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Resumo  

A tripsina é uma serino-protease do sistema digestivo. Estudos mostraram que isolados de plantas que 
a inibem, também o fazem com as serino-proteases atuantes na inflamação, modulando o processo. A Libidibia 
ferrea é amplamente utilizada pela população e extratos do caule e frutos foram comprovados como anti-
inflamatórios. Este trabalho objetivou avaliar o inibidor de tripsina isolado das sementes de L. ferrea (LfTI) sobre 
a desgranulação de mastócitos (3 mg/kg), a viabilidade, produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) e adesão 
de macrófagos peritoneais (50 µg/mL). O LfTI não inibiu a desgranulação de mastócitos (34,67% ± 3,05%) de 
animais induzidos pelo composto 48/80, comparado ao controle (32,33% ± 5,77%). Ainda, o LfTI manteve 
viáveis os macrófagos (81,37% ± 5,82%) e inibiu a produção de H2O2 por macrófagos induzidos por PMA em 
48,40% (controle: 10,99 ± 2,07 / H2O2 µM) e a adesão de macrófagos induzida por LPS em 49,40% (controle: 
0,3338 ± 0,178 absorbância / 2x105 células). 

 
Autorização legal: Comitê de Ética no Uso de Animais - CEUA / UFMS / Protocolo nº 911/2017 
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Introdução 

As serino-proteases são enzimas proteolíticas, sendo a tripsina uma de suas representantes a qual 
atua no sistema digestivo. Essas ezimas desempenham um papel crucial no funcionamento do sistema imune, 
pois recrutam células e estimulam a liberação de substâncias pró-inflamatórias (PUENTE et al., 2003). Sob 
condições fisiológicas, as serino-proteases são reguladas por inibidores endógenos e o desequilíbrio pode levar 
a cronificação do processo e o surgimento de doenças inflamatórias (FAURSHOEU; BORREGAARD 2003). 

Estudos comprovaram a inibição de serino-proteases por compostos derivados de plantas (HRENN et 
al., 2006; WITTENAUER et al., 2015; BACHA et al., 2017) e, isolados capazes de inibir a tripsina também 
inibiram uma serino-protease atuante na inflamação (RIBEIRO et al., 2010; SHAMSI et al., 2018), modulando 
este processo. Os inibidores de tripsina purificados das espécies de Fabaceae destacam-se, uma vez que 
nesta família as sementes são uma das principais fontes para compostos inibidores de proteases (USSUF et 
al., 2001) e, no geral, são abundantes em um único indivíduo. 

Dentre as espécies de Fabaceae, pode-se destacar a Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz 
devido ao seu uso popular principalmente contra asma, bronquite, contusões e enterocolite (BRAGA, 1976). As 
propriedades anti-inflamatórias para extratos dos caule e frutos de L. ferrea foram observadas por Carvalho et 
al. (1996), Freitas et al. (2012), Lima et al. (2012) e de Araujo et al. (2014).  

Os inibidores de protease purificados da semente de Caesalpinia echinata Lam., espécie da 
subfamília de L. ferrea, reduziu a liberação de substâncias pró-inflamatórias (CRUZ-SILVA et al., 2013). Uma 
substância com propriedade de inibir a tripsina purificada das sementes de L. ferrea (LfTI – Libidibia ferrea 
Trypsin Inhibitor), apresentou atividades biológicas como ação antimicrobiana e anticoagulante 
(ROSENEGGER et al., 2017).  

Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do LfTI em modelos inflamatórios 
murinos, como a desgranulação de mastócitos, a viabilidade, produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) e a 
adesão de macrófagos peritoneais. 
 
Metodologia 

O LfTI foi obtido pelo grupo de pesquisa da Profª. Drª. Silvana Cristina Pando pelo processo de 
purificação de sementes coletadas no arboreto de leguminosas do Campus III do Instituto Nacional de 
Pesquisas da Amazônia (INPA), em Manaus/AM (03º08’S e 60º01’W). O material testemunho está depositado 
no Herbário INPA (n° 228.022). Para a desgranulação de mastócitos, utilizamos 3mg/kg de LfTI via subcutânea 
(s.c) como pré-tratamento, e para os demais ensaios, 50 µg/mL, in vitro. Estas concentrações foram baseadas 
em dados da literatura (PEREIRA et al., 2012; COSTA et al., 2016). 

Foram utilizados camundongos Mus musculus machos Swiss (18–25g), provenientes do Biotério 
Central da UFMS mantidos de acordo com as condições padrões de ambientação. 

Para determinar a desgranulação de mastócitos, foi administrado composto 48/80 (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, USA; 1 µg/mL) i.p nos animais pré-tratados com o LfTI. Como controles os animais receberam salina via 
s.c. e salina ou composto 48/80 via i.p. Após eutanásia o mesentério foi retirado, lavado e fixado com 
paraformaldeído 4%, lavado, transferido para uma lâmina e corado com Hema3®. As células foram contatas e 
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classificadas em desgranulados ou não-desgranulados com base em padrões morfológicos e na dispersão de 
grânulos. Para isso, foram contados 100 mastócitos e considerados desgranulados os mastócitos que 
apresentaram 10 ou mais grânulos liberados. Os resultados foram apresentados em % de células 
desgranuladas. 

Os experimentos realizados in vitro partiram da obtenção de macrófagos da cavidade peritoneal de 
camundongos. Para isso, foi administrado tioglicolato 3% i.p. nos animais 96h antes da coleta das células. 
Após eutanásia, o exsudato peritoneal foi lavado e as células coletadas em câmara de fluxo laminar e foram 
feitas as contagens total em Câmara de Neubauer e diferencial em lâminas coradas com Hema3 ® (Instant-
Prov, NewProv). Após, o exsudato foi centrifugado (1000 rpm, 8 min) e as células ressuspendidas em meio de 
cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). 

A viabilidade celular foi avaliada pelo método da redução do sal de tetrazolium e formação do produto 
solúvel formazan, seguindo o descrito por Mosmann (1983). Os resultados foram expressos em % de 
viabilidade comparados ao grupo controle (sem estímulo).  

A liberação de H2O2 foi avaliada seguindo Pick e Keisari (1980), adaptado por Pick e Mizel (1981) e 
modificado por Russo et al. (1989). Os resultados foram expressos em µM de H2O2.  

A adesão foi avaliada seguindo Lee e Warren (1987) e modificado por Santos et al. (2016). Os 
resultados foram expressos em absorbância / 2x105 células. 

Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). A análise estatística foi 
realizada por ANOVA seguida do teste de Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente 
significantes (GraphPad Prism 5, GraphPad Software Inc., EUA). 

 
Resultados e Discussão 

Nossos resultados mostraram que o composto 48/80 induziu a desgranulação de 32,33% ± 5,77% dos 
mastócitos avaliados. Essa resposta não foi alterada (34,67% ± 3,05%) em animais que foram pré-tratados com 
o LfTI e estimulados com o composto 48/80 (Figura 1).  

Corroborando nossos resultados, KIDO et al. (1988) observaram que uma espécie de Fabaceae, a soja 
(Glycine max (L.) Merr.; KIDO et al., 1988) não inibiu a desgranulação de mastócitos induzida pelo composto 
48/80, porém, foi capaz de inibir a desgranulação induzida por IgE (KIDO et al., 1985; 1988; HE et al., 1999), ou 
seja, houve a inibição por uma via de ativação diferente da utilizada neste estudo. 

 
FIGURA 1: Efeito do inibidor de tripsina Libidibia ferrea (LfTI) sobre a desgranulação de mastócitos 

peritoneais de camundongos 
 
Analisando os resultados in vitro, observamos que na presença de LfTI, os macrófagos permaneceram 

viáveis (81,37% ± 5,82%; Figura 2). 

 
FIGURA 2: Efeito do inibidor de tripsina Libidibia ferrea (LfTI) sobre a viabilidade de macrófagos 

 
Nossos ensaios mostraram que na presença do estímulo PMA, a produção de H2O2 por macrófagos 

aumentou em 87,22 % (10,99 ± 2,07 / H2O2 µM) quando comparado ao controle (5,87 ± 3,10 / H2O2 µM, Figura 
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3). Essa produção foi inibida pelo tratamento com LfTI em 48,40% (5,67 ± 1,70 / H2O2 µM). O LfTI não alterou a 
produção de H2O2 por macrófagos (4,99 ± 2,94 / H2O2 µM) quando comparado ao controle.  

Estudos demonstraram que inibidores de protease reduziram a formação de H2O2 em outro tipo celular 
envolvido na inflamação, os polimorfonucleares (FRENKEL et al., 1987; TAMURA et al., 1992), inclusive os 
inibidores derivados das sementes de espécies de Fabaceae (YAVELOW et al., 1982). 

 
FIGURA 3: Efeito do inibidor de tripsina Libidibia ferrea (LfTI) sobre a produção de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) por macrófagos peritoneais 
 

Considerando a adesão de macrófagos em superfície de poliestireno, observamos que, na presença do 
estímulo LPS, a adesão dos macrófagos aumentou em 121,79 % (0,3338 ± 0,178 absorbância / 2x105 células) 
quando comparado ao controle (0,1505 ± 0,029 Absorbância / 2x105 células, figura 4). Esse efeito foi inibido 
em 49,40% (0,1686 ± 0,02 Absorbância / 2x105 células) após o tratamento com LfTI. O LfTI não alterou a 
adesão celular dos macrófagos (0,1932 ± 0,025 Absorbância / 2x105 células).  

O LPS utilizado neste estudo como estímulo, é classificado como um dos Padrões Moleculares 
Associados a Patógenos (PAMPs). As PAMPs ativam o sistema NADPH que produz Espécies Reativas de 
Oxigênio, como o H2O2, que, por sua vez, expressam moléculas de adesão (FRATICELLI et al., 1996), como as 
integrinas que estão presentes na membrana dos macrófagos (CRUVINEL et al., 2010). Dessa forma, 
ressaltamos o efeito inibitório do LfTI na produção desse reativo de oxigênio, provavelmente inibindo a 
expressão de moléculas de adesão em macrófagos, inibindo consequentemente sua adesão. 

 
FIGURA 4: Efeito do inibidor de tripsina Libidibia ferrea (LfTI) sobre a capacidade de adesão de 

macrófagos peritoneais. 
 

Conclusões 
Concluindo, podemos afirmar que o inibidor de tripsina extraído das sementes de Libidibia ferrea não 

inibe a desgranulação de mastócitos, não altera a viabilidade celular, inibe a produção de H2O2 e a adesão de 
macrófagos, de acordo com os modelos avaliados neste estudo em camundongos e macrófagos peritoneais 
murinos.  
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