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RESUMO 

 

As infecções hospitalares são um problema de saúde pública, sendo causadas por diferentes 

microrganismos. Staphylococcus aureus é uma das bactérias que mais provocam quadros de 

infecção hospitalar. Sua resistência a antibióticos impossibilita seu controle e, portanto, a 

busca por moléculas anti- S. aureus em fontes da flora e fauna terrestre é importante e 

necessária, tendo em vista que os antibióticos disponíveis no mercado não são efetivos. O 

presente estudo teve por objetivo a purificação e caracterização bioquímica de um inibidor de 

papaína, denominado TcPI-II, obtido da espécie vegetal Terminalia catappa e avaliação de sua 

atividade antimicrobiana frente a S. aureus. TcPI-II foi purificado a partir da fração de 

proteínas F80 °C, preparada após extração das proteínas de sementes maduras de T. catappa 

usando tris-HCl 50 mM, pH 7,5, contendo 200 mM de NaCl e tratamento térmico a 80 °C 

durante 30 min, seguido de cromatografia das proteínas solúveis recuperadas em resina de 

troca iônica (DEAE-celulose). A fração proteica não-retida em DEAE-celulose se mostrou 

homogênea, tendo apresentando índice de purificação de 8,67 e rendimento de 2,29%. SDS-

PAGE revelou que essa fração purificada (TcPI-II) possuía massa molecular de 15,9 kDa e 

especificidade para papaína, uma protease cisteínica. A cinética de inibição evidenciou se 

tratar de um inibidor do tipo competitivo (IC50 1,56×10
-6

 M), com Ki de 1,02 x 10
-6

  M. O 

TcPI-II preservou sua atividade inibitória quando testado em uma ampla faixa de pH (2,0-

10,0) e temperatura (30-100ºC ), mantendo sua atividade inibitória da papaína mesmo quando 

aquecido a 100 ºC (0-120 min). Na concentração de 3,14 x 10
-8 

M, o TcPI-II foi capaz de 

inibir em 86,40% o crescimento de S. aureus. Assim, pode-se sugerir que o TcPI-II  tem 

potencial para ser usado no combate às infecções causadas por S. aureus, mas antes há 

necessidade de estudos de seu mecanismo de ação e testes de segurança de seu uso clínico.     

 

Palavras-chave: Terminalia catappa , inibidor de protease cisteínica, antibiótico, 

Staphylococcus aureus. 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Hospital infections are a public health problem, being caused by different microorganisms. 

Staphylococcus aureus is one of the bacteria that most causes hospital infection. It is 

resistance to antibiotics makes it impossible to control it and, therefore, the search for anti-S. 

aureus molecules in earthly flora and fauna sources are important and necessary, considering 

that commercially available antibiotics are not effective. The present study destined at 

purification and characterization a papain inhibitor, called TcPI-II, obtained from the plant 

species Terminalia catappa and evaluating it is antimicrobial activity against S. aureus. TcPI-

II was purified from F80 ° C protein fraction prepared after protein extraction from mature T. 

catappa seeds using 50 mM Tris-HCl, pH 7.5, containing 200 mM NaCl and heat treatment at 

80 ° C for 30 minutes, followed by chromatography of the soluble proteins recovered from 

ion exchange resin (DEAE-cellulose). The non-retained DEAE-cellulose protein fraction was 

homogeneous, with purification index of 8.67 and yield of 2.29%. SDS-PAGE revealed that 

this purified fraction (TcPI-II) had a molecular mass of 15.9 kDa and papain specificity, a 

cysteine protease. Inhibition kinetics were found to be a competitive inhibitor (IC50 1.56 × 

10-6 M), with a Ki of 1.02 x 10-6 M. TcPI-II preserved it is inhibitory activity when tested on 

a wide range pH range (2.0-10.0) and temperature (30-100 °C), sustain it is papain inhibitory 

activity even when heated to 100 °C (0-120 min). At a concentration of 3, 14 x 10
-8 

M, TcPI-II 

was able to inhibit S. aureus growth by 86, 40%. Therefore, it can be suggested that TcPI-II 

has the potential to be used to combat infections caused by S. aureus, but there is a need for 

studies of it is a mechanism of action and safety tests for it is clinical use. 

 

                     

Key words: Terminalia catappa, cysteine protease inhibitor, antibiotic, Staphylococcus 

aureus.  
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1.INTRODUÇÃO 

 

 

Um problema seríssimo e atual de saúde pública é a resistência de bactérias aos 

antibióticos, levando à ineficiência desse tipo de tratamento de infecções. A resistência aos 

antibióticos pode acontecer naturalmente, mas ela pode advir do uso inadequado dos 

antibióticos, inexistência ou insuficiência de programas de prevenção e controle de infecções, 

baixa qualidade dos medicamentos, vigilância inadequada e falha na regulação em relação ao 

uso dos antibióticos (WHO, 2015). Os dados da vigilância epidemiológica de Infecções 

Relacionadas à Assistência à Saúde (IRAS), fornecidos pela ANVISA, relatam que o número 

de Infecções Primárias de Corrente Sanguínea confirmadas laboratorialmente (IPCSL) 

apresentou redução no decorrer dos anos de 2011-2015. Porém, a persistência dos agentes 

etiológicos de fenótipos resistentes ainda preocupa, pois têm sido frequentemente notificados 

(ANVISA, 2016). 

 

A disseminação do patógeno infeccioso Staphylococcus aureus é uma ameaça 

alarmante à saúde mundial (GATADI et al., 2019). A resistência a antibióticos leva a 

disseminação de cepas resistentes responsáveis por causar altas taxas de mortalidade em 

pacientes infectados (WIDIANINGRUM; NOVIANDI; SALASIA, 2019). S. aureus é 

conhecida por ser a principal responsável por várias infecções hospitalares, dentre essas 

endocardite, osteomielite, bacteremia, pneumonia, infecção na pele, além de enfermidades 

relacionadas a dispositivos implantados. O desenvolvimento de biofilme por parte de S. 

aureus em próteses é considerado um desafio médico, visto que é difícil o tratamento desse 

tipo de infecção, pois essa espécie é muito resistente a antibióticos convencionais, biocidas, 

estresse externo e mecanismos de defesa do hospedeiro, o que leva a persistência dessa 

bactéria durante infecções estafilocócicas (PARAI et al., 2020). 

 

A obtenção de novos medicamentos é algo complexo e dispendioso, pois cada 

medicamento leva cerca de 12 anos e mais de 1 bilhão de dólares para ser comercializado. A 

síntese química ou extração de produtos naturais são maneiras de se obter as substâncias que 

compõe os medicamentos, porém, a obtenção de fitoquímicos tem se mostrado eficiente, 

econômico e de menor toxicidade quando comparado aos sintéticos (ESWARI; YADAV, 

2019).  A utilização de plantas para fins medicinais não é novidade. Seu uso é mencionado há 
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muitos séculos sendo difundido e usado em 80% dos países em desenvolvimento, onde a 

medicina natural é a principal modalidade de assistência à saúde. O efeito das plantas contra 

bactérias e fungos patogênicos é comprovado através do uso de técnicas de microbiologia 

moderna, tornando evidente a potência das plantas contra agentes infecciosos (CHEESMAN 

et al., 2017; DARWISH et al., 2002). 

 

Como exemplo de compostos para o uso medicinal temos os inibidores de 

natureza proteica que inibem as proteases ou proteinases cisteínicas, que são enzimas 

proteolíticas. Agem formando um complexo reversível com a enzima, atuando como um 

pseudo-substrato e, assim, dificultando o acesso dessa enzima ao substrato específico, ou seja, 

à proteína alvo da proteólise. Esses inibidores são encontrados em plantas, animais e 

microrganismos e prestam papel fundamental na sobrevivência e manutenção dos mesmos. A 

prospecção dessas moléculas em plantas é limitada, pois apenas 1-5% das espécies vegetais, 

das dez principais famílias de plantas, foram estudadas com a finalidade de encontrar 

inibidores com potencial de uso na medicina e agricultura, ou seja, essa imensa diversidade de 

plantas ainda precisa ser estudada, pois o uso dessas moléculas para produção de novos 

medicamentos é algo promissor e necessário (BENCHABANE et al., 2010; SHAMSI; 

PARVEEN; FATIMA, 2016; HELLINGER; GRUBER, 2019). Por exemplo, foi relatado 

recentemente que um inibidor de protease cisteínica proveniente do fruto do kiwi foi capaz de 

reduzir biofilme biológico oral na língua de idosos, o ensaio foi realizado in vitro (MUGITA 

et al., 2017).  

 

A Terminalia catappa, uma espécie originária da Índia e pertencente à família 

Combretaceae, vem sendo investigada por nosso grupo de pesquisa, motivado pelo fato da 

espécie ter se mostrado uma promissora fonte de inibidores de proteases. A presença de 

fitocistatinas (inibidores de proteases cisteínicas de plantas) e inibidores de tripsina nas 

sementes de T. catappa foi detectada em estudos preliminares (QUEIROZ , 2018). Portanto, o 

presente trabalho foi conduzido com o intuito de se obter a purificação e caracterização 

bioquímica de um inibidor de protease cisteínica presente nas sementes de T. catappa, além 

de testar sua ação antimicrobiana contra patógenos de interesse médico.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Staphylococcus aureaus: Uma bactéria resistente a antibióticos 

 

S. aureus é um das bactérias mais desafiadoras quanto ao controle por 

antibióticos. Ela é responsável por causar graves infecções. Essa bactéria Gram-positiva 

comensal coloniza a mucosa nasal de forma transitória ou permanente. A resistência aos 

medicamentos adquirida por essa bactéria é devido ao uso, de forma inapropriada, dos 

antibióticos, o que dificulta o controle e resulta na formação de cepas resistentes, conhecidas 

como S. aureus “multidrug-resistant” (MDRSA). Como exemplo desses antimicrobianos 

temos a meticilina, vancomicina (glicopeptídeo), daptomicina (lipopeptídeo), linezolida 

(oxazolidinona), tedizolida (anoxazptinolida), antibiótico β-lactama, ceftobiprol e 

carbapenêmicos (ESWARI; YADAV, 2019; GATADI et al., 2019). 

 

A resistência de S. aureus ao amplo espectro de antibióticos é adquirida por conta 

do acúmulo de mutações e a aquisição de elementos genéticos. Os mecanismos de resistência 

envolvem inativação dos antimicrobianos, codificação de genes para proteínas não 

suscetíveis, modificação da proteína alvo, uso de bombas de efluxo e proteção das proteínas 

alvos (THALLINGER et al., 2013).  Para controlar a resistência aos antibióticos, foi criado o 

Plano de Ação Global em Resistência Microbiana, aprovado em 2015 pela Assembleia 

Mundial de Saúde. O objetivo do plano é assegurar o tratamento dessas doenças infecciosas, 

de modo que o uso dos antimicrobianos seja feito de maneira segura e proveniente de fonte 

confiável, responsável e com acesso para todos (WHO, FAO, OIE 2016). 

 

A incidência dessas bactérias, Staphylococcus Coagulase Negativo, 

Staphylococcus aureus e Enterococcus spp, em infecções hospitalares é preocupante. Os 

dados mostram (Figura 1) um aumento no número de casos de infecção. Tal fato é 

justificável, já que esses agentes etiológicos contornam as formas de controle 

impossibilitando a queda no número de casos. As espécies mais notificadas em UTIs adulto 

entre os cocos Gram-positivos são: Staphylococcus Coagulase Negativo (74,9%), resistentes à 

oxacilina; Staphylococcus aureus (57,4%), resistentes à oxacilina; e Enterococcus spp 

(28,8%), resistentes à vancomicina (ANVISA, 2016). 
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Figura 1- Porcentagens dos agentes etiológicos de incidência de Infecção Primária de 

Corrente Sanguínea Laboratorialmente Confirmada-IPCSL em pacientes adultos 

hospitalizados em UTIs (Brasil, 2012-2015) 

 

Fonte: GVIMS/GGTES/ANVISA, 2016 

 

A formação de matriz (biofilme) por parte dessas espécies é outra estratégia 

desenvolvida e utilizada por 99% dos microrganismos que habitam a Terra. O processo de 

formação do biofilme se dá com a adsorção de bactérias em superfícies sólidas, seguida de 

fixação, crescimento e secreção de polissacarídeos extracelulares (Figura 2) (THALLINGER 

et al., 2013). A formação desse biofilme de matriz extracelular altamente estruturada é mais 

um fator que contribui para a resistência de S.aureus, tornando sua suscetibilidade de 10-

1.000 vezes menor ao variado número de antimicrobianos disponíveis no mercado 

(MOHAMMED et al., 2018). 
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Fonte: Adaptado de THALLINGER et al., 2013  

 

Diante do que foi descrito, uma solução viável para o controle dessas infecções é 

o uso de extratos de plantas a fim de purificar compostos que possam compor medicamentos, 

dado que os antibióticos existentes no mercado perderam sua eficiência contra 

microrganismos resistentes. No período de 2005-2015, cerca de 112 plantas foram estudadas, 

sendo fontes de compostos bioativos que exibiram atividade antibacteriana, antituberculósica 

e antimalárica (SUBRAMANI; NARAYANASAMY; FEUSSNER, 2017). 

 

2.2 Inibidores de proteases: Uma alternativa para aplicações na medicina e agricultura 

 

Os inibidores de proteases são uma classe de polipeptídios que agem 

impossibilitando a ação das enzimas proteolíticas. As enzimas proteolíticas desempenham 

importantes funções para a sobrevivência e manutenção dos organismos vivos. Além disso, 

estão relacionadas com o desencadeamento de doenças cardiovasculares, câncer, osteoporose, 

AIDS, doença de Alzheimer e infecções microbianas (SHAMSI; PARVEEN; FATIMA, 2016). 

Na presença dos inibidores de proteases, processos como crescimento celular, apoptose, 

renovação proteica e migração celular são afetados de maneira direta ou indireta (MARATHE 

Figura 2 - Estágios de formação do biofilme. 
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et al., 2019). Portanto, é de grande relevância a descoberta de novos inibidores para reverter 

às ocorrências citadas. 

 

A classificação dos inibidores de proteases é baseada no modo de ação, no tipo de 

protease que sofre inibição e na sequência primária dos inibidores (Figura 3) (RAWLINGS; 

BARRETT; BATEMAN, 2012). Na figura 3, algumas famílias são apresentadas e suas 

funções e estruturas são descritas (SHAMSI; PARVEEN; FATIMA, 2016). O presente 

trabalho destaca a superfamília de cistatinas, que contém a família do inibidor em estudo. As 

cistatinas são um grupo que compreende quatro famílias: (I) estefinas, (II) cistatinas, (III) 

cininogênios e (IV) fitocistatinas, que são classificadas de acordo com a massa molecular e 

sua distribuição na natureza.  (SHAMSI, 2016) 

 

As estefinas (família I) são polipeptídeos de cadeia única, com aproximadamente 

100 resíduos de aminoácidos, desprovidas de ligações dissulfeto e carboidratos. Esses 

inibidores atuam de maneira reversível com uma inibição do tipo competitiva. Elas podem ser 

encontradas no citosol de diferentes células e em fluídos corporais. Os representantes das 

estefinas são as cistatinas A e B. Diferente das estefinas, as cistatinas (família II) possuem 

duas ligações dissulfeto no terminal carboxil e alguns membros são glicosilados. Apresentam 

120-122 resíduos de aminoácidos e sua síntese ocorre como proproteína contendo um 

peptídeo sinal, esse fato sugere a existência de atividade extracelular. A família II tem como 

integrantes as cistatinas C, D, S, SA e SN. Já os cininogênios (família III) possuem alta massa 

molecular, oitos pontes de dissulfeto e são glicosilados, no entanto estes carboidratos não 

estão ligados nos domínios da cistatina. São representantes dos cininogênios: cininogênio 

humano de alta massa molecular (120 kDa), cininogênio humano de baixa massa molecular 

(68kDa) e cininogênio T (SHAMSI; BANO, 2017;OCHIENG; CHAUDHURI, 2010).  
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Figura 3 - Classificação dos inibidores de proteases 

 

Fonte: Adaptado de SHAMSI; PARVEEN; FATIMA, 2016. 

 

As fitocistatinas (família IV) são inibidores de baixa massa molecular que agem 

de maneira reversível no sítio ativo de proteases alvos (SIDDIQUI et al., 2016). A família IV 

das cistatinas é amplamente encontrada em plantas. O banco de dados PlantPI registra cerca 

de 495 inibidores provenientes de 129 famílias de plantas. Esses tipos de inibidores estão 

ligados diretamente com o sistema de defesa das plantas, através da atividade proteolítica 

contra proteases ditas essenciais. As fitocistatinas impedem o desenvolvimento de insetos e 

doenças que possam acometer diferentes espécies vegetais (MARATHE et al., 2019). Além de 

proteção contra patógenos e doenças, essas moléculas desempenham papel importante durante 

o processo de germinação e maturação de espécies vegetais, pois elas regulam as proteases 

envolvidas durante essas fases. A expressão desses inibidores é mais evidente quando existem 

condições de estresse biótico ou abiótico (SIDDIQUI et al., 2016). 
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As fitocistatinas possuem inúmeras aplicações na área médica, como exemplo 

temos a fitocistatina de arroz, Oryza sativa, que atua inibindo uma protease envolvida com 

câncer, artrite e doença de Alzheimer (VALADARES et al., 2010). Essas moléculas obtidas de 

plantas também possuem importância na agricultura, como, por exemplo, o inibidor obtido de 

feijão-de-corda ou feijão-caupi (Vigna unguiculata) que foi capaz de impedir o crescimento 

de larvas de Acanthoscelides obtectus e Zabrotes subfasciatus, importantes pragas agrícolas 

(AGUIAR et al., 2006). 

 

 Diante do exposto, percebe-se que os inibidores de proteases são moléculas 

promissoras com diversas aplicações. Portanto, a descoberta de novos inibidores é essencial, 

visto toda a versatilidade funcional dessas moléculas. 

 

2.3 Terminalia catappa: Uma fonte promissora de inibidores de proteases 

 

Terminalia catappa L. é uma espécie pertencente à família Combretaceae, 

conhecida popularmente como castanheira, castanhola, castanholeira, chapéu-de-sol e sete-

copas (OLIVEIRA; PEREIRA, 1984). Essa espécie é originária da Índia podendo ser 

encontrada, também, em outros países como Malásia, Austrália, Sri Lanka, Paquistão e muitos 

outros países do sul da Ásia (SHARMA; RANA, 2017).  Na América do Sul, a introdução 

dessa espécie teve a finalidade de reflorestamento e uso ornamental (KATIKI et al., 2017).   

 

O fruto da T. catappa L. é composto por 1/3 de polpa e 2/3 de semente. As 

sementes podem ser consumidas pelos seres humanos, sendo esse hábito comum em países 

em desenvolvimento (EZEOKONKWO; DODSON, 2004). As sementes são constituídas por 

proteína (23,8%), carboidratos (16%), lipídeos (51,8%), além de minerais como K (9,3%), Ca 

(8,3%) e Mg (8) (MATOS et al., 2009). A espécie é amplamente estudada para aplicação 

medicinal, pois as folhas possuem atividade antioxidante (KINOSHITA et al., 2007), anti-

inflamatório (FAN et al., 2004) e anticâncer (CHEN et al., 2000) e os frutos têm propriedades 

antidiabéticas (NAGAPPA et al., 2003). Além da finalidade medicinal, a espécie é usada 

também na produção de biocombustíveis, o que amplia a aplicação da T. catappa (IHA et al., 

2014). 

A T. catappa é uma fonte promissora de inibidores de protease, visto que estudos 

realizados por nosso grupo de pesquisa levaram à purificação de uma fitocistatina de sementes 

que inibiu o crescimento de Candida tropicalis (QUEIROZ , 2018). As aplicações da espécie 
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vegetal são inúmeras, assim, a T. catappa se mostra uma fonte de moléculas promissoras para 

o desenvolvimento de pesquisas, seja na área medicinal ou ambiental. Portanto, o presente 

trabalho se justifica pelo potencial apresentado pelas sementes da espécie como fonte de 

moléculas promissoras na área medicinal. 

 

3 OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo Geral 

 

Purificação de um inibidor de protease proveniente das sementes de Terminalia 

catappa, determinação de suas características bioquímicas e avaliação de seus efeitos 

antimicrobianos. 

 

3.2. Objetivos Específicos  

 

 Estabelecimento de um protocolo de purificação de um dos inibidores de proteases 

cisteínicas encontrados nas sementes maduras de T. catappa; 

  Avaliação do grau de pureza e determinação da massa molecular aparente do inibidor; 

 Determinação da cinética de inibição; 

 Determinação da temperatura ótima de atividade inibitória do inibidor purificado 

sobre a papaína; 

 Determinação da estabilidade térmica do inibidor purificado; 

 Determinação da estabilidade do inibidor purificado a diferentes condições de pH; 

 Determinação dos efeitos do inibidor purificado sobre E. coli, S. aureus e leveduras do 

gênero Candida. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Reagentes Químicos 

 

Acrilamida, N,N’-metileno bisacrilamida, , albumina sérica bovina (BSA), Coomassie 

Brilliant Blue G250, N-α-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BApNA), N-α-benzoil-DL-

arginina-pnaftilamida (BANA), 7-dimetilaminocumarina-4-ácido acético (DMACA), tripsina 

tipo II (EC 3.4.21.4), papaína (3.4.22.2), trizma-base, ditiotreitol (DTT) foram adquiridos da 

Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EUA). Os marcadores de massa molecular foram obtidos da 

GE Healthcare Life Science (NY, USA). Os demais produtos químicos e meios de cultura 

caldo Mueller Hinton adquirido da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EUA) e da Himedia® 

Laboratories Pvt. Ltd. (Mumbai, Índia). 

 

4.2. Material biológico 

 

Os frutos foram coletados no Campus do Pici da Universidade Federal do Ceará-UFC. 

A polpa foi descartada e o fruto seco em liofilizador durante 48 h. Após secagem, as 

amêndoas foram retiradas e trituradas em moinho elétrico, até obtenção de uma fina farinha, 

que foi, posteriormente, delipidada com hexano (C6H14) na proporção de 1:5 (m/v). A farinha 

passou por cinco trocas de hexano. Após delipidação, a farinha foi seca em temperatura 

ambiente (24 °C) durante 48 h, sendo, em seguida, armazenada sob refrigeração até o 

momento da extração do inibidor.  

As bactérias Gram-positiva S. aureus (ATCC 25923) e a Gram-negativa E. coli 

(ATCC 8739) foram obtidas do Laboratório de Toxinas Vegetais do Departamento de 

Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceará (UFC). Já as leveduras 

Candida albicans (ATCC 10231), Candida parapsilosis (ATCC 22019), Candida krusei 

(ATCC 6258) e um isolado clínico de Candida tropicalis foram adquiridos do Departamento 

de Patologia e Medicina Legal da UFC (Laboratório de Patógenos Emergentes e 

Reemergentes). 

 

4.3. Extração das proteínas 

 

A extração das proteínas foi realizada conforme protocolo baseado em QUEIROZ 

et al., 2018. As proteínas totais foram extraídas em tampão tris-HCl 50 mM, pH 7,5 contendo 

0,2 M de NaCl, na proporção de 1:10 (m/v), durante 180 min, sob agitação, a 4 ºC. Após 
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extração, a suspensão foi filtrada em tecido de nylon e, em seguida, centrifugada a 12.000xg, 

por 20 min, a 4 °C (centrífuga Himachi II, Hitachi, Tóquio, Japão). O sobrenadante obtido foi 

incubado em banho-maria a 80 °C durante 30 min. Em seguida, o material foi centrifugado a 

12.000xg, por 20 min, a 4°C (centrífuga Himachi II, Hitachi, Tóquio, Japão) e o sobrenadante 

recolhido, dialisdo contra água destilada e liofilizado, denominado de Fração 80 °C (F80 °C). 

 

4.4. Determinação do teor de proteínas 

 

A dosagem de proteínas solúveis foi realizada seguindo a metodologia proposta 

por Bradford, (1976). A concentração proteica foi estimada em relação a uma curva padrão 

obtida utilizando diferentes concentrações de albumina sérica bovina. Alíquotas de 0,1 mL da 

amostra, não diluída ou diluída em até 10 vezes, foram adicionadas em um tubo de ensaio 

com 2,5 mL da solução de Bradford. Após 15 min em temperatura ambiente (23 ± 2 °C), 

leituras de absorbâncias a 595 nm em espectrofotômetro (Genesys 10S UV, Thermo Fischer, 

Waltham, Estados Unidos) foram anotadas. O cálculo para obter a concentração de proteínas 

(Cp) das amostras foi feito com base no fator de calibração (Fc) gerado a partir da curva 

padrão obtida usando albumina sérica bovina como proteína padrão.  A equação abaixo foi, 

então, empregada para o cálculo da concentração de proteína expressa em mg por mL da 

amostra:  

𝐶𝑝 =  
𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑎𝑠 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑣𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎𝑠 ∗ 𝐹𝑐 ∗ 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

100
= 𝑚𝑔/𝑚𝑙 

 

4.5. Purificação 

 

O extrato proteico e a fração F80 °C apresentaram elevada atividade inibitória 

contra papaína. Portanto, esta fração foi utilizada para dar continuidade ao estudo, objetivando 

a purificação de um inibidor de papaína. A fração F80 °C (15 mg) foi, inicialmente, solubilizada 

em 10 mL de tampão tris-HCl 50 mM, pH 7,5, e submetida a cromatografia de troca-iônica 

em matriz de DEAE-celulose, previamente equilibrada com o mesmo tampão. As proteínas 

não-retidas foram eluídas com o mesmo tampão de equilíbrio e as proteínas retidas foram 

eluídas, sequencialmente, com tampão de equilíbrio acrescido de 0,2 e 1 M de NaCl . A 

cromatografia foi realizada em fluxo constante de 60 mL/h, sendo frações de 4 mL coletadas. 

As frações obtidas foram analisadas quanto à presença de atividade inibitória de proteases. A 

fração não-retida apresentou a melhor atividade inibitória frente à papaína, sendo então 
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dialisada contra água destilada e liofilizada. Posteriormente, foi verificado que essa fração 

continha uma única proteína, com atividade inibitória de papaína. Essa proteína foi então 

denominada de TcPI-II  (T. catappa papain inhibitor II). 

 

4.6. Especificidade Enzimática 

 

O ensaio de atividade inibitória de tripsina foi realizado de acordo com Erlanger; 

Kokowsky; Cohen (1961), avaliando a atividade hidrolítica residual da tripsina bovina após 

incubação com as amostras testes, usando  BApNA (N-α-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida) 

como substrato. O TcPI-II obtido de sementes de T. catappa na concentração de 2,98 x 10
-4 

M 

foi solubilizado em tampão tris-HCl 50 mM, pH 7,5 e incubado com 20 µL de tripsina (0,3 

mg mL
-1

 em 1 mM HCl), a 37 ºC, por 10 min. A esta mistura, 0,5 mL de de BApNA 1,25 mM 

foram adicionado e após 15 min a reação foi interrompida por adição de 250 µL de ácido 

acético glacial a 30% (v/v). A hidrólise de BApNA foi monitorizada a 410 nm em 

espectrofotômetro (Genesys 10S UV, Thermo Fischer, Waltham, Estados Unidos) .   

 

O ensaio de atividade inibitória de papaína foi conduzido segundo ABE et al., 

(1992), usando BANA (N-α-benzoil-DL-arginina-pnaftilamida) como substrato. Alíquotas de 

200 µL de TcPI-II (2,98 x 10
-4 

M) foram incubadas com 30 µL de solução de papaína (1 mg de 

papaína) dissolvida em água ultrapura grau Milli-Q e diluída 20 vezes em tampão fosfato de 

sódio 250 mM, pH 6,0, 40 µL da solução ativadora (tampão fosfato de sódio 250 mM, pH 6,0, 

EDTA 2 mM, DTT 3 mM) e 230 µL de tampão fosfato de sódio 250 mM, pH 6,0. A mistura 

foi incubada a 37 ºC por 10 min. Após a incubação, 200 µL de BANA na concentração de 1 

mM foram adicionados. Após 20 min, a reação foi interrompida pela adição de 500 µL de HCl 

a 2% (v/v) preparado em etanol a 95% (v/v). Em seguida, 500 µL de DMACA [(4-

[dimetilamino] cinnamaldeído) a 0,06% (p/v) dissolvidos em etanol a 95% (v/v) foram 

adicionados para desenvolvimento da cor, sendo as leituras de absorbância feitas a 540 nm em 

espectrofotômetro (Genesys 10S UV, Thermo Fischer, Waltham, Estados Unidos).  

 

4.7. Avaliação do grau de pureza e determinação da massa molecular  

 

O perfil eletroforético de TcPI-II foi obtido após eletroforese em gel de 

poliacrilamida, em presença de SDS, segundo metodologia descrita por Laemmli (1970) 

adaptada ao uso de placas. Para montagem das placas, gel de aplicação, encerrando 3,5% de 
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acrilamida e 1% de SDS preparados em tampão tris-HCl 50 mM, pH 6,8, e gel de separação 

contendo 15% de acrilamida e 1% de SDS em tampão tris-HCl 3,0 M, pH 8,8 foram usados. 

As amostras foram primeiramente dissolvidas em tampão de amostra (tris-HCl 62,5 mM, pH 

6,8, contendo 1% de SDS  e  20% de glicerol). Em seguida, as mesmas foram aquecidas a 

100 °C durante 5 min e centrifugadas (centrífuga Mikro 200R, Hettich, Alemanha) a 12.000 x 

g, por 5 min, à temperatura ambiente (24 °C).  Azul de bromofenol (4 vezes concentrado) foi 

adicionado aos sobrenadantes para acompanhar a corrida eletroforética. Em seguida, foram 

aplicadas alíquotas (10µL) das amostras em poços do gel de aplicação e a corrida foi 

conduzida a uma corrente constante de 20 mA, por, aproximadamente, 1 h. Após corrida 

eletroforética, as proteínas do gel foram fixadas com solução aquosa de etanol a 30% (v/v) e 

ácido fosfórico 2% (v/v) e, então, reveladas com Coomassie G-250 (Blue silver) 

(CANDIANO et al., 2004).  Já o descoramento do gel foi feito com solução de metanol, ácido 

acético e água (1,0:3,5:8,0, v/v/v). As seguintes proteínas foram usadas como padrões de 

massa molecular: fosforilase B (97 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 

kDa), anidrase carbônica (30 kDa), inibidor de tripsina de soja tipo Kunitz (20,1 kDa) e 2-

lactoalbumina (14,4 kDa). A massa molecular aparente das amostras foi estimada a partir de 

uma curva padrão construída com os Rfs dos marcadores de massa molecular utilizados.  

 

4.8. Zimograma  

 

A visualização do perfil de inibição em gel de TcPI-II   foi realizada de acordo 

com Shaw & Prasad (1970).  As amostras foram primeiramente dissolvidas em tampão de 

amostra (tris-HCl 62,5 mM, pH 6,8, contendo 1% de SDS  e  20% de glicerol). Em seguida, 

as mesmas foram aquecidas a 100 °C durante 5 min e centrifugadas (centrífuga Mikro 200R, 

Hettich, Alemanha) a 12.000 x g, por 5 min, à temperatura ambiente (24 °C).  Alíquotas de 

TcPI-II  (10µg) foram aplicadas em poços no gel de aplicação (3%) e a corrida eletroforética 

desenvolvida em gel de poliacrilamida a 15% (m/v) contendo gelatina 0,5% (m/v). Após a 

corrida eletroforética, o gel foi incubado em Triton X-100 a 2,5% (v/v) por 20 min a 37 °C, 

lavado com água destilada e incubado com solução de papaína (0,1 mg/mL) durante 120 min 

a 37 °C. As proteínas do gel foram coradas com Coomassie Brilliant Blue R-250 preparado 

em metanol, ácido acético e água (4:1:5, v/v/v). O excesso de corante foi removido do gel 

usando a solução de metanol, ácido acético e água (4: 1: 5,v/v/v). 
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4.9. Parâmetros Cinéticos 

 

O TcPI-II foi colocado em diferentes concentrações (0,94 x 10
-5 

M, 1,57 x 10
-5 

M, 

1,89 x 10
-5 

M e 3,14 x 10
-5 

M) e em seguida estas foram utilizadas em ensaio de inibição 

contra papaína para avaliar a concentração do inibidor capaz de inibir 50% da atividade da 

enzima (IC50). Para determinar a constante de inibição (Ki), o inibidor TcPI-II   foi preparado 

em tampão fosfato de sódio 250 mM, pH 6,0 em diferentes concentrações (1,36 x 10
-6

 e 2,05 

x 10
-6

 M) e incubado com solução de papaína, nas condições descritas no item 4.6. A reação 

foi iniciada pela adição de 200 μL de BANA em diferentes concentrações (0,5 x 10
-3

 M e 2,0 

x 10
-3

 M) e foi interrompida após 20 min pela adição de 500 μL de de HCl 2% (v / v)  em 

etanol 95% (v / v). O gráfico de Lineweaver-Burk foi obtido pelo valor recíproco da taxa da 

reação enzimática (1/v) versus o valor recíproco da concentração do substrato (1/[S]) na 

ausência e presença de TcPI-II. O Ki foi obtido pela interseção das duas linhas no eixo x, 

correspondendo às concentrações do substrato (Dixon). 

 

4.10. Temperatura e pH ótimos da atividade inibitória 

 

Para avaliar a estabilidade térmica de TcPI-II, o inibidor (2,7 x 10
-6 

M) foi 

incubado em banho-maria em diferentes temperaturas (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 °C) 

durante 20 min. As amostras foram resfriadas em geladeira (10 ± 2 °C) e em seguida estas 

foram utilizadas em ensaio de inibição contra papaína. A atividade inibitória residual foi 

quantificada a partir de leituras a 540 nm em espectrofotômetro (Genesys 10S UV, Thermo 

Fischer, Waltham, Estados Unidos). Além disso, um outro ensaio de inibição de papaína foi 

realizado, onde TcPI-II (2,7 x 10
-6 

M) sofreu aquecimento em banho-maria a 100 ± 2 °C em 

diferentes tempos (0, 45, 60 75, 90 e 120 min), as amostras foram resfriadas em geladeira (10 

± 2 °C) e posteriormente o ensaio foi conduzido. A atividade residual foi quantificada do 

mesmo modo que o experimento de estabilidade anterior. 

 

 O TcPI-II (2,7 x 10
-6 

M) foi diluído em diferentes tampões com concentração de 

50 mM com valores de pH variando de 2 a 10, a saber: glicina-HCl (pH 2); acetato de sódio 

(pH 5,2); fosfato de sódio (7); tris-HCl (pH 8); e glicina-NaOH (pH 10). As amostras foram 

incubadas em temperatura ambiente (23 ± 2 °C) por um período de 30 min, em seguida, a 

atividade inibitória contra papaína foi avaliada, como descrito anteriormente. 
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4.11. Ensaio antimicrobiano in vitro contra bactérias  

 

TcPI-II foi testado contra E. coli e S. aureus em placas de poliestireno para 

microtitulação com 96 poços , de acordo com Clinical & Laboratory Standards Institute 

(CLSI, https://clsi.org/). Para o ensaio uma alíquota de 100µL do meio de cultura de caldo 

Mueller Hinton com células bacterianas (5 x 10
5 

CFU / mL) foi incubada por 480 min a 

37 °C, no escuro, com o TcPI-II  dissolvidos e diluídos em série ( 3,14 x 10
-8 

, 1,57 x 10
-8 

, 

7,86 x 10
-9

, 3,93 x 10
-9 

e 1,96 x 10
-9

) em fosfato de sódio 50 mM, pH 7,5. Após 24 horas em 

temperatura ambiente (23 ± 2 °C), leituras de absorbância a 600 nm foram realizadas em 

leitor de absorvância automatizado para microplacas de absorvância (Epoch, BioTek 

Instruments, Inc., EUA).  Os controles negativos e positivos foram fosfato de sódio 50 mM, 

pH 7,5 e ciprofloxacina (1,50 x 10
-6 

M), respectivamente. O meio de cultura de caldo Mueller 

Hinton contendo apenas as células bacterianas foi utilizado como referência para 100% de 

crescimento.  

 

O ensaio antifúngico foi realizado em caldo Mueller Hinton em placas de 

poliestireno para microtitulação com 96 poços. Alíquotas (100 µL) contendo suspensão 

celular de C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei (0,5 x 10
3
 a 2,5 x 10

3
 UFC / 

mL) em caldo Mueller Hinton foram incubadas com 100 µL de TcPI-II dissolvido e diluído 

em série (15,7 x 10
-6

, 7,8 x 10
-6

, 3,9 x 10
-6

 e 1,95 x 10
-6 

M) em NaCl 0,15 M. A incubação das 

placas ocorreu a 37 °C, 24 h, no escuro. O crescimento da levedura foi avaliado por leituras 

de absorvância a 600 nm em um leitor de microplacas de absorbância automatizado (Epoch, 

BioTek Instruments Inc., EUA). Para os controles foram usados Nistatina 122,7 μM  (controle 

positivo) e NaCl 0,15 M  (controle negativo). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Extração de proteínas de sementes de T. catappa 

 

Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa mostraram que as 

sementes de T. catappa constituem uma importante fonte de inibidores de proteases. Dessa 

forma, este estudo padronizou um protocolo para extração e purificação (Figura 4) de um 

inibidor de papaína presente nas sementes dessa espécie, objetivando sua aplicação como 

inibidor antimicrobiano. O aquecimento do extrato a 80 °C por 30 min resultou na eliminação 

de vários contaminantes, resultando em um material mais limpo, quando comparado ao 

extrato obtido por precipitação com ácido tricloroacético (TCA), usada como uma etapa de 

purificação de um outro inibidor de papaína de sementes de T. catappa (QUEIROZ , 2018). 

As coletas das sementes ocorreram de um único exemplar da espécie vegetal. No ano de 2018 

o exemplar estudado teve sua copa cortada, este fato pode ter influenciado na expressão do 

inibidor, pois os padrões de inibição não foram mais os mesmos, a produção dos frutos 

também sofreu com essa condição. Dessa forma, é interessante a condução de estudos para a 

analisar a expressão do inibidor em diferentes condições, como clima e estresse mecânico. 
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Figura 4 - Esquema para obtenção da fração 80 °C (F80 °C) de sementes de T. catappa 

 

 

 

Fonte: Próprio autora. 
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5.2. Purificação do TcPI-II  

 

O extrato proteico obtido das sementes de T. catappa exibiu atividade inibitória 

específica de papaína de 16,4 UAI mg
-1

 de proteína (Tabela 1). A purificação do inibidor 

compreendeu precipitação de proteínas indesejáveis por aquecimento em banho-maria do 

extrato proteico de T. catappa, a 80 °C, gerando a F80 °C. Esta fração apresentou aumento da 

atividade inibitória específica de papaína (29,5 UAI mg
-1

 de proteína), em relação ao extrato 

bruto, com rendimento e índice de purificação de 80% e 1,8x, respectivamente. Após 

aplicação da F80  °C em coluna de DEAE-celulose equilibrada com tampão tris-HCl 50 mM, 

pH 7,5, duas frações proteicas com atividade inibitória de papaína foram obtidas (Fig. 5). A 

primeira fração foi eluída com o próprio tampão de equilíbrio e encerrava o inibidor de 

papaína purificado (TcPI-II), como mostrado apresentando uma única banda proteica após 

SDS-PAGE (Fig. 8). O TcPI-II apresentou atividade específica de 142,3 UAI mg
−1

, 

rendimento de 2,3% e índice de purificação de 8,7x. O rendimento de TcPI-II foi semelhante 

ao encontrado para um inibidor de protease purificado de Triticum dicoccoides  que 

apresentou rendimento de 2,25% (RUAN et al., 2017). Já o baixo índice de purificação em 

relação ao extrato bruto denota que este encerrava poucas proteínas contaminantes, que foram 

removidas pelo tratamento térmico a 80 °C seguido da cromatografia. Por isso, a necessidade 

de poucos etapas de purificação para obtenção do TcPI-II.   
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Tabela 1 - Etapas de purificação do inibidor de papaína obtido de Terminalia catappa (TcPI-

II).                                                                                                                                                                                                 

Etapas de 

Purificação  

Proteína 

total 

(mg) 

Atividade 

total 

(UAI)
a
 

Atividade 

específica 

(UAI mg
−1

)
b
 

Rendimento 

(%)
c
 

Índice de 

purificação 

(x)
d
 

Extrato Bruto 762,0 12501,0 16,4 100,0 1,0 

F80 °C 610,2 18032,0 29,5 80,1 1,8 

TcPI-II (DEAE-

Celulose) 

17,5 2487,0 142, 3 2,3 8,7 

 

Fonte: Própria autora. 

a) Quantidade total de proteína recuperada a partir de 20 g de farinha delipidada de sementes de T.  

Catapa. 

b) 1 UAI (unidade de atividade inibidora da papaína) foi definida como a diminuição de 0,01 unidade 

de absorbância na presença do inibidor em relação àquela na sua ausência, lida a 540 nm; 

c) A atividade específica obtida em cada etapa foi calculada como sendo a razão entre a sua atividade 

total e a concentração total de proteína; 

d) O índice de purificação foi calculado como a razão entre a atividade específica obtida em cada etapa 

de purificação e aquela do extrato bruto tomada como 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Própria autora 

Figura 5 - Perfil cromatográfico em DEAE-celulose da fração F80 °C 
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A coluna foi equilibrada com tampão tris-HCl 50 mM, pH 7,5, e 15 mg de F80 °C dissolvido nesse 

tampão foi aplicado. A fração não-retida na matriz foi eluida com o tampão de equilíbrio e as demais 

com um gradiente de NaCl de 0-1 M, preparado no tampão tris. Frações de 4,0 mL foram coletadas a 

uma vazão de 60 mL/ h. Barras horizontais no interior dos picos indicam frações que exibem atividade 

inibitória de papaína. 

 

5.3. Especificidade enzimática 

 

O TcPI-II inibiu a atividade da papaína   que é uma protease cisteínica, em até 

95%. Já contra tripsina, uma serino protease, o TcPI-II não apresentou atividade inibitória 

(Figura 6). Resultado semelhante foi observado para um inibidor de protease purificada de 

Cicer arietinum (AB et al., 2016), que inativou de forma eficiente a papaína, mas não a 

tripsina. A especificidade de inibidores de proteases cisteínicas em relação às proteases 

inibidas é devida a um resíduo de Gly conservado, encontrado na região N-terminal desse tipo 

de inibidor, que desempenha papel fundamental para propiciar uma forte atividade inibitória. 

Essa região do inibidor não mantém contato direto com o sítio ativo de proteases, mas 

contribui para o processo de ligação, ou seja, da formação do complexo Enzima-Inibidor (EI) 

(BENCHABANE et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Própria autora 

 

Figura 6 - Especificidade inibitória do TcPI-II frente a papaína e tripsina 
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O TcPI-II (2,98 x 10
-4 

M) foi incubado em meio de reação contendo papaína e tripsina. A 

atividade inibitória foi realizada de acordo com Erlanger; Kokowsky; Cohen (1961) e avaliada por 

espectrofotometria.  Os valores correspondem à média de três repetições (n = 3). 

 

5.4. Caracterização bioquímica da fitocistatina TcPI-II 

 

5.4.1. Confirmação da atividade inibitória do TcPI-II por zimografia 

 

O zimograma (Figura 7) mostra que o TcPI-II  apresentou atividade inibitória de 

papaína na  região onde o inibidor foi aplicado confirmando, assim, a inibição dessa cisteíno 

protease. Esse resultado já era esperado, visto que a especificidade de impedir a atividade de 

papaína havia sido confirmada por ensaio de inibição avaliado por diminuição da absorbância 

da reação inibida em relação à não-inibida (Tabela 1). 

 

5.4.2. Massa molecular do TcPI-II 

 

O TcPI-II se apresentou como uma única banda proteica após SDS-PAGE, com 

massa molecular aparente de 15,9 kDa (Figura 8). Essa massa molecular foi similar àquelas 

encontradas para os inibidores purificado de Allium sativum (12,5 kDa) (SIDDIQUI; 

AHMED; BANO, 2017) e cisteína de Helianthus annuus (15,0 kDa) (ASHOURI et al., 2017). 

A maioria das cistatinas são definidas como moléculas pequenas que possuem massa 

molecular entre 11-16 kDa (MARATHE et al., 2019). 
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Fonte: Própria autora 

O gel foi realizado segundo a metodologia descrita por Shaw & Prasad (1970). A quantidade de 

proteína aplicada por raia foi de 10 μg. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Própria autora 

 

O gel foi corado segundo a metodologia descrita por Laemmli (1970) . Na raia MM encontram-se os 

marcadores de massa molecular. Na raia 1, encontra-se o TcPI-II. O gel foi corado de acordo com a 

metodologia descrita por NEUHOFF et al. (1988). A quantidade de proteína aplicada por raia foi de 10 

μg. 

M.M. 1 

Figura 7 - Zimograma confirmando a atividade inibitória de papaína do TcPI-II. 

Figura 8 - Perfil do TcPI-II após eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE; 15%) 
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5.4.3. Parâmetros cinéticos (IC50, mecanismo de inibição e determinação de Ki) 

 

Em relação à atividade inibitória, o TcPI-II na concentração de 1,56 × 10
-5 

M foi 

capaz de reduzir em 50% a atividade da papaína (Figura 9). O IC50 do TcPI-II apresentou  

concentração de 1,56×10
-5

 M, para  um outro inibidor de protease cisteínica de Terminalia 

catappa foi observada a concentração de 5,25 x10
-6

 M (QUEIROZ , 2018).  Os gráficos de 

Lineweaver-Burk e Dixon revelaram que o TcPI-II é um inibidor competitivo, com um Ki de 

1,02 x 10
-6 

 M. A fitocistatina purificada de Colocasia esculenta, assim como TcPI-II, foi 

relatado como inibidor competitivo contra a papaína, com valor de Ki de 5,8 × 10
 -8 

M 

(WANG et al., 2008).  A literatura afirma que as cistatinas, em grande maioria, são inibidores 

competitivos (BENCHABANE et al., 2010).  

 

a) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Cinética de inibição da papaína pelo TcPI-II 
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c) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Própria autora 

 

a) Efeito do TcPI-II contra a papaína. O IC50 de TcPI-II na papaína foi de 1,56x 10
-6

 M; 

b) Gráfico de Dixon para determinação da constante de dissociação (Ki). O BANA foi utilizado em 

concentrações finais de 0,5 x 10
-3

, 1,00 x 10
-3

 e 2,00 x 10
-3

 M com aumento da concentração do 

inibidor (1,36 x 10
-6 

 e
 
2,05 x 10

-6
). O valor de Ki para TcPI-II foi de 1,02 x 10

-6
 M; 

c) Gráfico de atividade inibidora de Lineweaver-Burk contra a papaína por TcPI-II. A atividade 

enzimática foi determinada usando BANA como substrato. Os dados mostram que a cistatina 

purificada é um inibidor competitivo da papaína. 

 

5.4.4. Estabilidade a temperatura e pH de TcPI-II  sobre a papaína  

 

 O TcPI-II  apresentou atividade máxima em 50 °C, mas, também, mostrou 

atividade considerável nas demais temperaturas testadas (Figura 10A). Ao ser aquecido a 

100 °C durante 45, 60, 75, 90 e 120 min, a atividade inibitória do TcPI-II permaneceu estável 

(Figura 10B). Os dados apresentados por QUEIROZ et al., 2018 também evidenciaram a 

estabilidade térmica de um outro inibidor de protease cisteínica (TcPI-I) purificado de 

sementes de T. catappa, que manteve sua atividade inibitória constante quando incubada por 

20 min com temperaturas variando de 37 a 100 °C.  Um inibidor purificado de Vigna radiata 

(KLOMKLAO et al., 2011) demonstrou semelhança com o TcPI-II, pois a  atividade de 

inibição permaneceu a mesma quando o inibidor foi aquecido a 90 °C em diferentes tempos, 

ocorrendo  decréscimo na atividade só após 60 min de aquecimento. A resistência ao calor é 

uma das características apresentadas por fitocistatinas, em função da presença de pontes de 
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dissulfeto (BANGRAK; CHOTIGEAT, 2011).  

 

Por outro lado, as fitocistatinas purificadas de amêndoa de noz (SIDDIQUI et al., 

2016) e sementes de Cicer arietinum  (AB et al., 2016) não apresentaram a mesma 

termoestabilidade dos inibidores referidos acima, pois ao serem expostos a temperaturas 

acima de 50 e 80 °C eles perderam o potencial de inibição. A fitocistatina purificada de 

Brassica alba (AHMED; SHAMSI; BANO, 2016) também não demonstra a mesma 

estabilidade térmica do TcPI-II,  visto que no primeiro minuto de incubação a 70 °C o inibidor 

perdeu totalmente sua atividade 

 

A atividade inibitória de TcPI-II sobre a papaína manteve-se também constante 

quando o inibidor foi incubado em diferentes valores de pH (Figura 10C). Da mesma forma, 

as cistatinas purificadas de Brassica nigra (FEROZ et al., 2019) e amendoeira (SIDDIQUI et 

al., 2016) obtiveram atividade inibitória contra papaína na faixa de pH 5-9 e 3-12, estas 

apresentaram pequenas perdas de atividade se mantendo estável nos diferentes pH de 

incubação. Diferente dos inibidores de proteases apresentados, o obtido de Solanum 

aculeatissimum Jacq não apresentou estabilidade nos extremos de pH ácido (2-3) e básico 

(11-12). No entanto, mostrou atividade inibitória máxima em pH 8,0 e pequenas perdas de 

inibição no pH de 4-10. A estabilidade do inibidor ao pH está relacionada a suas 

peculiaridades estruturais, como a presença de anéis aromáticos geralmente envolvidos na 

transferência de energia (MEENU KRISHNAN; MURUGAN, 2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

40 

Figura 10 - Estabilidade do TcPI-II em relação à sua atividade inibitória sobre papaína, 

quando tratado termicamente e incubado a diferentes pHs 
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c)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Própria autora 

 

a) Estabilidade térmica do TcPI-II após 20 min de incubação a diferentes temperaturas; 

b)  Estabilidade do TcPI-II após diferentes tempos de incubação a 100 °C;  

c) Estabilidade do TcPI-II após incubação em  diferentes pHs por 30 min a 37 °C. 

 

5.5 Atividade antimicrobiana de TcPI-II  

 

A atividade antimicrobiana in vitro de TcPI-II contra S. aureus resultou em 

diferentes taxas de inibição para o patógeno (Tabela 2). Já contra o crescimento de E. coli e 

leveduras (C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis) TcPI-II não foi efetivo, 

diferente de TcPI-I (QUEIROZ, 2018), que apresentou inibição do crescimento de C. 

tropicalis. A concentração de TcPI-II para inibir 86,40% do crescimento S. aureus foi de 3,14 

x 10
-8 

M. Para um inibidor de tripsina purificado de sementes de Jatropha curcas (JcTI-I) 

(COSTA et al., 2014) foi necessário uma concentração de 4,87 x 10
-7

 M para inibir 84,60% do 

crescimento do mesmo patógeno, desse modo, quando comparamos os resultados percebemos 

que o TcPI-II foi eficiente no combate de S. aureus em uma concentração menor que o 

inibidor encontrado na literatura.  
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 Os inibidores provenientes de plantas possuem alta atividade inibitória contra 

proteases cisteínicas, estas possuem atuação como moléculas antibacterianas e antivirais 

(SHAMSI; PARVEEN; FATIMA, 2016). A problemática da resistência à medicamentos cria a 

necessidade de novas alternativas para o combate desses microrganismos, logo as cistatinas 

são potentes na ação contra patógenos (WESIERSKA et al., 2005). O fato dos inibidores de 

proteases combaterem a invasão de patógenos em plantas pode justificar sua ação 

antimicroabiana contra microrganismos que acometem os seres humanos (ESWARI; YADAV, 

2019).  

 

Com base no exposto, os resultados alcançados no presente trabalho possibilitam 

o uso da espécie T. catappa como fonte de moléculas de interesse médico para impedir o 

crescimento de S. aureus. Em especial, a fitocistatina (TcPI-II) purificada da espécie vegetal T. 

catappa foi capaz de controlar uma espécie patogênica responsável por inúmeras infecções.  

 

Tabela 2- Atividade antimicrobiana de TcPI-II frente a S. aureus 

 

 

          Amostras 

 

 

Inibição (%) 

 

Fosfato de sódio 50 mM, pH 7,5                         

TcPI -II (3,14 x 10
-8 

M ) 

TcPI -II (1,57 x 10
-8 

M) 

TcPI -II (7,86 x 10
-9 

M) 

TcPI -II (3,93 x 10
-9 

M)                              

TcPI -II (1,96 x 10
-9 

M) 

Ciprofloxacina (1,50 x 10
-6 

M) 

 

 

 - 

86,40 

50,90 

32,13 

35,60 

38,66 

100 
 

 

Fonte: Própria autora 

 

A tabela foi construída com base nos percentuais de inibição de TcPI-II em diferentes concentrações. 
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6. CONCLUSÃO 

 

O TcPI-II, uma fitocistatina purificada de sementes de T. catappa, foi 

caracterizada e avaliada quanto ao seu potencial de atividade antimicrobiano. A resistência do 

inibidor à diferentes temperaturas, tempos de aquecimento e pH, bem como sua atividade 

inibitória do crescimento de S. aureaus, uma bactéria resistente e de difícil controle, torna 

essa molécula promissora para uso médico. Entretanto, há necessidade de estudos de seu 

mecanismo de ação e testes de segurança de seu uso clínico. Além disso, sua sequência pode 

ser analisada a fim de se obter um peptídeo inspirado no inibidor. 
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