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ABSTRACT

A espécie Aesculus hippocastanum, popularmente conhecida
como castanha da india, € uma arvore grande, frondosa, com fruto
em capsula verde espiculada e sementes brancas com tegumento
vermelho, sendo esta espécie adaptada a qualquer tipo de solo e
clima. Sua composi¢ao quimica é diversa, contendo saponinas,
flavonoides, taninos e outros elementos 1. Partes dessa planta sédo
utilizadas para producao de fitoterapicos, dentre elas sementes,
casca e folhas. Suas sementes possuem varias propriedades bi-
olégicas dentre elas agao anti-inflamatodria, vasoprotetora, anti-ex-
sudativa, antiedematosa, antioxidante, analgésica, e antiviral 2, 3.
As plantas possuem varios mecanismos de defesa contra fito-
patégenos, sendo um deles a produgao de proteinas de defesa,
tais como a producédo de inibidores de proteases. Esses inibidores
podem inibir a atividade de enzimas essenciais ao patégeno provo-
cando debilidade e/ou morte 4. Os inibidores de proteases apre-
sentam ainda outras fungbes como: proteinas de reserva, agente
regulador de proteases enddgenas, bem como protegao de fluidos
e tecidos da degradacéao pela atividade proteolitica 5.

Os inibidores de tripsina s&o proteinas que interagem especifica
e reversivelmente com essa enzima promovendo sua inibicdo por
meio da competicdo com o substrato pelo sitio ativo da enzima
ou por ligagdo a outro sitio causando alteragdo da conformacgao.
Essas proteinas sdo encontradas em diferentes tecidos vegetais.
Inibidores de tripsina de plantas tém sido descritos como agentes
inseticidas, e antimicrobianos 6.

Dado o potencial dos inibidores de proteases e levando em con-
sideracéo a eficiéncia dos fitoterapicos frente as terapias conven-
cionais, muitos estudos tém colocado em perspectiva a analise do
potencial biotecnoldgica dessas proteinas. O presente trabalho tem
como objetivo identificar e purificar parcialmente o inibidor de trip-
sina proveniente de sementes da castanha da india, para posterior
caracterizagao e avaliagao de suas atividades bioldgicas.
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O objetivo deste trabalho foi detectar e purificar
parcialmente inibidor de tripsina de sementes de
Aesculus hippocastanum.

MATERIAL E METODOS
Extracdo de proteinas

Farinha de sementes de A. hippocastanum
foram obtidas com o auxilio de um martelo. A
farinha (10 g) foi suspensa em 100 mL de NaCl
0,15 M, seguida de homogeneizacao por 16 h a
28 °C em agitador magnético. Depois desse
processo, o extrato bruto foi obtido apos filtracéo
em gaze e centrifugacao a 9000 g por 15 min. A
concentragcdo de proteinas do extrato foi
determinada através do método de Lowry et al ’
usando curva-padrao de albumina sérica bovina
(31,25-500 pg/mL).

Isolamento de inibidor de tripsina de A.
hippocastanum

O extrato de sementes de A. hippocastanum
(3,0 mL) foi aplicado em uma coluna
cromatografica de troca ibnica (DEAE-
Sephadex) (Sigma-Aldrich, EUA) equilibrada em
tampéao Tris-HCI 0,1 M em fluxo de 20 mL/h.
Apos lavagem para remocéao das proteinas néo
adsorvidas, coluna foi eluida com tampao Tris-
HCI 0,1 M contendo NaCl 1,0 M. Os picos foram
separados e analisados quanto a absorbancia a
280 nm. Os picos eluidos foram dialisados
contra agua destilada por 3 h e o material foi
concentrado por liofilizacdo. Apos a liofilizacao
os picos foram avaliados quanto a dosagem de
proteinas e atividade inibidora de tripsina.

O pool de proteinas obtidos na etapa
cromatografica foi avaliado em eletroforeses em
gel de poliacrilamida em condicbes nativas
béasica @ e &cida °. Os géis da eletroforese acida
foram corados com corante Azul de Coomassie
G durante 24 h e o gel da eletroforese basica
com o carante Negro de Amido.

Atividade inibidora de tripsina

Ensaio de inibicdo da atividade hidrolitica da
tripsina foi realizado em placa de microtitulacéo
10 Aliquota da enzima (5 pL a 0,1 mg/mL em
tampéao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0 contendo CaClz
0,02 M) foi adicionada a poc¢o da microplaca

contendo 5 pL do substrato N-a-benzoil-DL-
arginina-p-nitroanilida (BApNA) e diferentes
volumes da amostra (20, 30 e 50 pL). O volume
de cada poco foi ajustado para 200 pL com
tampéao Tris-HCI 0,1 M pH 8,0, contendo NaCl
0,15 M e Triton X-100. Foram realizados
controles do substrato (auséncia da enzima,
extrato e amostra), da amostra (1: auséncia da
enzima; 2: auséncia da enzima e substrato) e
enzima 100% (auséncia da amostra). A
absorbancia a 405 nm foi determinada antes e
apos incubacao do teste a 37 °C por 30 min. A
inibicdo foi medida pela atividade residual da
enzima e expressa em relacdo a hidrélise do
substrato promovida na auséncia das amostras
avaliadas. Uma unidade de atividade inibidora
de protease foi definida como a quantidade de
inibidor que reduz a absorbéncia a 405 nm em
0,01 durante 30 min. Atividade especifica foi
definida pela razao entre o numero de unidades
e a quantidade de proteinas (mg).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato salino de sementes deA.
hippocastanum apresentou elevada
concentracao de proteinas (4 mg/mL). O ensaio
de atividade de tripsina evidenciou a presenca
de inibidor de tripsina no extrato (Tabela 1).
Fracionamento proteico com sulfato de amonio
foi realizado, mas né&o foi efetivo em aumentar a
atividade especifica, sendo essa etapa entdo
descartada.

Extrato salino foi entdo utilizado para a etapa
cromatografica, sendo aplicado em
cromatografia de troca ibnica em matriz DEAE-
Sephadex. As proteinas nao adsorvidas e
adsorvidas a matriz DEAE-Sephadex foram
coletadas, sendo obtidos dois picos (Figura 1).

DEAE-Sephadex
Pl

P2

7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43

— Tris-HC1 0,1 M pH 8,0 Iris-HC1 0,1 M pH 8,0 NaCl | M

Figura 1. Cromatografia de troca i6nica em
matriz DEAE-Sephadex
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Somente o pico de proteinas adosrvidas (P2)
apresentou atividade inibidora de tripsina
(1280,31 U/mg). A Tabela 1 sumariza o

processo de purificacdo parcial de inibidor de
tripsina.

Tabela 1. Purificagdo de inibidor de tripsina de sementes de A. hippocastanum.

Amostra Dosagem proteica AIT AITE Purificacao
(mg/mL) (vezes)

Extrato 4 14,957 149,57 1

P2 0,00357 4,57 1280,31 8,5

AIT= Atividade Inibidora de Tripsina; AITE= Atividade Inibidora de Tripsina Especifica. P2: pico de

proteinas adsorvidas a matriz DEAE-Sephadex.

Eletroforese em condicbes nativas (para
proteinas &cidas e basicas) e desnaturantes
foram realizadas a fim de avaliar a
homogeneidade do inibidor. Foi observada a
presenca de duas bandas polipeptidicas em
eletroforese nativa para proteinas &cidas
(Figura 2), enquanto nenhuma banda foi
observada em gel para proteinas basicas. Esse
resultado demonstra a natureza anibnica das
proteinas presentes em P2, o que esta de
acordo com a adsor¢do em matriz de carga
positiva (DEAE-Sephadex). Ambas as proteinas
detectadas podem ser inibidores de tripsina ou
uma delas pode ser uma proteina contaminante.

Figura 2. Eletroforese em condi¢bes nativas
para proteinas acidas do pico de proteinas do
extrato de sementes de A. hippocastanum que
adsorveram em matriz DEAE-Sephadex (P2).

CONCLUSAO
O presente estudo demonstrou pela primeira
vez a presenca de inibidor de tripsina em

sementes de Aesculus hippocastanum, o qual
foi parcialmente purificado por cromatografia de

troca ibnica.
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