distribuição do tamanho e potencial Zeta dos inibidores de proteases 

 

As amostras para determinação da distribuição do tamanho e do potencial Zeta dos 

inibidores de proteases foram preparadas a partir do sobrenadante do extrato enriquecido das 

espécies vegetais em água destilada nas diluições de 5 e 10 vezes, por meio de medidas de 

espalhamento de luz dinâmico (DLS) utilizando o equipamento Zetasizer Nano – ZS (Malvern) 

e o software Zetasizer. O instrumento opera com laser de He-Ne, λ = 633 nm e a detecção é 

feita em um único ângulo de 173° a 25 °C. As medidas do potencial Zeta (ζ) médio das 

partículas foram realizadas também a temperatura de 25 °C.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

As espécies selecionadas foram: Anadenanthera colubrina (angico), 

Stryphnodendron adstringens (barbatimão), Punica granatum (romã), Plantago major 

(tansagem) e a Ocimum gratissimum (alfavaca) e submetidas ao Genbank. Essas, foram 

escolhidas devido ao uso semelhante para o tratamento de inflamações.  

 

5.1 Submissão ao GenBank 

  

As cinco espécies escolhidas foram submetidas ao GenBank e não tiveram suas 

sequências dos inibidores de proteases descritas no banco de dados, ao contrário da Glycine 

max, espécie vegetal utilizada como padrão de comparação para inibidores de proteases.  

As espécies vegetais escolhidas para desenvolver o estudo não apresentam relação 

de gênero ou espécie. Assim, foram submetidas a uma pesquisa no GenBank utilizado para 

facilitar a identificação de sequências genéticas. No GenBank buscou-se identificar a presença 

de sequências de inibidores de proteases presentes nessas espécies, conforme Migliolo (2008) 

que usou a busca no banco de dados do gene para encontrar a sequência de inibidores de 

proteases em Adenanthera pavonina e José (2002) que por meio do GenBank extraiu 

informações para sequências de inibidores de proteases da Glycine max, com a finalidade de 

determinar as relações de ancestralidade desses inibidores. 

Diante disso, a busca no GenBank da presença de sequência de inibidores de 

proteases nas espécies selecionadas foi realizada, mas as mesmas não forem detectadas, o que 

não inviabiliza o estudo, pois o fato de não ter encontrado a sequência de inibidores de proteases 

pode estar relacionado em as mesmas não terem sido estudadas até o momento e por isso não 

estarem depositadas no banco de dados. 
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5.2 Isolamento e Purificação dos inibidores de proteases 

 

5.2.1 Quantificação de proteínas dos extratos enriquecidos  

 

A extração proteica dos inibidores de proteases foi realizada nas folhas de Punica 

granatum, Plantago major, Ocimum gratissimum, Anadenanthera colubrina e 

Stryphnodendron adstringens, nas inflorescências de Ocimum gratissimum e Stryphnodendron 

adstringens, nas sementes de Punica granatum, e nos grãos de Glycine max. 

A metodologia para extração proteica foi a proposta por Yavelow e seus 

colaboradores (1985), que é utilizada para isolamento e purificação de inibidores de proteases 

de sementes de leguminosas, e foi empregada pela primeira vez nessas espécies vegetais, 

principalmente em folhas e inflorescências.  

Para evidenciar o resultado satisfatório do método de extração de inibidores de 

proteases, os extratos enriquecidos obtidos foram submetidos a uma análise de quantificação 

proteica onde alguns tiverem uma concentração de inibidores de proteases semelhante e até 

maior que a encontrada nos grãos de G. max padrão ouro, sugerindo a eficácia da metodologia 

ao ser aplicada para extração em espécies e partes completamente diferentes. 

 O Gráfico 1 (A-F) mostra a representação da quantificação de inibidores de 

proteases dos extratos de Punica granatum, Plantago major, Ocimum gratissimum, 

Stryphnodendron adstringens e de Anadenanthera colubrina a base de folhas comparada ao 

extrato a base de Glycine max grão utilizada como padrão de comparação. 

O Gráfico 2 (A-C), demonstra a quantificação de inibidores de proteases em 

extratos enriquecidos a base de sementes de Punica granatum e a base de inflorescências de 

Stryphnodendron adstringens e Ocimum gratissimum em comparação com extrato a base de 

Glycine max grão.  
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Gráfico 1: Quantificação de inibidores de proteases dos extratos enriquecido das folhas das espécies 

selecionadas e do padrão de soja. Os extratos enriquecidos de Punica granatum, Plantago major, Ocimum 

gratissimum, Stryphnodendron adstringens, Anadenanthera colubrina e da Glycine max grão, obtidos de extrações 

em diferentes datas foram detectadas pelo método de Bradford (1976) a uma absorbância de 595 nm. Barras = 

média±desv.pad. 
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Gráfico 2: Quantificação de inibidores de proteases dos extratos enriquecido de sementes e inflorescências 

e do padrão de soja. Os extratos enriquecidos de sementes de Punica granatum e inflorescências de Ocimum 

gratissimum e Stryphnodendron adstringens e a base de Glycine max grão, obtidos de extrações em diferentes 

datas foram detectadas pelo método de Bradford (1976) a uma absorbância de 595 nm. Barras= média±desv.pad. 

 

5.3 Detecção de inibidores de proteases por eletroforese em gel de poliacrilamida 12% 

SDS-PAGE 

 

Tendo como base os dados da quantificação de inibidores de proteases presentes 

nos extratos enriquecidos, os mesmos foram submetidos a detecção desses inibidores em gel de 

poliacrilamida. O perfil eletroforético do extrato de folhas de Anadenanthera colubrina 

demonstrou a presença de inibidores de protease com bandas nas alturas de 14, 17, 27, 30 e 37 

kDa aproximadamente. Além da presença de bandas visíveis no extrato a base de Glycine max 

grão, utilizado como padrão de comparação, nas alturas de 14, 17, 30 e 53 kDa 

aproximadamente (Figura 6). 

A metodologia empregada para purificação de inibidores de proteases, 

considerando a pureza do extrato, foi relativamente eficiente no extrato a base de folhas de A. 

colubrina, assim como para o extrato a base de G. max grão, devido ser possível verificar nessa 

preparação a presença de bandas em 14 e 17 kDa, assim como as aparentes no extrato de folhas 

de A. colubrina e demais bandas com massas moleculares de proteínas em 30 e 53 kDa. 
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Figura 6: Perfil eletroforético (12% SDS-PAGE) do extrato enriquecido a base de folhas de Anadenanthera 

colubrina obtido pelo método descrito por Yavelow e colaboradores (1985). Legenda: PM: Peso Molecular de 

10 a 250kDa, GM: extrato a base de G. max grão (padrão de inibidores de proteases). AC: extrato a base de folhas 

de A. colubrina. Foi aplicado em cada poço 50 mg/mL de proteína. Gel corado com Coomassie Blue R-250. 

 

A banda demonstrada na altura de 14 kDa, no perfil eletroforético do extrato a base 

de folhas de A. colubrina, pode estar relacionando como estudos já têm demonstrado, ao peso 

molecular dos inibidores de tripsina e Bowman-Birk (BBI) em espécies de Vigna como sendo 

de 10-16 kDa (KUMAR et. al., 2013; SAMMOUR, 2006), podendo assim, essa banda 

representar a forma do dímero do inibidor, comportamento recorrente em inibidores BBI 

encontrado em várias leguminosas (BERGERON; NIELSEN, 1993; FIELDS et al., 2012).  

Já a Glycine max possui ampla distribuição de inibidores de proteases em suas 

sementes, além da lectina que apresenta massa molecular em torno de 30 kDa (SHARON; LIS, 

1990). As mesmas são resistentes ao tratamento térmico empregado para extração de inibidores 

de proteases, não sendo a temperatura de aquecimento suficiente para desnaturá-las o que torna 

sua presença esperada no gel de poliacrilamida (LEAL, 2010). 

O extrato enriquecido a base de sementes de Punica granatum demonstrou no gel 

a presença de apenas uma banda de inibidor de proteases na altura de 14 kDa. A mesma banda 

de inibidor em aproximadamente 14 kDa foi encontrada no extrato a base de Glycine max grão, 

utilizado como padrão de comparação, além da detecção de outras bandas nas alturas de 17, 21 

e 30 kDa aproximadamente (Figura 7).  
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Figura 7: Perfil eletroforético (12% SDS-PAGE) do extrato enriquecido a base de sementes de Punica 

granatum obtido pelo método descrito por Yavelow e colaboradores (1985). Legenda: PM: Peso Molecular de 

10 a 250 kDa, GM: extrato a base de G. max grão (padrão de inibidores de proteases). PG: extrato a base de 

sementes de P. granatum. Foi aplicado em cada poço 50 mg/mL de proteína. Gel corado com Coomassie Blue R-

250. 
 

O mesmo comportamento foi observado no perfil eletroforético do extrato 

enriquecido de Punica granatum, que apresentou apenas uma banda na altura de 14 kDa, 

podendo ser representativa do dímero do BBI (KUMAR et. al., 2013; SAMMOUR, 2006). 

Sendo constatada que a metodologia empregada foi eficiente para purificação de inibidor de 

proteases para o extrato a base de sementes de P. granatum. 

A Figura 8 apresenta o perfil eletroforético dos extratos enriquecidos oriundos da 

Ocimum gratissimum, a base das inflorescências e folhas, o gel demonstra a presença apenas 

de uma banda na altura de 30 kDa aproximadamente, no extrato a base das inflorescências. O 

extrato a base G. max grão, padrão de inibidores de proteases, evidenciou a presença de bandas 

visíveis em 10, 17 e 30 kDa aproximadamente. 

A banda na altura de 30 kDa aproximadamente, no extrato a base das 

inflorescências de O. gratissimum, assim como no extrato de grãos de G. max, certamente é 

específica da lectina que apresenta massa molecular em torno de 30 kDa em sementes de 

leguminosas (SHARON; LIS, 1990).  
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Figura 8: Perfil eletroforético (12% SDS-PAGE) dos extratos enriquecidos a base de folhas e inflorescências 

de Ocimum gratissimum obtido pelo método descrito por Yavelow e colaboradores (1985). Legenda: PM: 

Peso Molecular de 10 a 250 kDa, GM: extrato a base de G. max grão (padrão de inibidores de proteases). InGO: 

extrato a base de inflorescência de O. gratissimum. OG: extrato a base de folhas de O. gratissimum. Foi aplicado 

em cada poço 50 mg/mL de proteína. Gel corado com Coomassie Blue R-250. Seta=aproximadamente 30 kDa. 

 

 

A desnaturação das proteínas e consequente perda da atividade enzimática, pode 

justificar a ausência de bandas de inibidores de proteases nos demais poços do gel, visto que a 

sua concentração era representativa para as inflorescências e relativamente representativa para 

o extrato a base de folhas. O resultado atribuído a concentração de proteínas considerável pode 

ser atribuída a substâncias como os taninos e ácido rosmarínico comumente presente na planta 

(GRANDI, 2014; PARNHAM; KESSELRING, 1985; PETERSENA; SIMMONDSB 2003). 

Nos extratos enriquecidos obtidos das folhas de Punica granatum e a base das 

folhas de Plantago major por meio do gel não foram encontradas nenhuma banda característica 

de inibidores de proteases, assim como no extrato a base de inflorescência de Stryphnodendron 

adstringens, porém no extrato a de base folhas foi detectada uma leve banda (borrão) na altura 

de 250 kDa. O extrato a base Glycine max grão, padrão de inibidores de proteases, demonstrou 

a presença de bandas visíveis em 10, 17 e 30 kDa aproximadamente (Figura 9). 
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Figura 9: Perfil eletroforético (12% SDS-PAGE) dos extratos enriquecidos sem bandas de inibidores de 

proteases obtido pelo método descrito por Yavelow e colaboradores (1985). PM: Peso Molecular de 10 a 250 

kDa, GM2: extrato a base de G. max grão (padrão de inibidores de proteases). FoPG: extrato a base de folhas de 

P. granatum. PMa: extrato a base de folhas P. major. SA: extrato a base de folhas de S. adstringens. InSA: extrato 

a base de inflorescência de S. adstringens. Foi aplicado em cada poço 50 mg/mL de proteína. Gel corado com 

Coomassie Blue R-250. Seta=aproximadamente 250 kDa. 

 

A quantificação proteica dos extratos enriquecidos a base de folhas das espécies de 

Punica granatum e de Plantago major identificavam uma baixa concentração de inibidores de 

proteases em ambos os extratos enriquecidos, podendo os mesmos por essa razão não terem 

sido detectados no perfil eletroforético.  

Quanto aos extratos de folhas e inflorescências de Stryphnodendron adstringens, os 

mesmos demonstraram uma concentração de inibidores consideravelmente elevada, 

possivelmente não sendo detectados no perfil eletroforético por terem desnaturado, 

característica apresentada pelo borrão na altura de aproximadamente 250 kDa, visto que as 

proteínas perderam sua atividade enzimática e permanecem no gel de empilhamento, não sendo 

aparentes no gel de corrida. 

Ou ainda, os resultados obtidos com a quantificação proteica dos extratos oriundos 

de S. adstringens podem ser exclusivos dos metabólicos secundários encontrados na planta 

como: taninos, alcaloides, amido, matérias resinosas, mucilaginosas, ácido tânico, estrifino, 

açúcar solúvel, flavonoide e flocafenos (GRANDI, 2014; SANTOS et al., 2011; SIMÕES et 

al., 2001). 
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5.4 Análise da varredura do comprimento de onda 

 

A partir dos resultados satisfatório para a detecção de inibidores de proteases dos 

extratos enriquecidos de folhas de Anadenanthera colubrina e sementes de Punica granatum, 

por meio dos perfis eletroforéticos, os mesmos foram submetidos a uma varredura de 

comprimento de onda, a fim de identificar a melhor absorção dos inibidores de proteases 

presentes nos extratos, para posteriormente ser realizada a purificação em cromatografia líquida 

de alta eficiência em sistema de HPLC.  

O extrato enriquecido de Glycine max também passou pela varredura de 

comprimento de onda e posteriormente por purificação em sistema de HPLC, por estar sendo 

utilizado como padrão ouro para inibidores de proteases, uma vez que já se tem conhecimento 

da presença dos mesmos nesse grão (LEAL, 2010; CLEMENTE et al., 2010). 

A varredura no espectrofotômetro detectou três valores de melhor absorção, sendo 

o valor de 268 nm comum para os extratos enriquecidos das três espécies. O valor de 212 nm 

detectado para o extrato de sementes de P. granatum e o de 235 nm para o de folhas de A. 

colubrina e grãos de G. max (Figura 10). 
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Figura 10: Espectro de absorção molecular de inibidores de proteases dos extratos enriquecidos a base de 

folhas de A. colubrina (       ), sementes de P. granatum (       ) e G. max grão (      ) em espectrofotômetro.  As 

amostras apresentaram curvas analíticas de absorção em 212 nm para P. granatum, 235 nm para A. colubrina e G. 

max e 268 nm para os extratos das três espécies, sendo monitorados de 199 a 800 nm. A varredura foi realizada 

com as amostras diluídas em água destilada e a temperatura ambiente. 
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A intensidade de absorbância do extrato enriquecido a base de folhas de A. 

colubrina demonstra uma concentração de proteínas igual ao do extrato de G. max, o que é 

observado na curva analítica do espectro, já o extrato de sementes de P. granatum apresentou 

uma intensidade de absorbância um pouco menor que os demais, sendo sua curva analítica um 

pouco mais baixa no ponto de absorção em comum aos três extratos, podendo estar relacionada 

com o seu grau maior de pureza, não demonstrando assim a absorção de outras possíveis 

proteínas, ou ainda a presença de uma menor concentração de inibidores de proteases. 

Sendo assim, os picos que o espectro de absorção identificou para os extratos das 

três espécies, são característicos da absorção dos inibidores de proteases, podendo os mesmos 

estarem presentes nos extratos enriquecidos das folhas de A. colubrina e sementes de P. 

granatum, assim como no da G. max como já era esperado.  

Os valores diferentes podem ser referentes a absorção dos dois sítios ativos dos 

inibidores de proteases, podendo ser a absorção em 268 nm referente a quimotripsina, que como 

demonstrado por estudos de Apura et al. (2012), está bem próxima da absorbância em UV de 

250 nm da α-quimotripsina, isso devido sua constituição por vários aminoácidos aromáticos e 

quanto a absorção em 235 nm para extrato de folhas de A. colubrina e em 212 nm para o extrato 

de semente de P. granatum, a mesma se referir a absorbância da tripsina.  

 

5.5 Cromatografia líquida de alta eficiência dos extratos enriquecidos com inibidores de 

proteases 

 

Após a realização da detecção de bandas proteicas no gel de poliacrilamida 12% 

SDS-PAGE e picos absorção, foram preparadas amostras a partir da diluição do sobrenadante 

dos extratos enriquecidos das espécies vegetais nos volumes de 50 µL para 1 mL de água 

destilada para realização de uma corrida preliminar em sistema de HPLC a fim de identificar e 

analisar o comportamento das proteínas presentes nos extratos (Figura 11).  

Essa corrida teve duração de 30 minutos e ocorreu com a utilização de uma coluna 

C18 (2,5 cm x 4,6 mm) (Vydac 218TP), sob uma injeção de 50 µL e com a Fase móvel de A: 

H2O + TFA 0,1%; B: ACN + TFA 0,08%; com eluição por gradiente: 0 a 100% de B. 
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Figura 11: Perfil cromatográfico em HPLC obtido da leitura das amostras dos extratos enriquecidos a base 

de folhas de A. colubrina, sementes de Punica granatum e grãos de Glycine max. Condições cromatográficas: 

Coluna utilizada C18 (25 cm x 4,6 mm) Vydac 218TP. Fase Móvel: A: H2O + TFA 0,1%; B: ACN + TFA 0,08%. 

Eluição por gradiente: 0 a 100% B em 30 minutos; fluxo: 0,8 mL min-1 em uma absorbância de 260 a 400 nm. 

  

Realizada uma análise prévia, os mesmos extratos foram submetidos a uma corrida 

final com a mudança no tempo de duração de 30 para 45 minutos, para uma detecção mais 

precisa. O cromatograma em HPLC referente ao extrato a base de folhas de Anadenanthera 

colubrina apresentou um perfil cromatográfico com comportamento um pouco diferente, com 

picos mais simétricos, sendo dois com intensidades semelhantes em tempos de retenção de 12 

e 13 minutos, além de outros picos com intensidades diferentes em tempos de retenção de 28 e 

40 minutos (Figura 12). 

Os primeiros 2 picos com tempos de retenção de 12 e 13 minutos respectivamente, 

acredita-se serem referentes as isoformas de inibidores de proteases detectados no gel de 

poliacrilamida na altura de 14 e 17 kDa. Enquanto ou outros 2 picos com intensidades diferentes 

que aparecem nos tempos de 28 e 40 minutos no cromatograma, supostamente representam as 

demais bandas aparentes no gel, impurezas nos extratos enriquecidos ou possíveis 

contaminantes não proteicos, além de ruídos oriundos da eluição da corrida. 
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Figura 12: Perfil cromatográfico em HPLC obtido da leitura da amostra do extrato enriquecido a base de 

folhas de A. colubrina. Condições cromatográficas: Coluna utilizada LC18 (25 cm x 4,6 mm) Supelcosil, 2,2 mL. 

Fase Móvel: A: H2O + TFA 0,1%; B: ACN + TFA 0,08%. Eluição por gradiente: 0 a 100% B em 45 minutos; 

fluxo: 0,8 mL min-1 em uma absorbância de 260 a 400 nm. *Picos de absorção de inibidores de proteases. 

 

O perfil cromatográfico em HPLC da única isoforma de inibidor de proteases 

detectada no gel de poliacrilamida referente ao extrato a base de sementes de Punica granatum, 

apresentou dois picos simétricos e bem evidentes com tempos de retenção em 12 e 13 minutos, 

e outros 2 picos em 28 e 40 minutos com outras intensidades (Figura 13). 

Os picos que aparecem em 12 e 13 minutos supostamente podem ser os mesmos 

referentes ao inibidor de proteases detectados no gel de poliacrilamida em 14 kDa. O fato de 

aparecerem 2 picos no cromatograma referente a apenas uma banda de inibidor de proteases no 

gel, pode estar relacionado com a não divisão do dímero em duas isoformas no gel. 

O cromatograma apresentou ainda outros 2 picos com intensidades diferentes em 

tempos de retenção de 28 e 40 minutos, que supostamente representam alguma proteína que 

não foi detectada pelo gel de poliacrilamida, devido a sua baixa sensibilidade comparada ao 

sistema HPLC para detecção de partículas, ou possível falha no processo de coloração do gel 

com o corante Coomassie Blue. Além da presença de possíveis impurezas do extrato e ruídos 

oriundos da eluição da corrida. 
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Figura 13: Perfil cromatográfico em HPLC obtido da leitura da amostra do extrato enriquecido a base de 

sementes de P. granatum. Condições cromatográficas: Coluna utilizada LC18 (25 cm x 4,6 mm) Supelcosil, 2,2 

mL. Fase Móvel: A: H2O + TFA 0,1%; B: ACN + TFA 0,08%. Eluição por gradiente: 0 a 100% B em 45 minutos; 

fluxo: 0,8 mL min-1 em uma absorbância de 260 a 400 nm. *Picos de absorção de inibidores de proteases. 

 

A análise cromatográfica em HPLC dos dímeros de inibidores de proteases 

detectadas no gel de poliacrilamida referente ao extrato a base de Glycine max grão, apresentou 

um perfil cromatográfico com dois picos simétricos e com praticamente a mesma intensidade 

em tempos de retenção de 12 e 13 minutos, e ainda outros picos com intensidades diferentes 

em tempos de retenção de 28 e 40 minutos (Figura 14).  

Os 2 primeiros também no tempo de retenção de 12 e 13 minutos, respectivamente 

simétricos, possivelmente representam na G. max os inibidores de proteases da família 

Bowman-Birk (BBI), com massas variando de 6 a 9 kDa comumente encontrada nas 

leguminosas (GARIANI; LEATHERBARROW, 1997), mas como já identificada em estudos 

descritos por Leal (2010), podem apresentar o peso molecular de 13 kDa, como demonstrado 

nos perfis eletroforéticos anteriormente.   

Os picos nos tempos de retenção de 28 e 40 minutos demonstraram uma maior 

intensidade e simetria, podendo ser a representação das outras bandas aparentes no gel, uma 

vez que a G. max possui ampla distribuição de inibidores de proteases do tipo Kunitz e das 

lectinas em suas sementes, e apresentam, massas moleculares em torno de 21-22 e 30 kDa 

respectivamente (SONG; SUH, 1998; SHARON; LIS, 1990). 
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Figura 14: Perfil cromatográfico em HPLC obtido da leitura da amostra do extrato enriquecidos a base de 

G. max grão. Condições cromatográficas: Coluna utilizada LC18 (25 cm x 4,6 mm) Supelcosil, 2,2 mL. Fase 

Móvel: A: H2O + TFA 0,1%; B: ACN + TFA 0,08%. Eluição por gradiente: 0 a 100% B em 45 minutos; fluxo: 

0,8 mL min-1 em uma absorbância de 260 a 400 nm. *Picos de absorção de inibidores de proteases. 

 

Sendo assim, tendo o perfil cromatográfico do extrato de grãos de G. max como 

padrão de comparação, pode-se supor que os tempos de retenção de 12 e 13 minutos são 

referentes a presença de inibidores de proteases do tipo BBI. Os demais picos em 20 e 48 

minutos, assim como descrito para as leguminosas, nos extratos de A. colubrina, P. granatum 

e G. max, possivelmente são relativos a inibidores de proteases do tipo Kunitz e lectina, assim 

como alguns tipos de impurezas presentes nos extratos. 

Quanto a diferença da intensidade dos picos nos mesmos tempos de retenção nos 

cromatogramas tanto de Anadenanthera colubrina quanto no de Punica granatum comparados 

ao perfil da Glycine max grão pode estar relacionada ao potencial da atividade inibitória 

referente a cada um dos picos. 

No que se refere a afinidade com a coluna, os 2 primeiros picos dos três extratos 

enriquecidos demonstraram uma hidrofobicidade de 40 e 43,3%, referente aos tempos de 

retenção de 12 e 13 minutos respectivamente, no gradiente de eluição disposto na corrida, ou 

seja, as proteínas referentes aos dois primeiros picos, presentes nos extratos enriquecidos são 

relativamente hidrofílicas e detentoras de baixo peso molecular, pequena massa, característica 

de inibidores de proteases do tipo BBI (FERREIRA, 2013; TOUIL et al., 2008). 
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5.6 Distribuição do tamanho e potencial Zeta dos inibidores de proteases 

 

Após a identificação das massas correspondentes aos inibidores de proteases 

oriundos dos extratos das folhas de Anadenanthera colubrina e das sementes Punica granatum, 

os mesmos foram submetidos a identificação da distribuição do tamanho e o potencial Zeta das 

partículas, para isso as amostras foram preparadas a partir do sobrenadante dos extratos 

enriquecidos diluídos em água destilada.  

O potencial Zeta (ζ) de todas as amostras foi negativo conforme demonstrado na 

Tabela 1, como o esperado para proteínas por apresentarem carga negativa. 

 
Tabela 1: Potencial Zeta e distribuição de tamanho das partículas dos inibidores de proteases.  

 Potencial Zeta ζ (mV) Tamanho (PdI) 

Amostras 5x 10x 5x 10x 

Anadenanthera colubrina -3,64 -4,79 0,618 0,675 

Punica granatum -19,2 -22,9 0,597 0,632 

 

Considerando que a concentração de proteínas exerce um efeito no valor do 

potencial Zeta, o que aumenta o valor de ζ e indica a formação de partículas com maior 

densidade de carga superficial, as amostras com menor diluição demonstram uma concentração 

mais elevadas de inibidores de proteases (FAYAD et al., 2015).  

Assim, as amostras preparadas a partir do extrato enriquecido a base de folhas A. 

colubrina apresentou uma concentração maior de inibidores de proteases, uma vez que o 

potencial zeta de ambas as diluições tiveram valores maiores do que os apresentados pelas 

amostras a base de sementes de P. granatum. 

Em relação a distribuição do tamanho das partículas de inibidores de proteases, o 

índice de polidispersão (PdI), foi relativamente semelhante em ambas amostras, mas com uma 

pequena diferença a mais para o extrato a base de folhas de A. colubrina, podendo essa 

distribuição de partículas estar relacionada com a maior concentração proteica. A eficiência foi 

comprovada por meio do gel de poliacrilamida 12% SDS-PAGE com a presença de bandas 

características de inibidores de proteases, além de perfis cromatográficos gerados pela 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) que apresentaram tempos de retenção 

característicos para os inibidores de proteases do tipo Bowman-Birk (BBI) e os espectros de 

massas oriundos da cromatografia do tipo eletrospray que identificaram massas moleculares 

próximas as isoformas dos BBI, em análise das frações (picos) coletadas da cromatografia 

líquida de alta eficiência (HPLC). 
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6 CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos permitiram concluir que a metodologia utilizada nesse 

trabalho se mostrou efetiva para a detecção, o isolamento e purificação de inibidores de 

proteases, em folhas de Anadenanthera colubrina (angico) e sementes de Punica granatum 

(romã).  
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