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RESUMO

Estudos com inibidores de proteases vém sendo alvo de continuo interesse de pesquisadores,
sobretudo devido as potenciais atividades biologicas, tais como: antioxidante, atividade
inseticida, antifungica e antimicrobiana. A presenca de inibidores de tripsina em algumas
plantas pode limitar seu uso na alimentacdo humana; sobretudo devido aos seus efeitos de
reducdo na digestibilidade de proteinas. Em animais alimentados com sementes de soja e
feijdo, que apresentam inibidores de proteases, ja foi demonstrada cientificamente a redugéo
no crescimento e resposta hipertrofica do pancreas e intestino delgado. Com base nisso, este
trabalho teve como objetivo investigar e caracterizar novos inibidores de tripsina presentes
nas sementes de quiabo (Abelmoschus esculentus L. Moench). Assim, apds extracdo feita com
agua, o extrato bruto (EB) proteico obtido foi precipitado com sulfato de aménio em um Unico
fracionamento na faixa de 0-80%. A fracdo resultante foi submetida a ensaio de atividade
inibitéria e cromatografia de troca i6nica visando purificar os inibidores. Os teores de
proteinas solUveis nas etapas de investigacdo foram quantificados pelo método de Bradford e
visualizados por meio de eletroforese (PAGE-SDS). A quantificacdo do teor de proteinas
soliveis mostrou a existéncia de um teor consideravel de proteinas, sendo estes teores
semelhantes aos encontrados nas sementes de feijdo. No que diz respeito a atividade
antitriptica, elevados valores de inibicdo da enzima tripsina foram encontrados no o EB e o SF
(sobrenadante da fracdo 0-80), com 75,8% e 97,1%, respectivamente. Na cromatografia de
troca i0onica do sobrenadante da fracdo foram obtidos, por eluicdo em gradiente de
concentracdo de NaCl (0-0,4mol/L), quatro picos. A anélise por eletroforese (PAGE-SDS) do
extrato bruto. fracGes e picos cromatograficos mostrou que o EB, SF e PF (precipitado da
fracdo 0-80%) apresenta bandas proteicas na faixa entre 38 e 12 kDa e de76 kDa. EB, SF e
PF foram positivos em teste de inibicdo de crescimento antimicrobiano de cepas de Céandida
sp. 0s picos cromatograficos por outro lado demostram resultado negativo para tais testes.
Dessa forma, concluiu-se que sementes de quiabo apresentam um consideravel teor de
proteinas como também, inibidores de tripsina, que foram parcialmente purificados,
justificando a continuidade da pesquisa visando a purificacdo desses inibidores, bem como,

verificacdo de suas provaveis atividades biologicas.

PALAVRAS-CHAVE: inibidor, SDS-PAGE, candida sp.,



ABSTRACT

Studies with protease inhibitors have been the subject of continuous interest of researchers,
mainly due to potential biological activities, such as: antioxidant, insecticidal, antifungal and
antimicrobial activity. The presence of trypsin inhibitors in some plants may limit their use in
human food; mainly due to its effects of reduction in protein digestibility. In animals fed
soybean and bean seeds that have protease inhibitors, the growth and hypertrophic response of
the pancreas and small intestine has been scientifically demonstrated. Based on this, this work
aimed to investigate and characterize new trypsin inhibitors present in okra (Abelmoschus
esculentus L. Moench) seeds. Thus, after extraction with water, the crude protein extract (EB)
obtained was precipitated with ammonium sulfate in a single fractionation in the range of 0-
80%. The resulting fraction was subjected to inhibitory activity assay and ion exchange
chromatography to purify the inhibitors. The soluble protein contents in the research steps
were quantified by the Bradford method and visualized by electrophoresis (PAGE-SDS). The
quantification of the soluble protein content showed a considerable protein content, being
these levels similar to those found in bean seeds. Regarding the antitriptic activity, high
values of inhibition of the enzyme trypsin were found in the EB and SF (supernatant of
fraction 0-80), with 75.8% and 97.1%, respectively. In the ion exchange chromatography of
the supernatant of the fraction, four peaks were obtained by elution in a gradient of NaCl
concentration (0-0.4 mol / L). The electrophoresis analysis (PAGE-SDS) of the crude extract.
fractions and chromatographic peaks showed that EB, SF and PF (0-80% fraction precipitate)
presented protein bands in the range between 38 and 12 kDa and of 76 kDa. EB, SF and PF
were positive in antimicrobial growth inhibition test of Candida sp. the chromatographic
peaks on the other hand show a negative result for such tests. Thus, it was concluded that okra
seeds have a high content of proteins as well as trypsin inhibitors, which were partially
purified, justifying the continuity of the research in order to purify these inhibitors, as well as
to verify their probable biological activities.

KEYWORDS: inhibitor, SDS-PAGE, céandida sp..
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1. INTRODUCAO

O quiabo (Abelmoschus esculentus) Moench L., pertencente a familia Malvaceae é
originario do continente africano e foi introduzido no Brasil pelos portugueses durante a
colonizacdo. Por ser uma planta cultivada em temperaturas tropicais e temperadas, o quiabeiro
mostrou excelente adaptacdo ao cultivo e ganhou espaco no pais, tornando-se parte da cultura
alimentar da populagio brasileira (GUIMARAES, 2008).

Quanto as caracteristicas fisicas, o quiabo é um fruto do tipo capsula, alongado com
muitas sementes e cor escura, € composto por 89% de agua, 2,1% de proteina 0,2% gordura e
7 % carboidratos (FAO, 2008). Suas sementes sdo esféricas e com aproximadamente 2
milimetros de diametro, ricas em substancias de reserva. No entanto, alimentos de origem
vegetal que contém proteinas em quantidades que variam entre 10% e 40% (peso seco), como
certas sementes de plantas, também possuem uma elevada concentracao (5-15% da proteina
total) de fatores antinutricionais de origem proteica como inibidores de proteases (IPs) e
lectinas (BHATTACHARY YA et al., 2006).

As lectinas possuem propriedade de ligar-se a carboidratos com alta especificidade;
estas moléculas proteicas se ligam a receptores glicosilados presentes na superficie epitelial
do intestino, com potenciais efeitos fisiologicos, dentre eles a interferéncia no processo de
digestdo e absorcdo de nutrientes (VASCONCELOS; OLIVEIRA, 2004). Lectinas estdo
presentes em diversos seres vivos e podem auxiliar no reconhecimento celular em casos como
desenvolvimento, defesa, metafase, no armazenamento ou transporte de carboidratos, inibicdo
de crescimento de fungos ou inseticida (SANTOS et al., 2007).

Os inibidores de proteases também sd@o moléculas de natureza proteica, podendo variar
de 10 KDa a 90 KDa, sendo capazes de reduzir a hidrélise de um substrato e também por
meio da interacdo entre o inibidor e o sitio catalitico de enzimas proteoliticas inibem a
atividade de enzimas, que por sua vez tem composicdo de aminoacidos diferentes para classes
diferentes de inibidores o que pode determinar a especificidade de um inibidor para uma
determinada classe de enzimas (OLIVEIRA et al., 2011) .

A especificidade da inibicdo é altamente variavel, alguns inibidores de proteases sao
capazes de inibir apenas uma ou duas proteases, estritamente relacionadas, enquanto outros
séo ativos contra diferentes enzimas dentro de uma mesma classe. A maioria dos inibidores de
proteases sdo resistentes a desnaturacdo pelo calor, extremos de pH e a acdo de algumas
enzimas proteoliticas. Poucos estudos foram feitos quanto a sua localizacdo celular, mas sabe-
se que sdo encontrados em paredes celulares espacos intercelulares, no citossol e em vacuolos
(TREMACOLDI et al., 2004).

As estruturas cristalograficas de inibidores de proteases depositadas em bancos de
dados revelam que estes possuem uma estrutura terciaria globular, composta por 12 folhas -
pregueadas antiparalelas interligadas por longos “loops”. Os IPs podem ser classificados
como sendo do tipo Kunitz ou Bowman Birk. Inibidores de proteinase serinica pertencentes a
familia Kunitz sdo proteinas de aproximadamente 20 kDa, contendo quatro residuos de
cisteina e possuindo um Unico sitio de reagdo, enquanto inibidores do tipo Bowman Birk
possuem peso entre 8 a 10 KDa, contendo alta quantidade de cisteina e dois sitios de reacéo
(BHATTACHARYYA et al., 2006). Os inibidores de proteases podem ser biofuncionais,
possuindo atividade inibitdria contra a tripsina e quimiotripsina, tendo assim, importante
potencial inibitério contra enzimas digestivas de insetos herbivoros de plantas
economicamente importantes (KOIWA; BRESSAN; HASEGAWA, 1997).

Além disso, estudos sobre inibidores de proteases vem permitindo e ampliando
conhecimento sobre as enzimas, particularmente a tripsina. Inibidores de tripsina vem
ganhado espago em pesquisas, pois estes estdo presentes em importantes fontes proteicas
como em feijdes, linhaga, amendoim, ervilha, dentre outras. Alguns desses inibidores
possuem resisténcia a desnaturacdo pelo calor (TREMACOLDI e PASCHOLATI, 2004).


file:///F:/RELATORIO%20FINAL%20PIBIC%20andamento.docx%23_ENREF_2
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De acordo com Santos et al. (2010), o estudo de inibidores presentes em vegetais, bem
como em animais e micro-organismos, revela diversas funcdes destas moléculas proteicas,
atuando como reguladores de proteinas de reserva, proteases endogenas e também como
defensores, auxiliando no processo de defesa das plantas a herbivora e ao ataque por micro-
organismo. Nos ultimos anos, estudos com inibidores de tripsina vem sendo foco constante de
interesse de pesquisadores, visando a descoberta e identificacdo destas moléculas proteicas
com potenciais atividades bioldgicas, tais como: antioxidante, atividade inseticida, antifingica
e antimicrobiana (MUZQUIZ et al., 2004).

Além de inibidores, pesquisas mostram cada vez mais presenca e influéncia de taninos
sobre proteases como a tripsina. Os taninos sdo compostos fendis que podem precipitar
proteinas em solucdes aquosas. De grande peso molecular variam de 500 a 3000 KDa e
possuem grupos hidroxila que permitem ligacdes com proteinas na forma oxidada, ja forma
ndo oxidada reagem com as proteinas atraves de pontes de hidrogénio ou ligacdes
hidrofébicas. Estes compostos podem precipitar proteinas em solugbes aquosas, interferindo
na atividade enzimatica. Os taninos podem sdo classificados em hidrolisaveis e néo
hidrolisaveis. Taninos hidrolisaveis sdo aqueles que por hidrélise &cida liberam &cidos
fenolicos: galico, caféico, elagico e um acucar. Ja os taninos ndo hidrolisaveis ou condensados
sdo polimeros dos flavonoides, formados predominantemente por unidades de catequina e
leucoantocianidina.(SILVA et al., 1999)

A producdo de altos niveis de fendis pode estar relacionada com o processo de
cicatrizacdo. Os fendis sdo oxidados pela polifenoloxidase a quinonas e complexos polimeros
fitomelanina marrom, que séo frequentemente mais toxicos aos invasores do que os fendis.
Nesse processo 0s taninos podem interagir com enzimas, como a tripsina e impedir sua
atividade, o que é denominada atividade antitriptica (SOARES, 2010).

Diante do exposto, a proposta do estudo se justificou pela necessidade de intensificar a
investigacdo dos inibidores de tripsina presentes nas sementes de quiabo, bem como a
influéncia do efeito sinérgico com outros compostos que podem influenciar no efeito anti-
triptico.

1.1 Malvaceae

1.1.1 Classificacdo Botanica:
Reino: Plantae /Divisdo: Magnoliophyta /Classe Magnoliopsida/
Ordem: Malvales

1.1.2 Caracteristicas Gerais:

A familia Malvaceae é bastante diversificada, sendo constituida por exemplares de
varios habitos herbaceos, subarbustos, arbustos, arvores e lianas, com canais mucilaginosos e
indumento constituido, normalmente de pelos ramificados ou escamosos. Apresentam

também em seus constituintes uma caracteristica marcante a presenca de estipulas.

1.1.3 Folha
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A filotaxia € alterna, simples (normalmente lobada e palminérvea) ou compostas
palmada, com margens inteiras ou serrilhadas e com nervuras secundarias geralmente

atingindo os dentes das folhas.

1.1.4 Flor

As flores sdo isoladas e posicionadas axilamente, quando inflorescéncia, rimosa ou, as
vezes, racimosa. A flor é geralmente vistosa, bissexuadas ou raramente unissexuadas,
actinomorfas, geralmente diclamideas, ocasionalmente com androginoforo, bracteas
frequentemente formando um verticilo logo abaixo do célice (caliculo ou epicalice); calice
tem 3 ou 5 sépalas, gamosépalo ou raramente dialissépalo, prefloracdo valvar. Corola de 3 ou
5 pétalas distintas ou ausentes, geralmente diapétala, prefloracdo imbricada. Os estames séo
em numero iguais aos das pétalas ou mais, livres ou unidos em fexes ou em tubo, anteras
geralmente rimosas, mono ou bitecas, as vezes, com estaminddios, polen com exina
espinhosa. O ovario é supero, geralmente sincarpico, (1-) 2- pluricarpelar, (1-) 2- plurilocular,
placentacdo axial, geralmente pluriovulado.

1.1.5 Fruto
Podem apresentar fruto do tipo seco como capsula, simara ou esquizocarpo ou ainda

frutos carnosos do tipo baga ou drupa, ilustrados no quadro 1.

Quadro 1: Diferentes tipos de frutos encontrados na familia Malvaceae

Frutos carmmosos Frutos secos Esquizocarpicos
@ E) (~59, ) —
aga 2 E
* cig - F i 55,8

Drupa Capsula " ;" 5 2

Fonte: Adaptado de Spjunt, 1994

1.1.6 Importancia econémica
A familia Malvaceae € uma valiosa fonte de fibras, alimentos, bebidas, farmacéuticos,
madeira, além de ser bastante usada para paisagismo. Diversas Malvaceae apresentam

interesse econdmico, destacando-se o algoddo (Gossypium spp.) e o cacau (Theobroma
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cacao); ja& outras, menos conhecidas, também merecem referéncia, como o0 quiabo
(Abelmoschus esculentus), o cupuagu (Theobroma grandiforum) e a paineira (Ceiba
speciosa). Entre as espécies ornamentais destaca-se o hibisco (Hibiscus spp). Pertencente,
ainda a esta familia, o baoba (Adansonia digitata), espécie africana considerada uma das

arvores mais robustas do planeta.

1.1.7 Distribuicdo mundial de Malvaceae

As plantas da familia Malvaceae possui distribuicdo predominantemente pantropical,
incluindo cerca de 250 géneros e 4.200 espécies. No Brasil, ocorrem cerca de 88 géneros e
750 espécies como mostra a tabela 1. As plantas desta familia predominam principalmente em
regibes tropicais, mas podem ocorrer em regides subtropicais e temperadas de ambos

hemisférios, sendo bastante abundante nos trépicos americanos como mostra a figura 1.

Tabela 1: Diversidade da familia Malvaceae no Brasil.

Aceitos Endémicos Sinonimos
Gn. 88 g 12
Spp. 730 412 233
S-Spp. 3 0 ]
Vi 17 6 19

Fonte: floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora

Figura 1: Distribuicdo da familia Malvaceae no mundo.
Fonte: http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/
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Essa familia é de ocorréncia frequente e persiste em varios tipos de vegetacao, tais
como 4&rea antrdpica, caatinga, campinarana, campos de altitude, vérzea, limpo, rupestre,
carrasco, cerrado, floresta ciliar ou galeria, floresta de igapd, floresta de terra firme, floresta
de varzea, floresta estacional decidual, floresta estacional perenifolia, floresta estacional
semidecidual, floresta ombrofila, floresta ombréfila mista, manguezal, palmeiral, restinga,

savana amazonica, vegetacao aquatica e vegetacao sobre afloramentos rochosos.

1.2 Abelmoschus esculentus

1.2.1 Origem e introdugéo

O quiabo (Abelmoschus esculentus) Moench L., pertencente a familia Malvaceae é
originario do continente africano e foi introduzido no Brasil pelos portugueses durante a
colonizacdo. Por ser uma planta cultivada em temperaturas tropicais e temperadas, o quiabeiro
mostrou excelente adaptacdo ao cultivo e ganhou espaco no pais, tornando-se parte da cultura
alimentar da populacdo brasileira (GUIMARAES, 2008).

1.2.2 Producdo e caracterizagao

Em termos de produgdo mundial, em um ano s&o produzidas 5,4 milhdes toneladas de
quiabo e a India se destaca como o maior produtor com 65% da producéo total. De acordo
com os dados IBGE 2006, no Brasil foram produzidas 116.990 t, sendo que destas 37.168 no
Nordeste.

Quanto as caracteristicas fisicas, o quiabo é um fruto do tipo capsula, alongado com
muitas sementes e cor escura, € composto por 89% de agua, 2,1% de proteina 0,2% gordura e
7 % carboidratos (FAO, 2008). Suas sementes sdo esféricas e com aproximadamente 2
milimetros de diametro, ricas em substancias de reserva. No entanto, alimentos de origem
vegetal que contém proteinas em quantidades que variam entre 10% e 40% (peso seco), Como
certas sementes de plantas, também possuem uma elevada concentracdo (5-15% da proteina
total) de inibidores de proteases (IPs) e lectinas (BHATTACHARY YA et al., 2006).
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Figura 2: Flor e fruto imaturo de A. esculentus

Foto: Sonia Batista

Figura 3: fruto imaturo de A. esculentus

Fonte:Sonia Batista

Figura 4: Fruto tipo capstla maduro de A. esculentus.

Fonte: Sonia Batista
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Figura 5: Sementes secas, esfericas e verde-cinza escuro de A. esculentus
Fonte: Samara Montenegro

1.3 Inibidores de Proteases

Inibidores de proteases sdo moléculas de natureza proteica, podendo variar de 10 kDa
a 90 kDa, sendo capazes de reduzir a hidrélise de um substrato e também por meio da
interacdo entre o inibidor e o sitio catalitico de enzimas proteoliticas inibem a atividade de
enzimas, que por sua vez tem composicdo de aminoacidos diferentes para classes diferentes
de inibidores o que pode determinar a especificidade de um inibidor para uma determinada
classe de enzimas (OLIVEIRA et al., 2011) .

Existem dois tipos principais de inibidores enzimaticos, 0s que causam inibi¢do
reversivel da enzima, subdivididos em competitivos, ndo competitivos e incompetitivos, e 0s
que causam inibicdo irreversivel da enzima. Na inibicdo reversivel, o inibidor estabelece com
a enzima um complexo com uma ligacao instavel, ndo covalente. Como a ligagdo € instavel,
apos a dissociacdo com o inibidor, a enzima pode retomar sua atividade. No entanto
na inibicdo irreversivel, a atividade enzimatica € inativada definitivamente, nesse tipo de
inibicdo, a substancia inibidora se une a enzima por ligagdes covalentes, o que altera o grupo
funcional da enzima necessario para sua atividade catalitica, tornando-a inativa de forma
permanente (NELSON & COX. 2011)

De acordo com Tremacoldi e Pascholati (2004) a especificidade da inibicdo é
altamente varidvel, alguns inibidores de proteases sdo capazes de inibir apenas uma ou duas
proteases, estritamente relacionadas, enquanto outros sdo ativos contra diferentes enzimas
dentro de uma mesma classe. A maioria dos inibidores de proteases sdo resistentes a

desnaturacdo pelo calor, extremos de pH e a acdo de algumas enzimas proteoliticas. Poucos


https://www.infoescola.com/quimica/ligacao-covalente/
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estudos foram feitos quanto a sua localizacdo celular, mas sabe-se que sdo encontrados em

paredes celulares, espacos intercelulares, no citossol e em vacuolos (

1.3.1 |Inibidores de Tripsina

A partir de dados depositados em bancos de dados, sobre a estrutura cristalografica de
inibidores de tripsina especificamente, observa-se que inibidores da familia Bowman-Birk,
possuem uma estrutura terciaria globular, composta por 12 folhas B-pregueadas antiparalelas
interligadas por longos “loops”, diferentemente dos inibidores da familia Kunitz (Quadro 2 ),
que possuem massa molecular entre 8-10 kDa, bem como um alto contetido de cisteina,
geralmente 14, formando 7 pontes dissulfeto e apresentando ainda dois sitios reativos com a
capacidade de inibir simultaneamente e independentemente duas proteases distintas, como
tripsina e quimiotripsina (OLIVEIRA e col,.2002).

Quadro 2: Principais diferencas entre as familias de inibidores Kunitz e Bowman-

Birk
KUNITZ BOWMAN-BIRK
Aproximadamente 20kDa Entre 8-10 kDa
Duas pontes dissulfeto Sete pontes dissulfeto
Apenas um sitio reativo Dois sitios reativos

Promove uma inibicéo por vez (Tripsina ou Pode promover duas inibi¢des simultaneas

Quimiotripsina) (Tripsina e Quimiotripsina)

Fonte: adaptado de OLIVEIRA, 2011

Estudos sobre inibidores de proteases vém permitindo e ampliando conhecimento
sobre as enzimas, particularmente a tripsina. Inibidores de tripsina tém ganhado espago em
pesquisas, por serem fatores antinutricionais e possuirem resisténcia a desnaturacdo
(TREMACOLDI & PASCHOLATI, 2004).

De acordo com Santos e colaboradores (2010), o estudo de inibidores presentes em
vegetais, bem como em animais e micro-organismos, revela diversas fungdes destas
moléculas proteicas, atuando como reguladores de proteinas de reserva, proteases enddgenos
e tambem como defensores, auxiliando no processo de defesa das plantas contra a herbivora e
ao ataque por micro-organismo. Nos ultimos anos, estudos com inibidores de tripsina vém

sendo foco constante de interesse de pesquisadores, visando a descoberta e identificacdo
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destas moléculas proteicas com potenciais atividades bioldgicas, tais como: antioxidante,

atividade inseticida, antifngica e antimicrobiana.

1.3.2 OQutros fatores antinutricionais

Além de inibidores, pesquisas mostram cada vez mais presenca e influéncia de taninos
sobre proteases como a tripsina. Os taninos sdo compostos fendlicos que podem precipitar
proteinas em solucdes aquosas. De grande peso molecular variam de 500 a 3000 KDa e
possuem grupos hidroxila que permitem ligacbes com proteinas na forma oxidada, ja as
formas ndo oxidadas reagem com as proteinas através de pontes de hidrogénio ou ligacGes
hidrofébicas. Estes compostos podem precipitar proteinas em solucBes aquosas, interferindo
na atividade enzimatica. Os taninos sdo classificados em hidrolisiveis e ndo hidrolisaveis.
Taninos hidrolisaveis sdo aqueles que por hidrélise acida liberam acidos fenolicos: galico,
caféico, elagico e um acucar. J& os taninos ndo hidrolisaveis ou condensados sdo polimeros
dos flavonoides, formados predominantemente por wunidades de catequina e
leucoantocianidina (SILVA e col., 1999)

Segundo Vasconcelos e Oliveira (2004) lectinas também sdo fatores antinutricionais,
estas porem, apresentam propriedade de ligar-se a carboidratos com alta especificidade; estas
moléculas proteicas se ligam a receptores glicosilados presentes na superficie epitelial do
intestino, com potenciais efeitos fisioldgicos, dentre eles a interferéncia no processo de
digestdo e absorcao de nutrientes. Lectinas estdo presentes em diversos seres vivos e podem
auxiliar no reconhecimento celular em casos como desenvolvimento, defesa, metafase, no
armazenamento ou transporte de carboidratos, inibi¢do de crescimento de fungos ou inseticida
(SANTOS & MACHADO, 2007).

1.3.3 Potencial antimicrobiano

Dentre as substancias vegetais, algumas moléculas sdo capazes de inibir o crescimento
ou metabolismo de muitos micro-organismos. Essas substancias, nas plantas funcionam como
defensores contra herbivéria, estudos cada vez mais aprofundados mostram outras funcdes
gue essas substancias podem exercer se isoladas. As propriedades antimicrobianas de
substancias sdo reconhecidas empiricamente ha séculos e foram comprovadas cientificamente
apenas recentemente. Estudos sobre as atividades antimicrobianas de extratos e Oleos
essenciais de plantas nativas tém sido relatados em muitos paises tais como Brasil, Cuba,

india, México e Jordania, que possuem uma flora diversificada e uma rica tradicdo na



27

utilizacdo de plantas medicinais para uso como antibacteriano ou antifingico (JANSEN,
1897).

Devido a resisténcia as drogas ja existentes por parte de patdgenos humanos e animais,
novas substancias naturais tem sido estudadas, dentre as quais encontram-se 0s peptideos
antimicrobianos (PAMs) (GOBBETTI; MINERVINI; RIZZELLO, 2004). Estes peptideos
podem ser encontrados em todos os organismos multicelulares, tanto os animais quanto as
plantas possuem peptideos que desempenham esta atividade antimicrobiana de amplo
espectro e os utilizam para defender-se de uma gama de micro-organismos, incluindo
bactérias, fungos, virus e protozoarios (BIZIULEVICIUS et al, 2006; BATISTA et al, 1999).
Atualmente j& foram identificados PAMs a partir de hidrolisados de indmeras proteinas de
origem alimentar, especialmente derivadas do leite, porém proteinas contendo essa atividade
bioldgica sdo também encontradas nos ovos, na carne e em peixes, bem como em diferentes
fontes vegetais de proteinas, como soja, trigo, dentre outras (GOBBETTI; MINERVINI;
RIZZELLO, 2004; AGYEI; APOSTOLOPOULOS; DANQUAH,2011).

Tendo em vista 0 presente cenario, a busca por novas substancias antimicrobianas a
partir de fontes naturais, incluindo plantas, vem ganhando importancia nas pesquisas
cientificas (DUARTE, 2006).
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2. OBJETIVOS:
2.1 Objetivo geral

Investigar a atividade antitriptica e antimicrobiana das proteinas de sementes de

quiabo (Abelmoschus esculentus).

2.2 Objetivos especificos

o Extrair proteinas solUveis de sementes do quiabo (Abelmoschus esculentus);

o Realizar precipitacdo do extrato proteico;

o Determinar o teor de proteinas soluveis;

o Detectar a presenca de novos inibidores de tripsina no extrato e fracdo proteica;
o Quantificar a atividade dos novos inibidores de tripsina;

o Realizar ensaios de atividades antimicrobianas;

o Identificar o peso molecular do extrato e fracdo proteica.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Protedmica Estrutural
(LaProtE) e no Laboratorio de Bioquimica, Genética e Radiobiologia (BioGer-Lab), ambos
situados na Universidade Federal da Paraiba (UFPB) na cidade de Jodo Pessoa — PB.

Para se atingir os objetivos propostos no plano de trabalho “Investigacéo de inibidores
de proteases em sementes do quiabo (Abelmoschus esculentus L. Moench)”, utilizou-se as

seguintes etapas encontradas na figura 6 e descritas a seguir.

Obtengao de semente

@

Trituracdo de semente

@

Delipidagdo com hexanoP.A.

.

Extragao de proteinas com H,O 1:10

&

Centrifugagao por 30°, 5000 RPM, 4°C

&

Precipitagao com sulfato de amonio 0-80%

s

Quantificagdo de

/ proteinas solaveis

Ensaio de atividade

inibitoria
/ Atividade
Cromatografia de troca antimicrobiana

10nica

Eletroforese
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Figura 6: Fluxograma das etapas: extracdo, precipitacdo, atividade inibitéria da enzima
tripsina, cromatografia e eletroforese das proteinas de sementes de quiabo.

3.1 Obtencdo e preparo da amostra

Sementes de quiabo obtidas no comércio local (Jodo Pessoa-PB, Brasil) foram
trituradas em moinho elétrico tipo Willey até a obtencéo de farinha de fina granulacdo, que
em seguida foi desengordurada com hexano P.A. através de sucessivas trocas do solvente em
capela a cada 3 horas durante 3 dias em temperaturas ambiente (25°C). Apos esse periodo o
excesso do hexano foi retirado e a farinha deixada em temperatura ambiente até completa
evaporacdo do solvente, obtendo-se dessa forma a farinha desengordurada de sementes de
quiabo.

A farinha desengordurada foi utilizada para realizacdo da extragcdo proteica em
diferentes solucdes com diferentes pHs e molaridades (Agua+ NaOH pH 9,0, NaCl
0,15mol/L; Tris-HCI 1mol/L pH 7,5, Glicina-HCI 1mol/L pH 2,6 e Glicina+NaOH 1mol/L,
pH 9,0), na proporcdo de 1:10 (m:v) sob agitacdo magnética por um periodo 3 horas em
temperatura ambiente. Em seguida os extratos centrifugados a 5000 rpm a 4°C por 30
minutos, em centrifuga refrigerada Sigma® modelo 2K15. Apo6s a centrifugacdo, o
precipitado obtido foi descartado e o sobrenadante denominado extrato bruto (EB) foi filtrado

em filtro de papel e recolhido para analises posteriores.

3.2 Precipitacgdo por sulfato de amonio

O extrato que apresentou maior quantidade de proteinas soltveis (EB-H20 pH9), foi
submetido a fracionamento Unico de 0 — 80 %, para isso, adicionou-se lentamente 69,66 g de
sulfato de amonio aos 135mL de EB enquanto 0 mesmo esteve sob agitagdo. Para possibilitar
a dissolugdo completa do sulfato de aménio, apds ser acrescentado, permaneceu sob agitacdo
por 20 minutos, em seguida foi deixado em overnight por 18 horas, seguido de centrifugacéao
a, com recuperacdo de precipitado e ressuspenso em tampdo Tris-HCI 0,05mol/L, pH 8.0,
para posterior dialise com 20 trocas de 4gua a cada 30 minutos. O dialisado foi centrifugado a
5000 RPM, 4°C por 30 minutos, 0 precipitado foi denominado PF (Precipitados da fracdo) e o
sobrenadante SF (sobrenadante da fragdo). Ambos foram dialisados e armazenados para

analises posteriores.

3.3 Quantificacdo de proteinas soluveis
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A determinacéo dos teores de proteinas foi realizada através do método de Bradford
(1976), utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrdo. No método 100uL da amostra
sofre varias diluicOes de 1:2 até 1:32, apos diluicbes é acrescentado em cada tubo 2,5mL do
reagente de Bradford e aguardou-se 10 minutos para fazer a leitura dos tubos que foi feita em

espectrofotdbmetro a 595nm.

3.4 Atividade antitriptica

O ensaio de atividade antitriptica foi realizado utilizando o método de Xavier-Filho e
colaboradores (1989). A atividade inibitéria realizou-se através de ensaio enziméatico com
tripsina suina e o substrato BAPNA (benzoyl-arginina-paranitroanilida).

No meio de pré- incubacdo adicionou-se, sob banho de gelo, 18 ul de tripsina 0,3
mg/mL (volume determinado a partir da curva de melhor atividade enzimatica), 120 L de
HCI 0,0025mol/L, 362 pL de tampédo Tris - HCI 0,05mopl/L pH 7.5 e 100 uL das amostras.
Ressalta-se que nos tubos de controle negativo, acrescentou — se 100 pL do tampdo e ndo de
amostras.

A incubacdo ocorreu durante 10 minutos a 37°C. Ap0s este periodo foi adicionado
500 pL do substrato cromogénico BAPNA aos tubos testes, prosseguindo-se a incubacao por
mais 15 minutos nas mesmas condic¢des de temperatura. A reacdo foi interrompida pela adicao
de 120 pL de solucgdo de &cido acético a 30 % (v/v), seguida da adi¢do de 500 pL do BAPNA
nos brancos. A hidrélise do substrato pela enzima foi acompanhada fotometricamente a 410
nm. Todos os ensaios foram realizados em duplicata e acompanhados com a realizacdo dos
respectivos controles negativos.

O célculo da atividade inibitoria foi realizado a partir da determinacdo da atividade
residual da tripsina no ensaio. Os resultados foram expressos como unidades inibitorias de
tripsina (UIT) por grama de proteina, sendo 1 UIT equivalente ao aumento de 0,01 da

absorbancia em relacdo ao controle.

3.5 Teste de presenca de tanino

O ensaio para verificacdo de presenca de tanino, foi realizado com o método adaptado
de Bernardes e colaboradores (2011). O teste se fez utilizado como reagentes determinantes
Cloreto férrico (ClFes3) e gelatina a 2%.

Nas duplicatas de cada amostra (1mL) foram adicionadas 200uL dos reagentes em

cada duplicada individualmente. Ap6s aguardaram-se 30 minutos e observou a turgidez ou
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presenca de precipitagdo das amostras. Em caso de um dos ou ambos acontecimentos se tem
resposta positiva para presenca de tanino.

3.6 Cromatografia de troca i6nica

O SF (sobrenadante da fragdo 0-80%) obtido foi aplicado em coluna de DEAE —
Sephacel nas dimens6es de 1,2 x 30 cm, equilibrada com tampdao Tris-HCI 0,05 mol/L, pH 8.
Para retirada das proteinas que ndo se ligaram aos ions da coluna, foi utilizado o mesmo
tampéo de equilibrio em fluxo de 60mL/h, sendo cada fragdo coletada a cada 1 minuto.

O gradiente para retirada do material adsorvido a coluna foi feito com solucdo de NaCl
variando de 0 a 0,4mol/L, de acordo com de Ogata et al. (1986) com algumas modificagdes,

com eluicdo dos picos I, Il, Il e IV. A leitura foi realizada a 280nm.

3.7 Ensaio de atividade antimicrobiana

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Pesquisa: Atividade Antibacteriana e
Antifungica de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos localizado no Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas presente no Centro de Ciéncias da Saude localizado na Universidade
Federal da Paraiba.

As amostras utilizadas foram o EB obtido em extracdo de farinha de semente do
quiabo em solucdo de agua (+ NaOH pH9), o sobrenadante obtido por meio de precipitacdo
com sulfato de aménio bem como o precipitado obtido no mesmo processo e 4 picos
cromatograficos, obtidos em cromatografia de troca i6nica. A concentragdo em que aa
amostras se encontravam como também a concentra¢do em que foi diluida para realizacdo dos
ensaios se encontra disponivel na tabela 2. As amostras foram submetidas aos ensaios
biolégicos para avaliacdo da atividade antimicrobiana sobre cepas de bactérias, fungos
leveduriformes e fungos filamentosos (CLEELAND; SQUIRES, 1991; NASCIMENTO et al.,
2007; PEREIRA et al., 2014).

Tabela 2. EB, SF, PF, PI, PIl, PIl e PIV com as concentracGes utilizadas nos ensaios

para determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM).

Faixa de concentracdes utilizadas para

Amostras L] protéica (ueiml.) determinacio da CIM [po/ml.]

EB 2 240 1.120a 8.75

5F 3.510 1.755a 13.71

PF 2970 1485 a 11.20

PI 140 TO a 054

P II 200 100 a 078
P III 170 85 a 0,66
P IV 160 B0 a 0625
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*EB (Extrato Bruto pH9), SF (Sobrenadante da fracdo 0-80%0, PF (Precipitado da Fracdo O-
80%) e PI, PII, P11l e PIV (Picos Cromatograficos).

Os meios de cultura utilizados nos ensaios para avaliacdo da atividade bioldgica foram
Brain Heart Infusion (BHI), Agar Sabouraud Dextrose (ASD)- adquiridos da Difco
Laboratories Ltd, USA, France, para manutencao, respectivamente, das cepas de bactérias e
fungos. E para os ensaios de atividade bioldgica, foram usados caldo Brain Heart Infusion
(BHI) para as bactérias e meio RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato para os
fungos (Difco Laboratories Ltd, USA, France e INLAB, S&o Paulo, Brasil). Todos 0s meios
foram preparados conforme as descrigbes dos fabricantes. No quadro 3 encontram-se
descritos os micro-organismos utilizados para os ensaios de atividade bioldgica.

Quadro 3: cepas de micro-organismos utilizados para ensaio de atividade bioldgica

Bactérias Fungos leveduriformes Fungos filamentosos
Staphylococecus aureus Candida albicans ATCC-76645 | Penicillium citrinum IHCPS-
ATCC-25923 40011
Staphylococecus aureus LM- Candida tropicalis ATCC- Aspergillus fumigatus ATCC-
177 13803 40640
Pseudomanas aeruginosa Candida albicans LM-05 Aspergillus niger LM-108
ATCC-25853
Pseudomanas aeruginosa Candida tropicalis LM-18 Aspergillus flavus LM-714
LM-297

Os micro-organismos pertencem a MICOTECA do Laboratério de Micologia,
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). As cepas foram mantidas em BHI/bactérias e em
ASD/fungos a temperatura de 4°C. Foram utilizados para os ensaios, repiques de 24 - 48
horas em BHI/ASD, respectivamente, para bactérias e leveduras, incubadas a 35 + 2°C e
repiques de 7 - 14 dias em ASD para fungos filamentosos, incubados a 28 + 2°C.

Para preparacdo do indculo, as colnias obtidas de culturas das cepas de bactérias em
meio BHI e fungos em meio ASD, foram suspensas em solucéo fisiologica a 0,9% estéril e
ajustadas de acordo com o tubo 0,5 da escala padrdo de Mc Farland para obtencéo de 10°
UFC/mL (CLSI, 2015; CLSI%, 2008; HADACECK; GREEGER, 2000; CLEELAND;
SQUIRES, 1991; ANTUNES et al., 2006; FREIRE et al., 2014).
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Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados conforme os protocolos de
Cleeland; Squires (1991), Eloff (1998) e CLSI (2008). A determinacdo da CIM das
substancias sobre cepas bacterianas e fungicas foram realizadas através da técnica de
microdiluicdo em caldo em placa para cultura de células (TPP/ SWITZERLAND/EUROPA)
contendo 96 pogos com fundo em “U”. Inicialmente, foram distribuidos 100 pL de caldo
RPMI/BHI duplamente concentrado nos pogos das placas de microdiluicdo. Em seguida, 100
puL das amostras foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por meio de
uma diluicdo seriada a uma razdo de dois, foram obtidas diferentes faixas de concentracdes
para o extrato bruto e as demais fra¢des (descritas na Tabela 1). Por fim, foi adicionado 10 puL
das suspensdes das cepas bacterianas e fungicas nas cavidades, onde cada coluna da placa
refere-se, especificamente, a uma espécie. Paralelamente, foram realizados os controles:
micro-organismos (CBHI + bactérias e RPMI + leveduras ou fungo filamentoso), para
comprovacéo da viabilidade das cepas, meio de cultura (RPMI/CBHI), para comprovacao da
esterilidade do meio e controle negativo com antibioticos: Gentamicina (64 pg/mL) para
inibi¢do das bactérias e Anfotericina B (32 pg/mL) para inibi¢do dos fungos. As placas
preparadas foram assepticamente fechadas e submetidas a incubacdo numa temperatura de 35
+ 2°C por 24 - 48 horas para 0s ensaios com bactérias e leveduras, ja os fungos filamentosos
foram incubados a temperatura de 28 + 2°C por 7 dias.

No ensaio biolégico com as bactérias, apds 24 h de incubacdo, foi adicionado 20 pL
de solucdo do corante resarzurina a 0,01 % (INLAB), reconhecido como um indicador
colorimétrico de 6xido-reducdo (MANN; MARKAN, 1998). O ensaio foi incubado a 35 *
2°C por 24 - 48 h. Ap6s a mudanca de coloracdo do corante (azul para vermelho), considerou-
se como indicador de crescimento microbiano; e se a cor permanece azul, significa a auséncia
de crescimento microbiano. A CIM para cada produto foi definida como a menor
concentracdo capaz de inibir visualmente o crescimento microbiano e/ou verificado pela
permanéncia da coloracéo do corante indicador.

A atividade antimicrobiana dos produtos foi interpretada e considerada como ativa ou
inativa, conforme os seguintes critérios: até 600 pg/mL= forte atividade; 600-1500 pg/mL=
moderada atividade; > acima de 1500 pg/mL=fraca atividade ou produto inativo (HOLETZ et
al., 2002; SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON et al., 2007; NCUBE, AFOLAYAN ,
OKOH, 2008). Um resumo das etapas utilizadas no trabalho encontra-se na figura 6.

3.8 Eletroforese
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A eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida na presenca de SDS- Dodecil
sulfato de sddio (SDS-PAGE), de acordo com o método descrito por Laemmili (1970). O gel
de aplicacdo foi feito em concentracdo de 3,5 % de acrilamida e bis-acrilamida em tampé&o
Tris-HCI 0,05mol/L, pH 6,8 e SDS a 10%. O gel de separacdo foi feito em concentracédo
12,5% de acrilamida e bis-acrilamida, em tampao Tris-HCI 3mol/L, pH 8,8 e SDS a 10%. As
amostras EB, PF, SF, P1, PIl, PllI e PIV, dissolvidos em tamp&o de amostra redutor contendo
B - mercaptoethanol a 5% e SDS a 2%, foram aquecidas a 100°C por 2 minutos, centrifugadas
por 5 minutos e em seguida aplicadas no gel. A corrida foi realizada em amperagem constante
de (25mA) e em voltagem de 200V. Apds corrida o gel foi fixado em solugdo de TCA 10%
por 30 minutos e em seguida deixado em solugdo corante em overnight e descorado com
solucdo descorante (dgua destilada 70%, acido acético 20% e metanol 10%) até a revelacao
das bandas. Foi utilizado como padrdo marcador de massa molecular AMRESCOR, com
massas de 12KDa a 225KDa.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Quantificacdo de proteinas solUveis

A quantificacdo do teor de proteinas sollveis do extrato proteico de sementes do
quiabo (Tab. 3), mostra que o extrato bruto em agua ph9 tem um maior teor de proteinas
sollveis que os demais extratos bruto com 2,24 mg de proteina/mL. Assim como também
0 sobrenadante (SF) e o precipitado (PF) da fracdo 0-80% também possuem um elevado
teor proteico com 2,97 mg/mL e 3,51 mg/mL respectivamente; os picos cromatograficos
obtidos por eluicdo por outro lado tem um teor baixo quando comparados aos demais com
o PII apresentando 0,20mg/mL e os outros PI, PIIl e PIV com niveis abaixo disso,

apresentando, 0,14mg/mL, 0,17mg/mL e 0,16mg/L respectivamente

Tabela 3: Quantificacdo de proteinas soltveis pelo método de Bradford (1986). Os valores na

tabela foram expressos em mg de proteina por mL de solucéo.

Aamostras mg'ml ptn
EB MNaCl 027
EB TRIS 148
EB Glicina pH 2.6 0.36
EB Glicina pH 9.0 046
EBHZXO pH 9:F, 0-30% 1.61
EB H2O pH 9: F.30-60% 2.66
EB H2O pH 9: F, 60-90% 275
EBH2X2O pH @ 2.24
PF 3.51
SF 2.97
PI 0,14
PII 020
PIII 0.17
PIV 0.1&

*EB NaCl (Extrato Bruto em NaCl 0,15mol/L)/ EB TRIS(Extrato Bruto em Tris-HCI 1mol/L, pH 7,5)/
EB Glicina pH 2,6 (Extrato Bruto em Glicina-HCI 1mol/L, pH 2,6)/ EB Glicina pH 9 (Extrato Bruto
em Glicina —HCI 1mol/L, pH 9)/ EB H20 pH 9; F. 0-30% (precipitado de fragdo 0-30% obtido de
Extrato Bruto em H20,pH 9/ EB H20 pH 9; F.30-60% (precipitado de fracdo 30-60% obtido de
Extrato Bruto em H20,pH 9)/ EB H20 pH 9; F, 60-90% (precipitado de fracdo 60-90% obtido de
Extrato Bruto em H20,pH 9)/ EB H20 pH (Extrato Bruto em H20+NaOH, pH 9)/ SF (Sobrenadante
de fracdo 0-80% obtido de Extrato Bruto em H20 pH 9)/ PF (Precipitado de fragdo 0-80% obtido de
Extrato Bruto em H20 pH 9)/ Pl (Pico cromatografico)/ Pl (Pico cromatografico)/ PIlI (Pico

cromatografico) e PIV (Pico cromatogréafico).
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Tomando-se como base o0s consideraveis teores de proteinas encontrados no EB e PF
de 2,99mg/mL e 3,27mg/mL, respectivamente; constata-se que as sementes do quiabo
apresentam teores de proteinas semelhantes ao do feijdo (2,6 mg/mL), o que é um dado
importante para justificar o maior uso desta planta na alimentacdo humana, estando de acordo
com os resultados previamente encontrados por Silva (2010). Por outro lado, o baixo teor de
proteinas encontrado em SF (1,53 mg/mL) pode ser explicado pelo fato desta fracdo ser
resultante do sobrenadante proveniente do passo de precipitagdo com sulfato de amonio para
obtencdo da fracdo 0-80%. Dessa forma, a maior parte das proteinas do EB encontra-se no
precipitado (PF) que, conforme esperado, concentra o maior teor de proteinas. Por
conseguinte, como a SF € o sobrenadante da precipitacdo, detém as proteinas que tiveram
menor interacdo com o sulfato de amonio, ou seja, ndo precipitaram até 80% de saturacdo

com sulfato de aménio.

4.2 Atividade antitriptica

Na Tabela 4, estdo descritos os resultados de inibicdo da enzima tripsina, destacando-
se 0 EB e o0 SF, que apresentaram elevados valores de inibi¢do da enzima tripsina, com 75,8%
e 97,1%, respectivamente, valores superiores ao de Carvalho et al. (2002) em seus estudos
com gréaos de soja, que apresentaram 40%de atividade antitriptica. Em contrapartida ao SF, o
PF apresentou a mais baixa atividade inibitéria, de apenas 8,49 %. Assim o material escolhido
para passagem em coluna cromatogréafica foi o SF tendo em vista que se buscou a obtencédo de

tais inibidores para as atividades seguintes.

Tabela 4: Ensaio de atividade antitriptica com a amostra em diferentes situacdes; extrato

bruto (EB), sobrenadante (SF) e precipitado (PF) pos fracionamento e picos cromatograficos

(1, I, Il e IV), quantificacdo de atividade inibitoria e unidade inibitdria de tripsina UIT.
Amostras UlTmg/ml %% Atividade inibitoria

EBEHXOpH 9 3.42 T5_8%

SF 197 98_7%

PF 21.7 8 49%

PI 72.8 51.4%

PII 49 5 52.9%

PIII 647 47.6%

PIWV 33.7 39 9%
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Diferentemente dos resultados de proteinas sollveis obtidos, o percentual atividade
antitriptica foi maior no SF em comparacdo com PF. Este fato sugere que os inibidores de
tripsina presentes na fracdo em questdo ndo sao passiveis de precipitacdo quando submetidos
a até 80% de saturacdo com sulfato de amonio. Para confirmacdo de que a atividade
antitriptica era, de fato, devido & presencga de inibidores de tripsina, foi realizado teste de
presenca de taninos, o qual deu positivo em EB e PF, sendo no segundo em maior quantidade
e negativo em SF; sugerindo, portanto, que a atividade presente em SF seria oriunda da
interferéncia de taninos presentes. Os resultados obtidos no teste de verificacdo de presenca
de taninos se encontram descritos na Tabela 5. Onde pode se observar que em EB H20 e PF
foi encontrada resposta positiva para presenca de taninos enquanto que em SF esta resposta

foi negativa.

Tabela 5: Teste para detecgédo de taninos nas amostras extrato bruto (EB), sobrenadante (SF)
e precipitado (PF).

Amostras Gelatina 2% ClFe3
EBH20 pHY - +
SE - -
PF + +

4.3 Cromatografia de troca ionica

Na cromatografia de troca ibnica com o SF (Graf. 1) constata-se a presenca de quatro
picos, eluidos a partir de um gradiente de concentracdo de sal (NaCl) variando de 0 a
0,4mol/L. De acordo com o Graficol os picos surgem a partir do aumento da concentracdo de
NaCl. Onde o &pice de absorbancia do pico | se da no minuto 16 em concentracdo de
0,1mol/L de NacCl, o pico Il se d& no minuto 47 em concentrag@o de 0,2mol/L de NaCl, o pico
I11 no minuto 70 e o pico IV no minuto 123 em concentragdes de 0,3mol/L e 0,4mol/L de
NaCl, respectivamente. Conforme ja descrito, apos realizacdo do ensaio de atividade inibitéria
da enzima tripsina, foi encontrada atividade inibitoria em todos o0s picos com uma atividade

maior nos picos Il e V.
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Gréfico 1: Cromatografia de troca iénica do sobrenadante da fracdo 0-80% (SF) de proteinas
de sementes do quiabo (Abelmoschus esculentus L. Moench). Os picos foram eluidos através

de gradiente de concentracdo de NaCl (0,1-0,4mol/L).

Cromatografia idnica

_

Quando considerados os resultados obtidos a partir da cromatografia de troca

0.1M 02N 03M 0.4M

ibnica do SF, onde os picos obtidos apresentaram menor percentual de inibicdo da enzima
tripsina quando comparados aos EB e SF, constata-se que mais passos cromatograficos sdo
necessarios para a purificacdo dos inibidores.

A realizacdo do teste de presenca de taninos também permitiu evidenciar que 0s
possiveis inibidores presentes no EB de sementes de quiabo nao foram precipitados na maior
saturacdo com sulfato de amonio utilizada; justificando a atividade antitriptica encontrada nas
amostras EB e PF. Tais resultados sugerem que a atividade antitriptica nesse caso, foi
possivelmente devido a presenca de taninos, que sdo compostos fendlicos presentes em
vegetais. Os taninos apresentam peso molecular que variam de 500 a 3000 kDa e possuem
grupos hidroxilas que permitem ligagdes com proteinas na forma oxidada, ja a forma nao
oxidada reage com as proteinas através de pontes de hidrogénio ou ligacGes hidrofdbicas
(SOARES, 2010). Estes compostos podem precipitar proteinas em solu¢Bes aquosas,

interferindo na atividade enzimatica; o que reforga os resultados obtidos.

4.4 Atividade Antimicrobiana
Os resultados da avaliacdo da atividade antibacteriana e antifingica dos picos

cromatograficos, nas diferentes concentracbes testadas estdo registrados na Tabela 6.



40

Verificou-se que as amostras Pico I, Pico Il, Pico Il e Pico IV ndo exerceram atividade
antimicrobiana sobre nenhuma das bactérias e nem dos fungos avaliados. O extrato bruto
(EB), sobrenadante (SF) e precipitado (PF) produziram inibicdo sobre o crescimento de todas
as espécies de fungos leveduriformes nas respectivas concentracfes minimas de 1,120 pg/mL,
1,765 pg/mL e 1,485 pg/mL. Porém quando testadas diante de bactérias e fungos
filamentosos estes ndo foram capazes de inibir o crescimento.

Tabela 6. Resultados da avaliacdo da Concentracao Inibitéria Minima/CIM (ug/mL) do

extrato bruto e das fracGes de A. esculentus contra cepas bacterianas e flngicas.
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(+): Crescimento do micro-organismo (-): Nao houve crescimento microbiano

(x): Controle ndo usado nos ensaios.

As amostras EB, SF e PF demostraram atividade positiva frente aos fungos
leveduriformes (Candida albicans ATCC-76645, Candida albicans LM-05, Candida
tropicalis ATCC-13803 e Candida tropicalis LM-18), entretanto quando avaliadas frente as
bactérias  (Staphylococcus aureus ATCC-25923, Staphylococcus aureus LM-177,
Pseudomonas aeruginosa ATCC-25853 e Pseudomonas aeruginosa LM-297) e aos fungos
filamentosos (Penicillium citrinum [IHCPS-40011, Aspergillus fumigatus ATCC-40640,
Aspergillus niger LM-108 e Aspergillus flavus LM-714), estas se mostraram resistentes. Por
outro lado, as amostras PI, PIl, PIll e PIV ndo apresentaram atividade antimicrobiana nas
concentracdes utilizadas. Tais resultados sugerem que concentracdes maiores devem ser
avaliadas. Por fim, com base na analise dos resultados obtidos, atribui-se uma atividade
moderada ao extrato bruto e ao precipitado e baixa atividade antimicrobiana por parte do
sobrenadante conforme os critérios de Holetz et al., 2002; Sartoratto et al., 2004; Houghton et
al., 2007.

4.5 Perfil eletroforético

A partir da eletroforese, figura 7, verifica-se que o EB apresenta bandas proteicas na
faixa entre 38 e 12 kDa e de76 kDa, obseva-se nos picos cromatograficos, quase que
imperceptivel bandas proteicas de massas em torno de 24 kDa.

Figura 7: Eletroforese em gel de acrilamida (PAGE-SDS) do EB (2), PF (3), SF(4). PI(5),
P1I(6), PHI(7), PIV(8) de proteinas de sementes do quiabo com e o marcador de peso
molecular (1).
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150kDa

102kDa

T76kDa

S2kDa
38kDa
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Segundo Ogata e colaboradores (1986) os inibidores de tripsina presentes em sementes
de quiabo apresentam peso molecular de 20k Da. No gel de eletroforese € possivel ver bandas
proteicas na faixa de 24 kDa; o que evidencia a presenca de inibidores proteicos, mesmo
tendo sido constatado atividade de taninos em duas das trés amostras. Taninos podem dar
falsos resultados em relagdo a presenca de inibidores de tripsina devido a sua interacdo com
enzimas e inibicdo das mesmas (SOARES, 2010).

Os inibidores estdo em maior quantidade na fracdo I, aquela que apresenta menor teor
de proteina nas analises realizadas. Ainda segundo Ogata e colaboradores (1986), estes
inibidores podem sdo considerados fatores antinutricional, pois sdo estaveis em temperaturas
acima 80°C e ndo tém qualquer efeito em relacdo a pepsina suina. Todavia, ha de se
considerar que em seus estudos, Ogata e colaboradores (1986) utilizaram sementes nao
amadurecidas de vagens jovens comestiveis, o que difere deste trabalho, onde foram
utilizadas sementes de plantas adultas e secas naturalmente, diferenca essa, que influencia os
resultados, precisamente, no que diz respeito ao teor de proteinas.

Outro fato relevante sobre estes inibidores, é que eles poderiam estar ligados a defesas
do quiabeiro. Segundo Oliveira (2011), os mecanismos de resisténcia apresentado pelas
diferentes espécies de insetos-praga, faz justificavel a presenca desses inibidores uma vez que
estes aumentam de modo ainda desconhecido, a atividade inseticida da planta.

Assim, frente aos resultados obtidos, constatou-se que um novo passo de
cromatografia seria necessario, para continuidade da purificacdo do (s) possivel (eis) inibidor

(es) presente (s) no extrato bruto (EB) de proteinas de semente do quiabo.
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5 CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Sementes de quiabo apresentam um consideravel teor de proteinas, o que motiva a
realizacdo de novos estudos, sobretudo devido a constatacdo da presenca atividade antitriptica
em seus extratos, que uma vez purificados, servirdo para uma avaliacdo mais detalhadas de

suas possiveis atividades bioldgicas.

No que diz respeito a atividade antitriptica, elevados valores de inibicdo da enzima
tripsina foram encontrados no SF da precipitacdo com 98,7%, em contrapartida o PF

apresentou apenas 8,49% mostrando a néo precipitagdo dos inibidores.

Na cromatografia de troca idnica do extrato bruto de proteinas de sementes do quiabo
foram obtidos, quatro picos, todos com atividade inibitéria da enzima tripsina destacando o
Pll e PIV com 52,9% e59,9% de atividade.

A anélise por eletroforese (PAGE-SDS) do extrato bruto e fragdes mostrou que o EB,
SF e PF apresentam bandas proteicas na faixa entre 38 e 12 kDa e de 76 kDa. Em PI, PII, PIlI
e PIV foi detectada presenca quase imperceptivel das bandas proteicas de entorno de 24 kDa.
Diante desses resultados constatou-se a necessidade de mais etapas cromatogréaficas para

completa purificagdo dos inibidores de tripsina presentes em sementes do quiabo.

A partir da analise da atividade antimicrobiana e antifingica observou-se que o extrato
bruto, o sobrenadante e o precipitado da fracdo 0-80%, demostraram atividade positiva frente

diferentes linhagens e cepas de Candida sp.

Dessa forma, concluiu-se que sementes de quiabo apresentam um consideravel teor de
proteinas como também, de inibidores de tripsina, que necessitam serem purificados, para
continuidade da pesquisa visando uma anélise mais detalhadas de suas possiveis atividades

bioldgicas.
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