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RESUMO 
 
 

Um inibidor de quimotripsina do tipo Kunitz foi purificado de sementes de Erythrina 
velutina por fracionamento com sulfato de amônio, cromatografias de afinidade 
Tripsina-Sepharose, Quimotripsina-Sepharose e cromatografia de Fase Reversa C-
18 no sistema FPLC/AKTA. O inibidor, denominado de EvCI, apresentou uma massa 
molecular de 17 kDa, determinada por SDS-PAGE. A análise por eletroforese 
bidimensional (2D) revelou quatro isoinibidores (valores de pI: 4,42, 4,63, 4,83 e 
5,06). Todos os isoinibidores apresentaram massa molecular de 17 kDa. A 
sequência aminoacídica dos peptídeos oriundos da digestão enzimática de EvCI 
analisada por MALDI-TOF-MS apresentou 100% de identidade com o inibidor de 
quimotripsina ECl de Erythrina variegata. EvCI inibiu competitivamente a atividade 
de quimotripsina com Ki de 4 x10-8 M, mas não inibiu tripsina, elastase pancreática, 
bromelaína ou papaína. Contudo, inibiu elastase de neutrófilos em 35,91 %. A 
atividade inibitória de EvCI sobre quimotripsina foi estável em uma ampla faixa de 
pH e temperatura. Na presença de 100 mM de DTT por 120 min, o inibidor perdeu 
50% de sua atividade. A citotoxicidade do inibidor foi avaliada nas linhagens de 
células HeLa, MDA, HepG2, K562 e PC3 após exposição a concentrações variando 
de 0,0005 a 200 µg/mL, por 72 horas.  O EvCl inibiu o crescimento celular de células 
HeLa  com um IC 50 de 50 µg/mL. Os resultados obtidos na avaliação de indução de 
morte celular e efeitos sobre o ciclo celular em células HeLa, indicam que o principal 
efeito do inibidor é a indução de parada do ciclo celular, sendo, portanto, citostático. 
Os dados sugerem que o EvCl pode ser um composto promissor para ser estudado  
no futuro como agente citostático na terapia antitumoral combinada. 
 
 
Palavras Chaves: Câncer, Citotoxicidade, Erythrina velutina, HeLa, Kunitz, 
Quimotripsina. 
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ABSTRACT 
 
 

A chymotrypsin inhibitor was purified from Erythrina velutina seeds by ammonium 
sulphate fractionation, affinities chromatographies on Trypsin-Sepharose, 
Quimotrypsin-Sepharose and reversed phase C-18 FPLC/AKTA system. The 
inhibitor, named EvCI, shown molecular mass of 17 kDa, as determined by SDS-
PAGE. 2D-PAGE showed four isoinhibitors with pI values of 4,42, 4,63, 4,83 and 
5,06, with molecular mass of 17 kDa each. The aminoacid sequence of EvCI was 
determined by MALDI-TOF-MS and showed a high similarity with other Kunitz-type 
inhibitor of Erythrina variegata. EvCI competitively inhibited chymotrypsin, with Ki of 4 
x10-8 M, but did not inhibited trypsin, pancreatic elastase, bromelain and papain. The 
inhibitory activity of EvCI was stable over wide pH and temperature ranges. In the 
presence of DTT 100 mM for 120 min, EvCI lost 50 % of activity. Cytotoxicity was 
studied in HeLa, MDA, HepG2, K562 and PC3 cells after 72-h incubation period. 
EvCl inhibited HeLa cells growth with an IC50 value of 50 µg/ml. Subsequent studies 
in HeLa cells analysis of cell death by annexin V/PI double-staining and cell cycle, 
using flow cytometry. The results provide evidence for a cytostatic activity of EvCl 
and support further studies on potential application of this inhibitors as an 
antiproliferative agent in combined therapy against cervical cancer. 
 
 
Key words: Cytotoxicity, Cancer, Chymotripsin, Erythrina velutina, HeLa, Kunitz. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Considerações gerais 

 

A natureza constitui uma fonte abundante de produtos naturais 

biologicamente ativos com propriedades promissoras (Ferreira et al., 2006). Na 

sociedade pré-industrializada e em sociedades agrárias, compostos naturais 

derivados de plantas foram usados por populações indígenas como forma de terapia 

para uma grande diversidade de patologias. Atualmente, muitos desses compostos, 

produzidos por plantas, fungos, bactérias, protozoários, insetos e outros organismos, 

terrestres e marinhos, já foram isolados, identificados e caracterizados biológica e 

farmacologicamente. De acordo com (Newman; Cragg, 2007)) mais de 60% dos 

fármacos com atividade anticâncer foram isolados de fontes naturais ou 

relacionados a elas. Aproximadamente um quarto de todos os medicamentos 

fabricados e consumidos hoje possuem substâncias derivadas de plantas. Segundo 

a Organização Mundial de Saúde, de 252 medicamentos considerados básicos e 

essenciais, 11% são exclusivamente extraídos de plantas e outra importante 

proporção é derivada de precursores naturais extraídos de plantas (Rates, 2001). As 

plantas têm sido descritas como uma das principais fontes de novas moléculas 

anticarcinogênicas. Evidências epidemiológicas indicam que o consumo de plantas 

da família Leguminosae (feijões, ervilhas, soja) está associado a baixas taxas de 

incidência e mortalidade por câncer, especialmente para os cânceres de mama, 

cólon e próstata (Kennedy, 1998b). 

A importância de compostos extraídos de plantas chamou a atenção dos 

Estados Unidos da América (National Cancer Institute ) que, entre 1960 e 1982, 

realizaram testes anticarcinogênicos com mais de 35.000 amostras de plantas 

(Mann, 2002). Apesar do potencial efeito citotóxico desses compostos contra células 

de câncer, muitos deles ainda apresentam efeitos colaterais severos (Fallowfield et 

al., 2004; Mortimer et al., 1999). Consequentemente, a busca por novas moléculas 

anticarcinogênicas extraídas de plantas continua. Plantas consumidas normalmente 

na dieta dos seres humanos contêm diversas moléculas com potencial 

anticarcinogênico com chances de normalizar efeitos colaterais (Kennedy, 1998b). 

Atualmente, há uma intensa busca por moléculas potencialmente efetivas contra o 

desenvolvimento do câncer e não-indutoras de efeitos colaterais severos.  Dentro 
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desse contexto, moléculas purificadas de sementes de plantas da família 

Leguminosae, com destaque para os inibidores de protease, têm sido bastante 

investigadas (Kennedy, 1998b). 

Nas plantas superiores, várias famílias de inibidores de proteases, 

particularmente inibidores de tripsina, têm sido extensivamente estudadas 

(Laskowski Jr.; M.; Kato, 1980). Do ponto de vista histórico, os inibidores de 

protease são considerados fatores antinutricionais das sementes de leguminosas e 

de cereais, devido a sua capacidade de diminuir a digestibilidade das proteínas da 

dieta (Forster et al., 1999). Porém, essas moléculas têm atraído a atenção de muitos 

pesquisadores devido às suas atividades biológicas (Magni et al., 2007). Elas 

apresentam um papel importante na defesa das plantas contra insetos pragas e são 

conhecidas por estarem envolvidas em algumas funções biológicas e heterólogas 

tais como coagulação sanguínea, agregação plaquetária e anticarcinogênese 

(Kennedy, 1998b; Oliva et al., 2000). 

 

1.2  Câncer cervical 

 

O câncer está incluído entre as principais causas de morte mundial. No ano 

de 2005, de um total de 35 milhões de mortes ocorridas no mundo, o câncer foi 

responsável por 7,6 milhões, representando 21,7% de todas as mortes (Who, 2005). 

Estima-se que em 2020, o número de novos casos anuais seja da ordem de 15 

milhões e até 2030 o câncer deverá alcançar a maior taxa de mortalidade 

comparada a outras doenças, até então consideradas como de maior ocorrência 

(Jemal et al., 2008). 

 O câncer de colo do útero apresenta alta incidência em todo o mundo, 

principalmente nos países em desenvolvimento. Nestes, ocupa o primeiro lugar em 

ocorrência, com grande impacto na mortalidade (Pisani et al., 1999). No Brasil são 

esperados 18.430 casos de câncer de colo do útero em 2010, com risco estimado de 

18 casos a cada 100 mil mulheres. Este tipo de câncer é, na maioria dos casos, 

associado a fatores extrínsecos, isto é, relacionados ao ambiente e aos hábitos de 

vida da população. A relação entre câncer do colo uterino e os hábitos sexuais 

(promiscuidade, grande número de filhos, início precoce da atividade sexual e 

infecções ginecológicas repetidas) levou à identificação do Papillomavirus humano 
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(HPV) como um fator causal desta doença (Cavalcanti et al., 1996; Munoz et al., 

2003). Diversos fatores do meio ambiente, destacando o  

estilo de vida, têm importância no favorecimento de condições propícias à 

prevalência do vírus e os tratamentos mais utilizados atualmente para esta doença 

são cirurgia, quimioterapia, radioterapia. 

  

1.3  Proteases e seus inibidores proteicos 

 

Proteases são enzimas que degradam proteínas, e são classificadas, de 

acordo com seu mecanismo de ação e a presença de resíduos específicos de 

aminoácidos em seus sítios ativos em: serínicas, cisteínicas, aspárticas, metalo-

proteases (Rawlings; Barrett, 1994) (Tabela 1) e, mais recentemente, treonina-

proteases. Essas enzimas se encontram subdivididas em duas grandes classes, as 

exopeptidases, que participam da degradação de proteínas clivando ligações 

peptídicas entre aminoácidos da extremidade amino terminal e c-terminal das 

proteínas e as endopeptidases ou proteinases que da degradam de proteínas 

clivando ligações peptídicas internas (Fan; Wu, 2005; Storey; Wagner, 1986).  
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Tabela 1 - Classificação das endopeptidases ou proteinases 

E.C., código dado às enzimas pelo Comitê de Nomenclatura da União Internacional de Bioquímica e 
Biologia Molecular 3, representa a classe = hidrolase; 4, sub-classe = enzimas que hidrolisam 
ligações peptídicas; 21, sub sub-classe das proteases serínicas; 22, proteases cisteínicas, 23, 
proteases aspárticas; 24, metalo-proteases. 

Fontes: (Storey; Wagner, 1986); NC-IUMBM, 1992;  

 

Inibidores de proteases (IPs) são moléculas, como por exemplo, proteínas e 

peptídeos, que diminuem ou cessam a atividade de enzimas proteolíticas (Bode; 

Huber, 1992; Haq; Atif; Khan, 2005). Esses inibidores já foram descritos em todos os 

reinos (Ishihara et al., 2006; Katunuma et al., 2003; Sano et al., 2005). Em plantas 

eles foram detectados, isolados e purificados de diferentes tecidos e órgãos 

vegetais, como em polpa de frutas (Araújo et al., 2004), raízes, caules, folhas, frutos 

e são, particularmente abundantes em tubérculos e sementes (Brzin; Kidric, 1995; 

Ussuf; Laxmi; Mitra, 2001). Os inibidores de proteases vegetais atuam como 

proteínas de reserva, como reguladores de enzimas endógenas, e estão envolvidos 

nos processos de defesa de plantas contra o ataque de pragas e/ou patógenos 

(Park et al., 2000; Solomon et al., 1999; Valueva et al., 1998; Walker et al., 1997; 

Xavier-Filho, 1993). Eles constituem um grande e complexo grupo que têm em 

comum a habilidade de formar complexos com proteases, inativando-as (Fan; Wu, 

Famílias Faixa de 
pH 

ótimo 

Resíduos do 
Sítio Ativo 

Enzimas Principais Sítios de Ação 

Serínica 

(E.C. 3.4.21) 

 

7,0 – 9,0 Asparagina 
Serina 

Histidina 

Tripsina 

Quimotripsina 

 

 

Elastase 

Arginina e Lisina 

Triptofano, Tirosina, 
Fenilalanina, Leucina, 

Metionina, Isoleucina, Serina, 
Treonina, Valina e Histidina. 

Alanina, Serina e Glicina. 

 
Cisteínica 

(E.C. 3.4.22) 
4,0 – 7,0 Cisteína 

Aspartato 
Histidina 

Papaína 
Catepsinas (B, H, 

L) 
Ficina 

Bromelaína 

Ampla especificidade, mas 
preferencialmente clivam 

ligações peptídicas de 
aminoácidos básicos. 

(Arginina e Lisina). 
 

Aspártica 
(E.C. 3.4.23) 

< 5,0 Aspartato 
 

Pepsina 
Catepsina D 

 
Renina 

Alanina, Valina, Triptofano, 
Fenilalanina, Tirosina, 
Leucina e Isoleucina. 

Leucina 
 

Metalo-
protease 

(E.C. 3.4.24) 

7,0 – 9,0 Íon metálico Carboxipeptidase 
 

Termolisina 

Ligação amino de resíduos 
alifáticos 

Leucina e Fenilalanina 
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2005). Esses inibidores são capazes de inibir proteases das quatro classes 

(cisteínicas, serínicas, aspárticas e metaloproteases), sendo denominados inibidores 

de proteases cisteínicas, serínicas, aspárticas e de metaloproteases (Ryan, 1990) 

respectivamente (Tabela 2).  

 

Proteases Classes de inibidores Famílias de inibidores 

Proteases 

Serínicas 
Inibidores de proteases serínicas 

Bowman-Birk, Kunitz,Batata I, Batata II, 

Superfamília de Cereais, Taumatina, Ragi 

I-2/milho 

Proteases 

cisteínicas 

Inibidores de proteases 

cisteínicas 
Cistatinas de planta (Fitocistatinas) 

Proteases 

Aspárticas 

Inibidores de proteases 

aspárticas 
Inibidores de proteases aspárticas 

Metaloproteases Inibidores de metaloproteases Inibidores de carboxipeptidases A e B 

 

Os IPs também são subdivididos de acordo com a similaridade da sequência 

primária, a massa molecular, o número e a posição de pontes dissulfeto, a posição 

do sítio reativo e a especificidade inibitória (Habib; Fazili, 2007; Koiwa et al., 1997; 

Laskowski Jr.; M.; Kato, 1980; Neurath, 1996). A classe dos inibidores de protease 

serínicas é composta por sete famílias: Bowman-Birk, Kunitz, Batata I, Batata II, 

Superfamília de cereais, Taumatina e Ragi I-2 milho. E entre essas famílias, os 

inibidores da família Bowman-Birk e Kunitz são os mais investigados (Baudys et al., 

1991; Kelloff et al., 2000; Koiwa, et al., 1997; Lawrence; Koundal, 2002; Ritonja et 

al., 1990; Ussuf; Laxmi; Mitra, 2001). Normalmente os inibidores protéicos são 

moléculas de baixa massa molecular, variando entre 6 e 50 kDa, sendo que a 

maioria tem entre 8 e 25 kDa podem ser formados por uma ou mais cadeias 

polipeptídicas e possuem grande estabilidade  sob condições desnaturantes físicas 

e químicas (Richardson, 1991) 

 

1.3.1 Família Bowman-Birk 

 

A família Bowman-Birk é a segunda classe de inibidores de proteases serínicas 

mais estudada e é comumente encontrada em sementes de leguminosas. Foi 

inicialmente isolada da soja e posteriormente encontrada em outras plantas, como 

Tabela 2 - Família de inibidores de proteases de plantas 



INTRODUÇÃO  19 

Sheyla Varela Lucena      Programa de Pós-Graduação em Bioquímica/UFRN 

arroz, batata e feijão. Em geral, esses inibidores são moléculas de baixo peso 

molecular entre, 8 e 10 kDa, de cadeia única, com dois sítios reativos e apresentam 

um padrão característico de 14 resíduos de cisteína, todos formando pontes 

dissulfeto intracadeia (Chaudhary et al., 2008; Prakash et al., 1996; Richardson, 

1991; Scarafoni et al., 2008). Esse arranjo conservado de sete pontes dissulfeto 

desempenha um papel importante na estabilização da estrutura tridimensional da 

molécula (Qi; Song; Chi, 2005; Scarafoni, et al., 2008). 

Nas monocotiledôneas, os inibidores Bowman-Birk podem ser divididos em 

duas classes, em uma delas os inibidores possuem aproximadamente 8 kDa, 5 

pontes dissulfeto e apenas um sítio reativo. Na outra classe, as moléculas são de 

aproximadamente 16 kDa com 10 pontes dissulfeto e dois sítios ativos. Nas 

dicotiledôneas, os inibidores Bowman-Birk têm aproximadamente 8 kDa, 14 pontes 

dissulfeto e dois sítios ativos (Qi; Song; Chi, 2005).   

Um dos membros mais estudados dessa família é o Bowman-Birk Inhibitor 

(BBI), também denominado de “BBI clássico” (Qi; Song; Chi, 2005). O BBI é um 

inibidor purificado de sementes de soja (Glycine max), com baixa massa molecular 

(aproximadamente 8 kDa) e alta estabilidade em diferentes condições de 

temperatura e pH. Esse inibidor é formado por uma cadeia de 71 resíduos de 

aminoácidos com sete pontes dissulfeto (Birk, 1985). 

Os inibidores Bowman-Birk inibem simultaneamente tripsina e quimotripsina 

(Birk, 1985). Recentes estudos têm demonstrado que esses inibidores podem 

desempenhar importantes papéis na cura e/ou prevenção de diversas doenças  

(Scarafoni, et al., 2008), sendo utilizados como ferramenta alternativa no tratamento 

de patologias humanas tais como hemorragias, inflamação e câncer (Chen et al., 

2005; Fook et al., 2005; Oliva, et al., 2000). 

 

1.3.2 Família Kunitz 

 

Os inibidores do tipo Kunitz são amplamente distribuídos em plantas e foram 

descritos em leguminosas, cereais e tubérculos (Xavier, 1998), e também 

detectados em plantas das famílias Solanaceae, Gramineae, Araceae e 

Alismataceae (Richardson, 1991; Ryan, 1990). Além disso, eles foram encontrados 

em outros órgãos, tecidos e exsudados das plantas, como látex do mamão (Azarkan 

et al., 2006; Odani et al., 1996), rizomas tuberosos de várias aráceas (Oliveira, 2001; 
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Sumathi; Pattabiraman, 1979) e tubérculos de solanáceas (Valueva, et al., 1998; 

Valueva; Revina; Mosolov, 1997).  

Os inibidores Kunitz são caracterizados por serem proteínas com massa 

molecular entre 18 e 26 kDa, com aproximadamente 180 resíduos de aminoácidos e 

baixo conteúdo de cisteína, sendo normalmente quatro resíduos formando duas 

pontes dissulfeto intracadeias. A maioria dos inibidores do tipo Kunitz apresenta um 

único sítio reativo, por isso são denominados “single-head” (Richardson, 1991) e 

podem ser constituídos por uma ou duas cadeias polipeptídicas. Em relação à 

especificidade, os membros da família Kunitz possuem maior atividade inibitória 

contra as proteases serínicas, principalmente tripsina e quimotripsina. No entanto, 

eles também inibem outras proteases, incluindo a protease aspártica Catepsina D e 

a protease cisteínica Papaína (Habib; Fazili, 2007; Oliveira, 2001). 

 

1.4 Inibidores de proteases contra o câncer 

 

O uso de produtos naturais como agentes quimioterápicos tem uma longa 

história, que teve início com a medicina popular e que através dos anos tem sido 

incorporada na medicina tradicional e alopática. Varias drogas usadas atualmente no 

tratamento contra o câncer foram isoladas de espécies de plantas ou de seus 

derivados (Costa-Lotufo et al., 2005). 

Sementes de plantas leguminosas produzem uma grande variedade de 

proteínas biologicamente ativas, incluindo lectinas (Wong; Ng, 2005), proteínas 

antifúngicas (Wong; Ng, 2005), inibidores de alfa amilase (Le Berre-Anton, 1997), 

arcelinas (Paes et al., 2000), proteínas inativadoras de ribossomos (Lam, 1998) e 

inibidores de proteases  (Rao et al., 1999; Ye; Ng; Rao, 2001). A maioria dessas 

proteínas tem a função de defesa em plantas, por exemplo, proteção contra 

microrganismos patogênicos e insetos predadores.  

Inibidores de proteases são considerados uma classe de proteínas altamente 

promissoras como agentes quimioterápicos. Existem evidências de que esses 

inibidores suprimem vários estágios da carcinogênese, incluindo iniciação, promoção 

e progressão. Embora vários tipos de inibidores de protease apresentem a 

capacidade de prevenir processos carcinogênicos, os mais potentes são aqueles 

com a capacidade de inibir quimotripsina (Kennedy, 1998a; Zhang et al., 1999)  
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 A incidência de câncer e a taxa de mortalidade variam muito, e fatores 

dietéticos têm uma importante função nessa variação (Kelloff, et al., 2000). 

Diferentes estudos epidemiológicos sugerem que alimentos de origem vegetal, 

particularmente as leguminosas (Correa, 1981), têm um papel benéfico, diminuindo a 

incidência de diferentes tipos de câncer.  Existem vários inibidores de protease que 

fazem parte da dieta humana e que têm a capacidade de inibir enzimas do tipo 

quimotripsina. Um potente inibidor de quimotripsina de soja conhecido como (SBBI) 

tem sido extensivamente estudado devido à capacidade de prevenir carcinogênese 

tanto in vitro como in vivo (Kennedy, 1998b). SBBI tem sido testado tanto purificado 

como na forma de extrato enriquecido com SBBI chamado de concentrados (CBBI).  

Embora muitos estudos tenham sido realizados para determinar os 

mecanismos que explicariam os efeitos anticarcinogênico dos inibidores de protease 

os mecanismos precisos pelo quais os inibidores de protease suprimem a 

carcinogênese são desconhecidos. Várias hipóteses, sobre a atividade 

anticarcinogênica dos inibidores de protease, são discutidas (Kennedy Ar. New York: 

Plenum Press, 1993) e diferentes mecanismos foram propostos. Um dos 

mecanismos que poderia explicar a atividade anticarcinogênica do SBBI é sua 

toxicidade seletiva para células premalignas e certas células malignas (Kennedy, 

1998b). Muitas teorias para explicar os mecanismos de ação anticarcinogênica dos 

inibidores de proteases estão relacionadas ao fato de esses agentes prevenirem o 

aumento de radicais superóxidos e peróxido de hidrogênio em leucócitos 

polimorfinucleares que funcionam como agentes protumorais. O excesso de radicais 

livres é uma das causas de câncer, sobretudo, na promoção e início do 

desenvolvimento do tumor. Alimentos antioxidantes são aqueles ricos em 

substâncias que podem eliminar os radicais livres evitando danos à membrana 

celular, proteínas e o DNA da célula. Os IPs funcionam como antioxidantes 

prevenindo a produção de radicais livres nas células e, consequentemente, 

diminuindo o dano oxidativo (Frenkel et al., 1987).  

 As proteases apresentam papel central na regulação da expressão gênica. 

Vários trabalhos têm indicado que inibidores de protease naturais interrompem o 

processo de transformação maligna revertendo a expressão dos proto-oncogenes c-

myc e c-fos (Dittmann; Mayer; Rodemann, 2003). Estudos mostraram que os 

inibidores reduzem o nível de expressão de c-myc em células tratadas com 

carcinógenos(Kennedy, 1993), além de normalizar níveis de c-myc elevado por 
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carcinógenos. Acredita-se que os IPs afetam um ou mais pontos de checagem 

central envolvidos no processo de transformação maligna (Kennedy, 1998a). Um 

modelo proposto para explicar como os IPs podem afetar a expressão de c-myc está 

demonstrado na (Figura 2). Nesse postulado assume-se que radiação e 

carcinógenos químicos induzem a atividade proteolítica envolvida na regulação do c-

myc (Billings et al., 1987; Messadi et al., 1986). Neste caso, as proteases são 

capazes de destruir a proteína regulatória envolvida na regulação de c-myc que se 

ligaria a região promotora do gene. A hipótese é que tratamentos com carcinógenos 

aumentariam os níveis de proteases, que levaria à diminuição da proteína 

regulatória, culminando com o aumento de c-myc. Os IPs anticarcinogênicos 

atuariam inibindo as proteases que destroem a proteína regulatória, reduzindo os 

níveis elevados de c-myc, induzido pelos carcinógenos in vivo (Messadi, et al., 1986) 

e in vitro (Billings, et al., 1987) (Tabela 3 ). Outra hipótese mostrou que os BBIs 

afetam diretamente fatores de crescimento necessários para o crescimento de 

células malignas e este efeito está correlacionado com a inibição do crescimento de 

células cancerosas de pulmão em humanos (Clark et al., 1993). 

Ainda há muito a ser explorado no estudo de IPs como agentes 

anticarcinogênicos. Considerando-se o potencial de aplicação desses inibidores no 

tratamento de câncer, mais estudos precisam ser realizados, visando à identificação 

e avaliação de outros representantes de IPs isolados de outras sementes que 

possam atuar como agentes anticarcinogênicos terapêuticos. 

Figura 1. Modelo proposto para explicar como os IPs podem afetar a expressão de c-myc.  
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Tabela 3 - Modelo para radiação e efeito do inibidor de protease na expressão de c-myc 

 Níveis de 
protease  

Proteína regulatória (RP)  Níveis de 
expressão de c-

myc  
Regulação normal do 

gene c-myc  
↓ 
↑  

 RP-ativada ligação ao promotor 
 RP-desativada não ocorre ligação 

ao promotor  

↓ 
↑  

Radiação  ↑↑
2 
 RP destruído pela protease, 

RP não ligado ao promotor  
↑

1 
 

Radiação e Inibidores de 
protease 

anticarcinogênico  

↓
3 
 RP sendo destruído pelo aumento 

nos níveis de protease; só RP pode 
se ligar ao promotor  

↓  

 
Modelo ilustrando a interação entre uma protease, inibidores de protease anticarcinogênicos e c-myc. 
Evidência de apoio ao modelo proposto: 1, c-Myc aumenta a expressão da radiação induzida por 
tumores in vivo (Sawey et al., 1987); 2 e 3, 
aumento dos níveis de protease em tecido cancerígeno tratados in vivo (Messadi et al., 1986); 
protease anticarcinogênica e inibidores da protease retornando aos 
níveis normais (Messadi et al., 1986). 
 

 

A purificação e caracterização de um inibidor de quimotripsina presente em 

sementes de Erythrina velutina é um potencial candidato a ser avaliado como agente 

anticarcinogênico terapêutico. Tornando-se mais uma molécula bioativa de origem 

natural que pode ser testada e utilizada posteriormente no combate de diversos tipos 

de câncer. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Purificar e caracterizar um inibidor protéico de quimotripsina presente nas 

sementes de Erythrina velutina (EvCl) e avaliar o seu efeito citotóxico em linhagens 

de células tumorais. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Avaliar a presença de atividade inibitória das enzimas tripsina e quimotripsina nas 

frações protéicas da semente de E. velutina. 

• Purificar o inibidor de quimotripsina presente na semente de E. velutina. 

•  Caracterizar o inibidor quanto a: 

- Massa molecular  

- Cinética da inibição 

- Ponto isoelétrico e presença de isoformas 

- Estabilidade a agentes desnaturantes físicos e químicos. 

- Determinar a especificidade do inibidor quanto a: 

- Proteases serínicas e cisteínicas  

• Avaliar a citotoxicidade do EvCI em linhagens de células tumorais, empregando o 

ensaio de redução do sal de tetrazolio para análise da viabilidade celular. 

• Avaliar a indução de morte celular e os efeitos sobre o ciclo celular, empregando-

se marcação com anexina V/PI e análise por citometria de fluxo 
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3. MATERAIS E MÉTODOS  

 

3.1 Material 

 

3.1.1 Sementes 

 

As sementes de Erythrina velutina foram gentilmente fornecidas pela Divisão 

Técnica do Setor de Sementeiras do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA), 

Natal-RN.  

 

3.1.2 Reagentes 

 

� Proteases serínicas: Tripsina, quimotripsina, elastase de pâncreas bovino, 

elastase neutrofílica – neutrófilo humano. 

� Protease cisteínica: Papaína – látex de mamão  

� BApNA: Benzoilarginina nitroanilida 

� BANA: Benzoilarginina beta-naftilamida  

� SAAvNA: N-succinil-ala-ala-val-p-nitroanilida       

� Azocaseína  

� BSA (albumina sérica bovina)  

� DMSO (dimetilsulfóxido) 

� DTT (ditiotreitol)  

� EDTA (ácido etileno diaminotetracético)  

� Sepharose-4B  

� SDS (dodecil sulfato de sódio)  

� TEMED – N, N, N-tetrametiletilinodiamino  

Esses reagentes foram obtidos de Sigma Aldrich  

� Padrão de massa molecular (Fermentas life sciences):  

� TCA (ácido tricloroacético) - VETEC Química Fina LTDA  

Todos os outros reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analítico, 

sendo manuseados segundo recomendação do fabricante, quando especificado. 
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3.1.3 Equipamentos 

 

� Agitador Magnético Tecnal TE-081 

� Espectrofotômetro Femto 700 plus 

� Banho – Maria Tecnal – Te 056 

� Balança analítica eletrônica Tecnal classe II 

� Centrífuga HITACHI CR 21 

� Coletor de frações Radifrac da Pharmacia Biotech 

� Concentrador 5301 Eppendorff 

� FPLC/AKTA Purifier – GE Helthcare Bio-Sciences Corp. 

� Microcentrífuga Eppendorf 5410 

� Phmetro PHTEK 

� Sistema de Eletroforese Unidimensional 

� 4700 Proteomic Analyser (Applied Biosystems, Foster City, CA). 

� Citômetro de fluxo FACSCalibur 

� Fluxo laminar horizontal, da Veco (Campinas ,SP,Brasil) 

� Incubadora de temperatura controlada e atmosfera de CO2, modelo 315, 

acopladas a torpedos de CO2, por Gas Guards modelo 3030, da forma 

Scientific (Marietta, OH EUA) 

� Leitor de Elisa Victor 2  (1420 multilabel counter) da Wallac (Turku, Suécia) 

 

3.2  Métodos 
 

 
3.2.1 Preparação dos extratos protéicos de E. velutina 
 
 

As sementes foram descascadas e os cotilédones triturados em um 

processador até a obtenção de uma farinha de granulação fina. Em seguida, a 

farinha foi homogeneizada em tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, na proporção 1:10 

(p/v), sob agitação constante por 3 horas a temperatura ambiente. O homogenato foi 

centrifugado a 8.000 x g por 30 minutos a 4 ºC. O sobrenadante resultante dessa 

centrifugação foi denominado extrato bruto (Figura 2). 
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3.2.1.1 Fracionamento proteico com sulfato de amônio 

 

O extrato bruto foi fracionado com sulfato de amônio em três etapas de 

saturação: 0 – 30%, 30 – 60%, 60 – 90%. Após cada etapa de saturação, a 

suspensão permaneceu a 4 0C por aproximadamente 20 horas e posteriormente foi 

centrifugada a 8.000 x g por 30 minutos a 4 0C. Os precipitados resultantes de cada 

fracionamento foram ressuspensos em tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 e 

submetidos à diálise por aproximadamente 20 horas contra o mesmo tampão. Após 

a diálise as frações foram denominadas de acordo com o grau de saturação (F 1, F2 

e F3) e congeladas para utilização posterior (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Esquema de extração e fracionamento com sulfato de amônio. 

 

 

F 30-60 

Precipitação proteica com sulfato de amônio final 30%  
Reservadas por cerca de 20 horas 
Centrifugação: 8000 x g – 4 oC por 30 min 
Ressuspensas em tampão de extração 
Diálise contra tampão de extração. 

F 60-90 

Precipitado 

Farinha de sementes 
de Erythrina veluntina 

Extrato bruto (EB) 

Extração: tampão Tris-HCl, 50 mM, pH 7,5 - 3 horas.  
Farinha: tampão de extração (1:10, m/v).  
Centrifugação: 8000 x g – 30 min, 4 0C. 

F 0-30 Sobrenadante 

Sobrenadante 

Sobrenadante 

Precipitação proteica com sulfato de amônio final 60%  
Reservadas por cerca de 20 horas 
Centrifugação: 8000 x g – 4 oC por 30 min 
Ressuspensas em tampão de extração 
Diálise contra tampão de extração. 

Precipitação proteica com sulfato de amônio final 90%  
Reservadas por cerca de 20 horas 
Centrifugação: 8000 x g – 4 oC por 30 min 
Ressuspensas em tampão de extração 
Diálise contra tampão de extração. 



MATERIAIS E MÉTODOS  28 

Sheyla Varela Lucena      Programa de Pós-Graduação em Bioquímica/UFRN 

3.2.2 Quantificação de proteínas 

 

As proteínas foram quantificadas pelo método de (Bradford, 1976), utilizando 

albumina sérica bovina (BSA) como padrão.  

 

3.2.3 Ensaios de inibição 
 
3.2.3.1 Preparo dos substratos 
 
 

Azocaseína a 1% (substrato protéico) foi solubilizada em 100 mL de tampão 

Tris-HCl 50 mM, pH 7,5. A solução foi fervida por cerca de 15 minutos. Após 

resfriamento o volume foi completado com água destilada. A solução foi conservada 

a -20 °C até sua utilização.  

BApNA (substrato sintético) a 1,25 mM foi dissolvido em 1 mL de DMSO 

(Dimetilsulfóxido) e o volume completado para 100 mL com tampão Tris-HCl 50 mM, 

pH 7,5.  

BANA (substrato sintético) a 1 mM foi dissolvido em 1 mL de DMSO 

(Dimetilsulfóxido) e o volume completado para 100 mL com tampão fosfato 250 mM, 

pH 6,0.  

SAAvNA foi dissolvido em XN’N’–Xdimetilformamida 100% para uma 

concentração final de 300 mM. 

 

3.2.3.2 Atividade anti-quimotríptica  

 

A atividade inibitória sobre a quimotripsina foi determinada utilizando 20 µL de 

solução de quimotripsina bovina (0,1 mg/mL em tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, 

contendo CaCl2 20 mM) pré-incubada em tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, contendo 

CaCl2 20 mM e 100 µL do inibidor por 15 minutos a 37 0C. Após esse período, a 

reação foi iniciada adicionando-se 200 µL de azocaseína 1%. Decorridos 30 

minutos, a reação foi interrompida adicionando-se 300 µL de solução de TCA 20%. 

A mistura de reação foi centrifugada a 12000 x g por 10 minutos e o sobrenadante 

alcalinizado com NaOH 2N na proporção de 1:1. A absorbância foi medida em 

espectrofotômetro a 440 nm. Provas em branco foram realizadas e os ensaios foram 

feitos em triplicata. 
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3.2.3.3 Atividade anti-tríptica  

 

A atividade anti-tríptica foi determinada utilizando BApNA como substrato 

(Erlanger; Kokowsky; Cohen, 1961). Alíquotas de 10 µL de solução de tripsina 

bovina (0,3 mg/mL em tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,5) foram pré-incubadas por 10 

minutos a 37 0C, com 120 µL de HCl 2,5 mM, 270 µL de tampão Tris-HCl 50 mM pH 

7,5 e 100 µL do inibidor. Após esse período a reação foi iniciada adicionando-se 500 

µL de BapNA. A reação prosseguiu por mais 15 minutos nas mesmas condições de 

incubação, sendo interrompida adicionando-se 120 µL de ácido acético 30%. A 

quantidade de p-nitroanilina foi determinada em espectrofotômetro a 410 nm. Provas 

em branco foram realizadas e os ensaios foram feitos em triplicata. 

 

3.2.4 Isolamento e Purificação 

 

3.2.4.1 Cromatografia de Afinidade em coluna de Tripsina acoplada a 

Sepharose 4B 

 

A cromatografia de afinidade de Tripsina-Sepharose foi realizada utilizando 

uma coluna montada da seguinte forma: a tripsina bovina foi acoplada a uma resina 

de Sepharose 4B ativada com brometo de cianogênio, seguindo manual do 

fabricante. Para seu preparo, pesou-se 1 g da Sepharose para cada 3,5 mL final de 

gel. O pó foi ressuspendido em 50 mL de HCl 1mM, lavado por 15 min, filtrado várias 

vezes com auxílio de bomba a vácuo e retirado do filtro, adicionando-se 15 mL de 

HCl 1mM. A tripsina para a ligação foi preparada dissolvendo-se 10 mg de enzima 

por mL de gel, em tampão Tris-HCl 50 mM, pH 8,3, contendo NaCl 500 mM. A 

solução de tripsina foi então adicionada ao gel e incubou-se por 16 h a 4 °C. 

Decorrido o tempo, lavou-se o excesso de ligante (tripsina) com 5 volumes de 

tampão Tris-HCl 50 mM, pH 8,3, contendo NaCl 500 mM. Em seguida, o gel foi 

transferido para um recipiente contendo tampão Tris-HCl 100 mM, pH 8,0, por duas 

horas para bloquear quaisquer grupos ativos remanescentes na resina. Decorrido 

esse tempo, o gel foi lavado com 5 volumes de tampão acetato de sódio 100 mM 

contendo NaCl 500 mM, pH 4,0, seguido por 5 volumes de Tris-HCl 100 mM 
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contendo NaCl 500 mM, pH 8,0. Após este procedimento, o gel foi transferido para 

uma coluna (10 cm x 1,5 cm) e equilibrada com tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,5.  

Para a remoção do inibidor de tripsina presente na fração 30-60% de 

Erythrina velutina, essa fração foi aplicada na coluna de afinidade de Tripsina-

Sepharose 4B. A concentração de proteína que não saturava a coluna foi 

determinada pela aplicação de três concentrações de proteínas distintas: 7 mg, 21 

mg e 35 mg de proteína da fração 30-60%. O material não-retido na coluna foi eluído 

com o tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,5. Já as proteínas retidas na matriz, por sua 

vez, foram eluídas com HCl 5 mM. O perfil proteico foi acompanhado por 

espectrofotometria com leitura a 280 nm.  

 

3.2.4.2 Cromatografia de Afinidade em Quimotripsina-Sepharose 

 

Para a cromatografia de afinidade em Quimotripsina-Sepharose foi montada 

uma coluna acoplando-se quimotripsina bovina à resina Sepharose 4B ativada com 

brometo cianogênico seguindo manual do fabricante. Para montar a coluna foi 

utilizado o procedimento descrito anteriormente para a coluna de Tripsina-

Sepharose (item 3.2.4.1).  

O material não-retido na coluna de Quimotripsina-Sepharose foi eluído com o 

tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,5. As proteínas adsorvidas na matriz foram eluídas 

com HCl 5mM em seguida dialisadas  contra água destilada e  liofilizadas. O perfil 

proteico foi acompanhado por espectrofotometria com leitura a 280 nm. 

O pico proteico retido foi submetido a ensaio de inibição de tripsina e de 

quimotripsina utilizando BApNA e Azocaseína 1% como substratos respectivamente. 

Em seguida, todo o material foi dialisado e congelado para posterior utilização. 

 

3.2.4.3 Cromatografia de Fase reversa C18 em sistema de purificação 

FPLC/AKTA 

 

 Para a purificação do inibidor, as proteínas adsorvidas na cromatografia 

quimotripsina-Sepharose foram submetidas à cromatografia de fase reversa C18 em 

sistema FPLC/AKTA. A coluna foi previamente equilibrada com TFA 0,1% em água. 

A fase líquida era formada por dois solventes aquosos, denominados solução A 

(ácido trifluoroacético 0,1% [TFA 0,1%]) e solução B (80% de acetonitrila [ACN 80%] 
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em TFA 0,1%). As proteínas foram eluidas em três passos : o primeiro passo com 

50% de B, no segundo com um gradiente linear de 50-70% e o último passo com 

100% de B. 

 

3.2.5 Caracterização bioquímica  

 

3.2.5.1 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida Descontínuo e Desnaturante 

(SDS-PAGE) 

 

Com o intuito de avaliar o grau de pureza das amostras proteicas, as mesmas 

foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% em presença de 

SDS, de acordo com a metodologia descrita por (Laemmli, 1970). O gel de 

separação foi preparado com 1,25 mL de acrilamida-bisacrilamida 30%; 1,25 mL de 

tampão Tris-HCl 1,5M, pH 8,8; 2,425 mL água destilada; 50 µL de SDS 10%; 5 µL de 

TEMED e 25 µL de persulfato de amônio 30%. O gel de concentração continha 0,33 

mL de acrilamida-bisacrilamida 30%; 625 µL de tampão Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8; 1,5 

mL de água destilada; 25 µL de SDS 10%; 5 µL de TEMED e 12,5 µL de persulfato 

de amônio. O tampão de corrida consistia de Tris 25 mM; glicina 192 mM e SDS 

10%. Uma vez diluída em tampão de amostra Tris-HCl 0,0625 M, SDS 2%, glicerol 

10% v/v, 0,01% de azul de bromofenol, num volume de 20 µL, a alíquota foi aplicada 

no gel (10 x 14 cm, com espaçadores de 0,75 mm), o qual foi submetido a uma 

corrente constante de 20 mA por, aproximadamente 2 horas. Após a eletroforese, o 

gel foi corado segundo procedimento descrito por Weber e Osborne (1969). A 

solução corante foi preparada usando-se Comassie Blue R-250 a 1%, metanol 40% 

e ácido acético 10% em água destilada. O descoloramento foi feito com uma solução 

contendo ácido acético 10% e etanol 30%. Para determinar a massa molecular da 

proteína isolada, foram utilizados padrões de proteínas com massas moleculares 

conhecidas. 
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3.2.5.2 Determinação do ponto isoelétrico e da presença de isoformas 

 

Para a determinação do ponto isoelétrico (pI) e presença de isoformas em 

EvCI foi realizada uma eletroforese bidimensional (O'farrell, 1975). A primeira 

dimensão, focalização isoelétrica (IEF) das proteínas, foi realizada em uma tira de 7 

cm com gradiente imobilizado de pH 3 – 10 linear em gel de poliacrilamida fixado em 

plástico (GE Healthcare). Cerca de 10 µg de EvCI foram misturados com 125 µL de 

solução de reidratação (8 M uréia, 0,5% CHAPS, 0,2% de tampão IPG, 15 mM DTT 

e traços de azul de bromofenol) (Gorg et al., 1998). A tira foi reidratada diretamente 

com a amostra em sarcófago por 16 horas. Após a reidratação, a focalização 

ocorreu em três etapas de 500Vhr, 1000Vhr e 8000Vhr, totalizando 15500Vhr. Após 

a IEF a tira foi imediatamente equilibrada em solução contendo 6 M uréia, 30% (p/v) 

glicerol e 2% (p/v) SDS em 50 mM de tampão Tris-HCl, pH 8,8 e 50 µL de solução 

de azul de bromofenol 0,25% (p/v) em duas etapas de 15 minutos cada. Na primeira 

foram adicionados 50 mg de DTT à solução de equilíbrio e ao segundo passo foram 

adicionados 125 mg de iodoacetamida à mesma solução. Após os dois passos de 

equilíbrio, a tira foi lavada com água destilada, submersas por alguns minutos em 

tampão de corrida (Laemmli, 1970) e imediatamente submetida à segunda 

dimensão.A eletroforese (segunda dimensão) das proteínas presentes na tira 

ocorreu em gel de poliacrilamida na presença de SDS (SDS-PAGE), utilizando a 

metodologia descrita por (Laemmli, 1970) na concentração de 12,5 % de 

poliacrilamida. A corrida foi realizada em dois passos, o primeiro passo ocorreu a 10 

mA/gel por 15 minutos, em seguida o segundo passo foi a uma corrente de 30 

mA/gel, até o azul de bromofenol  atingir o limite inferior do gel. 

Após a corrida eletroforética, o gel bidimensional foi visualizado por meio de 

coloração com Coomassie Blue. O gel foi fixado e corado por 12 horas em solução 

de Coomassie Brilliant Blue R-250 0,1% em metanol 40% e ácido acético a 10 %, e 

foi descorado em solução de 40 % etanol e 10% ácido acético. A imagem do gel 

bidimensional foi digitalizada utilizando o scanner Labscan. A análise do gel 

bidimensional para a determinação das massas e pIs dos pontos protéicos foi 

realizada no programa ImageMaster 2D Platinum, versão 6.0, adquirido da GE 

Healhtcare. A detecção de pontos proteicos foi feita automaticamente seguida de 

correções manuais. 
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3.2.5.3 Determinação da identidade do inibidor por espectrometria de massas 

MALDI-TOF-MS 

 

As amostras para análise por meio de MALDI-TOF-MS (Ionização/Dessorção 

de Matriz Assistida por Laser- Espectrômetro de Massa por Tempo-de-Vôo) foram 

preparadas conforme o protocolo, modificado de (Friedman; Hoving; Westermeier, 

2009). A excisão de proteínas para posterior análise por espectrometria de massa foi 

feita com auxílio de ponteiras de 100 µL novas e estéreis, com a ponta cortada. As 

proteínas foram retiradas e armazenadas em tubos de 500 µL. Para remoção dos 

corantes os pedaços de gel contendo as proteínas foram lavados em 200 µL de 

solução 25 mM de bicarbonato de amônio em acetonitrila 50%. A suspensão foi 

agitada em agitador de tubos do tipo vortex, e deixada em repouso durante 10 

minutos. Este procedimento foi repetido até total descoloração do gel. Os géis foram 

desidratados por três lavagens com 25 µL de acetonitrila 100% e em seguida os géis 

foram secos em sistema de centrifugação a vácuo durante 25 minutos. Na etapa de 

digestão enzimática os géis foram rehidratados com solução contendo tripsina (10 

µg/mL) em 40 mM de tampão bicarbonato de amônio, pH 8,0. A solução com enzima 

foi aplicada a frio (4ºC), as amostras permaneceram em banho de gelo durante 45 

minutos e em seguida foram colocadas em estufa a 37ºC durante 16 horas. Após 

este período, os peptídeos, produtos da digestão com tripsina, foram extraídos pela 

adição de 20 µL de solução bicarbonato de amônio 50 mM aos pedaços de géis, 

seguidos de ultrassom durante 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 20 µL de 

TFA 0,1% às amostras e estas foram colocadas em banho de ultrassom por 10 

minutos. A solução sobrenadante foi coletada e o procedimento de adição de TFA 

0,1% e banho de ultrassom foram repetidos 2 vezes, sendo que em cada passo foi 

feita a coleta da solução sobrenadante. Os peptídeos presentes no sobrenadante 

foram adsorvidos em ZipTip C18, para concentrá-los e remover contaminantes. Os 

peptídeos foram eluídos com acetonitrila 50 % em TFA 0,1%. Após a eluição, a 

solução foi evaporada em sistema a vácuo. Os peptídeos derivados da digestão 

tríptica e eluição dos Ziptips foram enviados para o Instituto Oswaldo Cruz (IOC-

FIOCRUZ), Laboratório de Toxicologia, onde, 0,3 µL de amostra foram co-

cristalizados com 0,3 µL de matriz (10 mg/mL de ácido α-ciano-4-hidroxicinamínico 

em solução de TFA 0,1 % com ACN 50%) diretamente na placa  do MALDI para as 

análises espectrométricas. Para a identificação das proteínas foi utilizado o 4700 
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Proteomic Analyser (Applied Biosystems, Foster City, CA). Os dados de MS foram 

adquiridos modo positivo e reflexivo usando laser de neodímio (Nd3+) inserido em 

granadas cristalinas de ítrio e alumínio (ND-YAG). Os valores das massas trípticas, 

obtidas pelas análises espectrométricas em MALDI-TOF e os valores de ponto 

isoelétrico (pI) e massa molecular (MM) calculados pelo programa ImageMaster 

Platinum, foram utilizados no sítio MASCOT (disponível em: <http://www. 

matrixscience.com/cgi>) e na base de dados NCBInr, para determinação da 

identidade das proteínas. 

  

3.2.5.4 Propriedades inibitórias e determinação da constante de inibição 

 

3.2.5.4.1 Determinação do IC50 

 

 A concentração de EvCI que inibe 50% da atividade da quimotripsina (IC50) foi 

determinada pela construção de uma curva de titulação que relaciona percentual de 

inibição da quimotripsina e concentração de EvCI. Na construção dessa curva, 

alíquotas com concentrações crescentes de inibidor (0,027 µM, 0,053 µM, 0,27 µM, 

0,58 µM, 0,9 µM) foram incubadas com alíquotas de 20 µL de quimotripsina (0,08 

µM) e o ensaio foi realizado como descrito no item 3.2.3.2. O percentual de inibição 

da atividade da quimotripsina para cada concentração de inibidor foi utilizada para 

na construção de uma curva de titulação e determinação do IC50. 

 

3.2.5.4.2 Determinação da relação molar inibidor-enzima 

 

 A relação estequiométrica entre EvCI e quimotripsina também foi determinada 

construindo uma curva de titulação, relacionando a atividade residual da 

quimotripsina e a relação molar inibidor-enzima. Para a construção da curva foram 

utilizadas concentrações crescentes de inibidor (0,026 µM; 0,053 µM; 0,1 µM; 0,21 

µM; 0,26 µM; 0,37 µM; 0,48 µM; 0,64 µM) e uma concentração fixa de quimotripsina 

(0,08 µM), o ensaio foi realizado como descrito no item 3.2.3.2. A extrapolação da 

curva de titulação (atividade residual da quimotripsina x relação molar inibidor 

enzima) indica a estequiometria de ligação entre inibidor e enzima. 
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3.2.5.4.3 Determinação da constante de inibição e do mecanismo de inibição 

 

Para determinar o mecanismo de inibição foi construído o gráfico de 

Lineweavar-Burk, onde o eixo das abscissas (X) corresponde ao inverso dos valores 

da concentração de substratos e o eixo das ordenadas (Y) corresponde ao inverso 

do valores da velocidade máxima.  

Para a construção do gráfico, alíquotas de 50 µL, 100 µL, 150 µL, 200 µL, 250 

µL e 300 µL da solução com EvCI, correspondendo a 1,1 µM; 2,2 µM; 3,3 µM; 4,4 

µM; 5,5 µM e 6,6 µM de proteína respectivamente, foram incubadas com 20 µL de 

solução de quimotripsina (0,1 mg/mL Tris-HCl, 50 mM, pH 7,5, contendo CaCl2 20 

mM ) e 200 µL de solução de Azocaseína com concentrações crescentes (0,02 mM, 

0,03 mM, 0,04 mM, 0,06 mM, 0,08 mM e 0,13 mM).  Para o controle positivo, 

alíquotas de 20 µL de solução de quimotripsina (0,1 mg/mL Tris-HCl, 50 mM, pH 7,5 

contendo CaCl 20 mM) foram incubadas com as concentrações crescentes de 

Azocaseína em volumes de 200 µl, sem a adição da fração inibidora. Os ensaios 

foram realizados como descrito em 3.2.3.  

O valor da constante de inibição (Ki) foi determinado de acordo com Dixon et 

al., 1979. O ensaio enzimático com quimotripsina para a determinação de Ki foi 

realizado na presença de concentrações crescentes de EvCI (1,1 µM; 2,2 µM; 3,3 

µM; 4,4 µM; 5,5 µM e 6,6 µM) e duas diferentes concentrações de Azocaseína (0,02 

mM e 0,08 mM). O valor de Ki foi obtido da intercessão de duas linhas 

correspondentes às concentrações do substrato. 

 

3.2.5.5 Especificidade do inibidor para proteases serínicas e cisteínicas 

 

3.2.5.5.1 Inibição da tripsina 

 

 Para avaliar a atividade anti-tríptica do inibidor foi utilizado o ensaio com 

Bapna descrito anteriormente.  
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3.2.5.5.2 Inibição da papaína 

 

A atividade inibitória sobre a papaína foi mensurada utilizando ensaio com o 

substrato sintético específico (BANA). 

Para o ensaio com BANA, a enzima foi pré-incubada por 10 minutos a 37°C 

em tampão fosfato 250 mM, pH 6,0, solução ativadora para papaína (tampão fosfato 

de sódio 250 mM, pH 6,0, contendo 3 mM de DTT e 2 mM de EDTA) e 100 µL do 

inibidor (4,8 µg de proteína). A reação foi iniciada com a adição de 200 µL de BANA, 

prosseguindo por 20 minutos. Para parar a reação, foram utilizados 500 µL de HCl 

2% em etanol. Em seguida, foi adicionado o corante (0,06 % de p-

Dimetilaminocinamaldeído em 100 mL de etanol). O resultado do ensaio foi 

mensurado utilizando a absorbância de 540 nm..  

 

3.2.5.5.3 Inibição da elastase pancreática 

 

 A atividade inibitória sob elastase pancreática foi avaliada utilizando-se ensaio 

com Azocaseína.  Cerda de 20µL da enzima (2,9 mg/mL) foi incubada por 15 

minutos em tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 e 100  µL do inibidor (4,8 µg de 

proteína). A reação foi então iniciada adicionando-se 200 µL de Azocaseína 1%. A 

reação foi finalizada após 30 minutos com 300 µL de TCA 20%. O material foi então 

centrifugado por 10 minutos a 12000 x g e depois o sobrenadante foi alcalinizado 

com NaOH 2N. Foi realizada a leitura no espectrofotômetro a 440 nm. 

 

3.2.5.5.4 Inibição para elastase neutrofílica  

 

Para o ensaio de inibição, a solução contendo a enzima elastase neutrofílica 

foi centrifugada por 10 minutos a 10000 x g a 4 °C. O sobrenadante foi então 

utilizado para o ensaio. Uma alíquota de 100 µL da enzima (0,5 µg/µL) foi incubada 

com 100 µl de inibidor (3,2 µg) e 350 µL de tampão fosfato de sódio monobásico e 

dibásico (1:1), pH 7,4, por 15 minutos a 37 °C. Em seguida, a reação foi iniciada com 

a adição de 5 µL de substrato SAAvpNA (125 µM). Após 75 minutos a reação foi 

parada com a adição de 250 µL de ácido acético 2%.  Os tubos foram centrifugados 
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por 10 minutos, a 10000 x g a 4°C, e então foi realizada a leitura no 

espectrofotêmetro a 405 nm. 

 

3.2.5.6 Estabilidade do inibidor em diferentes valores de pH 

 

Para determinar a atividade inibitória em diferentes valores de pH, alíquotas 

de 2,5 mL do inibidor foram dialisadas por 16 horas contra tampões com pH entre 2 

e 12. Em seguida, as amostras foram incubadas a 37°C por 60 minutos nos mesmos 

tampões. Os tampões utilizados foram: Glicina-HCl (pH 2 e 3), Fosfato de Sódio (pH 

6 e 8) e Glicina-NaOH (pH 11 e 12). A concentração de todos os tampões foi de 100 

mM. Após quatro horas de diálise contra Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, a atividade 

inibitória foi testada utilizando 14 µg do inibidor em 300 µL. O ensaio foi realizado 

como descrito no item 3.2.3.2, em triplicata  

 

3.2.5.7 Estabilidade térmica do inibidor 

 

Para avaliar a influência da temperatura sobre a atividade inibitória, alíquotas 

de 2,5 mL de EvCI foram incubadas em banho-maria por 30 minutos nas seguintes 

temperaturas: 37 °C (controle), 40°C, 60 °C, 70 °C, 90 °C e 100 °C. Após 

resfriamento das amostras a 4 °C, alíquotas de 300 µL (14 µg de proteína) foram 

utilizadas no ensaio anti-quimotriptico como descrito no item 3.2.3.2, para avaliação 

da estabilidade térmica de EvCI. Provas em branco foram realizadas e os ensaios 

foram feitos em triplicata. 

 

3.2.5.8 Estabilidade na presença do agente redutor DTT 

 

 Para avaliar a estabilidade do inibidor de quimotripsina de sementes de E. 

veluntina (EvCI) na presença de agente redutor, seguiu-se a metodologia descrita 

por (). Amostras de inibidor (2,0 mL, contendo 480 µg de proteina) foram incubadas 

a 37 °C em soluções de DTT em concentrações finais de 1 mM, 10 mM e 100 mM 

por 15, 30, 60 e 120 minutos. A reação foi parada pela adição de iodoacetamida, na 

quantidade de duas vezes a concentração final de DTT. Após o período de 

incubação, a mistura de reação (300 µL da mistura de reação contendo 14 µg do 

inibidor) foi submetida ao ensaio de atividade anti-quimotriptica para avaliar a 
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capacidade inibitória de EvCI. Os estudos para avaliação da estabilidade de EvCI na 

presença de DTT foram realizados em triplicata (item 3.2.3.2.), com provas em 

branco e acompanhados por controle sem DTT.  

 

3.2.6 Cultura de células  

As linhagens de células HeLa, MDA e HepG2 foram cultivadas em meio 

DMEM , enquanto que K562 e PC3 foram cultivadas em RPMI 1640 ambos  

suplementados com 10% de SFB, 100 U/mL de penicilina, e 100 µg/mL de 

estreptomicina a 37ºC em atmosfera úmida de 5% de CO2. As células HeLa, MDA e 

HepG2 foram semeadas (3 x 103 células/mL),  K562 (2 x 104) e PC3(2 x 104) em 

microplacas de cultivo de 96 poços e  incubadas por um período de 72 horas com 

concentrações de EvCl que variaram de (0,0005 a 200µg/mL).   

 

3.2.7 Ensaio de viabilidade celular 

A viabilidade celular foi determinada pelo teste de redução do brometo de 3-

(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazólio (MTT). O teste do MTT avalia a integridade 

mitocondrial das células testadas baseado na redução enzimática do corante até o 

produto chamado formazan pelas desidrogenases mitocondriais. Após o período de 

tratamento de 72 horas com as diferentes concentrações de EvCl, as células foram 

incubadas em meio de cultura contendo 1 mg/mL de MTT por 3 horas e 

posteriormente lavadas com etanol por cinco minutos para solubilização do 

formazan. A absorbância das amostras foi monitorada a 570 nm. 

 

3.2.8. Análise por citometria de fluxo 

 

3.2.8.1. Avaliação de morte celular utilizando-se marcação com anexina V/PI 

 

Após exposição a 0,005 µg/mL e 50 µg/mL de inibidor por 72 h, as células 

HeLa foram coletadas e lavadas com PBS gelado. A seguir, 1x106 células foram 

ressuspendidas em 100 µL de Binding buffer 1X [0,1 M Hepes (pH 7,4); 1,4 M NaCl; 

25 mM CaCl2] e transferidas para tubos de citometria. As amostras foram incubadas 

com 3 µL de anexina V conjugada com FITC e 25 µg/mL de PI por 15 minutos a 

temperatura ambiente e protegidas da luz. A seguir, foram adicionados 300 µL de 
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Binding buffer 1X e as amostras foram analisadas (10.000 eventos por amostra) em 

citômetro de fluxo FACSCalibur usando-se o programa CellQuest 2.8. (Becton 

Dickinson, San Jose, CA, USA). A análise da porcentagem celular das diferentes 

populações marcadas foi realizada utilizando-se o programa CellQuest 2.8. Os 

dados foram representados como média ± DP e os testes foram realizados em 

duplicata 

 
3.2.8.2. Avaliação do ciclo celular 
 

Para avaliação dos efeitos do inibidor sobre o ciclo celular, as células HeLa 

foram incubadas por 24 h em meio DMEM sem soro para sincronização, em estufa 

úmida a 37oC contendo 5% de CO2. A seguir, o meio foi removido e as células foram 

tratadas por 72 h com 0,005 µg/mL e 50 µg/mL de inibidor em meio de cultura 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). Após o tratamento, as células 

foram coletadas, lavadas 2 vezes com PBS gelado e transferidas para tubos tipo 

Eppendorf. Para análise do ciclo celular, 1x106 células foram fixadas com 

paraformaldeído 2% em PBS (v/v) a 4oC, permeabilizadas com saponina 0,01% e 

tratadas com 4 µg/mL de RNase por 1 h a 37oC. A seguir, as células foram 

ressuspendidas em PBS em tubos de citometria, marcadas com 25 µg/mL de PI e 

analisadas (10.000 eventos por amostra) em citômetro de fluxo FACSCalibur 

usando-se o programa CellQuest 2.8 (BD). O conteúdo de DNA foi avaliado 

utilizando-se um detector FL2 em escala linear. Para eliminar agregados celulares, a 

população celular a ser analisada foi selecionada de um histograma mostrando a 

área (FL2A) versus a largura (FL2W) do sinal FL2. A análise da porcentagem celular 

nas diferentes fases do ciclo celular (sub-G1, G0/G1 e S/G2/M) foi realizada 

utilizando-se o programa WinMDI 2.8. Os dados foram representados como média ± 

DP e os testes foram realizados em duplicata. 

 

3.2.9. Análise estatística. 

 

Todos os dados representam pelo menos três experimentos independentes e 

foram expressos com média ± DP (Desvio Padrão) exceto fosse indicado de outra 

maneira. As diferenças entre os grupos foram comparadas pelo teste ANOVA e pelo 
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teste de Tukey e Teste de Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunns. Foram 

consideradas diferenças significativas quando o valor de p foi inferior a 0,05.  
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Isolamento e purificação do inibidor de quimotripsina de sementes de E. 

velutina 

 

4.1.1 Determinação da atividade inibitória sobre as proteases serínicas, 

tripsina e quimotripsina, nas frações protéicas de E. velutina 

 

 O extrato de proteínas totais da semente de E. velutina foi fracionado de 

acordo com a percentagem de saturação de sulfato de amônio nas frações F1 (0-

30%), F2 (30-60%) e F3 (60-90%). Após o fracionamento, foi avaliada a atividade 

inibitória sobre tripsina e quimotripsina no extrato bruto e nas diferentes frações.  

 O extrato bruto inibiu em 90,69 % + 2,12 a atividade da quimotripsina. E 

dentre as frações, F1 e F2 apresentaram percentuais de inibição muito 

semelhantes, no entanto F2 teve maior atividade inibitória sobre a quimotripsina 

com um percentual de inibição de 90,26 % + 0,5. (Figura 3A).  

 Em relação à inibição da tripsina, o extrato bruto inibiu em 100 % a atividade 

da enzima, e a fração que apresentou o maior percentual de inibição foi a F3 (94,84 

% + 3,24) (Figura 3B).    
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4.1.2 Cromatografia de afinidade em coluna de Tripsina-Sepharose CL 4B 

 

A fração F2 foi dialisada contra Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, e então aplicada 

na coluna de afinidade Tripsina-Sepharose, previamente equilibrada com o 

mesmo tampão. Esse passo da purificação teve como objetivo excluir os 

inibidores de tripsina presentes na fração F2 que poderiam inibir também 

quimotripsina e, consequentemente, serem adsorvidos na coluna de afinidade de 

Quimotripsina-Sepharose, o segundo passo de purificação. Para determinar a 

capacidade da coluna, foi feita uma curva com a coluna de Tripsina-Sepharose 

aplicando diferentes quantidades de F2. As quantidades de proteínas escolhidas 

para aplicar na coluna foram 7 mg, 21 mg e 35 mg. O material não-retido na 

coluna foi eluído com tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 e o retido com HCl 5 mM. 

Após a afinidade, para avaliar a presença do inibidor de tripsina no eluato da 

coluna, foi realizado o ensaio de inibição para tripsina. Também foi feito o ensaio 

de inibição para quimotripsina para avaliar a atividade inibitória para quimotripsina 

no eluato. 

As frações não-retidas das afinidades nas quais foram aplicadas 21 mg e 

35 mg de proteína apresentaram inibição para tripsina com picos de 38,23% e 

B 

Figura 3. Inibição da atividade de quimotripsina e tripsina pelas frações protéicas de sementes de E. 
velutina. A. Inibição da quimotripsina, utilizando-se 100 µL de cada fração protéica e Azocaseína 
1%, pH 7,5 como substrato protéico. B. Inibição da tripsina, utilizando-se 100 µL de cada fração 
proteica e BApNA como substrato. 
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98,37%, respectivamente (Figuras 4A e 4B). Apenas o não-retido da afinidade 

onde foi aplicado 7 mg de proteína não apresentou inibição da tripsina, sendo a 

quantidade de proteína que não satura a coluna (Figura 4C). Nas três 

cromatografias, o material retido na coluna inibiu aproximadamente 100 % da 

atividade para tripsina, o que comprova a ligação do inibidor de tripsina à matriz 

da coluna (Figura 4).  

Em relação à atividade inibitória da quimotripsina, os não-retidos das três 

afinidades inibem a quimotripsina (Figura 4). Isso demonstra que o responsável 

pela atividade inibitória da quimotripsina presente em F2 não se liga à coluna de 

Tripsina-Sepharose. 

Após ser constatado que o não-retido da afinidade onde foi aplicado 7 mg 

de proteína apresentava apenas atividade anti-quimotríptica, essa concentração 

foi ultilizada no passo seguinte de purificação, a coluna de  afinidade de 

Quimotripsina-Sepharose.   
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Figura 4. Perfil de Eluição de F2 em Coluna de Afinidade Tripsina-Sepharose: A coluna foi 
previamente equilibrada com tampão Tris-HCl 0,05 M, pH 7,5. Proteínas adsorvidas foram eluídas 
com HCl 5 mM e as frações proteicas (2,0 mL/tubo) foram monitoradas a 280 nm. A atividade 
inibitória sobre a tripsina foi avaliada, com BApNA como substrato; e para quimotripsina, utilizou-
se Azocaseína como substrato. Utilizou-se 100 µL das frações para os ensaios de inibição. A 
foram aplicado 35 mg de proteína; B 21 mg de proteína e C 7 mg de proteína. 
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4.1.3 Cromatografia de afinidade em coluna de Quimotripsina-Sepharose 4B 

  

Após a aplicação de 7 mg de proteína da fração F2 na coluna de afinidade 

de Tripsina-Sepharose, as proteínas não retidas nessa coluna e eluídas com Tris-

HCl 50 mM, pH 7,5 foram aplicadas na coluna de afinidade de Quimotripsina-

Sepharose. A coluna foi previamente equilibrada com o mesmo tampão.  

As proteínas retidas na coluna e liberadas após a aplicação de HCl 5 mM 

formaram um pico único com leitura de absorbância máxima de 0,105 a 280 nm 

(Figura 5). O material desse pico foi dialisado contra Tris-HCl 50 mM pH 7,5 e foi 

então realizado o ensaio de inibição da quimotripsina. Foram utilizados 100 µL do 

inibidor e Azocazeína como substrato protéico. Como resultado obteve-se um pico 

de inibição de 86,15 % da atividade da quimotripsina (Figura 5). 
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Figura 5. Perfil de eluição do material não-retido em Tripsina-Sepharose de F2 em coluna de 
Quimotripsina-Sepharose. Foram aplicados aproximadamente 4 mg de proteína. A coluna foi 
previamente equilibrada com tampão Tris-HCl 0,05 M, pH 7,5. Proteínas adsorvidas foram eluídas 
com HCl 5 mM e as frações proteicas (2,0 mL/tubo) foram monitoradas a 280 nm. A atividade 
inibitória sobre a quimotripsina foi realizada usando 100 µL do inibidor para os ensaios de inibição 
com Azocaseína como substrato. 
 

HCl 5 mM. 
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4.1.4 Cromatografia de fase reversa em coluna uRPC18 (Sistema de 

Purificação FPLC/AKTA) 

   

A fração proteica correspondente ao material retido na coluna de afinidade 

de quimotripsina foi aplicada na coluna de fase reversa uRPC18, no sistema 

FPLC/AKTA, previamente equilibrada com TFA 0,1% (em H2O). Um pico proteico 

predominante, com atividade anti-quimotríptica, foi eluído com gradiente linear de 

acetonitrila de (50-70%), que corresponde ao inibidor de E. velutina  purificado, foi 

denominado EvCI. (Figura 6). 

 

 

Figura 6. Perfil Cromatográfico de EvCl na Coluna de Fase reversa C18 em sistema de FPLC-
AKTA. A coluna foi previamente equilibrada com 0,1% TFA em H20. As frações (0,5 mL/tubo) 
foram monitoradas a 215nm. O pico, indicado pela seta, apresentou atividade inibitória contra 
quimotripsina, representando o inibidor purificado. 

 
 
4.2 Purificação do inibidor de quimotripsina de EvCI 

 A partir dos volumes das frações obtidas em cada passo de purificação, de 

suas respectivas quantificações de proteína e unidades inibitórias (UI) foi 

construída uma Tabela de purificação de EvCI (Tabela 4). O extrato bruto (EB), 

obtido na primeira etapa do processo de purificação, foi utilizado como parâmetro 
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para as demais frações protéicas. O valor de purificação 1 e o rendimento de 

100% foram atribuídos a essa fração. O grau de purificação das demais frações 

foi calculado como sendo a razão entre sua atividade específica e a do extrato 

bruto. E a percentagem de rendimento das demais frações foi calculada com base 

na razão entre a sua atividade inibitória e a atividade inibitória do extrato bruto. A 

atividade específica foi calculada como a razão entre a atividade inibitória da 

fração e o valor da proteína total dessa fração. A Tabela 4 mostra que o grau de 

purificação de EvCI foi de 375 vezes, com uma recuperação de 0,002% no último 

passo de purificação. 

 

 

Etapas Volume 
(mL) 

Proteína 
total 
(mg) 

Atividade 
inibitoria 

total 

Atividade 
Específica 

(UI/mg) 

Purificação 
(X) 

Recuperação 
(% UI) 

Extrato Bruto 160 1862,4 3648 2 1 100 
 

F2 
 

51 
 

407,18 
 

1158 
 

2,9 
 

1,5 
 

22 
 

Afinidade tripsina 
(Não-retido) 

 
47 

 
3,84 

 
712 

 
185,4 

 
92,7 

 
0,2 

 
Afinidade  

Quimotripsina 

 
11 

 
0,385 

 
165 

 
428,6 

 
214,3 

 
0,02 

Fase reversa C18 2,0 0,04 30 750 375 0,002 

 Uma unidade de inibidor foi definida como a quantidade de inibidor que diminui a atividade da 
enzima em 0,01 da absorbância a 410 nm. 
 

4.3 Caracterização bioquímica 

 

4.3.1 Eletroforese  

 

As diversas etapas de purificação do inibidor de E. velutina foram 

analisadas por eletroforese em condições desnaturantes SDS-PAGE 12% (Figura 

7). Uma única banda corada por Comassie blue foi observada, revelando que, de 

fato, o inibidor foi purificado. 

 

 

 

 

 

Tabela 4 – Etapas de purificação de EvCI. 
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4.3.2 Determinação da massa molecular 

 

A massa molecular aparente de EvCI foi calculada a partir da corrida 

eletroforética no último passo da purificação (Figura 7). Por SDS-PAGE foi 

possível observar uma banda proteica que apresentou uma massa molecular de 

aproximadamente 17 kDa, calculada por regressão linear (Figura 8 ), tendo por 

base padrões proteicos de massas moleculares conhecidas. 

 

 

 

 

17 kDa 

Figura 7. Eletroforese em gel de poliacrilamida 1- marcador. Marcadores moleculares: (a) β-
galactosidase (116,0); (b) Albumina Sérica Bovina (66,2); (c) Ovalbumina (45,0); (d) Lactato 
desidrogenase (35,0), (e) Endonuclease de restrição BAP 981 (25,0); (f) β-lactoglobulina (18,4) e 
(g) Lisozima (14,4).  2 Extrato Bruto; 3 F2; 4 Não Retido de Tripsina; 5 Retido quimotripsina; 6 
EvCl purificada. 

(1) (2) (6) (5) (3) (4) 
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Figura 8. Determinação da massa molecular aparente das cadeias polipeptídicas de  EvCI a partir 
de  migração em gel de poliacrilamida SDS-PAGE. (a) β-galactosidase (116,0); (b) Albumina 
Sérica Bovina (66,2); (c) Ovalbumina (45,0); (d) Lactato desidrogenase (35,0), (e) Endonuclease 
de restrição BAP 981 (25,0); (f) β-lactoglobulina (18,4) e (g) Lisozima (14,4). As proteínas foram 
coradas com Comassie blue. Determinação da massa molecular das subunidades de EvCl 
(~17,89 kDa). Log Mr – logaritmo da massa molecular, De/D0 – relação entre a distância 
percorrida pela proteína no gel e o comprimento total do gel. 
 

4.3.3 Determinação do ponto isoelétrico (pI) e sequência do inibidor 

 

 Para determinar se EvCI apresenta isoformas e se ele é um inibidor ácido 

ou básico foi realizada uma eletroforese bidimensional. A focalização isoelétrica 

mostrou a presença de quatro isoformas, todas com pIs ácidos: 5,06; 4,42; 4,63 e 

4,83 (Figura 9 ).  Todas apresentaram massa molecular de 17 kDa .  

A identificação do inibidor de quimotripsina de sementes de Erythryna 

velutina pela “impressão digital” de peptídeos, analisada por espectrometria de 

massa, mostra 100% de identidade com a sequência de ECI, inibidor de 

quimotripsina de E variegata. A proteína total apresenta 179 aa (NCBI identidade 

de acesso gi|2129823). Os peptídeos correspondem a 13,96 % (25 aa) da 

proteína total (Figura 10). 
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Figura 9. Eletroforese bidimensional. M – marcador Marcadores moleculares: β-galactosidase 
(115,5 kDa); Albumina sérica bovina (98,2 kDa); Ovalbomina (51,3 kDa); Anidrase carbônica (37,2 
kDa); Inibidor de Tripsina da soja (29,04 kDa); Lizosima (19,7 kDa); Aprotinina (6,65 kDa).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

19,7 

29,0 

115,5 
98,2 

51,3 

37,2 

6,65 

3 10 

3 
2 

1 4 

MM 
kDa 

pI 



RESULTADOS                 51 
 

Sheyla Varela Lucena           Programa de Pós-Graduação em Bioquímica/UFRN 

 
 

 
Figura 10 - Identificação de EvCl por impressão digital de peptideos (peptides fingerprint analysis). A - Espectro de fragmentação por espectrometria de 
massas do peptídeo (MS). B – Sequência de aminoácidos do inibidor de quimotripsina, ECI, de sementes de E. variegata, os peptídeos em vermelho 
correspondem aos peptídeos coincidentes com os obtidos do inibidor de E. velutina, com 100% de identidade, os resíduos sublinhados correspondem 
aos sítios de clivagem da tripsina, utilizada na digestão enzimática. Identificação do inibidor de quimotripsina de sementes de Erythyna velutina por 
impressão digital de peptideos A proteína total apresenta 179 aa (NCBI identidade de acesso gi|2129823). Os peptídeos correspondem a 13,96 %  (25 
aa) da proteína total.  
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4.3.4. Determinação do IC50 

 

Para determinar qual a concentração de EvCI que inibe 50% da atividade da 

quimotripsina (IC50) foi construída uma curva de titulação. Na construção dessa 

curva, alíquotas com concentrações crescentes de inibidor (0,027 µM, 0,053 µM,  

 

0,27 µM, 0,58 µM, 0,9 µM) foram incubadas com alíquotas de 20 µL de quimotripsina 

(0,08 µM). Foi determinado o percentual de inibição da atividade da quimotripsina 

para cada concentração de inibidor utilizada e construída a curva de titulação (Figura 

11). De acordo com a titulação, o IC 50 de EvCI é de 1,3 x 10-7M. Outro ponto 

importante determinado pela curva de titulação é que o percentual máximo de 

inibição da quimotripsina atingido por EvCI é em torno de 89%.  

 

4.3.5. Determinação da relação molar inibidor-enzima 

  

 A relação estequiométrica entre EvCI e quimotripsina também foi determinada 

construindo uma curva de titulação com concentrações crescente de inibidor (0,026 

µM; 0,053 µM; 0,1 µM; 0,21 µM; 0,26 µM; 0,37 µM; 0,48 µM; 0,64 µM) e uma 

concentração fixa de quimotripsina (0,08 µM).  Foi feita a relação molar entre inibidor 

e enzima para cada concentração de inibidor utilizada. De acordo com a curva de 

titulação (Figura 12), a relação estequiométrica entre EvCI e quimotripsina é de 1:1. 
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Figura 11. Determinação do IC50 de EvCI. Curva de titulação utilizando concentrações 
crescentes de EvCI: 0,027 µM, 0,053 µM, 0,27 µM, 0,58 µM, 0,9 µM e concentração fixa de 
quimotripsina.  
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4.3.6 Determinação da constante de inibição e do mecanismo de inibição 

  

Após realização de ensaios com concentrações variáveis de inibidor e 

substrato (Azocaseína) foi construído o gráfico duplo recíproco de Lineweaver-Burk, 

para a determinação do tipo de inibição proporcionado por EvCI sobre a 

quimotripsina. A Figura 13 mostra que EvCI inibiu a quimotripsina de modo 

competitivo. Esse tipo de inibição é caracterizado pela inalteração da velocidade 

máxima (dada pela intersecção da reta com o eixo Y) e mudança no valor de Km 

(Constante de Michaelis-Menten), dada pela intersecção da reta com o eixo X. 

Para a determinação do valor da constante de inibição (Ki) foi feito o gráfico 

de Dixon (Dixon et al., 1979). Nesse gráfico (Figura 14) está representada a inibição 

da quimotripsina por EvCI (concentrações crescentes) em ensaios utilizando 

Azocaseína com concentrações de 0,02 mM e 0,08 mM. A análise do gráfico 

confirma que EvCI inibe a quimotripsina de modo competitivo e com um valor de Ki 

de 4 x 10-8 M. 
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Figura 12. Determinação da relação molar entre EvCI e a quimotripsina. Curva de titulação 
construída com concentrações crescentes de inibidor (0,026 µM; 0,053 µM; 0,1 µM; 0,21 µM; 
0,26 µM; 0,37 µM; 0,48 µM; 0,64 µM) e concentração fixa de quimotripsina (0,08 µM) . 
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[µM x 10-1] 

Ki 

Figura 13. Mecanismo de inibição de EvCI sobre a atividade da quimotripsina. A atividade 
inibitória de EvCI foi determinada por ensaio cinético utilizando várias concentrações de 
Azocaseína (0,02 mM, 0,03 mM, 0,04 mM, 0,06 mM, 0,08 mM e 0,13 mM) e ilustrada através 
do gráfico duplo recíproco de Lineweaver-Burk. O valor da velocidade foi determinado por 
V=DO440/h/mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Determinação do valor de Ki de EvCI. A constante de inibição (Ki) de EvCI sobre a 
quimotripsina foi determinada pelo método de Dixon et al.I, 1979. O valor de Ki foi obtido dos 
interceptos das retas das duas concentrações de substrato utilizadas. O valor da velocidade 
foi determinado por V=DO440/h/mL. 
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4.3.7 Especificidade para proteases serínicas e cisteínicas  

Para determinar a especificidade do inibidor de EvCI foram realizados ensaios 

de inibição contra as demais enzimas serínicas e cisteínicas utilizando 4,8 µg do 

inibidor. Como pode-se observar na Tabela 5, a maior atividade inibitória de EvCI é 

para a quimotripsina (89,16% + 6,31). Após a quimotripsina, o segundo maior 

percentual de inibição é para a elastase neutrofílica (35,91% + 7,91). EvCI não 

apresentou inibição significativa sobre as outras proteases serínicas (tripsina e 

elastase pancreática). Em relação às proteases cisteínicas, também não há uma 

diminuição considerável da atividade da papaína (Tabela 5).  

 

 

Enzima Inibição 

Quimotripsina 89,16% + 6,31 

Tripsina 6,30 + 3,92 

Papaína ND* 

Elastase Pancreática ND* 

Elastase Neutrofílica 35,91 + 7,91 

    *ND- não detectado 

 

4.3.8 Estabilidade em diferentes valores de pH 

 

 A atividade inibitória de EvCI permaneceu estável nos diferentes valores de 

pH. O maior percentual de inibição (89,16 % + 2,42) foi em pH 8. Em pH 2, o mais 

ácido, a inibição foi de 83,84% + 0,26 e em pH 12, o mais alcalino, foi de 79,57% + 

0,26 (Figura 15). Este resultados demonstraram que variações de pH não 

influenciam a atividade inibitória de EvCI. 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 5 – Especificidade de EvCI para enzimas serínicas e cisteínicas. 
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 4.3.9 Estabilidade térmica 

  

  Na Figura 16 é possível observar que o EvCl mostrou-se altamente estável 

quando submetido a tratamento térmico. A amostra controle de EvCI, não submetida 

ao tratamento térmico, inibiu a quimotripsina em 82,83% + 0,74. A amostra 

submetida à temperatura de 100 °C inibiu 84,99 + 2,87 e todas as outras amostras 

submetidas ao tratamento térmico apresentaram percentuais de inibição entre 83% e 

86% (Figura 16). Em nenhum dos tratamentos houve perda significativa de atividade 

inibitória demonstrando que EvCI possui grande estabilidade térmica.  
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Figura 15. Estabilidade do inibidor  EvCI à variação do pH.  
pH: 2, 3, 6, 8, 11, 12. Foi utilizado 14 µg do inibidor para o ensaio de inibição. 
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4.3.10 Estabilidade na presença de DTT 

  

 O DTT, nas concentrações de 1 mM e 10 mM, não influencia a atividade 

inibitória de EvCI. Para essas concentrações, não houve diminuição do percentual 

de inibição em nenhum dos tempos de incubação. Em relação à maior concentração 

de DTT, 100 mM, não houve alteração da atividade inibitória até 60 minutos de 

incubação. No entanto, quando o inibidor foi incubado por 120 minutos com 100 mM 

de DTT houve uma redução de sua atividade inibitória em aproximadamente 50% 

(Figura 17). 

 Esse resultado mostra que EvCI possui grande estabilidade ao agente redutor 

DTT, já que apenas na maior concentração do DTT e no maior tempo de incubação 

houve diminuição na sua atividade inibitória.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Estabilidade do inibidor de quimotripsina EvCI em diferentes temperaturas (37 °C, 
40°C, 60°C, 70°C, 90°C e 100°C). Foi utilizado 14 µg do inibidor para o ensaio de inibição. 
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4.3.11 Citotoxicidade do EvCl em diferentes linhagens de células tumorais. 

 

A viabilidade de células HeLa, MDA, K562, PC3 e HepG2 foram analisada 

após incubação por 72 horas com concentrações crescentes de EvCl (0,0005 a 200 

µg/mL). Após este período foi possível observar a diminuição da viabilidade das 

células HeLa de maneira dose dependente em  resposta a EvCl. O valor de IC50 (a 

dose que diminui a viabilidade celular em 50%) foi obtido com a concentração de 

EvCl em 50 µg/mL (Figura 18). Também apresentou um baixo efeito na viabilidade 

celular de células MDA. Entretanto não promoveu alteração na proliferação de K562, 

PC3 e HepG2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Estabilidade de EvCI  ao agente redutor DTT. A atividade inibitória para quimotripsina 
foi ensaiada na presença de diferentes concentrações de DTT (1mM, 10mM, e 100mM) em 
diferentes tempos de incubação (15min, 30min, 60min e 120min). Foram utilizados 14 µg de EvCl. 
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Figura 18. Citotoxicidade do EvCl em células HeLa e MDA  avaliada pelo teste de redução de MTT. 
As células foram tratadas com diferentes concentrações de EvCl (0,0005−200 µg/mL) por 72 h em 
microplacas de cultura. A viabilidade das células tratadas com EvCl foi expressa como porcentagem 
da viabilidade das células controle não tratadas. Os resultados foram representados como média ± 
DP da triplicata. *p<0,05 em relação ao controle (Teste de Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunns). 
 
 
4.3.12 Efeitos do inibidor sobre a indução de apoptose/necrose em células 
HeLa 
 

 Diante do efeito citotoxico do EvCl em células HeLa, investigou-se a 

possibilidade de indução de apoptose/necrose pela dupla marcação com anexina 

V/PI e analise por citometria de fluxo. As células foram cultivadas por 72 horas na 

presença de 0,005 µg/mL e 50 µg/mL inibidor.  A Figura 19 resume os dados 

obtidos.  

  Os dados mostraram uma pequena, mas significante, diferença nas 

porcentagens de células em apoptose (An+PI-) e necrose/apoptose tardia (An+PI+) 

quando submetidas ao tratamento com 50µg/mL de EvCl. No entanto este efeito não 

foi comparável aos resultados obtidos no ensaio de viabilidade pela redução do 

MTT. Indicando que o inibidor não é citotóxico  

* 

* 
* * 

* 
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Figura 19. Avaliação da morte celular após exposição de células HeLa a 0,005 e 50 µg/mL de inibidor 
por 72 h. As populações com marcação positiva para anexina V-FITC (An+), iodeto de propídeo (PI+) 
e dupla marcação (An+PI+) foram analisadas por citometria de fluxo (10.000 eventos/amostra). Os 
resultados foram representados como média ± DP da duplicata. *p<0,05 em relação ao controle 
(ANOVA; teste de Tukey). 
 
 

4.3.13 Efeitos do inibidor sobre o ciclo celular em células HeLa 

 

 Com o intuito de verificar alterações na distribuição das células HeLa nas 

diferentes fases do ciclo celular. As células foram, sincronizadas e incubadas com 

EvCl a seguir por 72 horas . Após este período, o DNA celular foi marcado com PI e 

a porcentagem de células nas diferentes fases do ciclo celular analisadas em 

citometro de fluxo. 

 Nas culturas de células HeLa tratadas com 50 µg/mL do inibidor por 72 h 

observou-se redução significativa (p<0,05) das células na fase G0/G1, 

acompanhada de aumento significativo da população em S/G2/M (p<0,05) (Figura 

20). Nenhuma alteração estatisticamente significativa foi observada em sub-G1 após 

tratamento das células com o inibidor (Figura 20), confirmando os resultados obtidos 

na análise de indução de morte celular por citometria de fluxo após dupla marcação 

com anexina V/PI. Ademais, a exposição das células a uma concentração de inibidor 

4 vezes superior (200 µg/mL) não provocou redução significativa na proliferação 

celular, avaliada pelo ensaio de redução do MTT, comparada ao tratamento com 50 

µg/mL pelo mesmo período, sugerindo uma modesta atividade antiproliferativa 

nestas células, ainda que significativa. Em conjunto, estes resultados indicam que o 
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principal efeito do inibidor é a indução de parada do ciclo celular, sendo, portanto, 

citostático. 
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Figura 20. Populações de células HeLa nas diferentes fases do ciclo celular após 72 h de tratamento 
com 50 µg/mL de inibidor. Após o tratamento, as células foram marcadas com PI e analisadas em 
citômetro de fluxo (10.000 eventos/amostra). Os resultados foram expressos em porcentagem e 
representam a média ± DP da duplicata. *p<0,05 (teste t-Student). 
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5 DISCUSSÃO 

 

De acordo com a literatura vários inibidores de leguminosas do gênero 

Erythrina já foram purificados. Dentre eles, quatro inibidores de Erythrina caffra, 

sendo um específico para tripsina, um específico para quimotripsina e dois que 

inibem tanto tripsina como quimotripsina (Joubert, 1982a). Nas espécies Erythrina 

acanthocarpa e Erythrina latissima foram purificados dois inibidores de cada uma, 

um específico para tripsina e outro específico para quimotripsina (Joubert, 1982b; 

Joubert; Carlsson; Haylett, 1981). 

No presente trabalho, o inibidor de quimotripsina de Erythrina velutina 

denominado EvCl, foi purificado a partir extratos totais de sementes, precipitação 

com sulfato de amônio, (F30-60%) e cromatografias de afinidade e fase reversa em 

coluna C18 (sistema FPLC/AKTA). Estas técnicas são amplamente utilizadas no 

processo de purificação de inibidores (Richardson, 1991).  Por exemplo, inibidor de 

tripsina e quimotripsina de Caesalpinia bonduc (Bhattacharyya; Babu, 2009) e 

Solanum tuberosum (Kim et al., 2005), inibidor tipo Kunitz de Archidendron 

ellipticum (Bhattacharyya et al., 2006), Tamarindus indica (Araujo et al., 2005) 

Crotalaria pallida (Gomes et al., 2005) e Entada scandens (Lingaraju; Gowda, 2008). 

A recuperação no último passo foi de 0, 002% (Tabela 3), resultado esse inferior aos 

encontrados para outros inibidores tipo Kunitz (Bhattacharyya, et al., 2006; 

Bhattacharyya; Rai; Babu, 2007; Gomes, et al., 2005; Macedo et al., 2007; Mello et 

al., 2001). Já a purificação foi de 365 vezes, valor superior ao encontrado por 

(Gomes, et al., 2005) para o inibidor de tripsina de sementes de C. pallida, purificado 

180 vezes. O inibidor de tripsina de sementes de A. ellipticum, AeTI  foi purificado 

124 vezes (Bhattacharyya, et al., 2006). Portanto a pureza de EvCI  é maior do que a 

de outros inibidores similares da literatura. 

As sequências dos peptídeos oriundos da digestão enzimática de EvCl 

analisadas por espectrometria de massas apresentaram 100% de identidade com a 

sequência de ECl inibidor de quimotripsina  de Erythrina variegata (Iwanaga; 

Yamasaki; Kimura, 1998). A análise eletroforética do EvCl revelou a presença de 

uma única banda protéica, com massa molecular (MM) aparente em torno de 17 kDa 

e pela eletroforese bidimensional e espectrometria de massas MALDI-TOF-MS 

quatro isoformas com  massa molecular de 17 kDa. Isto está de acordo com as 

massas moleculares determinadas para os seguintes inibidores de quimotripsina já 
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purificados: Lens culinaris 16 kDa (Cheung; Ng, 2007), Schizolobium parahyba 20 

kDa, (Teles et al., 2004) e Psophocarpus tetragonolobus, 21 kDa (Kortt, 1980). Dos 

mais estudados, apenas os inibidores de quimotripsina de Oesophagostomum 

radiatum 32 kDa (Willadsen, 1977), Erythrina variegata  40 kDa (Iwanaga; Yamasaki; 

Kimura, 1998), Acacia confusa 70 kDa (Lam; Ng) e o inibidor de tripsina-

quimotripsina de Acacia confusa 42 kDa (Lin et al., 1991), têm massas moleculares 

superiores a 25 kDa.  

De acordo com a focalização isoelétrica, EvCI possui quatro isoformas, todas 

com pIs  ácidos de 5,06; 4,83; 4,63; 4,42. A natureza ácida e a presença de 

isoinibidores são características comuns em inibidores tipo Kunitz  (Bhattacharyya; 

Babu, 2009; Bhattacharyya, et al., 2006; Macedo et al., 2000). Não está definido o 

papel fisiológico das isoformas, mas elas devem potencializar a defesa das plantas 

(Bhattacharyya, et al., 2006). Alguns outros inibidores purificados que também 

apresentam isoformas e possuem pI ácidos são os inibidores de tripsina das 

sementes de Archidendron ellipticum, de Dimorphandra mollis,  (Bhattacharyya, et 

al., 2006; Macedo, et al., 2000) e Derris trifoliata Lour (Bhattacharyya; Babu, 2009). 

Em contraste, o inibidor de quimotripsina de sementes de Schizolobium parayba, 

apresenta pI ácido e não possui isoformas (Souza et al., 1995). 

Em relação à especificidade, EvCI inibe a quimotripsina com um IC50 de 1,3 x 

10-7 M, não afetando porém a atividade da tripsina e da elastase pancreática,  e inibe 

apenas moderadamente a atividade da elastase neutrofílica. Inibidores que possuem 

atividade anti-quimotríptica, mas não afetam a atividade da tripsina já foram 

purificados de sementes de outras espécies do gênero Erythrina (Joubert, 1982a; 

Joubert, 1982b; Joubert; Carlsson; Haylett, 1981), de Acacia confusa (Lam; Ng)), 

Schizolobium  parayba (Souza, et al., 1995) e Psophocarpus tetragonolobus (Kortt, 

1980). Os inibidores isolados de Derris trifoliata Lour (Bhattacharyya; Babu, 2009), 

Caesalpinia bonduc (Bhattacharyya; Rai; Babu, 2007), Archidendron ellipticum 

(Bhattacharyya, et al., 2006) e Acacia confusa (Lin et al., 1991) são inibidores que 

têm a capacidade de inibir tanto tripsina como quimotripsina. 

EvCI também não possui atividade inibitória sobre a protease cisteínica 

papaína; portanto, ele não apresenta a característica da bifuncionalidade que está 

presente em alguns inibidores de proteases serínicas, como o inibidor isolado de 

Crotalaria pallida (Gomes, et al., 2005) e os inibidores isolados de Pithecellobium 

dumosum, PdKI, PdKI-2 (Oliveira et al., 2007a; Oliveira et al., 2007b). Portanto EvCl 



DISCUSSÃO  64 

Sheyla Varela Lucena   Programa de Pós-Graduação em Bioquímica/UFRN 

é um inibidor específico para quimotripsina, indicando que esse inibidor pode 

desempenhar um importante papel na cura e/ou prevenção de diversas doenças. 

(Champ, 2002; Duranti, 2006; Scarafoni, et al., 2008). 

 Os experimentos de cinética indicam que EvCI inibe a quimotripsina de modo 

competitivo. Resultados semelhantes são encontrados para os inibidores isolados de 

Archidendron ellipticum (Bhattacharyya, et al., 2006), Derris trifoliata Lour 

(Bhattacharyya; Babu, 2009), que inibem a quimotripsina de forma competitiva e 

para os inibidores de tripsina PdKI de Pithecellobium dumosum e o inibidor isolado 

de semente de Piptadenia moniliformis, que também apresentam esse mecanismo 

de inibição (Cruz, 2008; Oliveira, et al., 2007b). Por outro lado, os inibidores de 

quimotripsina e de tripsina-quimotripsina de Acacia confusa (Lam; Ng 2009; Lin et 

al., 1991) que apresentam um mecanismo não-competitivo. EvCI forma um 

complexo com a quimotripsina do tipo 1:1. Essa estequiometria é a mesma do 

inibidor purificado de Schizolobium parayba (Souza, et al., 1995) e do Derris trifoliata 

Lour (Bhattacharyya; Babu, 2009). Já o inibidor de Psophocarpus tetragonolobus 

apresenta uma relação estequiométrica de 1:2 com a quimotripsina (Kortt, 1980). 

Enquanto que o inibidor de quimotripsina e de tripsina-quimotripsina de Acacia 

confusa (Lam; Ng, 2009; Lin et al., 1991) possuem uma relação estequiométrica com 

a quimotripsina de 2:1, provavelmente devido à sua estrutura dimérica. O que difere 

do inibidor AeTI de sementes de Archidendron ellipticum que possui uma relação 

molar menor do que 1 com a quimotripsina (Bhattacharyya, et al., 2006) 

 O valor da constante de inibição (Ki) calculado para EvCI foi de 4 x 10-8 M.  

Outros inibidores que inibem quimotripsina, mas são específicos para esta enzima, 

como o inibidor de Derris trifoliata Lour,  Plathymenia foliosa e o inibidor de 

Caliandra selloi, possuem Ki de 1,25 x 10-10 M, 1,4 x 10-6 M e 4,95 x 10-7 M 

respectivamente (Bhattacharyya; Babu, 2009; Ramos Vda et al., 2008). O Ki 

encontrado para EvCI é inferior ao encontrado  para o inibidor específico de 

quimotripsina SPCI, que cujo valor é de 5,85 x 10-8 M (Souza, et al., 1995), 

mostrando que a afinidade de EvCI pela quimotripsina é maior do que a afinidade 

deste inibidor por essa enzima. 

Os inibidores possuem como uma de suas características a alta estabilidade 

funcional (Mello, et al., 2001). Deste modo, eles conservam grande parte da 

atividade inibitória mesmo na presença de agentes desnaturantes, tanto físicos 

(temperatura e pH), como químicos (DTT). EvCI não apresentou redução da 
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atividade inibitória quando exposto a temperatura de 100 °C por 30 minutos, 

demonstrando assim ser altamente termoestável. Essa alta estabilidade térmica é 

encontrada também no inibidor de Poecilanthe parviflora, que mantém sua atividade 

após ser exposto a 100 °C (Garcia et al., 2004). No entanto, a estabilidade térmica 

de EvCI é maior do que a encontrada em muitos outros inibidores purificados 

(Gomes, et al., 2005; Macedo, et al., 2007; Souza, et al., 1995). 

A atividade inibitória de EvCI também não foi influenciada pelo pH. Não houve 

decréscimo da atividade inibitória de EvCI quando ele foi exposto a uma faixa de pH 

de 2 – 12.  Resultados similares foram encontrados para outros inibidores Kunitz tais 

como, ILTI de Inga laurina, CpaTI de Crotalaria pallida, SPCI de Schizolobium  

Parayba, PDTI de Pithecellobium dulce, DMTI-II de Dimorphandra mollis e PDKI – 2 

de Pithecellobium dumosum (Gomes, et al., 2005; Macedo, et al., 2007; Oliveira, et 

al., 2007a; Souza, et al., 1995)). Esta estabilidade é provavelmente devido ao fato do 

inibidor apresentar uma baixa massa molecular. 

EvCI também foi resistente à ação do agente redutor DTT. A atividade 

inibitória foi alterada apenas quando EvCI permaneceu por 2 horas em solução de 

DTT na concentração de 100 mM, na qual houve uma redução de 50% do 

percentual de inibição. Resultado semelhante é encontrado para o inibidor de Inga 

laurina, ILTI, que perde 56% da atividade inibitória quanto exposto a 100 mM de DTT 

por 2 horas (Macedo, et al., 2007). No entanto, essa alta estabilidade ao DTT é 

superior à encontrada em outros inibidores de sementes de Derris trifoliata Lour. 

Entada scandens, Poecilanthe parviflora e Pithecellobium dulce (Bhattacharyya; 

Babu, 2009; Garcia, et al., 2004)). Normalmente, a alta estabilidade dos inibidores 

aos agentes desnaturantes é atribuída à presença de pontes dissulfeto 

intramoleculares (Garcia, et al., 2004; Macedo, et al., 2007). Entretanto, a 

estabilidade de EvCI  pode não estar relacionada apenas com pontes dissulfeto, já 

que o agente redutor DTT apesar de desfazer as pontes dissulfeto, não diminui a 

atividade inibitória de EvCI ou as pontes dissulfeto intramoleculares do EvCl estão 

distantes do sítio reativo, determinando a estabilidade funcional do mesmo. 

Resultado semelhante a esse foi encontrado para o inibidor de tripsina de E. caffra, 

ETI, cujas pontes dissulfeto também não estavam relacionadas com sua 

funcionalidade (Lehle; Wrba; Jaenicke, 1994).  

Diversos compostos purificados de plantas também estão sendo avaliados 

quanto as suas aplicações bioquímicas e terapêuticas. Assim, o potencial citotóxico 
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foi do EvCl foi analisado em diferentes linhagens de células tumorais:  HeLa, HepG2, 

MDA, PC3 e K562. O EvCl inibiu a proliferação celular de células HeLa com um IC50 

de 50 µg/mL; no entanto, não apresentou efeito tóxico em outras linhagens de 

células tumorais (K562, PC3 e HepG2). O EvCl mostrou uma atividade antitumoral 

específica, o que é similar a outros inibidores de protease já analisados, por 

exemplo, inibidor de quimotripsina de Acacia confusa 9(Lam; Ng)  

O EvCl reduziu a viabilidade celular analisada pela metabolização de MTT  e 

induziu alterações no ciclo celular. Nenhuma alteração estatisticamente significativa 

foi observada em sub-G1 após tratamento das células com o inibidor, confirmando 

os resultados obtidos na análise de indução de morte celular. A análise por 

citometria de fluxo após dupla marcação com anexina V/PI mostrou uma redução 

significativa (p<0,05) das células na fase G0/G1 e o aumento na proporção de 

células nas fases S e G2/M (p<0,05) do ciclo celular, sugerindo assim um efeito 

citostático em células HeLa (Figura 20). Da mesma forma que IPBBIs que 

apresentaram efeito citostático no ciclo celular de células de osteosarcoma (Saito et 

al., 2007). Outro exemplo é o inibidor BBI clássico que teve um efeito significativo na 

redução da proliferação de células MCF-7 (Chen, et al., 2005). Efeitos citostáticos de 

inibidores de IPBBIs em células tumorais cultivadas in vitro já foram descritos na 

literatura. Tais efeitos foram observados em células de câncer de próstata (Kennedy; 

Wan, 2002; Wan et al., 1998), ovário (Wan, et al., 1998), mama (Zhang, et al., 1999), 

colon (Clemente et al., 2005), osteosarcoma (Saito, et al., 2007), boca (Zhang, et al., 

1999) e outros (Kennedy, 1998b). 

Células tumorais apresentam diversas alterações na regulação do ciclo 

celular. Alterações em vias de transdução de sinal, importantes na regulação do 

ciclo celular e da sobrevivência da célula, são obrigatórias para o estabelecimento 

de todos os tipos tumoral. (Evan; Vousden, 2001). O controle da proliferação celular 

em células tumorais é considerado uma eficiente estratégia para prevenir ou retardar 

o crescimento tumoral (Molinari, 2000).  

No presente trabalho, obeservou-se um efeitos citostático de EvCI em células 

HeLa, apontando este inibidor como possível agente terapêutico alternativo ou 

complementar aos tratamentos convencionais como cirurgia, radioterapia e 

quimioterapia as quais, apresentam eficiência moderada e efeitos colaterais. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 Um inibidor de quimotripsina foi purificado de sementes de Erythrina velutina. 

EvCl tem massa molecular de 17 kDa, apresenta isoformas com pIs ácidos, 

sequência de peptídeos tripticos com 100% de identidade com inibidor de 

quimotripsina de Erythrina variegata, inibe a quimotripsina de modo competitivo e 

com um Ki da ordem de 10-8 M, indicando que EvCI pertence a família Kunitz. 

 O EvCl apresenta alta estabilidade a variações de temperatura, pH e ao 

agente redutor DTT. 

EvCI apresentou um efeito antiproliferativo seletivo para linhagens de células  

HeLa, com um IC50 de 50 µg/mL.  

 Os resultados obtidos na avaliação da viabilidade celular e dos efeitos sobre o 

ciclo celular indicam que o principal efeito do inibidor é a indução de parada do ciclo 

celular, sendo, portanto, citostático.  Estes dados sugerem que o EvCl pode ser um 

composto promissor para ser estudado como potencial agente anticarcinogênico no 

futuro. 
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