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RESUMO 

 

Durante a germinação das sementes, proteínas de reserva são acumuladas e 
degradadas para dar suporte aos principais eventos metabólicos envolvidos na 
construção de novas células e tecidos. A mobilização proteica ocorre a partir da 
atividade de proteases e, pode ser controlada por inibidores de proteases, evitando 
a hidrólise prematura das proteínas de reserva. O objetivo desta pesquisa foi 
investigar a atividade de proteases e inibidores de proteases durante a germinação e 
em períodos pré e pós-germinativos de sementes de Parkia multijuga, bem como 
purificar inibidores de tripsina. Para tanto, as sementes, após quebra da dormência, 
foram semeadas em bandejas plásticas contendo vermiculita e acondionadas em 
câmaras de germinação à 25ºC. Os estádios de coleta foram: sementes quiescentes 
(SQ), após 24 h de embebição (EM), emissão da radícula (RA), expansão do nó 
cotiledonar (NO) e emissão da parte aérea (PA). As proteínas foram extraídas em 
NaCl 0,15 M. As atividades de serinoproteases e de inibidores de tripsina e 
quimotripsina foram avaliadas utilizando-se como substratos o BAPNA e a 
azocaseína e, a atividade das cisteínoproteases e de inibidores de papaína e 
bromelaína, utilizando-se o BANA e azocaseína, respectivamente. Os inibidores de 
tripsina foram purificados a partir de cromatografias em tripsina-Sepharose 4B e 
HiTrap DEAE FF. O monitoramento da purificação e da mobilização das proteínas foi 
realizado por meio eletroforeses em SDS-PAGE e géis 2D. Durante a germinação 
das sementes de P. multijuga observou-se decréscimo expressivo no conteúdo de 
proteínas após RA, permanecendo até PA, sendo confirmado por géis 2D, 
demonstrando a degradação de proteínas na faixa de 35 a 75 kDa durante PA, ao 
passo que, proteínas de 9 kDa foram sintetizadas durante EM. Quanto às atividades 
inibitórias, verificou-se estabilidade na inibição das serinoproteases em todos os 
estádios estudados, sendo a atividade anti-tríptica vinte vezes maior quando 
comparada à da quimotripsina. A inibição de cisteínoproteases foi mais variável, 
verificando-se máxima inibição da papaína e da bromelaína em EM e NO, 
respectivamente. As atividades de serino e cisteínoproteases apresentaram-se 
constantes até NO, com acréscimo em PA. A purificação dos inibidores de tripsina 
envolveu duas etapas cromatográficas, onde os perfis obtidos foram similares em 
todos os estádios estudados, indicando a purificação das mesmas moléculas ou de 
isoinibidores nos diferentes estádios estudados.  A partir da purificação dos 
inibidores de tripsina (PmTI1 e PmTI2) de SQ, essas proteínas foram caracterizadas 
por apresentarem especificidade inibitória contra a tripsina, alta estabilidade quanto 
à variação de temperatura e pH e, homologia à sequência de aminoácidos de 
inibidores do tipo Bowman-Birk de outras espécies de Fabaceae. Neste sentido, 
inibidores de serino e cisteínoproteases devem participar da regulação da atividade 
de proteases durante a germinação e nos eventos pré e pós-germinativos de 
sementes de P. multijuga, estando os inibidores de tripsina do tipo Bowman-Birk 
presentes durante todo o processo de formação da plântula.  
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ABSTRACT  

During seed germination, storage proteins are accumulated and degraded to support 
the major metabolic events involved in development new cells and tissues. The 
mobilization of proteins occurs through the activity of proteases, which can be 
regulated through the presence of proteases inhibitors that prevent premature 
hydrolysis of the storage proteins. The objective of this research was to investigate 
the activity of proteases and protease inhibitors during germination and pre-and post-
germination of seeds of Parkia multijuga and purify trypsin inhibitors. Thereby, the 
seeds after breaking dormancy, they were germinated in plastic pots containing 
vermiculite and packed in germination chambers at 25ºC. The collection stages were 
quiescent seeds (SQ), after 24 h of imbibition (EM), radicle protrusion (RA), 
expansion of cotyledon node (NO) and issue shoot (PA). Proteins were extracted into 
0.15 M NaCl. The activities of serine proteinases and trypsin and chymotrypsin 
inhibitors were performed using BAPNA and azocasein as substrates. The activity of 
cysteine proteases and papain and bromelain inhibitors using BANA and azocasein, 
respectively. Trypsin inhibitors were purified by affinity chromatography usin trypsin-
Sepharose 4B and ion exchange on HiTrap DEAE FF. The purification and the 
mobilization of proteins was performed by electrophoresis on SDS-PAGE and 2D 
gels. During seed germination of P. multijuga observed a significant decrease in the 
protein content after RA remaining until PA was confirmed by 2D gels, wich show 
proteins degradation in the range of 35 to 75 kDa in PA, while 9 kDa proteins were 
synthesized during EM. Regarding the inhibitory activity, serine protease inhibition 
showed high stability during all stages studied, of which trypsin inhibition was 20 
times higher than chymotrypsin. Inhibition of cysteine proteases is more variable, 
observing for maximum inhibition of papain and bromelain in EM and NO, 
respectively. The activities of serine and cysteine proteases presented themselves to 
constant NO, with an increase in PA. The purification of trypsin inhibitors involved 
two chromatographic steps, which were similar to the profiles obtained in all stages 
studied, indicating the purification of the same molecule or isoinhibitors in different 
stages studied. From the purification of trypsin inhibitors (PmTI1 and PmTI2) SQ, 
these proteins are characterized by presenting against trypsin inhibitory specificity, 
high stability against variation of temperature and pH and amino acid sequence 
homology to the Bowman-type inhibitors Birk from other Fabaceae species. Thus, 
serine and cysteine proteases inhibitors could participate in the regulation of 
protease activity during germination and events pre and post-germination of seeds of 
P. multijuga, with the trypsin inhibitors Bowman-Birk type present throughout the 
process of formation of the seedling. 
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1. Introdução 

 

A alta diversidade vegetal presente na flora amazônica associada a diferentes 

eventos metabólicos, quando investigada por métodos bioquímicos e/ou 

biotecnológicos, pode diagnosticar, de forma mais precisa, o potencial desse 

material biológico para a utilização bioindustrial, tendo em vista a presença de 

moléculas com aplicabilidade para a obtenção de novos produtos (Bariane et al., 

2012). 

Dentre os órgãos e/ou tecidos vegetais com potencial para prospecção de 

biomoléculas, destacam-se as sementes, por constituírem uma das principais fontes 

de reserva de estocagem (proteínas, lipídeos e carboidratos), além de fornecerem 

informações bioquímicas importantes para o entendimento de processos fisiológicos 

e possibilitam informações agroindustriais e ecológicas, podendo, ainda, favorecer a 

conservação da biodiversidade por meio da seleção do material genético das 

espécies (Gonçalves et al., 2002; Bewley et al., 2013). 

Informações científicas acerca da composição química de sementes tropicais 

são úteis para a compreensão dos seus processos funcionais e para a obtenção de 

novos produtos a partir das reservas estocadas, especialmente as proteínas, que 

correspondem, em média, 20 a 30% da massa seca das sementes em espécies de 

Fabaceae (Silva, 2010). 

Conceitualmente, as sementes são propágulos sexuais estruturalmente 

compostos por tecidos diferenciados (tegumento, endosperma e cotilédones), 

destinados ao acúmulo de material de estocagem, importantes para o processo de 

germinação e, por conseguinte, perpetuação das espécies via propagação sexuada 

(Perez, 2004; Rajjou et al., 2012).  

A germinação é um processo complexo dividido em fases, que se inicia com a 

embebição da semente, ocasionando o aumento da respiração celular e a reativação 

do metabolismo, proporcionando eventos celulares essenciais que irão permitir o 

crescimento do embrião, a emissão da radícula e o subsequente desenvolvimento 

da plântula (Nonogaki et al., 2010; Bewley et al., 2013). 
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Dentre os principais eventos celulares que ocorrem durante a reativação do 

metabolismo, inclui-se a mobilização das reservas estocadas (proteínas, lipídeos, 

carboidratos e metabólitos secundários), as quais fornecem energia e matéria-prima 

para a construção de novas células e tecidos (Nonogaki et al., 2010; Bewley et al., 

2013). A mobilização das proteínas, em particular, ocorre por meio da atividade de 

enzimas proteolíticas (proteinases ou proteases), responsáveis por catalisar a 

clivagem de ligações peptídicas em outras proteínas, fornecendo nitrogênio e 

enxofre para diferentes vias de biossíntese, inclusive para a síntese de novas 

proteínas (Pesquet, 2012). Devido à importância metabólica dessas enzimas durante 

a germinação, sua atividade deve ser eficientemente regulada, de modo a evitar a 

hidrólise prematura de proteínas. Dentre os mecanismos desenvolvidos para o 

controle dessa atividade, destaca-se a interação com inibidores proteolíticos (Magni 

et al., 2012). 

Os inibidores de proteases são proteínas capazes de bloquear reversível ou 

irreversivelmente a atividade catalítica de enzimas proteolíticas, por meio da 

formação de um complexo estável entre enzima-inibidor, a partir de interações entre 

os aminoácidos presentes no sítio reativo do inibidor, com os aminoácidos do sítio 

ativo da enzima, determinando uma interação altamente específica com suas 

enzimas alvo (Macedo et al., 2011). Além da importante função como reguladores 

enzimáticos durante o processo germinativo de sementes, os inibidores de 

proteases também têm sido associados ao mecanismo de defesa vegetal contra o 

ataque de insetos e patógenos, uma vez que são responsáveis por inibir enzimas 

digestivas ou hidrolíticas necessárias para a ―entrada‖ do organismo na célula 

vegetal (Kuhar et al., 2012; Magni et al., 2012). 

Nesse contexto, estudos envolvendo a degradação de proteínas e a 

regulação da atividade metabólica das proteases e dos inibidores de proteases, 

durante a germinação de sementes de Fabaceae pertencentes à flora amazônica, 

podem contribuir para o entendimento da germinação e das implicações do 

metabolismo das proteínas neste processo. Adicionalmente, considerando o foco 

nos sistemas de produção agrícola sustentáveis, a identificação de novos produtos 

na diversidade da flora tropical apresenta-se como alternativa ao modelo atual, 

pautado na aplicação química, em particular, no que concerne aos métodos de 

proteção das plantas. 
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2. Referencial Teórico 

 

2.1. Desenvolvimento das sementes 

 

O processo de desenvolvimento das sementes ocorre durante a 

embriogênese, que consiste em um período no qual o zigoto sofre várias alterações 

morfológicas e celulares, resultando na formação de um embrião maduro, composto 

de eixo embrionário (radícula e parte aérea) e cotilédones, que muitas vezes contém 

altos níveis de reservas estocadas como carboidratos, lipídeos e proteínas. Neste 

sentido, os eventos que ocorrem durante o desenvolvimento embrionário 

estabelecem a organização estrutural da planta, além de preparar o embrião para a 

dormência e germinação (Marilyn e Harada, 1993; Angelovici et al., 2010).  

Duas fases distintas são observadas durante o desenvolvimento da semente, 

a primeira (morfogênese) consiste em um período de formação do embrião, devido 

às intensas divisões celulares e consequente formação de tecidos e órgãos 

embrionários e, nessa fase, há aumento rápido na massa fresca da semente e no 

conteúdo de água (Figura 1). A segunda fase consiste no período de maturação da 

semente, caracterizada pelo acúmulo de reservas de estocagem, mudanças no 

tamanho e massa (fresca e seca) do embrião, redução no conteúdo de água, 

supressão da germinação precoce, aquisição da tolerância à dessecação, 

desidratação e quiescência e, em muitas espécies, indução da dormência (Figura 1) 

(Goldberg et al., 1994; De Castro e Hilhorst, 2000; De Castro et al., 2004).   
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Figura 1. Desenvolvimento da semente. Mudanças na massa fresca e seca e 

conteúdo de água delimitam o desenvolvimento da semente em fases distintas, 

assim como características celulares e fisiológicas (De Castro e Hilhorst, 2000; De 

Castro et al., 2004).  

 

 

2.2. Deposição de proteínas 

 

As reservas estocadas nas sementes podem ser distinguidas em dois tipos 

principais, àquelas destinadas à produção principal de energia, utilizadas no início 

da germinação (reservas de sacarose e oligossacarídeos da série rafinósica) e, 

àquelas utilizadas pelas plântulas em crescimento, pela transferência de matéria dos 

tecidos de reserva para as estruturas em desenvolvimento, como por exemplo, as 

proteínas (Buckeridge et al., 2004a). 

As proteínas são sintetizadas no retículo endoplasmático rugoso, durante as 

fases intermediária e final do processo de maturação sendo, posteriormente, 

transportadas e acumuladas em corpos protéicos (vacúolos de estocagem de 

proteínas) (Figura 2) (Herman e Larkins, 1999; Buckeridge et al., 2004b; Angelovici 

et al., 2010). Durante o período de deposição, a degradação e o turnover das 

proteínas de reserva são insignificantes, indicando que esses compostos são 

protegidos contra a hidrólise prematura (Müntz, 2001). 
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A síntese dessas moléculas ocorre em períodos bem definidos durante o 

desenvolvimento da semente, quando os mRNAs, que codificam as proteínas, estão 

presentes exclusivamente nos tecidos de reserva (cotilédones e endospermas). No 

retículo endoplasmático (local de síntese), as proteínas apresentam peptídeos 

sinalizadores que as direcionam para o lúmem, os quais são removidos por clivagem 

proteolítica e, então, as proteínas são dobradas em suas estruturas tridimensionais, 

e as pontes dissulfeto, quando presentes, são formadas. Durante ou após a síntese, 

as proteínas, em geral, sofrem várias modificações, incluindo glicosilação, 

dobramento e montagem, formação de pontes dissulfeto e processamento 

proteolítico (Herman e Larkins, 1999; Buckeridge et al., 2004b; Bewley et al., 2013).  

De modo geral, o transporte das proteínas ocorre via complexo de Golgi. 

Contudo, em cereais, a formação dos corpos protéicos ocorre de forma direta, a 

partir do retículo endoplasmático rugoso. Nas monocotiledôneas, os corpos 

proteicos podem ser constituídos apenas pela agregação de proteínas de reserva, 

lançadas no citoplasma ou sequestradas nos vacúolos por autofagia (Figura 2). Em 

eudicotiledôneas, as proteínas de reserva são armazenadas nos corpos proteicos 

compostos por dupla membrana, proeminentes especialmente nas células do 

parênquima dos cotilédones, bem como no eixo embrionário (Herman e Larkins, 

1999; Jiang et al., 2001; Buckeridge et al., 2004b; Vitale e Hinz, 2005; Bewley et al., 

2013).  

 
Figura 2. Diagrama conceitual de síntese de proteínas. CP: Corpos proteicos. 

Adaptado de Herman e Larkins (1999). 
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Outra forma utilizada pelas plantas para acumular proteínas de reservas são 

os vacúolos líticos, que contêm enzimas proteolíticas ácidas, responsáveis por 

hidrolisar proteínas para o crescimento na fase pós-germinativa, suportando o 

desenvolvimento inicial da plântula (Buckeridge et al., 2004b). 

 

 

2.3. Germinação  

 

A germinação tem recebido diferentes conceitos, dependendo do campo de 

investigação. Do ponto de vista biológico, fisiológico ou botânico, a germinação é 

descrita como um processo que tem início com a embebição, promovendo a 

reativação do metabolismo, culminando com a retomada do crescimento do eixo 

embrionário, com consequente rompimento do tegumento pela raiz primária 

(Labouriau, 1983; Martinez, 2011). 

Do ponto de vista tecnológico ou agronômico, a germinação é reconhecida 

como sendo a produção de uma planta normal, como resultado da intensificação do 

metabolismo da semente e desenvolvimento das partes do embrião (Brasil, 1992; 

Martinez, 2011). 

Considerando a germinação sob o ponto de vista fisiológico, os eventos 

subsequentes ao alongamento do eixo radicular, como a mobilização de reservas 

estocadas, estão associados ao crescimento e desenvolvimento da plântula 

(Bewley, 1997; Oliveira, 2010). 

O processo germinativo envolve tanto reações catabólicas, como a 

degradação de substâncias de reserva, quanto reações anabólicas, com a produção 

de novas células e organelas no embrião. Assim, a germinação consiste, 

fundamentalmente, em eventos como a reidratação, em que ocorre a embebição de 

água pelas células do embrião, a formação e liberação de enzimas, como a 

reativação das organelas celulares e macromoléculas e, o metabolismo de 

substâncias de reserva, gerando energia metabólica, culminando no crescimento e 

divisão celular (Popinigis, 1985; Martinez, 2011). 

De modo geral, a germinação tem início com a entrada da água na semente, 

seguindo um padrão trifásico de absorção (Figura 3).  
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Figura 3. Principais eventos metabólicos durante a embebição de sementes. 

Adaptado de Bewley (1997). 

A fase I é rápida, considerada uma etapa puramente física, que depende 

apenas do potencial matricial da semente, sendo caracterizada pelo aumento na 

absorção de água. O influxo de água dentro das células resulta em perturbação 

estrutural temporal, particularmente nas membranas, levando ao imediato e rápido 

vazamento de solutos e de compostos de baixa massa molecular. Quando todas as 

matrizes atingem hidratação plena, o conteúdo de água na semente atinge um nível 

de platô, o que caracteriza a Fase II, consistindo em intervalo ou período para 

preparação e ativação do metabolismo (Bewley, 1997; Nonogaki et al., 2010; Kim et 

al., 2011). 

A fase III da embebição, conhecida como ―ponto final‖ da germinação, é 

caracterizada pelo aumento na absorção de água associado à expansão celular e 

crescimento da radícula (Bewley, 1997; Nonogaki et al., 2010; Kim et al., 2011). 

Durante o processo de absorção de água pela semente, as estruturas e 

enzimas necessárias à retomada da atividade metabólica já estão presentes nas 
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sementes, onde as células contêm mitocôndrias, enzimas do ciclo de Krebs e 

oxidases terminais o suficiente para prover a quantidade de ATP necessária para 

suportar o metabolismo durante várias horas de embebição (Nonogaki et al., 2010). 

Ainda na fase I da germinação, ocorre a síntese de proteínas que, 

inicialmente, depende de ribossomos e mRNAs ―pré-existentes‖, sintetizados 

durante o desenvolvimento da semente. Posteriormente, a síntese de novas 

proteínas depende de novos ribossomos e mRNAs sintetizados durante o processo 

germinativo (Figura 3). Adicionalmente, essa fase caracteriza-se por acentuado 

aumento da atividade respiratória, resultando na produção da energia necessária 

para suportar várias reações bioquímicas, além do início da degradação de algumas 

substâncias de reserva que deverão nutrir o crescimento do eixo embrionário 

(Bewley, 1997; Martinez, 2011). 

Duas etapas distintas da síntese de DNA nas células da radícula são 

evidenciadas. A primeira, com início logo após a embebição, está associada ao 

reparo de danos aos DNAs, que podem ocorer durante a fase de maturação e de 

secagem da semente. A segunda etapa corresponde à síntese de DNA associada à 

divisão celular (Figura 3) (Nonogaki et al., 2010). Outra característica importante é 

que as substâncias desdobradas na fase I, e transportadas durante a fase II, são 

organizadas em substâncias complexas que irão dar origem às estruturas que 

permitirão o crescimento do eixo embrionário, possibilitando ganho de biomassa em 

função de interações metabólicas pertencentes às três fases (Martinez, 2011). 

A emergência da radícula através das estruturas ao redor do embrião 

caracteriza o término da germinação e marca o início do desenvolvimento da 

plântula. Embora a germinação termine com a protusão da radícula, o processo 

germinativo também pode envolver a preparação para o crescimento da plântula até 

que ela se torne autosuficiente na síntese de compostos orgânicos. Entretanto, até 

esse momento, o crescimento da plântula é abastecido pelos compostos derivados 

das reservas das sementes, aspecto que não configura um organismo autotrófico 

―stricto senso‖. 
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2.4. Mobilização de proteínas 

 

A degradação de proteínas em plantas é um processo complexo envolvendo 

múltiplas vias proteolíticas, que podem ser conduzidas em diferentes 

compartimentos celulares (Palma et al., 2002). 

A mobilização de proteínas tem início com o desenvolvimento do embrião, 

normalmente suportando o crescimento da plântula até que ela se torne autotrófica. 

Desse modo, as reservas de proteínas são mobilizadas também para a estruturação 

dos processos que conferem capacidade de absorver nutrientes e realizar 

fotossíntese (Buckeridge et al., 2004a). É importante ressaltar que a mobilização não 

é simultânea em todas as células, ocorrendo em tempos e locais distintos, onde 

diferentes enzimas atuam em diferentes partes da planta nascente, aspecto que 

pode ser descrito como mobilizações tecido e tempo específicas (Tiedemann et al., 

2001). Do ponto de vista metabólico, os precursores enzimáticos são sintetizados, 

transportados para os corpos protéicos e, após sua ativação, iniciam a hidrólise das 

proteínas endógenas (Tiedemann et al., 2001). 

Em períodos específicos da germinação, as proteínas de reserva são 

hidrolisadas a aminoácidos livres, que servirão como precursores para a síntese de 

novas proteínas ou de outros compostos constituídos de nitrogênio (Zakharov et al., 

2004). Durante a germinação, os aminoácidos liberados a partir da hidrólise de 

proteínas de reserva presentes no eixo radicular e cotilédones, por meio da ação de 

proteases já existentes na semente seca e ativadas pela embebição, são 

reutilizados para a síntese de novas proteínas na mesma região de origem. Após a 

germinação, as reservas de proteínas do eixo radicular são esgotadas e a fonte de 

aminoácidos, para a síntese de novas proteínas, passa a ser suprida exclusivamente 

pelos cotilédones, onde muitos dos aminoácidos são transportados para as regiões 

de crescimento, embora alguns sejam retidos para a síntese de proteases e de 

outras hidrolases, requeridas para a mobilização das reservas de amido e lipídeos 

(Figura 4) (Müntz, 2001; Bewley et al., 2013). 

Com o fim da proteólise, os corpos protéicos vazios são fundidos formando 

grandes vacúolos, onde uma variedade de hidrolases é secretada, transformando-se 

em vesículas autofágicas responsáveis pela senescência e degeneração dos 

cotilédones (Buckeridge et al., 2004a).   
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Figura 4. Comparação dos padrões de mobilização proteica no eixo radicular e 

cotilédones durante a germinação e pós-germinação de sementes de 

eudicotiledôneas. Adaptado de Müntz (2001) e Bewley et al. (2013). 

 

 

2.5. Enzimas proteolíticas 

 

A hidrólise de proteínas de reserva a seus aminoácidos constitutivos requer 

uma classe de enzimas chamadas proteases ou peptidases, onde algumas são 

responsáveis pela hidrólise total da proteína, enquanto outras produzem pequenos 

polipeptídeos que, posteriormente, são degradados por peptidases (Figura 5). Dessa 

maneira, as proteases podem ser categorizadas de acordo com o modo pelo qual 

hidrolisam seus substratos (Zakharov et al., 2004; Bewley et al., 2013). 

Algumas dessas peptidases, especialmente serinocarboxipeptidases, estão 

presentes nos vacúolos de estocagem de proteínas e nos vacúolos líticos, enquanto 

outras peptidases, como as aminopeptidases, estão localizadas no citosol e atuam 

sobre oligopeptídeos transportados dos vacúolos líticos para o citosol (Zakharov et 

al., 2004). 
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Figura 5. Representação esquemática da hidrólise de proteínas por proteases e 

proteinases. Adaptado de Bewley et al. (2013). 

 

Endopeptidases (proteinases) são responsáveis pela hidrólise de ligações 

peptídicas internas das proteínas, produzindo pequenos polipeptídeos. Essas 

proteinases são classificadas em quatro maiores grupos, compreendendo as serino, 

cisteíno, aspártico e metaloproteinases, diferenciando-se pela presença de 

aminoácidos ou íons metálicos específicos em determinadas posições dos seus 

sítios ativos (Tabela 1) (Schaller, 2004; Tsiatsiani et al., 2012; Bewley et al., 2013). 

 

 

Tabela 1. Diferenças entre as classes de enzimas proteolíticas (endopeptidases). 

Adaptado de: Neurath (1984) e van der Hoorn (2008). 

Classe catalítica 
Proteinases 

representativas 

Componentes característicos 

do sítio reativo 

Serinoproteinases 
Tripsina, quimotripsina e 

elastase 

Ser – His 

Cisteínoproteinases Papaína e bromelaína Cys-His 

Aspárticoproteinases Pepsina Asp 

Metaloproteinases Termolisina Zn+2 

 

Aminopeptidases (proteases) clivam os aminoácidos da extremidade amino-

terminal da cadeia polipeptídica, sendo encontradas em múltiplas formas, 
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localizadas no citosol. Carboxipeptidases (proteases), em contrapartida, clivam os 

aminoácidos da extremidade carboxi-terminal da cadeia polipeptídica, também 

encontradas em múltiplas formas, porém, são localizadas nos corpos proteicos 

(Palma et al., 2002; Bewley et al., 2013). 

Muitas funções têm sido atribuídas à atividade das proteases nas sementes, 

como a remoção de proteínas anormais/ deformadas ou modificadas, o suprimento 

de aminoácidos necessários para a síntese de novas proteínas, a contribuição na 

maturação de zimogênios pela hidrólise limitada, o controle do metabolismo pela 

redução na abundância de enzimas e proteínas regulatórias e, a remoção de 

peptídeos sinais das proteínas, antes de sua integração final nas organelas (Palma 

et al., 2002). 

 

2.6. Degradação das proteínas de reserva 

 

A mobilização de proteínas de reserva durante a embebição até a germinação 

consiste em um processo essencial para o estabelecimento da plântula, onde a 

embebição das sementes marca o maior número de mudanças no metabolismo de 

proteínas (Tan-Wilson e Wilson, 2012; Bewley et al., 2013). 

Assim, proteínas sintetizadas e estocadas em abundância, durante o 

desenvolvimento da semente, são hidrolisadas a aminoácidos livres para a 

biossíntese de novas moléculas e formação de novos tecidos (Tan-Wilson e Wilson, 

2012).  

Durante a mobilização, as proteínas de reserva, inicialmente, sofrem 

proteólise limitada, a partir da atividade de endopeptidases, em posições expostas 

na superfície molecular e, assim, sofrem modificações estruturais que as tornam 

mais susceptíveis às futuras degradações enzimáticas (Figura 6) (Bewley et al., 

2013). 
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Figura 6. Representação das vias de degradação de proteínas de reserva. TPs: 

transportadores de peptídeos. TAAs: transportadores de aminoácidos. Adaptado de 

Bewley et al. (2013). 

 

Hidrólises subsequentes por endo e carboxipeptidases resultam na produção 

de pequenos peptídeos e aminoácidos que, posteriormente, são transportados dos 

corpos proteicos para o citosol por transportadores ativos, onde os peptídeos são 

ainda degradados a aminoácidos pela ação de aminopeptidases (Abdala et al., 

1999; Bewley et al., 2013). 

A degradação proteolítica das proteínas de reserva parece ser um processo 

relativamente simples, evitada durante o desenvolvimento da semente e iniciada 

após a embebição e germinação. Contudo, a linha divisória entre a maturação das 

sementes (quando as proteínas de reserva são sintetizadas) e o crescimento das 

plântulas (quando as proteínas de reserva são degradadas a aminoácidos livres) 

ainda não é totalmente esclarecida (Müntz et al., 2001; Tan-Wilson e Wilson, 2012). 

Estudos envolvendo a mobilização de proteínas de reserva entre diferentes 

espécies têm demonstrado características comuns quanto aos locais mais 

vulneráveis à clivagem e variações quanto à presença de enzimas proteolíticas, 

essenciais para a realização da hidrólise proteica (Tan-Wilson e Wilson, 2012). 
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2.7. Regulação da mobilização de proteínas de reserva 

 

À semelhança de outros processos importantes no desenvolvimento das 

sementes e no crescimento pós-germinação, o controle tanto do acúmulo quanto da 

hidrólise das proteínas é essencial para o bom funcionamento dos processos 

fisiológicos que ocorrem durante a germinação, previndo a hidrólise prematura 

dessas reservas. Vários mecanismos são desenvolvidos para controlar a 

mobilização de proteínas durante a germinação, como por exemplo, a presença de 

hormônios vegetais, a solubilidade e compartimentalização, a diferença de pH e a 

interação com inidores proteolíticos. No que diz respeito ao controle hormonal, 

fitohormônios são responsáveis por regular o metabolismo de síntese de proteínas 

durante o desenvolvimento da semente até à proteólise pós-germinação (Tan-Wilson 

e Wilson, 2012). O modelo mais claro da atuação dos fitohormônios conhecido é em 

sementes de monocotiledôneas (Hordeum vulgare), onde o ácido giberélico 

secretado pelo embrião inicia a mobilização proteica nas células da camada de 

aleurona (Davy et al., 1998). 

Em sementes de Oriza sativa, durante as primeiras 72 horas de embebição, o 

ácido giberélico induz a expressão de uma cisteínoproteinase associada à 

degradação da glutelina (proteína de reserva) (Yang et al., 2007). 

Em contraste, o controle hormonal sobre a mobilização de proteínas de 

reserva em sementes de eudicotiledôneas ainda não é totalmente esclarecido. A 

ação do ácido giberélico e dos brassinoesteróides tem sido descrita durante a 

germinação e desenvolvimento de plântulas de Arabidopsis thaliana. Contudo, suas 

funções sobre a degradação proteica ainda não foram totalmente desvendadas 

nesse sistema, uma vez que as proteases responsáveis pela hidrólise de proteínas 

ainda não foram identificadas (Holdsworth et al., 2008).  

Além da compactação estrutural de algumas proteínas de reserva, 

proporcionando o acesso limitado por proteases, as proteínas de reserva podem ser 

protegidas contra a proteólise devido à subcompartimentalização dessas moléculas, 

onde proteínas de reserva são encontradas na porção cristaloide dos corpos 

proteicos e as proteases na matriz, em torno do cristaloide. Dessa maneira, após a 

embebição das sementes, as proteases tornam-se acessíveis às proteínas de 

reserva, iniciando a sua hidrólise (Weeda et al., 2010; Tan-Wilson e Wilson, 2012). 
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Outra forma de regulação da atividade de enzimas proteolíticas durante a 

maturação da semente ocorre por meio da diferença de pH do meio e o pH ótimo 

para a atividade da enzima, sendo as proteases ativadas em faixas de pH variando 

de 3,0 a 5,5. Assim, após a embebição, conforme demonstrado em Triticum 

aestivum, a camada de aleurona reduz o pH do endosperma até próximo de 4,2, 

pela secreção e absorção de ácido málico. Dessa forma, a acidificação do meio 

produz um ambiente propício à atividade de proteases, além de aumentar a 

solubilidade das proteínas de reserva (Martinez-Camacho et al., 2004). 

 Inibidores proteolíticos também têm sido reportados como reguladores do 

processo de degradação proteica. Em Fagopyrum esculentum, a baixa atividade de 

metaloproteinases tem sido atribuída à existência de um inibidor de protease, 

responsável por formar complexos com enzimas proteolíticas. Após a dissociação 

desse complexo enzima-inibidor, a enzima é liberada, tornando-a ativa para a 

realização da hidrólise das proteínas de reserva (Elpidina et al., 1991). 

Em sementes de monocotiledôneas, fitocistatinas (inibidores proteolíticos) 

interagem fortemente com cisteínoproteases, sugerindo participação na regulação 

da atividade dessas hidrolases (Oliveira et al., 2003). Em espécies de Fabaceae, as 

fitocistatinas estão localizadas no citoplasma, sugerindo atuação na proteção para o 

caso de rompimento dos corpos proteicos contendo proteases, ou ainda, na 

proteção das sementes contra a ação de proteases secretadas por insetos, fungos 

ou outros fitopatógenos (Dubey et al., 2007). 

 

2.8. Inibidores de proteases 

 

Os inibidores de proteases são proteínas regulatórias dos eventos proteolíticos, 

sendo ubíquas em todos os organismos vivos, incluindo plantas, animais e 

microorganismos, e estão envolvidos em diversos processos metabólicos (Mello et 

al., 2006; Hernández-Nistal et al., 2009). Em muitas espécies de plantas, os 

inibidores estão presentes em altas concentrações nas sementes, representando de 

5 a 15% do conteúdo de proteínas totais. Em sua grande maioria, são encontrados 

nas famílias Fabaceae, Brassicaceae, Poaceae, bem como em tubérculos de 

Solanaceae (Bhattacharyya et al., 2006; Shee e Sharma, 2008; Rufino et al., 2013). 
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Essas moléculas são proteínas capazes de reduzir a velocidade da reação 

catalisada por uma enzima, resultando na inibição reversível e/ou irreversível da 

atividade proteolítica, por meio da formação de um complexo estável, através da 

complementariedade do sítio reativo do inibidor ao sítio ativo da enzima (Figura 7) 

(Bode e Huber, 2000; Laskowski e Qasim, 2000; Habib e Fazili, 2007; Joshi et al., 

2013). A formação desse complexo estável entre enzima e inibidor é dependente da 

interação entre aminoácidos, presentes no sítio reativo do inibidor com os 

aminoácidos do sítio ativo da enzima, determinando uma interação altamente 

específica com suas enzimas proteolíticas alvo (Haq et al., 2004; 2005; Joshi et al., 

2013). 

 

Figura 7. Formação de complexo estável entre enzima (cisteínoprotease) e inibidor. 

Adaptado de Vorster et al. (2013). 

  

 Os inibidores são considerados moléculas estáveis, sendo resistentes à 

variação de temperatura e pH e à proteólise por proteases diferentes daquelas não 

inibidas por eles. Essa estabilidade tem sido atribuída à presença de pontes 

dissulfeto (Silva, 2010). 

 Em sementes, os inibidores de proteases são depositados em grandes 

quantidades durante o período de maturação, sugerindo sua função na deposição de 

proteínas de reserva, mascarando a atividade de proteases pré-existentes, assim 
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como durante a dormência na ―proteção‖ das proteínas de reserva. Com o decorrer 

da germinação e o desenvolvimento das plântulas, proteínas de reserva são 

hidrolisadas, acompanhadas pelo aumento da atividade de proteases e decréscimo 

no conteúdo de inibidores (Figura 8) (Benchabane et al., 2010; Kansal et al., 2010).  

 

 

Figura 8. Deposição e mobilização de proteínas de reserva associado à presença 

de proteases e inibidores de proteases nas sementes. Adaptado de Benchabane et 

al. (2010). 

 

2.8.1. Classificação dos inibidores de proteases 

 

Os inibidores de proteases de origem vegetal têm sido extensivamente 

isolados e caracterizados quanto aos aspectos estruturais e funcionais em muitas 

espécies de Fabaceae, especialmente, nas subfamílias Mimosoideae e 

Caesalpinioideae. Dentre os inibidores mais estudados, estão aqueles que afetam a 

atividade de serino e cisteínoproteases (Richardson, 1991; Haq et al., 2004; 

Bhattacharyya et al., 2007). Entretanto, novos inibidores têm sido descritos e 

identificados de acordo com a classificação proposta pela base de dados MEROPS 

(www.merops.sanger.ac.uk), onde novas famílias são criadas quando novos 

inibidores apresentam sequências peptídicas ou propriedades bioquímicas distintas 

(Rawlings et al., 2008; Oliveira, 2011). 

Os inibidores de serinoproteases são  facilmente encontrados em várias 

espécies de plantas e em diferentes tecidos da mesma planta, por isso, são os mais 

estudados dentre as classes de inibidores, com destaque para os inibidores do tipo 

Kunitz e Bowman-Birk (Haq et al., 2004; Bhattacharyya et al., 2007; Prasad et al., 

2010; Klomklao et al., 2011).  
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  Os inibidores do tipo Kunitz ocorrem, predominantemente, nas famílias 

Fabaceae, Solanaceae e Gramineae, podendo ser encontrados em todas as partes 

das plantas. Em Fabaceae, esses inibidores apresentam cadeia polipeptídica única, 

com massa molecular em torno de 20 kDa, baixo conteúdo de cisteína (normalmente 

quatro resíduos formando duas pontes dissulfeto intracadeia) e um único sítio reativo 

que lhes permite inibir somente uma molécula de enzima, formando um complexo 

1:1 (inibidor: enzima), geralmente, inibindo a tripsina. Contudo, muitos inibem 

fracamente a quimotripsina, bem como podem ser ativos contra outras classes de 

enzimas, que não serinoproteases, tais como papaína e bromelaína (proteases 

cisteínicas) (Figura 9) (Richardson, 1991; Haq et al., 2004; Prasad et al., 2010;  

Klomklao et al., 2011; Chan et al., 2013).  

 

Figura 9. Modelo estrutural de um inibidor do tipo Kunitz. Adaptado de Joshi et 

al. (2013). 

 

Os inibidores Bowman-Birk também são extensivamente encontrados nas 

famílias Fabaceae, Solanaceae e Gramineae e, são caracterizados por 

apresentarem massa molecular variando de 8 a 10 kDa e pela presença, em sua 

grande maioria, de dois domínios ou sítios inibitórios, podendo também ser 
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encontrados inibidores com três, quatro e oito domínios (Figura 10) (Richardson, 

1991; Zhou et al., 2008; Prasad et al., 2010; Kumar e Gowda, 2013).  

 Esses dois domínios inibitórios, característicos desses inibidores, são 

formados devido à presença de cisteínas (aproximadamente 14 resíduos) em sua 

estrutura protéica, as quais formam 7 pontes dissulfeto intracadeia, permitindo a 

formação de uma estrutura assimétrica composta por dois domínios independentes, 

capazes de inibir simultaneamente duas moléculas de tripsina ou ainda uma 

molécula de tripsina e outra de quimotripsina ou elastase, formando os complexos 

1:2 (inibidor: tripsina: tripsina) ou 1:1:1 (inibidor: tripsina: quimotripsina/elastase), 

localizados em extremos opostos da molécula (Tsunogae et al., 1986; Gariani e 

Leatherbarrow, 1997; Clemente e Domoney, 2006; Rocco et al., 2011). 

 

Figura 10. Modelo estrutural de um inibidor do tipo Bowman-Birk. Adaptado de 

Joshi et al. (2013). 

 

 Inibidores de cisteínoproteases, por sua vez, são responsáveis pela inibição 

da atividade da papaína, actinidina ou bromelaína, sendo a inibição da papaína uma 

das atividades mais bem estudadas. Os membros dessa classe também são 

denominados cistatinas e estão agrupados em quatro famílias (cistatina I, cistatina II, 

cistatina III e cistatina IV), que são assim designados devido à similaridade das 
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sequências primárias, das massas moleculares, do número de pontes dissulfeto e da 

localização subcelular (Xavier-Filho, 1992; Oliveira et al., 2003; Rodriguez et al., 

2010). 

 Os inibidores da família cistatina IV, também conhecidos como fitocistatina, 

representam todos os inibidores de cisteínoproteases descritos em plantas, sendo 

amplamente identificados em monocotiledôneas e eudicotiledôneas. Essas proteínas 

apresentam massa molecular variando de 5 a 87 kDa e estão divididas em dois 

grupos, um constituído de um único domínio (compreendendo a maioria das 

fitocistatinas) e o outro constituído de múltiplos domínios (compreendendo os 

inibidores isolados de tubérculos de batata e de folhas de tomate) (Pernas et al., 

1998; Keyster et al., 2013). 

 

2.9. Diversidade e características das espécies da família Fabaceae 

 

 A Fabaceae compreende a terceira maior família botânica juntamente com a 

Orchidaceae e a Asteraceae, abrangendo cerca de 730 gêneros e 19.325 espécies, 

as quais estão presentes em diversos ecossistemas do mundo (Lewis et al., 2005). 

No Brasil, é uma das mais representativas, com cerca de 2.100 espécies nativas, 

reunidas em 188 gêneros e distribuídas em diferentes ecossistemas. Dentre as 

estimativas de espécies de Fabaceae para a Amazônia, uma listagem baseada nos 

registros de herbários locais reúnem 1241 espécies distribuídas em 148 gêneros. 

Nessa região, as leguminosas ocorrem nos mais diferentes habitats, incluindo matas 

primárias, várzeas, savanas, campinarana, igapós e áreas secundárias e abertas 

(Lima et al., 2007). 

A família Fabaceae está dividida em três subfamílias, Caesalpinioideae, 

Mimosoideae e Faboideae (antiga Papilionoideae), com boa parte de suas espécies, 

originalmente pertencentes à flora brasileira, assumindo os mais diversificados 

habitats ou formas vegetativas de vida (árvores de pequeno a grande porte, 

arbustos, cipós e ervas) (Polhill e Raven, 1981; Barroso et al., 1991; Joly, 1993; 

Silva e Souza, 2002; Lewis et al., 2005).   

 Sua importância econômica é grande e muito diversificada, sendo utilizada 

desde a alimentação humana e animal, até na produção de corantes, óleos, 

perfumes e inseticidas, além de apresentar uso medicinal, agronômico 
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(enriquecimento de solos), ornamental e, principalmente, na produção de madeiras 

nobres e valiosas usadas na marcenaria e em construções em geral (Ferreira et al., 

2004). As leguminosas também são apontadas como uma das principais fontes para 

a produção de proteína vegetal, particularmente nos países subdesenvolvidos (Lima 

et al., 1994). 

 

2.9.1. Aspectos gerais de Parkia multijuga Benth. 

 

A espécie Parkia multijuga, também conhecida por faveira, paricá - grande da 

terra firme, benguê, arara-tucupi e visgueiro, pertencente à subfamília Mimosoideae, 

apresenta ampla distribuição em toda a Amazônia, com ocorrência em mata primária 

ou secundária e várzea alta em solo argiloso (Ramos et al., 2000; Lorenzi, 2008). É 

uma espécie arbórea de grande porte, de fuste cilíndrico e casca cinza ou 

avermelhada, que exsuda resina (Figura 11). Seu principal potencial econômico está 

associado ao seu valor madeireiro, podendo também ser utilizada nas indústrias de 

celulose e papel e em plantios com a finalidade de recuperação de áreas 

degradadas devido ao seu rápido crescimento (Nascimento et al., 2003; Carvalho, 

2009). 

 

 

Figura 11. Aspectos do fruto e sementes de P. multijuga. Fotos: Larissa Ramos 

Chevreuil. 
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3. Objetivos 

 

3.1. Objetivo Geral 

Investigar a atividade de proteases e de inibidores de proteases durante a 

germinação e em eventos pré e pós-germinativos de sementes de Parkia multijuga, 

além de purificar e caracterizar a atividade de inibidores de tripsina, visando 

compreender os mecanismos da regulação proteica associada à germinação e 

identificar características bioquímicas de inibidores de proteases com uso potencial 

na área biotecnológica. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

 Monitorar a síntese e/ou a degradação de proteínas durante a germinação e 

em eventos pré e pós-germinativos de sementes P. multijuga; 

 Detectar a atividade de proteases (serino e cisteínoproteases) e de inibidores 

de proteases (inibidores de tripsina, quimotripsina, papaína e bromelaína) 

durante a germinação e em eventos pré e pós-germinativos de sementes P. 

multijuga; 

 Purificar inibidores de tripsina em sementes P. multijuga; 

 Caracterizar a atividade dos inibidores purificados quanto à massa molecular, 

especificidade inibitória e estabilidade frente à variação de temperatura e pH; 

 Determinar as constantes inibitórias dos inibidores de proteases purificados 

de sementes de P. multijuga; 

 Determinar a sequência N-terminal dos inibidores de proteases purificados. 
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Atividade de proteases e de inibidores de proteases durante os períodos de 

germinação e em eventos pré e pós-germinativos de sementes de Parkia multijuga 
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1. Introdução 

 

Sementes são propágulos sexuais compostos por vários tipos de tecidos 

diferenciados, que também exercem a função de acumular reservas, incluindo 

proteínas, carboidratos e lipídeos, moléculas essenciais para prover a nutrição 

necessária visando o crescimento e desenvolvimento do embrião e, por conseguinte, 

da plântula (Buckeridge et al., 2004; Rajjou et al., 2012). 

Durante o estádio de maturação das sementes, os vegetais acumulam 

grandes quantidades de proteínas de reserva, onde os níveis finais das diversas 

proteínas formadas e armazenadas na semente dependem da transcrição, tradução 

e das mudanças inerentes a esses processos, assim como da renovação, acúmulo e 

utilização dessas moléculas. Para determinados peptídeos, a transcrição e a 

tradução podem exibir variações cronológicas durante a maturação das sementes, 

podendo desempenhar papel importante para o esclarecimento das funções 

fisiológicas dos inibidores de proteases na planta, uma vez que, alguns isoinibidores 

estão presentes, principalmente, em determinadas fases do desenvolvimento 

(Cesar, 2006). 

O acúmulo de proteínas de reserva ocorre durante o período de 

desenvolvimento das sementes, sendo depositadas em compartimentos delimitados 

por membranas, denominados corpos proteicos (Buckeridge et al., 2004). Durante o 

período de deposição, a degradação e o turnover das proteínas de reservas são 

considerados insignificantes, indicando que essas proteínas são protegidas contra o 

ataque proteolítico prematuro (Müntz et al., 2001;Tan-Wilson e Wilson, 2012). Em 

períodos específicos da germinação e desenvolvimento da plântula, a mobilização 

das proteínas de reserva é requerida, indicando que, os mecanismos de proteção 

contra a degradação prematura foram superados ou provisoriamente inibidos (Müntz 

et al., 2001; Weeda et al., 2010). 

Proteínas de reserva, em particular, são mobilizadas por meio da atividade de 

proteases, sendo hidrolisadas à peptídeos solúveis e, posteriormente, reduzidas a 

aminoácidos livres, utilizados para a síntese de novas proteínas associadas ao 

desenvolvimento do embrião (Bewley et al., 2013). 
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Diversos mecanismos controlam a hidrólise de proteínas em resposta à 

necessidade nutricional durante a fase heterotrófica do desenvolvimento da plântula. 

Dentre os mecanismos pelo qual a atividade de proteases é controlada destacam-se 

o controle hormonal, a diferença de pH, a compartimentalização e as interações com 

inibidores específicos (Yamada et al., 2000; Weeda et al., 2010).  

Os inibidores de proteases apresentam distribuição homogênea nos 

cotilédones das sementes, contudo, existem diferenças significativas entre sementes 

em desenvolvimento e sementes germinadas (Tang et al., 1993; Cesar, 2006). 

Espécies de Fabaceae (antiga família Leguminosae) são conhecidas por produzirem 

inibidores de proteases que podem assumir importantes funções fisiológicas nessas 

plantas (Kansal et al., 2010; Alizadeh et al., 2012). Esses inibidores são acumulados 

em grandes quantidades durante a maturação da semente, sugerindo sua atuação 

tanto na deposição de proteínas de reserva, mascarando a atividade pré-existente 

de proteases vegetais, quanto na regulação dessas proteínas durante o período de 

dormência. Além disso, os inibidores de proteases são considerados proteínas de 

reserva, fornecendo aminoácidos sulfurados e nitrogênio para a síntese de novas 

moléculas necessárias ao crescimento da plântula. Esses inibidores também têm 

sido relacionados a processos de defesa vegetal contra pragas e fitopatógenos, 

inibindo proteases dos possíveis predadores (Kumar et al., 2002; Kansal et al., 2010; 

Chan et al., 2013). 

A biossíntese e a degradação de proteínas, em geral, e os inibidores de 

proteases, em particular, exercem importante função na regulação da relação 

decréscimo/acréscimo de nitrogênio, essencial para o crescimento e 

desenvolvimento da plântula (Sreerama e Gowda, 1998). Estudos envolvendo a 

degradação dos compostos de reserva e a regulação da atividade metabólica 

durante a germinação de sementes de leguminosas possibilitam um maior 

conhecimento da biologia da germinação e das implicações com o metabolismo das 

proteínas. Adicionalmente, considerando a importância das alternativas dos 

sistemas de produção sustentáveis, a identificação de novos produtos na 

diversidade da flora tropical apresenta-se com especial relevância. Diante do uso 

indiscriminado de agrotóxicos, espera-se que a obtenção e a caracterização de 

moléculas que exibam ação contra microorganismos fitopatogênicos seja 

plenamente possível a partir de plantas oriundas da diversidade amazônica. 
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2. Objetivos 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Investigar a atividade de proteases e de inibidores de proteases durante a 

germinação e em eventos pré e pós-germinativos de sementes de Parkia multijuga. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

 Obter extratos proteicos dos diferentes estádios de desenvolvimento 

(germinação e pré e pós-germinação); 

 Acompanhar a mobilização de proteínas nos diferentes extratos proteicos, a 

partir de eletroforese em géis 2D; 

 Detectar a atividade de proteases (serino e cisteínoproteases) e de inibidores 

de proteases (inibidores de tripsina, quimotripsina, papaína e bromelaína) nos 

diferentes estádios de desenvolvimento; 

 Purificar os inibidores de tripsina detectados durante os diferentes estádios de 

desenvolvimento. 
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3. Material e métodos 

 

3.1. Material vegetal 

 

O material biológico (sementes de P. multijuga) foi adquirido da empresa 

Connarus Ambiental LTDA, coletadas na Reserva de Desenvolvimento Sustentável 

do Uatumã/AM em novembro de 2010 e, identificadas como lote 0001/10, renasem 

00169/2010.  

Após assepsia em hipoclorito de sódio a 2% durante 10 minutos, as sementes 

tiveram a dormência quebrada por desponte do lado oposto ao eixo embrionário e, 

após embebição durante 24 horas, foram acondicionadas em bandejas plásticas (44 

x 28,5 x 8,2 cm) utilizando vermiculita como substrato e, colocadas em câmara de 

germinação (ELETROlab, modelo EL 202) à temperatura constante de 25ºC, 

providas de lâmpadas fluorescentes de luz branca com fotoperíodo de 12:12 horas 

(luz:escuro), com acompanhamento e contagem diária, usando como critério de 

germinação a emissão da radícula com 2 mm. 

As análises de mobilização das proteínas de reserva (proteases e inibidores 

de proteases) foram realizadas em sementes quiescentes (SQ); cotilédones, após 

24 h de embebição (EM); emissão de radícula, após 5 dias de experimentação (RA), 

exposição do nó cotiledonar, após 7 dias de experimentação (NO) e emissão da 

parte aérea, após 12 dias de experimentação (PA) (Figura 12). 

A porcentagem de germinação (G) e o tempo médio de germinação (TMG) 

foram calculados de acordo com Labouriau e Valadares (1976) e o índice de 

velocidade de germinação (IVG) segundo Maguire (1962). 

Em cada estádio avaliado foi realizada a dissecação da semente, separando 

os cotilédones do eixo embrionário e do tegumento. Os cotilédones foram liofilizados 

e triturados em moinho analítico (Ika-Werke/M20), até a obtenção de material 

finamente pulverizado (Figura 13). 
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Figura 12. Estádios de germinação e eventos pré e pós-germinativos de sementes 

de P. multijuga. SQ: semente quiescente. EM: após 24 h de embebição. RA: 

emissão da radícula. NO: exposição do nó cotidelonar. PA: emissão da parte aérea. 

Pré-germinação: SQ. Germinação: EM e RA. Pós-germinação: NO e PA. 

 

3.2. Extração de proteínas 

 

O material finamente pulverizado, proveniente dos diferentes estádios 

(germinação e pré e pós-germinação), foi submetido à extração salina em NaCl 0,15 

M (10% p/v). A extração ocorreu sob homogeneização durante duas horas à 

temperatura ambiente (26 ± 3ºC), seguida de centrifugação a 11.000 x g durante 20 

minutos a 10ºC. O sobrenadante foi dialisado contra água destilada durante 48 

horas, para retirada do sal e, então, liofilizado, resultando no extrato proteico. 

 

3.3. Quantificação de proteínas 

 

A concentração de proteínas foi estimada a partir da incubação de 50 μL das 

amostras com 2,5 mL do reagente de Bradford (BioAgency) durante 10 minutos a 

temperatura ambiente (26 ± 3ºC), utilizando-se a albumina sérica bovina (BSA, 

BioAgency) de acordo com o método descrito por Bradford (1976). O teor de 
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proteína foi determinado por meio de leituras espectrofotométricas a 595 nm (UV / 

Visível Ultrospec 2100 pro, Armesham Biosciences). 

 

 

Figura 13. Fluxograma das principais etapas metodológicas. 

 

3.4. Atividade de serinoproteases 

 

A atividade serínica foi estimada a partir de ensaio enzimático contendo 100 

µL da amostra, 200 µL do substrato BAPNA (benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida, 

Sigma) 1,25 mM e 200 µL de tampão Tris HCl 50 mM pH 7,5. A reação foi incubada 

durante 30 minutos a 37ºC e, após este período, foi paralisada pela adição de 150 
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µL de ácido acético 30% v/v, sendo posteriormente realizadas leituras 

espectrofotométricas a 405 nm (UV / Visível Ultrospec 2100 pro, Armesham 

Biosciences). O ensaio foi realizado em triplicata e, para cada amostra, ensaios 

controles foram realizados com os mesmos reagentes, diferindo na ordem de adição 

do substrato, que foi introduzido no momento em que as reações foram 

interrompidas. Uma unidade de atividade (UA) foi definida como a quantidade de 

enzima capaz de aumentar a absorvância em 0,01. 

 

3.5. Atividade de cisteínoproteases 

 

A atividade de cisteínoproteases foi estimada a partir de ensaio enzimático 

contendo 50 µL da amostra e 40 µL de DTT (Gibco) 3 mM e EDTA (Gibco) 2 mM, 

pré-incubados durante 10 minutos a 37ºC. Em seguida, 200 µL do substrato BANA 

(Sigma) 1 mM e 160 µL de tampão acetato de sódio 50 mM, pH 5,0, foram 

adicionados ao meio de pré-incubação,  incubando-se novamente por mais 30 

minutos a 37ºC. Após esse período, a reação foi interrompida pela adição de 500 µL 

de HCl 2% v/v em etanol e, para conferir cor à reação foi adicionado 500 µL de 

DMACA (Sigma) 0,06% m/v. Após 40 minutos em repouso, foram realizadas leituras 

espectrofotométricas a 540 nm (UV / Visível Ultrospec 2100 pro, Armesham 

Biosciences). O ensaio foi realizado em triplicata e, para cada amostra, ensaios 

controles foram realizados com os mesmos reagentes, diferindo na ordem de adição 

do substrato, que foi introduzido no momento em que as reações foram 

interrompidas. Uma unidade de atividade (UA) foi definida como a quantidade de 

enzima capaz de aumentar a absorvância em 0,01. 

 

3.6. Inibição da tripsina 

 

As amostras foram, inicialmente, ressuspendidas em Tris HCl 50 mM, pH 7,5 

e aquecidas até temperatura de ebulição durante 10 minutos, com a finalidade de 

eliminar qualquer atividade proteolítica presente na amostra. A inibição da tripsina foi 

detectada por meio de ensaio enzimático contendo 290 µL de tampão Tris HCl 50 

mM, pH 7,5, 10 µL de solução de tripsina bovina (0,1 mg/mL, Sigma) e 200 µL da 
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amostra. A mistura foi pré-incubada durante 30 minutos a 37ºC e, em seguida, 

acrescentou-se 200 µL do substrato BAPNA (Sigma) 1,25 mM, prosseguindo a 

incubação por mais 30 minutos a 37ºC. Após esse período, a reação foi paralisada 

pela adição de 150 µL de ácido acético 30% v/v, sendo realizadas leituras 

espectrofotométricas a 405 nm (UV / Visível Ultrospec 2100 pro, Armesham 

Biosciences). O ensaio foi realizado em triplicata e, para cada amostra, ensaios 

controles foram conduzidos com os mesmos reagentes, diferindo na ordem de 

adição do substrato, que foi introduzido no momento em que as reações foram 

interrompidas. Uma unidade de inibição (UI) foi definida como a inibição de uma 

unidade de atividade de protease.  

 

3.7. Inibição da quimotripsina 

 

Para a inibição da quimotripsina, as amostras foram ressuspendidas em 

tampão Tris HCl 50 mM, pH 7,5 e aquecidas até temperatura de ebulição durante 10 

minutos, com a finalidade de eliminar qualquer atividade proteolítica presente na 

amostra. A inibição da quimotripsina foi detectada por meio de ensaio enzimático 

contendo 50 µL de solução de quimotripsina bovina (0,2 mg/mL, Sigma), 200 µL da 

amostra e 250 µL do tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,5. Posteriormente, a solução foi 

incubada a 37°C durante 30 minutos e, em seguida, 200 µL de Azocaseína 1% m/v 

foram adicionados a essa solução, prosseguindo-se a incubação a 37°C durante 1 

hora. A reação foi interrompida pela adição de 300 µL de TCA 20% m/v (Sigma). As 

soluções foram, então, centrifugadas a 3250 x g, durante 20 minutos e 400 µL do 

sobrenadante foram alcalinizados com 400 µL de NaOH  2 M, sendo realizadas 

leituras espectrofotométricas dos produtos da reação a 420 nm em 

espectrofotômetro UV/ Visível Ultrospec 2100 pro, Amersham Biosciences.  O ensaio 

foi realizado em triplicata e, para cada amostra, ensaios controles foram conduzidos 

com os mesmos reagentes, diferindo na ordem de adição do substrato, que foi 

introduzido no momento em que as reações foram interrompidas. Uma unidade de 

inibição (UI) foi definida como a inibição de uma unidade de atividade de protease.  
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3.8. Inibição da papaína 

 

Para inibição da papaína, as amostras foram ressuspendidas em tampão 

acetato de sódio 50 mM, pH 6,0 e aquecidas até temperatura de ebulição durante 10 

minutos, com a finalidade de eliminar qualquer  atividade proteolítica presente na 

amostra. A atividade inibitória da papaína foi estimada por meio de ensaio 

enzimático contendo 240 µL de tampão acetato de sódio 50 mM, pH 6,0, 20 µL de 

papaína (0,1 mg/mL, Sigma) e 40 µL de DTT (Gibco)  3 mM e EDTA (Gibco)  2 mM. 

A mistura foi incubada durante 10 minutos a temperatura ambiente (26 ± 3ºC). 

Posteriormente, acrescentou-se 200 µL das amostras, prosseguindo a incubação 

durante 30 minutos a 37ºC. Após esse período, foi adicionado o substrato BANA 

(Sigma) 1 mM, incubando-se por mais 30 minutos a 37ºC. A reação foi interrompida 

pela adição de 500 µL de HCl 2% v/v em etanol e, para conferir cor à reação, foram 

adicionados 500 µL de DMACA (Sigma) 0,06% m/v. Após 40 minutos em repouso, 

foram realizadas leituras espectrofotométricas a 540 nm (UV / Visível Ultrospec 2100 

pro, Armesham Biosciences).  O ensaio foi realizado em triplicata e, para cada 

amostra, ensaios controles foram conduzidos com os mesmos reagentes, diferindo 

na ordem de adição do substrato, que foi introduzido no momento em que as 

reações foram interrompidas. Uma unidade de inibição (UI) foi definida como a 

inibição de uma unidade de atividade de protease.  

 

3.9. Inibição da bromelaína 

 

Para inibição da bromelaína, as amostras foram ressuspendidas em tampão 

acetato de sódio 300 mM, pH 5,5 e aquecidas até temperatura de ebulição durante 

10 minutos, com a finalidade de eliminar qualquer atividade proteolítica presente na 

amostra. A inibição da bromelaína foi detectada por meio de ensaio enzimático 

contendo 275 µL de tampão acetato de sódio 300 mM, pH 5,5, 25 µL de bromelaína 

(0,1 mg/mL, Sigma) e 200 µL da amostra. As soluções foram incubadas durante 30 

minutos a 37ºC. Posteriormente, foram adicionados 200 µL do substrato azocaseína 

1% (Sigma), procedendo a incubação por mais 1 hora a 37ºC. A reação foi 

interrompida pela adição de 300 µL de TCA 20% m/v. As amostras foram, então, 
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centrifugadas a 3.300 x g durante 20 minutos. Após a centrifugação, 400 µL do 

sobrenadante foi alcalinizado com 400 µL de NaOH 2 M. Posteriormente, foram 

realizadas leituras espectrofotométricas a 540 nm (UV / Visível Ultrospec 2100 pro, 

Armesham Biosciences).  O ensaio foi realizado em triplicata e, para cada amostra, 

ensaios controles foram conduzidos com os mesmos reagentes, diferindo na ordem 

de adição do substrato, que foi introduzido no momento em que as reações foram 

interrompidas. Uma unidade de inibição (UI) foi definida como a inibição de uma 

unidade de atividade de protease.  

  

3.10. Purificação dos inibidores de tripsina 

 

Os extratos proteicos, provenientes dos diferentes estádios estudados, 

aquecidos até temperatura de ebulição durante 10 minutos, foram submetidos à 

cromatografia de afinidade em tripsina – Sepharose 4B (6,0 cm x 1,5 cm) e 

equilibrada em tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,5. Frações de 2 mL foram coletadas 

por meio de coletor de frações a um fluxo de 30 mL/ h. As frações retidas foram 

eluídas com HCl 5 mM, dialisado, liofilizado e submetido à cromatografia de troca 

aniônica em coluna HiTrap DEAE FF (2,5 cm x 0,7 cm, Ge Healthcare), pré-

equilibrada em tampão bicarbonato de amônio 20 mM pH 8,0. As frações foram 

coletadas a partir de um gradiente de bicarbonato de amônio (20 – 500 mM, pH 8,0) 

a um fluxo de 0,5 mL/min, utilizando um ÄKTApurifier (Ge). As amostras referentes 

aos picos obtidos foram liofizadas e submetidas às análises posteriores. 

 

3.11.  SDS-PAGE 

 

Os géis de concentração e separação foram obtidos a partir de uma solução 

estoque de acrilamida a 30% e de N-N’-metileno bis-acrilamida 0,8% m/v. O gel de 

concentração a 5% foi preparado em tampão Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8 e o gel de 

separação 20%, em tampão Tris-HCl 1,5 M pH 8,8, sendo acrescentado em ambos 

SDS 20% m/v. A polimerização foi conseguida pela adição de TEMED e PSA 10% 

m/v. 
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As frações provenientes da cromatografia em tripsina-Sepharose foram 

dissolvidas em tampão Tris-HCl 0,0625 M, pH 6,8, contendo 1% m/v de SDS, 10% 

m/v de glicerol e 1% m/v de ß-mercaptoetanol e, posteriormente, imersas em água 

em ebulição durante 10 minutos. A eletroforese foi realizada em tampão de corrida 

Tris-HCl 0,025 M, glicina 0,192 M e SDS 0,1%, a 200 volts, 15 mA/ gel, durante 2 

horas. Foram utilizados marcadores de massas moleculares da Promega (10 kDa -

200 kDa). 

Após as corridas, os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue 

dissolvido em ácido acético 0,1% v/v, etanol e água destilada 1:4:5 v/v/v durante 2 

horas e, então, descorados em solução de ácido acético glacial, etanol e água 

destilada 1:4:5 (v/v/v).  

 

3.12. Eletroforese em gel 2D 

 

Os extratos proteicos provenientes das diferentes etapas de germinação, pré 

e pós-germinação (800 µg) foram ressuspendidos em tampão de rehidratação (8 M 

ureia, CHAPS 2%, IPG Buffer pH 3-10 e azul de bromofenol 0,002%) e incubados 

juntamente com as fitas para focalização (13 cm, pH 3-10), à temperatura ambiente 

durante 16 horas.  Posteriormente, as fitas foram submetidas à focalização 

isoelétrica utilizando o sistema de eletroforese Ettan IPGphor 3 (Ge Healthcare) 

acumulando o total de 58000 Vh (Fase 1: 300, 200 Vh; Fase 2: gradiente 300 - 1000 

V, 300 Vh; Fase 3: gradiente 1000 - 5000 V; 4000 Vh; Fase 4: 5000 V, 1250 Vh). 

Após focalização, as fitas foram equilibradas em tampão de equilíbrio (6 M Ureia, 75 

mM Tris-HCl (pH 8,8), Glicerol 3% (v/v), SDS 2% (m/v) e Azul de bromofenol 

0,002%) contendo DTT 1% (m/v) sob agitação constante durante 15 minutos e, 

posteriormente incubadas em mesmo tampão de equilíbrio, contendo iodoacetamida 

2,5% (m/v) 

Após a separação da primeira dimensão, as fitas foram sobrepostas em géis 

de poliacrilamida contendo SDS (12,5%) e a separação da segunda dimensão 

realizada em sistema de eletroforese SE Ruby e Power Supply – EPS 601 (Ge 

Healthcare). Após a corrida os géis foram corados com coomassie coloidal. Como 

marcadores de massas moleculares foram utilizados marcadores da Promega (10 

kDa -200 kDa). 



61 

 

As identificação e análises dos spots foram realizadas utilizando o software 

ImageMaster 2D Platinum 6.0 (Ge).  
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4. Resultados 

 

As sementes de P. multijuga apresentaram alta germinabilidade, na ordem de 

95%, tempo médio de germinação de 5 ± 0,8 dias e, emissão da parte aérea em 12 

± 0,6 dias. O índice de velocidade de germinação foi de 2,07 ± 0,2 sementes/dia. 

Durante a germinação das sementes de P. multijuga observou-se decréscimo 

expressivo no conteúdo de proteínas até a emissão da parte aérea (PA) das 

plântulas, atingindo concentração proteica aproximadamente 6 vezes menor quando 

comparada com a concentração inicial na semente quiescente (Figura 14). No 

entanto, deve-se registrar que não houve decréscimo uniforme ao longo do período 

de estudo entre o estádio de semente quiescente (SQ) e PA, verificando-se pequena 

redução da percentagem, cerca de 10% do conteúdo de proteínas, entre SQ e a 

emissão da radícula (RA), seguido de intenso decréscimo entre os estádios RA e 

PA. 

Análises da eletroforese em géis 2D revelaram a presença de proteínas com 

massa molecular aparente na faixa de 15 a 25 kDa e de 35 a 75 kDa nos extratos 

proteicos provenientes dos diferentes estádios estudados (Figura 15).  

Durante a germinação e pós-germinação confirmou-se a degradação das 

proteínas, principalmente daquelas que compreendem a faixa de 35 a 75 kDa, 

durante o estádio PA. Em contraste, proteínas de, aproximadamente, 9 kDa foram 

sintetizadas durante a embebição (EM). Proteínas com massa molecular aparente 

entre 10 e 15 kDa, correspondendo, provavelmente, aos inibidores de proteases, 

permaneceram presentes até o estádio final do desenvolvimento (PA) (Figura 15).   

No que diz respeito às atividades inibitórias nos extratos proteicos dos 

diferentes estádios, verificou-se estabilidade na inibição de serinoproteases, sendo a 

inibição da tripsina cerca de 20 vezes maior quando comparada à da quimotripsina 

(Figura 16). 

A inibição de cisteínoproteases (papaína e bromelaína) apresentou-se mais 

variável ao longo da germinação e pós-germinação, comparada às inibições 

serínicas, onde para a bromelaína detectou-se o máximo de inibição no período de 
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expansão do nó cotiledonar (NO), com redução da atividade em PA, enquanto a 

inibição da papaína foi máxima em EM (Figura 16). 

 

 

Figura 14. Mudanças na concentração de proteínas solúveis nos diferentes 

estádios de germinação e pré e pós-germinação de sementes de P. multijuga. SQ: 

semente quiescente. EM: após embebição. RA: emissão da radícula. NO: expansão 

do nó cotiledonar. PA: emissão da parte aérea. Cálculo de concentração de 

proteínas baseado na massa seca dos extratos proteicos.  

 

Quanto à determinação de proteases, observou-se atividades constantes de 

serino e cisteínoproteases até o período NO, com elevado acréscimo em PA para 

ambas as classes enzimáticas, coincidindo com o período de maior degradação 

proteica (Figuras 14 e 17). 

A purificação dos inibidores de tripsina envolveu duas etapas cromatográficas 

(afinidade e troca iônica), onde os perfis cromatográficos provenientes da tripsina-

Sepharose (afinidade) foram similares em todos os estádios estudados, 

apresentando dois picos distintos. O primeiro pico (PI) corresponde àquelas 

moléculas que não interagiram com a tripsina imobilizada na resina cromatográfica, 

ao passo que o segundo pico (PII) refere-se às proteínas com afinidade de interação 

e liberadas após adição de HCl, correspondendo, provavelmente, aos inibidores de 

proteases (Figura 18). 
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Figura 15. Eletroforese em géis 2D dos extratos proteicos provenientes dos 

diferentes estádios de germinação e de pré e pós-germinação de sementes de P. 

multijuga. SQ: semente quiescente. EM: após embebição. RA: emissão da radícula. 

NO: expansão do nó cotiledonar. PA: emissão da parte aérea. 
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Figura 16. Atividade de inibidores de proteases nos extratos proteicos provenientes 

dos diferentes estádios de germinação e de pré e pós-germinação de sementes de 

P. multijuga. SQ: semente quiescente. EM: após embebição. RA: emissão da 

radícula. NO: expansão do nó cotiledonar. PA: emissão da parte aérea. 

 

 

Figura 17. Atividade de proteases nos extratos proteicos provenientes dos 

diferentes estádios de germinação e de pré e pós-germinação de sementes de P. 

multijuga. SQ: semente quiescente. EM: após embebição. RA: emissão da radícula. 

NO: expansão do nó cotiledonar. PA: emissão da parte aérea.  



66 

 

 

Figura 18. Cromatografia de afinidade em tripsina-Sepharose 4B dos extratos 

proteicos dos diferentes estádios de germinação e de pré e pós-germinação de 

sementes de P. multijuga. SQ: Semente quiescente. EM: após embebição. RA: 

emissão da radícula. NO: expansão do nó cotiledonar. PA: emissão da parte aérea. 
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Os perfis proteicos em SDS-PAGE das frações provenientes da tripsina-

Sepharose confirmaram a similaridade na purificação dos inibidores de tripsina 

durante todo o processo de germinação e de pré e pós-germinação, os quais 

apresentaram banda única com massa molecular aparente de aproximadamente 9 

kDa (Figura 19). 

 

Figura 19. SDS-PAGE das frações provenientes da cromatografia em tripsina-

Sepharose dos diferentes estádios de germinação e de pré e pós-germinação de 

sementes de P. multijuga. SQ: semente quiescente. EM: após embebição. RA: 

emissão da radícula. NO: expansão do nó cotiledonar. PA: emissão da parte aérea. 

M: Marcador molecular. E: extrato proteico. Fr: Frações (PII). 

 

As cromatografias de troca iônica em DEAE das frações provenientes das 

cromatografias de afinidade resultaram na separação de dois picos distintos, 

também similares durante todos os estádios estudados, exceto em PA, onde a 

separação dos picos não foi tão evidente, com predominância de um pico majoritário 

correspondente ao segundo pico dos demais perfis cromatográficos (Figura 20).  

Cada pico proveniente da DEAE compreende diferentes inibidores de tripsina, 

de mesma massa molecular (aproximadamente 12 kDa) e pontos isoelétricos 

divergentes (dados não apresentados). 
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Figura 20. Cromatografia de troca iônica em HiTrap DEAE FF das frações 

parcialmente purificadas nos diferentes estádios de germinação e de pré e pós-

germinação de sementes de P. multijuga. EM: após embebição. RA: emissão da 

radícula. NO: expansão do nó cotiledonar. PA: emissão da parte aérea. %B: 

concentração de bicarbonato de amônio 500 mM pH 8,0. 
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5. Discussão 

 

O comportamento das sementes ao longo do processo germinativo 

compreende vários aspectos, como por exemplo, tempo, taxa, homogeneidade e 

sincronismo, os quais são importantes para a compreensão da dinâmica deste 

processo, tornando possível prever o grau de sucesso de uma espécie a partir da 

sua capacidade de germinação (Ranal e Santana, 2006). 

O critério de germinação é muitas vezes usado erroneamente, sendo 

confundido com o crescimento/desenvolvimento da plântula, que indica que a 

germinação foi finalizada (Bewley e Black, 1994). O processo global da germinação 

é constituído de três etapas, incluindo a embebição, a ativação do processo e o 

crescimento seminal que é finalizado com a protusão da radícula (Labouriau, 1983; 

Bewley, 1997). Durante a germinação dois processos metabólicos podem ser 

detalhados, o primeiro, diz respeito à mobilização de reservas a partir da ação de 

enzimas hidrolíticas e, depois, o uso dos produtos hidrolizados dará suporte a novas 

estruturas celulares até a formação completa da plântula (Fu et al., 2005; Soltani, 

2006; Alencar et al., 2012). 

No sentido prático, estabelecer o início e o término de cada evento torna-se 

difícil uma vez que, os eventos moleculares e celulares apresentam complexidade 

multicelular e tecidual e a reativação do processo é gradual (Ranal e Santana, 

2006). Desse modo, a precisa determinação do início do processo germinativo por 

meio de algum critério molecular ou celular é substituída por critérios macroscópicos 

como o crescimento do embrião, conferindo certo rigor, se o mesmo ponto de 

referência for adotado por vários autores (Ranal e Santana, 2006). 

O único estádio da germinação com alta precisão de mensuração é o término. 

Portanto, o estabelecimento de um critério de fácil caracterização e comum torna-se 

essencial, pois na ausência dele, a capacidade de germinação pode ser sub ou 

sobre estimada, dificulatando a comparação entre resultados laboratoriais, 

aumentando as informações contraditórias acerca do processo (Bewley e Black, 

1994; Ranal e Santana, 2006). 
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A capacidade de germinação de uma semente, levando-se em conta o critério 

germinada/ não-germinada consiste em um atributo qualitativo do processo, 

geralmente convertido em um atributo quantitativo, como a percentagem de 

germinação. Dessa forma, a germinação das sementes de uma amostra representa 

a percentagem de sementes na qual o processo germinativo chegou ao fim, nas 

condições experimentais, por meio do crescimento intraseminal, que resulta na 

proeminência do embrião vivo na forma de emissão da radícula (Ranal e Santana, 

2006). 

Sementes de P. multijuga, quando submetidas à germinação a 25°C em 

vermiculita foram capazes de germinar em curto espaço de tempo (tempo médio de 

5 dias) e com alta percentagem de sementes germinadas (95%). No entanto, sabe-

se que os fatores físicos do meio podem alterar de forma determinante o processo 

germinativo. Na germinação de sementes de P. multijuga, quando realizada à 

temperatura de 30°C, um maior tempo médio de germinação (9,5 dias) foi 

observado, demonstrando, dessa forma, a influência da temperatura sobre o 

processo germinativo (Santos, 2011). A temperatura de germinação afeta 

diretamente o metabolismo celular, causando alterações na integridade das 

membranas biológicas, assim como nas reações enzimáticas. Portanto, variações 

térmicas podem condicionar respostas diferentes na germinação, tanto estimulando 

quanto inibindo o processo (Amri, 2010). 

Durante a germinação das sementes de P. multijuga, a mobilização 

expressiva de proteínas após a emissão da radícula (período considerado evento 

pós-germinativo) parece estar relacionada à síntese de novas proteínas 

especializadas, possibilitando a mudança da fase heterotrófica para a autotrófica.  

Estudos envolvendo a germinação de sementes de Sesbania virgata 

demonstraram que a protusão da radícula ocorre um dia após a embebição, com 

mobilização de proteínas a partir do quarto dia, também compreendendo eventos 

pós-germinativos (Tonini et al., 2010). Em Cereus jamacaru observou-se alta 

mobilização proteica após a protusão da radícula, sendo a redução no conteúdo de 

proteínas acompanhado por um aumento no conteúdo de aminoácidos livres, 

sugerindo que, durante a mobilização, esses aminoácidos são transferidos para 

sustentar o crescimento do embrião (Alencar et al., 2012). Esses resultados 

corroboram com o que tem sido relatado na literatura científica onde, após a 

germinação, o metabolismo é largamente catabólico com a maioria das reservas 
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sendo mobilizadas e utilizadas para suportar o crescimento inicial das plântulas 

(Bewley et al., 2013). 

A mobilização de proteínas durante a germinação e nos eventos pós-

germinativos de sementes de P. multijuga foi confirmada a partir de análises de 

eletroforeses em géis 2D, onde a presença e a intensidade dos ―spots‖ reduziram ao 

longo do processo germinativo e pós-germinativo. A utilização da técnica de 

eletroforese consiste em importante metodologia para acompanhamento da síntese 

e/ou degradação de proteínas durante a germinação das sementes. Uma análise 

visual do perfil de proteínas totais durante a germinação de Glycine max demonstrou 

claramente que as proteínas principais reduziram significativa e gradualmente ao 

longo do tempo, coincidindo com os resultados obtidos no presente estudo (Kim et 

al., 2011). 

As proteínas compreendem uma das principais reservas estocadas durante o 

estádio final de desenvolvimento das sementes, sendo consideradas essenciais para 

prover a nutrição necessária e para dar suporte ao estabelecimento da plântula 

(Alencar et al., 2012). Vários mecanismos são desenvolvidos para controlar a quebra 

dessas reservas em resposta à necessidade nutricional durante a fase heterotrófica 

do desenvolvimento da plântula e, dentre os mecanismos desenvolvidos para 

controlar a atividade de proteases, responsáveis pela hidrólise de ligações 

peptídicas em proteínas, incluem-se a compartimentalização e as interações com 

inibidores específicos (Weeda et al., 2010). Assim, a perda de compartimentalização 

e a ativação de proteases pela dissociação com os inibidores, observada durante a 

germinação, são mecanismos que facilitam o catabolismo de proteínas de reserva, 

mediado por proteases (Tiedemann et al., 2001; Weeda et al., 2010). 

Em sementes de muitas espécies de eudicotiledôneas, cisteínoproteases são 

catalisadoras da clivagem endoproteolítica durante a mobilização de proteínas de 

reserva. Em espécies de Fabaceae, a inicialização da proteólise por 

cisteínoproteases (papaína e/ou bromelaína) facilita a completa quebra das 

proteínas de reserva por outras proteases (Tiedemann et al., 2001; Weeda et al., 

2010). Adicionalmente, inibidores de tripsina são acumulados em grandes 

quantidades durante a maturação da semente, sugerindo sua atuação na deposição 

de proteínas de reserva, na regulação da atividade de proteases e na defesa vegetal 

(Kumar et al., 2002; Kansal et al., 2010). 
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O período durante a germinação e o subsequente crescimento das plântulas é 

caracterizado pela quebra de proteínas de reserva das sementes, sendo 

acompanhado pelo aumento na atividade de proteases e decréscimo nos níveis de 

inibidores de tripsina (Kansal et al., 2010). Durante a germinação das sementes de 

P. multijuga, a atividade dos inibidores de serinoproteases (tripsina e quimotripsina) 

permaneceu inalterada, com alta inibição para tripsina. Dentre os inibidores de 

cisteínoproteases (papaína e bromelaína), a inibição da bromelaína apresentou 

variação ao longo dos processos germinativo e pós-germinativo. Da mesma forma, 

as atividades de serino e cisteínoproteases permaneceram inalteradas até o estádio 

que precedeu a emissão da parte aérea e, após esse período, sofreram acréscimos 

expressivos, coincidindo com o período de maior degradação proteica. 

Estudos envolvendo a germinação de Vigna radiata e Cicer arietinum 

demonstraram pequenas variações na atividade inibitória contra a tripsina durante a 

germinação e, o decréscimo dessa atividade foi atribuído à atividade de proteases 

responsáveis por promover a degradação de proteínas, tornando o nitrogênio 

disponível para o crescimento da plântula (Kansal et al., 2010). Investigações a 

respeito da atividade antitríptica durante a germinação de sementes também foram 

descritas para Phaseolus vulgaris. Para essa espécie, reduções na inibição da 

tripsina foram observadas após sete dias de germinação, ao passo que em 

sementes de Dolichos biflorus, os inibidores do tipo Bowman-Birk presentes nas 

sementes quiescentes desapareceram rapidamente, com o concomitante 

aparecimento de novas espécies de inibidores ativos (Savelkoul et al., 1994; 

Sreerama e Gowda, 1998). Na germinação de sementes de Vigna unguiculata, 

Canavalia ensiformis e Lablab purpureus, os níveis de inibidores de tripsina 

decresceram significativamente, enquanto em Stizolobium niveum não foi observada 

qualquer mudança nessa classe de proteínas (Aguilera et al., 2013). Em relação aos 

inibidores de quimotripsina, as reduções no decorrer da germinação também foram 

significantes em L. purpureus, S. niveum e C. ensiformis, ao passo que V. 

unguiculata não apresentou qualquer decréscimo notável (Aguilera et al., 2013). 

Em tubérculos, o conteúdo de cisteínoproteases aumenta substancialmente 

durante o estabelecimento da planta, podendo ser responsável por degradar 

inibidores de tripsina. Portanto, o aumento da atividade de cisteínoproteases pode 

limitar o acúmulo de inibidores de serinoproteases (inibidores de tripsina) durante os 

estádios tardios da germinação, apesar do aumento nos níveis de transcrição de 
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serinoproteases (Weeda et al., 2010). Assim, a perda de inibidores de 

serinoproteases pode levar ao aumento na atividade de serinoproteases, o que 

facilita a realização do processo proteolítico iniciado por cisteínoproteases (Weeda 

et al., 2010). 

Para inibidores de proteases estarem envolvidos na regulação do catabolismo 

proteico durante o desenvolvimento da planta, o seu desaparecimento deve 

preceder ou, pelo menos, ser concomitante ao aumento da atividade de proteases e 

da perda de proteínas de reserva (Weeda et al., 2010). Nesse sentido, inibidores de 

tripsina, quimotripsina, papaína e bromelaína parecem estar envolvidos na regulação 

da atividade de serino e cisteínoproteases durante a germinação e nos eventos pós-

germinativos das sementes de P. multijuga, uma vez que, as atividades inibitórias 

foram superiores às proteolíticas ao longo de todos os estádios até NO, com 

acréscimo expressivo na atividade de proteases em PA, que corresponde ao período 

de maior degração proteica. 

Em função dessa dinâmica nas atividades das proteases e dos inibidores de 

proteases, a germinação é um processo que induz qualitativa e quantitativamente 

mudanças nos níveis proteicos em sementes de leguminosas (Kumar et al., 2002). 

Os perfis cromatográficos e análises em eletroforeses demonstraram que os 

mesmos inibidores e/ou isoinibidores foram purificados ao longo da germinação e 

pós-germinação das sementes de P. multijuga, exceto quando ocorreu a emissão da 

parte aérea, onde observou-se a predominância de um pico majoritário que 

corresponde, provavelmente, às frações que compreendem o segundo pico dos 

perfis cromatográficos dos outros estádios estudados.  

Dessa maneira, o processo germinativo pode ser considerado como um 

efetivo e promissor processo que possibilita o aumento da bioatividade de sementes 

de espécies de Fabaceae não convencionais (Aguilera et al., 2013). 

Alguns estudos tem demonstrado que, durante a germinação, ocorre o 

desaparecimento de formas de inibidores típicos nas sementes quiescentes, além do 

aparecimento de outras isoformas nos cotilédones (Cesar, 2006). O aparecimento 

de novas formas de inibidores durante o processo de germinação, concomitante ao 

desaparecimento de formas provenientes da semente madura, assim como, a 

detecção de inibidores com atividades inibitórias e mobilidades eletroforéticas 

semelhantes, sugeriram que as novas formas foram resultantes de processamentos 

proteolíticos a partir do inibidor presente na semente quiescente. Adicionalmente, 



74 

 

análises da sequência de aminoácidos de várias formas de inibidores demonstraram 

a existência de alta homologia entre eles durante a germinação, com pequenas 

diferenças, principalmente, nas regiões amino e carboxi-terminais, indicando 

modificações por ação de proteases específicas (Sreerama e Gowda, 1998; Cesar, 

2006). 

O desaparecimento do inibidor de tripsina durante a germinação de sementes 

de Vigna radiata reforça essa ideia, onde concomitante ao desaparecimento do 

principal inibidor (inibidor F), surgiram três novas espécies ativas de inibidores (E, C 

e A) derivadas de F. Desses inibidores, apenas F, E e C foram caracterizadas e, 

análises de sequências indicaram que E e C são derivadas de F, por meio de 

proteólise limitada específica, não correspondendo a uma nova proteína formada por 

um gene distinto, via turnover. Por combinação dos dados composicionais e 

terminais de E e C, com a sequência de aminoácidos de F, demonstrou-se que 

eventos proteolíticos formaram esses dois inibidores, onde E é derivado de F pela 

hidrólise em Asp76-Lys77, enquanto C é produzido pela perda de Met75-Asp76, Ser1-

Ser8 com hidrólise em Ala35-Asp36 (Wilson e Chen, 1983; Cesar, 2006). 

 Nesse sentindo, os inibidores de tripsina purificados durante a germinação e 

nos eventos pré e pós-germinativos de sementes de P. multijuga, podem ser 

resultantes da proteólise limitada de um inibidor principal pré-existente nas sementes 

quiescentes. Entretanto, análises de sequenciamento de aminoácidos e a 

comparação da composição dos aminoácidos entre as sequências são necessárias 

para confirmar se, de fato, esses inibidores são resultantes da proteólise limitada. 
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6. Conclusão  

 

Inibidores de tripsina, quimotripsina, papaína e bromelaína devem participar 

da regulação da atividade de serino e cisteínoproteases durante a germinação e em 

eventos pré e pós-germinativos de sementes de P. multijuga. 

As principais evidências da presença/participação de inibidores de tripsina 

durante a germinação e em eventos pré e pós-germinativos em sementes de P. 

multijuga são a especificidade inibitória contra a tripsina, a similaridade das massas 

moleculares aparentes e a purificação dos inibidores de tripsina em todos os 

estádios estudados. Desta forma, sugere-se que a ação dos inibidores de proteases 

durante a germinação deve ser produto da expressão diferencial dos mesmos ao 

longo desse processo, com aumento das concentrações nas sementes quiescentes 

e durante a embebição, seguida de diminuição durante a emissão da radícula e, 

novamente, incremento, durante a expansão do nó cotiledonar e emissão da parte 

aérea. 

A atividade de proteases foi mais efetiva nos eventos pós-germinativos, 

sugerindo participação dessas enzimas na mobilização de proteínas. 
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Purificação de inibidores de tripsina de sementes de Parkia multijuga Benth. 
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1. Introdução 

 

O conteúdo de proteínas nas sementes tem importância e desdobramentos 

importantes ao considerar diferentes abordagens: biológicas, comercial, tecnológica 

e etc. O fato é que, o processamento metabólico dessas moléculas envolve muitas 

rotas metabólicas e elevado custo energético. Assim, a regulação da síntese ou 

degradação proteica assume papel relevante. Nesse aspecto, a presença de 

inibidores de proteases em proporções relativamente altas nas sementes sugere a 

importância dessas moléculas no metabolismo de proteínas, podendo atuar como 

reguladoras da atividade de proteases, de modo a prevenir a degradação prematura 

de proteínas de reserva durante a sua síntese, processamento e empacotamento 

nos corpos proteicos ao longo do desenvolvimento da semente, como proteínas de 

reserva e na defesa vegetal, inibindo proteases inoculadas por insetos e 

microorganismos (Hernández-Nistal et al., 2009; Hartl et al., 2011). 

Inibidores de proteases compreendem uma das mais abundantes classes de 

proteínas, sendo comumente encontradas em um grande número de famílias 

botânicas, particularmente em sementes de Fabaceae, podendo corresponder de 6 

a 11% do conteúdo de proteínas solúveis (Hernández-Nistal et al., 2009; Chan et al., 

2013; Rufino et al., 2013). Conceitutalmente, inibidores de proteases são proteínas 

que competem com os substratos pelo sítio ativo das proteases, bloqueando 

reversível ou irreversivelmente a atividade catalítica da enzima (Valueva e Mosolov, 

1999; Sabotic e Kos, 2012). A inibição da atividade enzimática pelos inibidores de 

proteases é dependente da formação de um complexo estável entre enzima e 

inibidor, a partir da complementariedade de aminoácidos presentes no sítio reativo 

do inibidor com os aminoácidos do sítio ativo da enzima, determinando uma 

interação altamente específica com suas enzimas proteolíticas alvo (Haq et al., 

2004; Macedo e Freire, 2011). 

A diferença mais importante entre os inibidores de proteases e os substratos 

é que os inibidores possuem pontes dissulfeto estruturando o seu sítio reativo. 

Assim, após hidrólise da ligação peptídica do sítio reativo, os inibidores são 

mantidos sem mudanças conformacionais significativas (Birk, 2003; Oliveira, 2011). 
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Os inibidores de proteases ao interagirem com enzimas proteolíticas dificultam as 

mudanças de conformação necessárias à catálise, gerando um complexo típico 

enzima-inibidor, com uma barreira energética desfavorável à hidrólise, sendo assim, 

muito estável. Contudo, apesar da alta afinidade pela enzima alvo e de sua grande 

estabilidade, a permanência prolongada do inibidor associado à enzima pode 

acarretar a sua hidrólise (Cesar, 2006). 

A contribuição do resíduo de aminoácido na posição P1 da região envolvida 

na ligação é determinante na interação enzima-inibidor. Dessa maneira, quando 

essa posição é ocupada por um resíduo de lisina ou arginina, o inibidor será 

específico para a tripsina, ao passo que, quando essa posição é ocupada pelos 

aminoácidos tirosina, leucina ou fenilalanina, o inibidor será específico para a 

quimotripsina (Bode e Huber, 2000; Oliva et al., 2010). Considerando essa 

especificidade inibitória, os inibidores de proteases são classificados de acordo com 

a classe de enzima a qual inibem, compreendendo os inibidores de serino, cisteíno, 

aspártico e metaloproteases (Valueva e Mosolov, 1999; Macedo e Freire, 2011). 

Entretanto, novos inibidores têm sido relatados e classificados segundo o banco de 

dados MEROPS (www.merops.sanger.ac.uk), onde inibidores com sequências de 

aminoácidos e propriedades bioquímicas distintas são classificados em novas 

famílias (Rawlings et al., 2008; Oliveira, 2011). 

Sementes de Fabaceae normalmente contém inibidores de tripsina e 

quimotripsina (inibidores de serinoproteases), pertencentes às famílias Kunitz e 

Bowman-Birk (Klomklao et al., 2011). Inibidores do tipo Kunitz são encontrados, 

principalmente, em sementes das subfamílias Caesalpiniodeae e Mimosoideae e, 

são caracterizados por conter, aproximadamente, 170 a 200 resíduos de 

aminoácidos, com massa molecular em torno de 20 kDa, apresentando regiões N-

terminais altamente conservadas e poucos resíduos de cisteína, formando um ou 

dois pares de pontes dissulfeto intramoleculares (Klomklao et al., 2011; Chan et al., 

2013).  

Inibidores do tipo Bowman-Birk são observados em Faboideae e, 

correspondem a peptídeos com massa molecular de 6 a 16 kDa, compostos por um 

arranjo binário de dois subdomínios, onde cada um contém um sítio reativo, 

podendo inibir independentemente duas proteases, não necessariamente idênticas 

(Klomklao et al., 2011; Chan et al., 2013; Kumar e Gowda, 2013). 
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É importante ressaltar que, apesar de algumas diferenças serem observadas, 

a estrutura e o mecanismo de ação são bem preservados entre os inibidores de 

serinoproteases (Oliveira, 2011). Em espécies vegetais da família Fabaceae, 

estudos tem apontado evidências de que inibidores do tipo Kunitz e Bowman-Birk 

podem estar relacionados à evolução dessa família botânica (Kimura et al., 1994). 

Assim, espécies arbóreas de clima tropical apresentam, em sua grande maioria, 

inibidores do tipo Kunitz e herbáceas apresentam inibidores do tipo Bowman-Birk, 

enquanto que espécies arbóreas e herbáceas de clima temperado registram apenas 

inibidores do tipo Bowman-Birk (Norioka et al., 1988). 

Quando a abordagem remete às questões filogenéticas, o tipo de inibidor 

pode ser associado às divergências dentro das subfamílias de Fabaceae, 

apresentando evidências de que as espécies pertencentes à subfamília 

Caesalpinioideae, conteriam, predominantemente, inibidores do tipo Kunitz, 

correlacionando subfamília mais ancestral com proteínas menos evoluídas. Por 

outro lado, espécies da subfamília Faboideae exibem inibidores, principalmente, do 

tipo Bowman-Birk, justificando a lógica de correlação entre as subfamílias mais 

derivadas na escala filogenética com a presença de inibidores mais evoluídos. 

Quanto às espécies pertencentes à subfamília Mimosoideae, tem-se relatos de 

inibidores do tipo Kunitz e Bowman-Birk e, portanto, ocupariam uma posição 

intermediária ao longo da escala de evolução (Norioka et al., 1988; Kimura et al., 

1994; Macedo et al., 2000; Maqtari e Saad, 2010). 

Embora os inibidores de proteases sejam proteínas vegetais bem 

caracterizadas para algumas funções, atualmente, grande parte das pesquisas 

relacionadas a essas moléculas envolve a sua purificação, caracterização e 

prospecção de potenciais atividades biológicas a partir de sementes de plantas 

herbáceas ou arbustos, com poucos estudos envolvendo espécies arbóreas, que 

correspondem às espécies vegetais com significativa presença na composição 

florística da Amazônia (Chevreuil et al., 2009; Souza, 2012). Estudos preliminares, 

envolvendo espécies de Fabaceae arbóreas pertencentes à flora Amazônica, 

demonstraram a presença de inibidores de proteases nos diferentes tecidos 

vegetais, indicando a potencialidade dessas espécies para o investimento em 

pesquisas relacionadas à purificação, caracterização e testes de suas possíveis 

atividades biológicas visando aplicações biotecnológicas, por se tratarem de 
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moléculas ainda não descritas na literatura científica (Calderon et al., 2001; 

Chevreuil et al., 2009; Chevreuil et al., 2011). 

A identificação do potencial econômico, derivado de subprodutos não 

madeiráveis, confirma importante etapa para o aumento dos conhecimentos sobre 

as espécies vegetais e reforça as perspectivas de obtenção de conhecimentos 

científicos mais robustos voltados para a preservação, conservação e uso das 

florestas tropicais. Considerando o foco nas alternativas tecnológicas oriundas de 

sistemas de produção sustentáveis, a obtenção de novos produtos provenientes da 

diversidade da flora tropical encontra na biotecnologia excelente modelo de 

prospecção de produtos de alto valor agregado. Nesse contexto, o aproveitamento 

econômico das leguminosas arbóreas distingue-se pela multiplicidade de potenciais. 

Portanto, a fundamentação dessa potencialidade em uma caracterização criteriosa e 

abrangente, certamente, promoverá o uso mais adequado das espécies, dos novos 

materiais e das biomoléculas (como as proteínas), além de servir de base para 

instalação de indústrias com viés biotecnológico. Entretanto, essa possibilidade 

relacionada às novas abordagens da bioindústria somente será efetivamente 

aplicada quando as matérias-primas forem convertidas em produtos.  

No caso das proteínas, não há como confirmar a função/aplicação 

biotecnológica sem antes caracterizar adequadamente a molécula e, para tanto, a 

purificação, que precede a etapa de caracterização, é condição ―sine qua non‖ para 

se obter a molécula purificada. 
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2.Objetivos 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Purificar e caracterizar a atividade de inibidores de tripsina de sementes de 

Parkia multijuga. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

 Isolar inibidores de tripsina utilizando diferentes etapas cromatográficas; 

 Acompanhar as etapas de purificação por SDS-PAGE e eletroforese em géis 

2D; 

 Caracterizar a atividade dos inibidores quanto à massa molecular aparente, 

ponto isoelétrico, especificidade inibitória e à variação de pH e temperatura; 

 Determinar a constante inibitória; 

 Obter o sequenciamento de resíduos da região amino-terminal. 
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3. Material e Métodos 

 

3.1. Purificação dos inibidores de tripsina  

 

Sementes de P. multijuga foram adquiridas da empresa Connarus Ambiental 

LTDA, coletadas na Reserva de Desenvolvimento Sustentável do Uatumã/AM em 

novembro de 2010 e, identificadas como lote 0001/10, renasem 00169/2010.  

O material finamente pulverizado das sementes quiescentes (10 g), moído 

em moinho de facas (Ika-Werke/ M20), foi submetido à extração em NaCl 150 mM  

(1:10, p/v) sob homogeneização constante durante duas horas à temperatura 

ambiente (26 ± 3°C). Após a centrifugação a 11.000 x g durante 20 minutos a 10ºC, 

o sobrenadante foi dialisado contra água destilada durante 48 horas, para 

desalinização, e liofilizado, resultando no extrato proteico. 

O extrato proteico (20 mg/ mL) foi aplicado em coluna de tripsina–Sepharose 

4B (6,0 cm x 1,5 cm) equilibrada em tampão Tris-HCl 50 mM (pH 7,5). Frações de 2 

mL foram coletadas por meio de coletor de frações a um fluxo de 30 mL/h. As 

frações correspondentes ao pico retido foi eluído com HCl 5 mM, dialisado, 

liofilizado e submetido à cromatografia de fase reversa em coluna C18 (25 mm x 4.6 

mm, Supelco), usando UFLC (Shimadzu Prominence) com gradiente de solvente A 

(TFA 0,1%) e solvente B (ACN 99,9% contendo TFA 0,1%). As frações obtidas, 

após liofilização, foram submetidas à cromatografia de troca aniônica em coluna 

HiTrap DEAE FF (2,5 cm x 0,7 cm, Ge Healthcare), pré-equilibrada em tampão 20 

mM bicarbonato de amônio (pH 8,0). As frações foram coletadas a partir do 

gradiente de bicarbonato de amônio (20 – 500 mM) a um fluxo de 0,5 mL/min, 

utilizando um ÄKTApurifier (GE Healthcare). As amostras referentes aos picos 

obtidos foram liofizados e submetidos às análises posteriores (Figura 21). 
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Figura 21. Fluxograma das principais etapas de extração, purificação e 

caracterização dos inibidores de tripsina. 

 

3.2. Atividade inibitória da tripsina 

 

As amostras, provenientes das etapas de purificação dos inibidores de 

tripsina, foram ressuspendidas em Tris HCl 50 mM (pH 7,5) e aquecidas até 

temperatura de ebulição durante 5 minutos, com a finalidade de excluir qualquer 

atividade proteolítica presente na amostra. A inibição da tripsina foi determinada por 

meio de ensaio enzimático contendo 290 µL de tampão Tris HCl 50 mM (pH 7,5), 10 

µL de solução de tripsina (0,1 mg/mL, Sigma) e 200 µL de amostra. A mistura foi 

pré-incubada durante 30 minutos a 37ºC e, em seguida, acrescentou-se 200 µL do 
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substrato 1,25 mM BAPNA (Sigma), prosseguindo a incubação por mais 30 minutos 

a 37ºC. Após esse período, a reação foi paralisada pela adição de 150 µL de ácido 

acético 30% (v/v), sendo realizadas leituras espectrofotométricas a 405 nm (UV / 

Visível Ultrospec 2100 pro, Armesham Biosciences).  

O ensaio foi realizado em triplicata e, para cada amostra, ensaios controles 

foram realizados com os mesmos reagentes, diferindo na ordem de adição do 

substrato, que foi introduzido no momento em que as reações foram interrompidas. 

 

3.3. Atividade inibitória da quimotripsina 

 

As amostras, provenientes das etapas de purificação dos inibidores de 

tripsina, foram ressuspendidas em tampão Tris HCl 50 mM (pH 7,5) e aquecidas até 

temperatura de ebulição durante 5 minutos, com a finalidade de excluir qualquer 

atividade proteolítica presente na amostra. A inibição da quimotripsina foi 

determinada por meio de ensaio enzimático contendo 50 µL de quimotripsina (0,2 

mg/mL, Sigma), 200 µL da amostra e 250 µL do tampão Tris-HCl 50 mM (pH 7,5). 

Posteriormente, a solução foi incubada a 37°C durante 30 minutos e, em seguida, 

200 µL de Azocaseína 1% (m/v) foram adicionados a esta solução, prosseguindo-se 

a incubação a 37°C durante 1 hora. A reação foi interrompida pela adição de 300 µL 

de TCA 20% (m/v) (ácido tricloroacético, Sigma). As amostras foram centrifugadas a 

3250 x g, durante 20 minutos e 400 µL do sobrenadante foram alcalinizados com 

400 µL de NaOH 2 M, sendo realizadas leituras espectrofotométricas dos produtos 

da reação a 420 nm em espectrofotômetro (UV/ Visível Ultrospec 2100 pro, 

Amersham Biosciences).  

O ensaio foi realizado em triplicata e, para cada amostra, ensaios controles 

foram realizados com os mesmos reagentes, diferindo na ordem de adição do 

substrato, que foi introduzido no momento em que as reações foram interrompidas. 
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3.4.  Eletroforese em sistema SDS-PAGE 

 

Os géis de concentração e separação foram obtidos a partir de uma solução 

estoque de acrilamida a 30% (m/v) e de N-N’-metileno bis-acrilamida 0,8% (m/v). O 

gel de concentração a 5% (m/v) foi preparado em tampão Tris-HCl 0,5 M (pH 6,8) e 

o gel de separação 20% (m/v), em tampão Tris-HCl 1,5 M (pH 8,8), sendo 

acrescentado em ambos SDS 20%. A polimerização foi conseguida pela adição de 

TEMED e PSA 10% (m/v). 

As frações, correspondentes aos picos com afinidade de interação com a 

resina tripsina-Sepharose, foram dissolvidas em tampão Tris-HCl 0,0625 M (pH 6,8), 

contendo 1% (m/v) de SDS, 10% (m/v) de glicerol e 1% (m/v) de ß-mercaptoetanol e 

posteriormente, imersas em água em ebulição durante 10 minutos. A eletroforese foi 

realizada em tampão de corrida Tris-HCl 0,025 M, glicina 0,192 M e SDS 0,1% (m/v), 

a 200 volts, 15 mA/ gel, durante 2 horas. 

Foram utilizados marcadores de massa moleculares da Promega (10 kDa -

200 kDa). 

Após as corridas, os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue em 

ácido acético 0,1% (v/v), etanol e água destilada 1:4:5 (v/v/v) durante 2 horas e, 

então, descorados em solução de ácido acético glacial, etanol e água destilada 1:4:5 

(v/v/v).  

 

3.5. Eletroforese em Gel 2D 

 

Os inibidores de tripsina purificados (10 µg) foram ressuspendidos em tampão 

de rehidratação (8 M ureia, CHAPS 2%, IPG Buffer pH 3-10 e azul de bromofenol 

0,002%) e incubados juntamente com as fitas para focalização (13 cm, pH 3-10), à 

temperatura ambiente durante 16 horas.  Posteriormente, as fitas foram submetidas 

à focalização isoelétrica utilizando o sistema de eletroforese Ettan IPGphor 3 (Ge 

Healthcare) acumulando o total de 58000 Vh (Fase 1: 300, 200 Vh; Fase 2: 

gradiente 300 - 1000 V, 300 Vh; Fase 3: gradiente 1000 - 5000 V; 4000 Vh; Fase 4: 

5000 V, 1250 Vh). Após focalização, as fitas foram equilibradas em tampão de 

equilíbrio (6 M Ureia, 75 mM Tris-HCl (pH 8,8), Glicerol 3% (v/v), SDS 2% (m/v) e 

Azul de bromofenol 0,002%) contendo DTT 1% (m/v) sob agitação constante durante 
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15 minutos e, posteriormente incubadas em mesmo tampão de equilíbrio, contendo 

iodoacetamida 2,5% (m/v). 

Após a separação da primeira dimensão, as fitas foram sobrepostas em géis 

de poliacrilamida contendo SDS (12,5%) e a separação da segunda dimensão 

realizada em sistema de eletroforese Mini-Ve e Power Supply – EPS 601 (Ge 

Healthcare). Após a corrida os géis foram corados com coomassie coloidal. Como 

marcadores de massas moleculares foram utilizados marcadores da Promega (10 

kDa -200 kDa). 

As identificação e análises dos spots foram realizadas utilizando o software 

ImageMaster 2D Platinum 6.0 (Ge).  

 

3.6. Estabilidade térmica 

 

A estabilidade térmica dos inibidores purificados foi testada pela incubação 

em diferentes temperaturas (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100°C) durante 30 minutos. 

Posteriormente, as amostras foram resfriadas e submetidas a ensaios de atividade 

inibitória da tripsina. 

 

3.7. Estabilidade quanto à variação de pH 

 

A estabilidade quanto à variação de pH dos inibidores purificados foi testada 

pela incubação em diferentes tampões: glicina 100 mM (pH 2,0 - 3,0); citrato de 

sódio 100 mM (pH 4,0); acetato de sódio 100 mM (pH 5,0); fosfato de sódio 100 mM 

(pH 6,0 – 7,0); Tris – HCl 100 mM (pH 8,0 – 9,0); bicarbonato de sódio 100 mM (pH 

10,0); glicina 100 mM (pH 11,0 – 12,0). Após incubação em cada tampão durante 1 

hora à temperatura ambiente, as amostras foram submetidas a ensaios de inibição 

da tripsina. 
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3.8. Estudos cinéticos - Ki 

 

As constantes inibitórias (Ki) foram determinadas a partir de concentrações 

crescentes dos inibidores purificados (0,01; 0,02; 0,04; 0,08; 0,16; 0,32; 0,51; 0,82; 

1,6; 3,3 e 5,1 µg), submetidos a ensaios de inibição da tripsina. Os valores de Ki 

foram determinados usando o software ENZFITTER versão 1.05 (EGA). 

 

3.9. Análise da sequência amino-terminal 

 

 Os inibidores purificados tiveram a sequência amino-terminal determinada 

utilizando um sequenciador automatizado de peptídeos (PPSQ-33A, Shimadzu). As 

sequências foram comparadas a partir de alinhamentos múltiplos utilizando o 

programa on-line BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) do National Center for 

Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov). Os alinhamentos múltiplos de 

sequências homólogas foram realizados utilizando o programa CLUSTAL / Uniprot 

(www.uniprot.org). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4. Resultados  

 

A purificação dos inibidores de proteases extraídos de sementes quiescentes 

de P. multijuga envolveu três etapas cromatográficas. Inicialmente, o extrato proteico 

foi submetido à cromatografia de afinidade em tripsina-Sepharose, resultando em 

dois picos distintos, onde as frações correspondentes às moléculas que interagiram 

com a coluna cromatográfica (PmTI), após eletroforese monodimensional 

apresentaram banda única de, aproximadamente, 9 kDa (Figura 22).  

 

 

Figura 22. Perfil de eluição da cromatografia de afinidade em tripsina-Sepharose 

do extrato proteico de sementes de P. multijuga e SDS-PAGE 20% das frações com 

afinidade de interação pela resina. 1: Marcador molecular. 2: Extrato proteico. 3: 

frações com afinidade pela resina. Fluxo cromatográfico: 30 mL/h.  

 

A cromatografia de fase reversa em coluna C18, das frações provenientes da 

tripsina-Sepharose resultou em um pico único e a eletroforese em gel 2D revelou a 

presença de duas proteínas distintas nessa fração, com massa molecular aparente 
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de, aproximadamente, 12 kDa e pontos isoelétricos de 5,8 e 7,2, indicando a 

purificação parcial dos inibidores de tripsina (Figuras 23 e 24). 

 

Figura 23. Perfil de eluição em cromatografia de fase reversa em coluna C18, 

UFLC (Shimadzu Prominence), das frações provenientes da tripsina-Sepharose a 

um fluxo de 1 mL/min. 

 

Figura 24. Eletroforese em gel 2D das frações provenientes da cromatografia de 

fase reversa em C18. Marcador de massa molecular: Promega.  
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Após a cromatografia de troca iônica em DEAE das frações provenientes da 

cromatografia em fase reversa, obteve-se a separação de dois inibidores, 

confirmados a partir da eletroforese em géis 2D (Figura 25).  Os inibidores de 

tripsina purificados foram denominados PmTI1 e PmTI2 e, apresentaram pI de 6,0 e 

7,6, respectivamente, com massa molecular de aproximadamente 12 kDa (Figura 

26A e 26B). 

 

 

Figura 25. Perfil de eluição em cromatografia de troca aniônica em coluna HiTrap 

DEAE  FF das frações provenientes da cromatografia de fase reversa em coluna 

C18, a um fluxo de 0,5 mL/min. 

 

Os inibidores purificados (PmTI1 e PmTI2), a partir das cromatografias de 

afinidade e troca iônica, apresentaram alta especificidade de inibição contra a 

tripsina, entretanto, PmTI1 apresentou atividade inibitória secundária contra a 

quimotripsina, sendo essa atividade 27 vezes menor quando comparada à atividade 

inibitória da tripsina (Figura 27). 
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Figura 26. Eletroforese em gel 2D das frações provenientes da cromatografia de 

troca aniônica em HiTrap DEAE FF. Marcadores Promega. A: PmTI1. B: PmTI2. 
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Figura 27. Especificidade da atividade inibitória de PmTI1 e PmTI2 contra 

serinoproteases. 

 

A partir da extrapolação das curvas de inibição para o ponto de intersecção com 

a abscissa, foi possível calcular a concentração de inibidor que é capaz de promover 

inibição máxima da tripsina. A máxima inibição enzimática foi obtida na presença de, 

aproximadamente, 0,16 e 0,32 µg de proteína para PmTI1 e PmTI2, respectivamente 

(Figura 28). 

Os valores de Ki, determinados por meio de análises de software, revelaram 

constantes inibitórias de 3,9 x 10-8 M e 5,56 x 10-8 M para PmTI1 e PmTI2, 

respectivamente, demonstrando que PmTI1 apresenta maior afinidade pela tripsina, 

comparado à PmTI2. 

O efeito da temperatura sobre PmTI1 e PmTI2 demonstrou que a atividade 

inibitória é estável até 100°C, assim como a pré-incubação dos inibidores em 

diferentes faixas de pH não afetou a atividade inibitória contra a tripsina (Figuras 29A 

e 29B). 

As sequências N-terminais dos inibidores de tripsina purificados foram: 

TYACCDKCLCTKSFPPQCQCRDTGGTCHSACKKCICTRSYPPNCRCQNVTH e 

SYPRQCKCLDTTKFCYYKCKSDCCGGCHHCAACC para PmTI1 e PmTI2, 

respectivamente. As sequências foram separadamente submetidas a análises em 
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BLAST e alinhadas (Uniprot), estando os inibidores purificados estruturalmente 

relacionados aos inibidores do tipo Bowman-Birk (BBIs) de espécies de leguminosas 

pertencentes à subfamília Faboideae, com identidade variando de 64 a 81% (Figuras 

30 e 31). 

 

Figura 28. Curvas de inibição da tripsina bovina pelos inibidores PmTI1 e PmTI2. A 

atividade inibitória do sítio ativo da tripsina bovina foi determinada pelo ensaio de 

incubação com o BAPNA na presença de diferentes concentrações dos inibidores.  

 

 

Figura 29. Estabilidade da atividade dos inibidores de tripsina PmTI1 e PmTI2. A: 

Estabilidade térmica. B: Estabilidade quanto à variação de pH. 
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Figura 30. Sequência amino-terminal de PmTI1 e alinhamento com inibidores 

Bowman-Birk isolados de leguminosas. Letras em destaque com box indicam os 

dois sítios reativos. Asteriscos indicam resíduos idênticos em todas as sequências. 

Asteriscos brancos com destaques em preto indicam resíduos conservados de 

cisteína. Id: Identidade. 

 

Os resíduos de cisteína identificados nas sequências encontram-se em 

posições conservadas previamente descritas para outros BBIs e, em PmTI1, os 

sítios reativos, determinados por homologia com inibidores da mesma família 

botânica, apresentam os resíduos Lys12 - Ser13 localizados no primeiro sítio reativo e 

Arg38 - Ser39 no segundo sítio reativo (Figura 30). 
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Figura 31. Sequência amino-terminal de PmTI2 e alinhamento com inibidores 

Bowman-Birk isolados de leguminosas. Letras em destaque no box indicam os dois 

sítios reativos. Asteriscos indicam resíduos idênticos em todas as sequências. 

Asteriscos brancos com destaques em preto indicam resíduos conservados de 

cisteína. Id: Identidade. 

 

Análises da sequência de PmTI2 não permitiram identificar os sítios reativos a 

partir da homologia com outros BBIs. No entanto, o primeiro resíduo de aminoácido 

da sequência coincide com os aminoácidos P1
’ (Ser) conservados no segundo sítio 

reativo dos BBIs similares (Figura 31). 
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5. Discussão  

 

Espécies pertencentes à família Fabaceae apresentam diferenças na 

distribuição de inibidores de proteinases, especificamente entre os órgãos 

reprodutivos, de armazenamento e em tecidos vegetativos da maioria das famílias 

de plantas (Bhattacharyya e Babu, 2009). Em plantas superiores, estudos têm 

caracterizado várias famílias de inibidores, em particular, aqueles que constituem os 

inibidores de serinoproteases de leguminosas, como, por exemplo, em 

Pithecellobium dumosum, Erythrina caffra, Crotalaria paulina, Dimorphandra molis, 

Swartzia pickelli, Adenanthera pavonina, Leucaena leucocephala, Bauhinia 

variegata, Derris trifoliata, Acacia nilotica, Bauhinia purpurea (Bhattacharyya e Babu, 

2009; Sun et al., 2010; Babu et al., 2012; Fang et al., 2012; Rufino et al., 2013).  

Apesar de vários estudos envolverem a purificação, caracterização molecular 

e biológica de inibidores de serinoproteases de sementes de leguminosas, 

informações acerca de espécies de Fabaceae arbóreas pertencentes à flora 

Amazônica ainda são escassas, considerando que elas representam grande 

repositório de diversidade de inibidores de proteases. Além disso, o padrão de 

distribuição desses inibidores nas sementes tem demonstrado uma relação evolutiva 

entre a família de inibidores de proteases e as subfamílias de Fabaceae 

(Caesalpiniodeae, Mimosoideae e Faboideae) (Norioka et al., 1988; Gomes et al., 

2005; Bhattacharyya e Babu, 2009). 

Inibidores de tripsina de sementes de P. multijuga (PmTI1 e PmTI2) foram 

purificados a partir de três etapas cromatográficas, compreendendo as 

cromatografias de afinidade em tripsina-Sepharose, fase reversa em C18 e troca 

aniônica em DEAE, as quais correspondem às principais técnicas de obtenção 

dessa classe proteica, como os inibidores de outras espécies de Mimosoideae, 

Albizia lebbeck, Adenanthera pavonina e Acacia polyphylla, os quais foram 

purificados a partir das cromatografias de exclusão molecular, afinidade em tripsina-

Sepharose, troca aniônica e fase reversa (Sharma et al., 2012; Silva et al., 2012; 

Machado et al., 2013a).  
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Em sementes de P. multijuga, após a purificação dos inibidores, PmTI1 e 

PmTI2 apresentaram massa molecular aparente de, aproximadamente, 12 kDa e, 

alta inibição para a tripsina, com insignificante atividade inibitória contra a 

quimotripsina.  

A alta especificidade contra a tripsina, encontrada para ambos inibidores, 

corrobora com resultados encontrados para outros inibidores purificados de 

sementes de Inga cylindrica e Erythrina velutina, ao passo que, inibidores de 

Dolichos biflorus e Capsicum annum também foram capazes de inibir a atividade da 

quimotripsina (Calderon et al., 2010; Kuhar et al., 2013; Machado et al., 2013b; 

Ribeiro et al., 2013). 

Vários estudos têm demonstrado variações na atividade de inibidores do tipo 

Kunitz, onde alguns inibidores dessa família são específicos para a tripsina ou para 

a quimotripsina, ao passo que outros são potentes inibidores de tripsina, porém 

podem inibir também a quimotripsina com menor especificidade, ou podem ainda 

inibir enzimas de outras classes, como a papaína pertencente às cisteínoproteases 

(Macedo et al., 2003; Gomes et al., 2005; Oliveira et al., 2012). A diferença de 

especificidade entre os dois tipos de inibidores pode ser explicada, uma vez que os 

inibidores Kunitz são caracterizados por apresentar sítio reativo único, inibindo, 

principalmente a tripsina, podendo também inibir fracamente a quimotripsina. 

Inibidores do tipo Bowman-Birk possuem em sua estrutura dois domínios ativos 

localizados em lados opostos, que podem agir de forma independente, podendo 

inibir duas moléculas de tripsina ou quimotripsina ou, inibir uma tripsina e uma 

quimotripsina (Laskowski e Qasim, 2000; Kuhar et al., 2013). 

Com a finalidade de determinar o mecanismo de inibição dos inibidores 

purificados contra a tripsina, as constantes inibitórias foram obtidas de acordo com o 

procedimento de Morrison (Morrison, 1982) e adaptadas ao programa computacional 

Enzfitter. Esse modelo é do tipo ―slow tight-binding‖, onde ―slow‖ significa que a 

inibição não é imediata e ―tight-binding‖ refere-se ao fato de que a inibição é 

significativa em concentrações próximas às da enzima que está sendo inibida e, 

quanto menor for a Ki, mais forte será a interação, indicando a magnitude da 

afinidade entre enzima e inibidor. 

Os valores de Ki encontrados para PmTI1 e PmTI2 (na ordem de 10-8 M), 

quando comparados à outros inibidores de sementes de leguminosas, apresentaram 

maior afinidade pela tripsina que em Poecilanthe parviflora (1,0 x 10-7 M) e Cassia 
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obtusifolia (0,3 x 10-6 M), pertencentes à subfamília Faboideae e Caesalpinioideae, 

respectivamente (Garcia et al., 2004; Liao et al., 2007). Contudo, os valores 

revelaram afinidade menor quando comparados a outras espécies da subfamília 

Mimosoideae, como Inga cylindrica (4,3 x 10-9 M), Entada acaciifolia (1,7 x 10-9 M) e 

Acacia victoriae (1,06 x 10-8 M) (Calderon et al., 2010; Ee et al., 2011; Oliveira et al., 

2012). 

A formação do complexo estável enzima-inibidor ocorre rapidamente, porém 

sua dissociação é lenta, resultando na enzima livre e um inibidor clivado (Franco et 

al., 1999; Oliveira, 2011). A interação enzima-inibidor ocorre em uma região 

molecular do inibidor (sítio reativo) caracterizada por uma alça ligante exposta 

responsável pela ligação ao sítio ativo da enzima alvo, permitindo a formação de um 

complexo altamente estável, com constantes de associação na ordem de 10-8 a 10-

13, podendo neutralizar completamente a atividade enzimática (Birk, 2003; Oliveira, 

2011). 

No estudo de estabilidade térmica, as atividades inibitórias de PmTI1 e PmTI2 

foram resistentes ao aumento de temperatura na faixa de 30 a 100°C. Esses 

resultados divergem dos encontrados para inibidores de proteases de outras 

espécies citadas na literatura, que sofreram redução na atividade inibitória após 

incubação em altas temperaturas, como, por exemplo, os inibidores de tripsina de 

Inga laurina (ILTI), que apresentaram redução de 20% da inibição após exposição a 

80°C e o inibidor de Calliandra selloi (CSTI), com redução de 50% da atividade 

inibitória à 100°C.  Todavia, são semelhantes aos resultados encontrados para os 

inibidores de tripsina de Erythrina velutina, que foram estáveis na faixa de 37 a 100 

°C (Macedo et al., 2007; Yoshizaki et al., 2007; Machado et al., 2013b). Esses 

resultados mostram desuniformidade em relação à estabilidade térmica de diferentes 

inibidores. 

No que diz respeito à estabilidade frente à variação de pH, PmTI1 e PmTI2 

foram estáveis sobre condições variando de altamente ácida à altamente alcalina, 

mantendo sua atividade inibitória numa ampla faixa de pH de 2 a 12 unidades de 

potencial hidrogeniônico. Resultados similares têm sido reportados para outros 

inibidores isolados de sementes de leguminosas, como em Inga cylindrica, 

Phaseolus vulgaris cv. feijão marrom e Pithecelobium dumosum (Oliveira et al., 

2007; Calderon et al., 2010; Chan et al., 2013).  
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Vários estudos tem relatado a estabilidade da atividade de inibidores de 

proteases em condições extremas de temperatura e pH, o que tem sido associado à 

presença de pontes dissulfeto (Macedo et al., 2007;  Ribeiro et al., 2013). Embora as 

ligações dissulfeto intramoleculares sejam atribuídas como o principal fator na 

estabilidade funcional dos inibidores contra a presença de desnaturantes, fatores 

adicionais como localização e disposição das ligações dissulfeto dentro da molécula 

também são críticos para a estabilidade global do inibidor (Bhattacharyya et al., 

2007; Yoshizaki et al., 2007). Os inibidores do tipo Bowman-Birk são moléculas 

extremamente resistentes à temperatura, força iônica e variações de pH, devido ao 

alto conteúdo de ligações dissulfeto, tamanho reduzido e presença de ligações de 

hidrogênio. Assim, sua estrutura tridimensional apresenta-se muito estável, 

garantindo a sua atividade mesmo em condições extremas (Osman et al., 2002; 

Cesar, 2006). 

É importante ressaltar que, o conhecimento da estabilidade dos inibidores de 

proteases frente à variação de temperatura e pH constitui importante ferramenta nos 

processos de purificação dos inibidores, uma vez que a redução no conteúdo de 

proteínas solúveis, presentes no extrato bruto, por desnaturação térmica, facilita a 

obtenção e o isolamento dos inibidores, pois esses tratamentos interferem pouco na 

atividade do inibidor, mas, em contraste, alteram a concentração das proteínas na 

amostra (Cesar, 2006). 

A sequência da região N- terminal das proteínas purificadas (PmTI1 e PmTI 2) 

notavelmente se assemelha à inibidores do tipo Bowman-Birk de espécies 

pertencentes à família Fabaceae. Esses inibidores, também conhecidos como 

inibidores de tripsina ―double-headed‖, são caracterizados por apresentarem dois 

sítios reativos que atuam como pseudo-substratos para proteases, permitindo a 

interação dessas proteínas com inibidores (Chan et al., 2013). Muitos inibidores 

Bowman-Birk de leguminosas apresentam os sítios reativos localizados em lados 

opostos da molécula (regiões N- e C- terminais) e, possibilitam interações, 

simultâneas e independentes, com duas serinoproteases, não necessariamente 

idênticas (Scarafoni et al., 2008). 

Os resíduos de aminoácidos nos sítios reativos dos inibidores são usualmente 

designados P4, P3, P2, P1, P1
’, P2

’, P3
’, P4

’, P5’, P6
’, onde P1 confere a especificidade 

inibitória. Dessa maneira, quando P1 é ocupado por resíduos de Arg ou Lys, o sítio 

reativo é específico para a inibição da tripsina, ao passo que, quando é ocupado por 
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Leu, Phe ou Tyr a inibição é específica para a quimotripsina. Em alguns casos, a 

posição P1 pode ser ocupada por Ala, promovendo a inibição da elastase (Laskowski 

e Kato, 1980; De Paola et al., 2012). 

A interação do inibidor com a protease correspondente ocorre devido à 

inserção da região de ligação do inibidor (sítio reativo) à cavidade ligante da 

protease e, os resíduos que ocupam a posição P1P1
’ medeiam a formação e 

estabilização do complexo enzima-inibidor. Consequentemente, variações nos 

resíduos P1
 influenciam fortemente a especificidade contra proteases (Clemente e 

Domoney, 2006; Rocco et al., 2011; De Paola et al., 2012). 

O sequenciamento de PmTI1 demonstrou que os sítios reativos de PmTI1, 

determinados por similaridade à outras sequências de inibidores Bowman-Birk de 

vegetais, apresentam os resíduos Lys12 e  Arg38 ocupando a posição P1 

correspondente à cada sítio reativo, denotando atividade inibitória específica para a 

tripsina. Resultados similares (73% de identidade) foram descritos para inibidores 

isolados de sementes de Lupinus albus, onde as posições P1 do primeiro e segundo 

sítios reativos são ocupadas pelo resíduo Arg (Arg15 e Arg41), caracterizando-o como 

inibidor de tripsina do tipo Bowman-Birk ―double-headed‖ (Scarafoni et al., 2008). 

Embora as análises das sequências das alças de inibição revelem que essas 

sejam extremamente conservadas, os inibidores Bowman-Birk apresentam variações 

pontuais muito importantes que podem modificar suas especificidades, sendo as 

posições mais relevantes os resíduos que se encontram em P1 e P2
’. O resíduo P1 é 

responsável pela especificidade inibitória, ao passo que, variações na posição P2
’ 

resultam em diferenças na estabilidade do inibidor quanto à sua velocidade de 

hidrólise (Gariani e Leatherbarrow, 1997; Cesar, 2006). 

A presença do aminoácido isoleucina em P2
’ resulta em valor baixo da 

constante inibitória, enquanto que substituições por outros aminoácidos de cadeia 

lateral alifática podem melhorar a potência inibitória. Aminoácidos carregados 

positivamente, como arginina e lisina, são bem tolerados e produzem constantes 

relativamente baixas, ao passo que, substituições com cadeias laterais carregadas 

negativamente resultam em inibidores fracos. O resíduo de glutamato, por exemplo, 

possui atividade inibitória insignificante, com valores de Ki superiores à 1 mM 

(Gariani et al., 1999; Cesar, 2006). 

Existem dois fatores importantes na estrutura dos inibidores do tipo Bowman-

Birk que os tornam moléculas altamente eficientes. O primeiro fator corresponde à 
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conformação dos sítios reativos, os quais são complementares ao sítio ativo da 

enzima alvo, permitindo interação altamente estável entre enzima e inibidor. Outro 

fator importante diz respeito à rigidez estrutural ou conformação inflexível da alça de 

inibição, atribuída à presença de pontes dissulfeto e de hidrogênio e ao seu tamanho 

reduzido (José, 2002). Estudos envolvendo a estrutura tridimensional dos inibidores 

Bowman-Birk isolados de Arachis hypogaea, Glycine max e Hordeum vulgare 

revelam que nesses três inibidores, as pontes dissulfeto ocorrem entre os mesmos 

resíduos de cisteína (C1-C14, C2-C6, C3-C13, C4-C5, C7-C9, C8-C12, C10-C11), 

caracterizando-os como resíduos com posições altamente conservadas ao longo da 

evolução dessas moléculas (José, 2002). 

A evolução de inibidores do tipo Bowman-Birk em soja tem sido proposta a 

partir de um inibidor ancestral com apenas uma alça de inibição, o qual seria um 

inibidor de tripsina ou de enzimas similares à tripsina que teria sofrido uma 

duplicação interna no gene, originando um inibidor com duas alças de inibição. 

Sustentando essa hipótese, a descoberta de inibidores com uma única alça de 

inibição isolados de trigo sugere que estes sejam os inibidores ancestrais dos 

inibidores Bowman-Birk com dupla alça de inibição (Baek et al., 1994; Odani et 

al.,1986; José, 2002).  

No que diz respeito à evolução dos inibidores de serinoproteases em espécies 

de Fabaceae, os inibidores de tripsina isolados de P. multijuga, espécie pertencente 

à subfamília Mimosoideae, apresentaram alta homologia com inibidores de tripsina 

pertencentes à subfamília Faboideae. Dessa forma, sugere-se que P. multijuga 

corresponda a uma espécie que, possivelmente, encontra-se em estado de transição 

ao longo da escala de evolução dos inibidores em espécies pertencentes à família 

Fabaceae. 
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6. Conclusão  

 

Considerando a massa molecular aparente dos inibidores PmTI1 e PmTI2, de, 

aproximadamente, 12 kDa, a atividade inibitória predominante contra a tripsina e as 

análises de homologia da região N-terminal, conclui-se que as duas proteínas 

purificadas a partir dos cotilédones de sementes quiescentes de P. multijuga 

correspondem a inibidores de tripsina do tipo Bowman-Birk.  
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5. Conclusão Geral 

 

Inibidores de serino e cisteínoproteases devem participar da regulação da 

atividade de enzimas proteolíticas durante a germinação e em eventos pré e pós-

germinativos de sementes de P. multijuga, alterando a concentração dessas 

proteases ao longo do processo. 

Inibidores de tripsina do tipo Bowman-Birk (PmTI1 e PmTI2) encontrados em 

todo o processo de germinação e durante os eventos pré e pós-germinativos, foram 

caracterizados estruturalmente por apresentarem alta estabilidade à temperaturas 

elevadas e à variações de pH.  

A atividade de proteases em sementes de P. multijuga parece mais efetiva 

nos eventos pós-germinativos, sugerindo a participação dessas enzimas na 

mobilização de proteínas. 

Este estudo consiste em um dos primeiros relatos envolvendo a purificação 

de inibidores de tripsina em sementes do gênero Parkia, e fornece informações 

importantes para o uso potencial dessa espécie no que diz respeito à obtenção de 

biomoléculas ativas. 



116 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXOS 

 



117 

 

 

Ata da comissão examinadora da aula de qualificação: 

 

 



118 

 

Ata da comissão examinadora da defesa pública: 

 


