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RESUMO 
 
Os inibidores de proteases (IPs) são moléculas que regulam a atividade das proteases. Esses 

inibidores são classificados de acordo com suas proteases alvos. Os inibidores de tripsina 

pertencem à classe de inibidores de serino protease, e têm a capacidade de regular a ação da 

tripsina e demais enzimas serínicas. Logo podem atuar em diversos processos fisiológicos 

como, por exemplo, inflamação, metástase e coagulação sanguínea. Esses inibidores são 

comumente descritos em plantas da família Fabaceae, podendo constituir até 10% do total de 

proteínas solúveis em órgãos de reserva. Espécies do gênero Bauhinia são fontes de compostos 

biologicamente ativos e contêm altas concentrações de inibidores de proteases. Portanto o 

objetivo deste estudo foi purificar e caracterizar um novo inibidor de sementes de Bauhinia 

pulchella com atividade anticoagulante. O inibidor foi purificado por cromatografia de 

afinidade na coluna de tripsina-Sepharose 4B, com rendimento proteico de 43,1%, recebendo a 

denominação de BpTI (Inibidor de tripsina de Bauhinia pulchella), com massa molecular 

aparente de 20 kDa, especificidade à tripsina bovina e com glicosilações (1,15%) em sua 

estrutura. O BpTI é um inibidor não competitivo que possui IC50 (3 x 10-6 M) e Ki (1,05 x 10-6 

M). E grande estabilidade a variações de temperatura e pH, pois manteve sua atividade inibitória 

por 30 minutos a 100 ºC e em faixas de pH extremos. Entretanto o inibidor é suscetível a agentes 

redutor, como o DTT, que foi capaz de inibir por completo sua atividade inibitória. Toda via o 

BpTI conseguiu induzir in vitro, efeito anticoagulante na concentração de 33 uM, prolongando 

o tempo de coagulação nas vias intrínseca e comum, resultados que encorajam novos estudos 

in vivo, prospectando-o como um agente antitrombótico natural. 

 

 
Palavras chaves: Fabaceae; inibidor; coagulação sanguínea. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 



 

 

Abstract 
 

Proteases inhibitors (IPs) are molecules that regulate and control the activity of proteases. These 

inhibitors are classified according to their target proteases. Trypsin inhibitors belong to the class 

of serine protease inhibitors, and have the ability to regulate the action of trypsin and other 

serine enzymes. They can act in many physiological processes such as inflammation, metastasis 

and blood clotting. These inhibitors are commonly described in plants of the Fabaceae family, 

and can constitute up to 10% of the total soluble proteins. Species of the genus Bauhinia are 

sources of biologically active compounds and contain high concentrations of protease 

inhibitors. Therefore, the aim of this study was to purify and characterize a new Bauhinia 

pulchella seed inhibitor with anticoagulant activity. The inhibitor was purified by affinity 

chromatography in the trypsin-Sepharose 4B column, with protein yield of 43.1%, receiving 

the name BpTI (Bauhinia pulchella trypsin inhibitor) with apparent molecular mass of 20 kDa, 

specificity to bovine trypsin and with glycosylation (1.15%) in its structure. BpTI is an 

uncompetitive inhibitor that has IC50 (3 x 10-6 M) and Ki (1.05 x 10-6 M). And great stability to 

temperature and pH variations, as it maintained its inhibiting activity for 30 minutes at 100 ºC 

and in extreme pH ranges. However, the inhibitor is susceptible to reducing agents, such as 

DTT, which was able to completely inhibit its inhibitory activity. The entire BpTI was able to 

induce in vitro an anticoagulant effect at the concentration of 33 uM, prolonging the coagulation 

time in the intrinsic and common pathways, results that encourage further in vivo studies, 

prospecting it as a natural antithrombotic agent. 

 
 
 
Keywords: Fabaceae; Inhibitor; blood clotting. 
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

1.1 Proteases 

As proteases, também conhecidas como peptidases ou proteinases, formam um grupo 

de enzimas que possuem a capacidade de hidrolisar ligações peptídicas nas proteínas, 

convertendo-as em suas unidades menores, os peptídeos e aminoácidos, ou podem ser 

específicas, levando a clivagem seletiva de proteínas para modificações pós-traducionais [1,2].  

As proteases podem ser classificadas de acordo com a reação em que atuam: em 

exopeptidases que atuam na extremidade da cadeia de polipeptídios e as endopeptidases que 

clivam ligações no interior da cadeia. Nas plantas são encontradas cinco classes de peptidases 

que são classificadas de acordo com o principal resíduo de aminoácido funcional no sítio ativo 

(Tabela 1), em peptidases que possuem ácido aspártico, ácido glutâmico, cisteína, serina e 

treonina. Porém, ainda há as metalopeptidases, que possuem íons metálicos em seu sítio ativo 

[3]. Por outro lado, no banco de dados MEROPS, as proteases são classificadas em famílias, de 

acordo com suas similaridades de sequências, e em clãs, de acordo com sua similaridade 

estrutural [4]. 

Tabela 1- Principais famílias de enzimas proteolíticas em plantas. 
Família de proteases Representantes Sítios ativos 

Serino proteases Quimotripsina 
Tripsina 
Elastase 

Calicreina pancreática 
Subtilisína 

Asp, Ser, His 

Cisteíno proteases Papaina 
Actinidina 
Catepsina 

Cys, His, Asp 

Aspárticos proteases Penicilopepsina 
Renina 

Asp 

Metaloprotease Termolisina 
Carboxipeptidase A 

Zn, Glu, His 
Zn, Glu, Trp 

Treonina proteases Treonina peptidase autoclivável Thr 

Fonte: Adaptado de North [5]. Aminoácidos dos sítios catalíticos: Asp = aspartato, Cys = 
cisteína, His: histidina, Ser = serina, Trp = triptofano, Thr = Treonina. Nas metaloproteases 
há a ocorrência de íons como Zn = zinco. 
 

Essas enzimas estão presentes em todos as formas de vida, ou seja, sua ocorrência é 

ubíqua indicando seu papel crítico nas funções metabólicas e regulatórias em muitos processos 

biológicos, como por exemplo, nos animais elas desempenham funções como, coagulação, ciclo 
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celular e funções nutricionais. Nas plantas, elas atuam desde a germinação da semente até a 

senescência [6].  

Além de sua importância fisiológica, as proteases podem ser potencialmente nocivas 

para os organismos, uma vez que a hidrólise de uma ligação peptídica é um evento irreversível. 

Por sua vez quando há erros e anomalias na atividade das proteases várias condições 

patológicas, incluindo câncer e doenças autoimunes podem ocorrer [7,8]. Portanto, o controle 

da atividade proteolítica é regulado com precisão através de sua expressão genética na forma 

de zimogênio e inibição de sua atividade através de inibidores específicos [9]. 

 

1.2 Inibidores proteicos de proteases  

Os inibidores de protease (IPs) são moléculas que regulam a atividade de suas proteases 

alvo. Os inibidores de natureza proteica são moléculas diversas, com baixo peso molecular, 

alguns com alto teor de resíduos de cisteína (Cys), que formam pontes dissulfetos, que os 

conferem resistências a temperatura, pH e forças iônicas [10,11,12].  

Além de sua grande estabilidade os inibidores de proteases nos seres vivos 

desempenham papéis regulatórios significativos em processos como, lise celular, coagulação 

sanguínea e vias hormonais. Por isso essas moléculas vêm sendo alvos de diversos estudos 

biotecnológicos, principalmente de estudos farmacológicos, visto que sua atividade inibitória 

atua seletivamente sobre o sítio ativo de sua protease alvo, assim minimizando efeitos colaterais 

[13]. 

Os inibidores de origem proteica, podem ser classificados de acordo com suas proteases 

alvos, ou seja, foram relatados para quatro, das cinco classes de proteases encontradas nas 

plantas, incluindo serina, cisteína, aspartato e metaloproteases (Tabela 2). Os inibidores de 

proteases podem ser específicos inibindo apenas uma classe de proteases com altíssima 

afinidade, ou podem inibir proteases de diferentes classes, isto significa, que possuem valores 

distintos de constante de inibição (Ki) para os diferentes tipos de proteases [14]. 

Os inibidores podem interagir com proteases de maneiras diferentes, porém há somente 

dois mecanismos de interação amplamente distribuídos na natureza, reações de "captura" 

(irreversíveis) e reações de ligação forte (reversíveis) (Figura 1). As reações de captura ocorrem 

quando a interação inibidor e protease induz a clivagem de uma ligação peptídica interna na 

estrutura do inibidor, desencadeando uma mudança conformacional. Por outro lado, as reações 

de ligação forte ou também chamada de mecanismo padrão, ou canônico, são mais comuns 
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entre os inibidores de origem proteicos e a inibição ocorre de maneira semelhante à interação 

do complexo enzima substrato (ES) [15,16,17]. 

 

Tabela 2 – Principais famílias de inibidores de proteases de plantas. 
Proteases Classe Famílias de inibidores 
Serínicas Inibidores de proteases 

serínicas 
Bowman-Birk 

Kunitz 
Batata I 
Batata II 

Superfamilia de cereais 
taumatina 

Ragi I-2/milho 
Cisteínicas Inibidores de proteases 

cisteínicas 
Cistatinas (Fitocistatinas em 

plantas) 
Aspárticas Inibidores de proteases 

aspárticas 
Inibidores de proteases 

aspárticas 
Metaloproteases Inibidores de 

metaloproteases 
Inibidores de carboxipeptidases 

A e B 
Fonte: Adaptado de Migliolo [18]. 

 

Figura 1 - Mecanismos de interações dos inibidores de protease. 

 

Fonte: Clemente [19]. (A) Interação irreversível, (B) Interação reversível. P1: sítio ativo; RL: loop 
reativo. 
 

Os inibidores que são classificados como canônicos, ainda apresentam distinções no 

processo de inibição, podendo ser competitiva, quando o inibidor compete pelo sítio ativo da 

enzima bloqueando-o. Esse tipo de inibição pode ser revertido aumentando a concentração de 

substrato [20]. Há também o processo de inibição não competitiva, sendo mais raro entre os 

inibidores, uma vez que o inibidor pode não competir pelo sítio ativo da enzima, e se ligar a um 

domínio distinto, mudando a conformidade do sítio catalítico, esse tipo de inibição somente 

ocorre quando a protease esta complexada com o substrato (ES), transformando-o assim em um 

complexo enzima-substrato-inibidor (ESI) [21]. 
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Assim como as proteases, os inibidores também são classificados em famílias e clãs, 

através de suas homologias, similaridades sequenciais e estrutura [4]. Tradicionalmente as 

famílias mais conhecidas são Kunitz, Bowman-Birk, Batata I e II, Abóbora, Cevada, Cistatinas, 

Thaumatin-like e Ragi A1. Dentre estas, as famílias Kunitz e Bowman-Birk são as mais 

estudadas e melhor caracterizadas [20].  

 

1.3 Inibidores de serino proteases de plantas 

A história dos inibidores de serino proteases tem início quando Kunitz [22] isola e 

purifica uma proteína das sementes de soja (Glycine max), que tinha a capacidade de inibir a 

ação catalítica da tripsina. Um pouco mais tarde Bowman [23] e Birk [24], conseguem purificar 

outra proteína das sementes de soja, porém esse inibidor de protease tinha característica de 

inibir além da tripsina, a quimotripsina [25]. Estes estudos preliminares serviram como os 

primeiros modelos clássicos metodológicos para a bioquímica de inibidores de proteases. 

Atualmente, é conhecida a sequência completa de aminoácidos da maioria dos inibidores já 

identificados [4,26]. 

Nas plantas os inibidores de serino proteases são descritos com maior frequência em 

espécies das famílias, Solanaceae, Fabaceae e Poaceae, podendo constituir até 10% do total de 

proteínas solúveis, principalmente em órgãos de armazenamento como, sementes e tubérculos 

[12]. Essas proteínas atuam na regulação de diversos mecanismos, porém principalmente, na 

defesa contra patógenos e herbívoros [27]. Os inibidores de tripsina, pertencem à classe de 

inibidores de serino protease, e têm a capacidade de regular a ação da tripsina, esses inibidores 

podem ser classificados em duas famílias principais (Kunitz e Bowman-Birk) através de suas 

características estruturais [28]. 

Os inibidores pertencentes ao tipo Kunitz são proteínas que possuem em torno de 180 

resíduos de aminoácidos e peso molecular aproximado de 20 kDa, em geral apresentam quatro 

resíduos de cisteína, formando duas pontes dissulfeto [28]. Por outro lado, os inibidores do tipo 

Bowman-Birk são moléculas menores com peso molecular em torno de 8 a 10 kDa, e com alto 

teor de cisteína, formando uma estrutura assimétrica com dois domínios inibitórios distintos 

[29]. 

A função mais conhecida e estudada dos inibidores de tripsina é o seu efeito na defesa 

da planta [30,31]. Porém estudos com inibidores de tripsina de planta relatam aplicabilidades 

terapêuticas, no tratamento de câncer e doenças neurológicas, essa característica evidencia 

diferentes ações dessas proteínas fora do seu contexto biológico da planta. Atividades como 
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anticarcinogênica, inibição do crescimento e indução de apoptose em células leucêmicas, 

tratamento de inflamações pulmonares, e até na produção de kits para diagnóstico de doenças, 

relatam o potencial biológico, biotecnológico e econômico dos inibidores tripsina [32,33]. 

 

1.4 Gênero Bauhinia 

Bauhinia é um gênero de plantas pertencente à família Fabaceae que compreende mais 

de 300 espécies, sendo que 64 destas podem ser encontradas no Brasil. Todos as espécies deste 

gênero são popularmente conhecidas como pata de vaca ou unha de vaca, devido a sua 

morfologia foliar se assemelhar a pata do animal, essas espécies são amplamente distribuídas 

em todas as zonas tropicais, principalmente na África, Ásia e América do Sul, e fazem parte da 

medicina popular nessas regiões [34].  

As plantas desse gênero podem ser descritas como de porte arbóreo, arbustivo ou 

escandente (trepadeiras), folhas do tipo coriáceas (duras e rígidas), bifolioladas, isto é, 

apresentam dois folíolos, frequentemente unidos, portanto denominada de folha bifoliolada 

geminada e flores com um plano de simetria (zigomorfas) de coloração variada e fruto do tipo 

legume [35]. 

Folhas, cascas do caule e raízes de algumas espécies do gênero são utilizadas como 

medicamentos contra várias patologias e sintomas, como diabetes, inflamação, infecções e 

dores [36]. Diversos estudos relatam a presença de metabólitos primários (lectinas e inibidores 

de proteases) e secundários (alcaloides, quinonas, lactonas e terpenos), sendo responsáveis por 

suas propriedades medicinais [37]. Atividades como antitumoral e anticoagulantes já foram 

descritas para as moléculas bioativas desse gênero [38,39]. 

As espécies do gênero Bauhinia têm sido estudadas há muito tempo com a finalidade 

de determinar cientificamente suas possíveis propriedades farmacológicas, uma vez que o 

gênero Bauhinia faz parte das plantas medicinais indicadas pelo Sistema Único de Saúde no 

Brasil [40]. Toda via, apenas uma pequena parcela de moléculas foi descrita para este gênero. 

Assim torna – se primordial as prospecções de novas moléculas bioativas e suas aplicabilidades, 

principalmente o isolamento e purificação de proteínas de espécies pouco descritas na literatura 

como a espécie em estudo B. pulchella. 

 

1.4.1 Bahuinia pulchella 

É uma espécie de planta arbustiva, com folhas bifolioladas, sendo reduzidas entre as 

inflorescências (período de floração em julho), com pétalas lineares e vagens com os frutos 
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deiscentes. B. pulchella (Figura 2) é encontrada em toda a região do cerrado, abrangendo os 

estados do Maranhão, Bahia, Tocantins, Ceará, Rio Grande do Norte, Mato Grosso, Mato 

Grosso do Sul, Rondônia, Minas Gerais e Pará [41]. Porém na literatura não há nenhum trabalho 

que aborde a purificação de proteínas para esta espécie, sendo descrito apenas dois trabalhos 

que retratam a presença de flavonoides com efeito antioxidante [42] e taninos com atividade 

anti-helmíntica [43] para esta planta. 

A classificação da espécie em estudo: 

Reino: Plantae 

Divisão: Magnoliophyta 

Classe: Magnoliopsida 

Ordem: Fabales 

Família: Fabaceae 

Subfamília: Caesalpinioideae 

Tribo: Cercideae 

Subtribo: Bauhininae 

Gênero: Bauhinia 

Espécie: Bauhinia pulchella 

 

Figura 2 - Bauhinia pulchella, A = Folhas bifolioladas; B= Vagens verdes; C= Vagens maduras 
deiscentes. Fonte: Autor  
 

1.5 Inibidores Tipo-Bahuinia 

Sementes do gênero Bauhinia são fontes de compostos biologicamente ativos e contêm 

altas concentrações de inibidores de proteases. que podem ser extraídos e purificados por 

cromatografia de afinidade em tripsina-Sepharose. Uma vez que o rendimento global do 

processo de purificação é de 30% e os inibidores aparecem como uma única cadeia 

polipeptídica com massa molecular aproximada de 20 kDa [44]. 

Os inibidores do tipo Kunitz isolados de espécies do gênero Bauhinia (Caesalpinoideae) 

(Tabela 3), apresentam similaridade significativa na sequência de aminoácidos entre si e são 
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agrupados na Família I03, de acordo com o banco de dados MEROPS [4], que são divididos 

em diferentes "tipos" com base na homologia de seus membros. Um desses tipos é o "inibidor 

de tripsina do tipo-Bauhinia", que compreende inibidores isolados do gênero Bauhinia e 

inibidores isolados da subfamília botânica Caesalpinoideae, todos esses inibidores possuem 

quatro resíduos de cisteína [20]. 

Porém ainda ocorrem inibidores do tipo Kunitz, isolados do gênero Bauhinia que 

possuem somente dois resíduos de cisteína, estes indivíduos são agrupados em inibidores de 

Bauhinia do tipo II.  Também há inibidores que possuem somente um resíduo de cisteína, que 

são agrupados na família de inibidores I03.12, e os inibidores que não possuem resíduos de 

cisteína, pertencentes a família I03.16 [4,20]. 

Os inibidores isolados do gênero Bauhinia, ainda podem diferir em sua especificidade 

inibitória, podendo inibir serino ou cisteíno proteases (Tabela 3), possuindo valores distintos de 

Ki (constante de inibição), principalmente quando submetidos a inibir enzimas relacionadas a 

cascata de coagulação sanguínea [29]. 

Tabela 3 - Inibidores purificados do gênero Bahuinia. 
Nome do inibidor Proteases que inibem 

BvTI, inibidor de tripsina B. variegata  
BuXI, inibidor do fator Xa de B. ungulata  
BvcTI, inibidor de tripsina B. variegata candida 

 

BbKI, inibidor da calicreína B. bauhinioides Serino proteases 
BrTI, inibidor de tripsina B. rufa  
gBrEI, inibidor da elastase B. rufa, forma glicosilada 
BmTI, inibidor de tripsina de B. mollis  
BmEI, Inibidor de elastase de B. mollis 

 

BbCI, inibidor da cruzipaina de B. bauhinioides Cisteíno proteases 
Fonte: Adaptado de Oliva e colaboradores [20] e Valois e colaboradores [45]. 

 

1.6 Hemostasia 

A hemostasia é um mecanismo fisiológico essencial para a vida que envolve o equilíbrio 

dinâmico entre os fatores pró-coagulantes e anticoagulantes. Esse processo tem como função 

manter o sangue em um estado fluido na corrente sanguínea e cessar sangramentos após lesões 

vasculares, limitar a perda de sangue para regiões externas, e posteriormente a restauração da 

integridade vascular. [46,47]. 

Quando ocorre um dano vascular, a superfície subendotelial desencadeia uma variedade 

de fatores (Tabela 4) e reações induzindo à vasoconstrição, adesão e ativação de plaquetas, 

ativação da coagulação e deposição de fibrina na parede do vaso. Após a regeneração do tecido, 

o coágulo de fibrina é dissolvido e o fluxo sanguíneo é restaurado [46,48]. Uma perturbação 
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neste equilíbrio onde existe a interação de elementos pró-coagulantes e anticoagulantes pode 

levar à eventos trombóticos em excesso ou a hemorragias severas [49]. 

 

Tabela 4 – Fatores de coagulação. 
Número do fator Nome descritivo Forma ativa 

II Protrombina  
VII Proconvertina  
IX Fator Christmas Serino protease 
X Fator Stuart-Prower  
XI Antecedente de tromboplastina plasmática  
XII Fator Hageman (Pré-calicreína)  
III Fator tecidual  
V Fator lábil Cofator 

VIII Fator anti-hemofílico (Fitzgerald)*  

I Fibrinogênio Subunidade de fibrina 

XIII Fator estabilizador da fibrina Transglutaminase 
Fonte: Hoffbrand e Moss [50]. *Ativado sem clivagem proteolítica. 

 

A hemóstase pode, então, ser dividida em primária, secundária e fibrinólise, sendo que 

a hemóstase primária corresponde à resposta rápida. Nesta fase, ocorre a contração do vaso 

sanguíneo (vasoconstrição) de forma a parar a hemorragia e em seguida o endotélio lesado 

libera substâncias pró-coagulantes que ativam as plaquetas, promovendo sua aderência entre si 

e ao endotélio (ativação e agregação plaquetária) [51]. 

Por sua vez, a hemóstase secundária tem início quando há uma maior lesão nos vasos e 

tecidos circundantes. Ocorrendo a ativação de proteínas plasmáticas e fatores de coagulação 

que no final irão levar à síntese de trombina que promove a conversão de fibrinogênio em 

fibrina que irá intensificar o coágulo tornando-o mais estável [51]. 

O evento final da hemóstase, a fibrinólise (lise da fibrina), promove a dissolução do 

coágulo de fibrina enquanto ocorre o processo de cicatrização e as vias de regulação da 

coagulação atuam como mecanismos anticoagulantes naturais, através da inibição enzimática 

ou modulando a atividade dos cofatores [49,51]. 

 

1.6.1 Coagulação sanguínea 

O conceito mais aceito de coagulação surge em 1964, quando Macfarlane propôs um 

modelo de separação de duas vias de iniciação da coagulação que resultavam em uma “via 

comum” (Figura 3), que por fim levava à ativação da trombina, também denominada fator II 

(FII). A fase inicial da coagulação pode se dar por duas vias distintas: uma envolvendo o fator 
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tecidual (TF), ou também chamada de via extrínseca; e outra envolvendo a ativação por contato, 

denominada de via intrínseca [52]. 

 
Figura 3 – Modelo clássico da cascata de coagulação sanguínea. Fonte: Palta e colaboradores [53]. 
 

A via intrínseca começa pela auto-clivagem do fator XII quando em contato com 

superfícies hidrofílicas, ocorre a conversão da pré-calicreína em calicreína e finalmente a 

ativação do fator XI. O fator XIa aciona o fator IX, que se complexa com o fator VIIIa. A 

presença do fator VIIIa junto ao IXa amplia seu poder catalítico levando a conversão de X em 

Xa. Já a via extrínseca é desencadeada pela formação do complexo TF:VIIa que juntos ativam 

o fator X. Agora na “via comum”, em que via intrínseca e extrínseca se convergem para ativação 

do fator X, o fator Va funciona como cofator do fator Xa, levando-o a ativar o FII (protrombina) 

gerando trombina (FIIa). A trombina transforma então o fibrinogênio (FBG) e posteriormente 

em fibrina (FB) [54]. 

Estudos atuais relatam que o modelo da cascata de coagulação que melhor explica os 

eventos hemostáticos in vivo é o modelo baseado em superfícies celulares (inter-relação entre 

as vias de coagulação) [55]. Entretanto, o modelo clássico de coagulação que divide as via 

intrínseca e extrínseca, que convergem em uma via comum, apesar de suas limitações, é 
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particularmente útil para a compreensão dos testes de coagulação in vitro, principalmente sobre 

o mecanismo de ação de medicamentos anticoagulantes [56]. 

 
1.6.2 O modelo da coagulação baseado nas superfícies celulares 

Este modelo relaciona as vias de coagulação anteriormente descritas com o importante 

papel das plaquetas, mostrando que essas vias não funcionam de forma independente (Figura 

4) [51]. De acordo com este modelo, a coagulação pode ser dividida em três fases: iniciação, 

amplificação e propagação [55].  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4 – Modelo da coagulação sanguínea baseado nas superfícies celulares. Fonte: 
Adaptado de Ferreira e colaboradores [55]. 
 

Na fase de iniciação, o FT expresso após a lesão dos vasos se liga ao fator VII, 

promovendo assim a ativação do fator VIIa. Em seguida, o complexo fator VIIa-FT inicia uma 

clivagem gradual de pequenas quantidades de fator X e IX. O fator Xa em conjunto com o fator 

Va formam o complexo protrombinase que convertem pequenas quantidades de protrombina 

em trombina [49,55]. 

A fase de amplificação começa com a acumulação de pequenas quantidades de 

trombina, que ativam as plaquetas a se deslocarem ao local da lesão. Estas plaquetas ativadas 

vão produzir substâncias quimiotáticas que atraem os fatores de coagulação e ao mesmo tempo 

liberam pequenas quantidades de fator V parcialmente ativado. Outro papel da trombina é a de 

converter o fator V em Va, aumentando a atividade do complexo protrombinase e converter o 

fator VIII a VIIIa nas plaquetas [54]. 
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Na fase de propagação, quantidade maior de plaquetas dirigem-se ao local lesado. O 

fator IXa, se ligar ao fator VIIIa formando o complexo tenase. Este complexo catalisa a 

conversão do fator X em Xa. O fator Xa se liga então ao fator Va formando o complexo 

protrombinase que catalisa a formação de protrombina em trombina. E por fim a trombina 

converte o fibrinogénio em fibrina, formando um coágulo estável [54,55]. 

 

1.6.3 Fibrinólise e inibidores da coagulação 

A função do sistema fibrinolítico é dissolver o coágulo formado e limitar sua extensão 

através de diversas enzimas proteolíticas, por exemplo, a plasmina, uma serina-protease 

semelhante à tripsina que possui uma grande afinidade para a fibrina e por consequência, ao 

coágulo [57].  

Além do sistema fibrinolítico que regula as reações bioquímicas do processo de 

coagulação, os inibidores naturais da coagulação também estão envolvidos. Esses inibidores 

regulam estritamente as proteases envolvidas na coagulação que em sua maioria são serino 

proteases, com o intuito de evitar a proteólise em excesso, a produção inadequada de fibrina e 

a oclusão vascular, como por exemplo o inibidor TFPI que inativa os fatores VIIa e Xa, 

causando a supressão rápida da coagulação, mecanismo esse utilizado por alguns medicamentos 

anticoagulantes (Figura 5) [53]. 

Figura 5 – Cascata de coagulação com os locais de ação dos medicamentosanticoagulantes. Fonte: 

Fernandes e colaboradores [56]. 
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1.7 Prospecção de moléculas anticoagulantes 

A utilização de plantas medicinais pelo homem para fins terapêuticos é tão antiga quanto 

a sua história [58]. Por isso, vários estudos vêm investigando a presença de compostos químicos 

com potencial biológico em extratos vegetais, principalmente em plantas utilizadas pelas 

comunidades locais, no tratamento das inúmeras enfermidades, inclusive no tratamento de 

hemorragias e infecções [59]. 

O cerrado apresenta uma rica biodiversidade, oferecendo os mais diversos recursos 

naturais como, raízes, cascas, resinas, óleos, folhas, argilas, água, que podem ser coletados em 

suas áreas nativas [59]. A utilização das plantas medicinais por meio da população nem sempre 

é feito da maneira correta, devido aos mais diversos modos de preparo, podendo assim haver 

uma perda do princípio ativo, seguido da redução do efeito desejado. Dessa   forma, a   ciência   

usa   o conhecimento empírico produzido pela comunidade para a descoberta e/ou a validação 

da informação científica desse conhecimento [58,61].  

Atualmente, as doenças que acometem o sistema circulatório são uma das principais 

causas de óbitos no mundo e geram grandes despesas, principalmente por causa da quantidade 

de medicamentos com atividades antitrombótica, anticoagulante e antiplaquetária que são 

utilizados nos tratamentos contínuos [62,63]. Porém, os tratamentos com drogas 

anticoagulantes trazem efeitos adversos aos pacientes, como hemorragias e imunossupressão. 

Estas e outras inconveniências nos tratamentos com fármacos anticoagulantes vem 

incentivando a busca por novas alternativas terapêuticas [64] e as plantas têm sido, 

historicamente, a primeira fonte de moléculas bioativas (lectinas, proteases e inibidores de 

proteases) e atualmente as mais recorrentes com atividades anticoagulantes e antitrombóticas 

[65]. 

O que leva a investigações sobre alternativas naturais, através de ensaios exploratórios 

para identificar novos anticoagulantes provenientes de plantas medicinais, capazes de inibir as 

enzimas da via de coagulação e reduzir a ativação das plaquetas sanguíneas, sem causa efeitos 

desfavoráveis ao organismo [66]. Como por exemplo os estudos que descreveram a atividade 

anticoagulantes dos inibidores isolados do gênero Bauhinia (BbKI, inibidor calicreina B. 

bauhinioides, e BuXI, inibidor do fator Xa de B. ungulata) [44]. Que funcionam como forte 

incentivo pela busca de novos inibidores em espécies do gênero Bauhinia que possam elucidar 

os mecanismos de interação dessas proteínas sobre a cascata de coagulação sanguínea, 

prospectando possíveis medicamentos antitrombóticos naturais. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Geral 

Purificar e caracterizar um novo inibidor de tripsina das sementes de B. pulchella, 

avaliando sua cinética enzimática e seu efeito in vitro na coagulação sanguínea. 

2.2 Objetivos específicos  

− Extrair, purificar um novo inibidor de tripsina das sementes de B. pulchella; 

− Caracterizar os parâmetros físico-químicos do novo inibidor de tripsina das 

sementes de B. pulchella; 

− Estimar o comportamento cinético do inibidor; 

− Avaliar o efeito do inibidor, in vitro, na cascata de coagulação sanguínea. 
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Abstract 

Trypsin inhibitors (TIs) have the ability to bind competitively to trypsin and inhibit its action. 

These inhibitors are commonly found in plants, and can act on biological models, such as the 

blood coagulation cascade, given the importance of serine proteases for this process. Recently, 

TIs have been drawing attention for their anticoagulant activity and low toxicity. Thus, this 

work aimed to purify a new trypsin inhibitor from Bauhinia pulchella seeds, describing its 

kinetic mechanism and anticoagulant effect. Affinity chromatography in trypsin-Sepharose 4B 

column led to a yield of 43.1%, later named of BpTI (Bauhinia pulchella trypsin inhibitor).   

BpTI has an apparent molecular mass of 20 kDa with glycosylation (1.15%) spots on its 

structure. BpTI inhibits bovine trypsin as uncompetitive inhibitor with IC50 (3 x 10-6 M) and Ki 

(1.05 x 10-6 M). Additionally, BpTI showed high stability to temperature and pH variations 

maintaining its activity up to 100 ºC and at extreme pH ranges. However, the inhibitor is 

susceptible to reducing agents, such as DTT, which completely inhibit its activity. The BpTI 

showed in vitro an anticoagulant effect at the concentration of 33 uM, prolonging the 

coagulation time in the intrinsic and common pathways. Our results encourage further in vivo 

studies, prospecting BpTI as a natural antithrombotic agent. 

 

 

Keywords: Fabaceae; Inhibitor; blood coagulation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

40 
 

1.Introduction 

Protease inhibitors (PIs) are ubiquitous molecules that regulate proteases through 

different mechanisms by complete or partial inhibition [1,2]. PIs are classified according to 

their target proteases in serine, cysteine, aspartic, and metalloprotease inhibitors [3]. Classified 

in the serine family, trypsin inhibitors regulate trypsin activity by bind to it either competitively 

or uncompetitively [4]. These inhibitors are found in plants and animals [5] presenting great 

inhibitory potential on blood coagulation and fibrinolysis and enzymes as on enzymes involved 

in digestion and in inflammation [6].  

The Fabaceae family is a target of studies aimed at purifying new trypsin inhibitors. The 

genus Bauhinia hosts plants popularly known of cow's hoof and are well explored to find and 

isolate these molecules. [7]. Trypsin inhibitors from Bauhinia genus have been described by 

presenting biological properties such as, anti-inflammatory and antimetastatic [8].  

Trypsin inhibitors could be employed in the treatment of diseases that affect the 

circulatory system since the cascade of blood clotting is mostly coordinated by serine proteases 

[9]. These diseases are the most causes of death in the world and generate large monetary 

expenses, mainly due to the employment of antithrombotic, anticoagulant, and antiplatelet 

drugs used in continuously treatments [10,11].  

The treatment with anticoagulants unfortunately brings adverse effects to patients, such 

as hemorrhages and immunosuppression. These and other drawbacks in anticoagulant drugs 

have encouraged the search for new therapeutic alternatives [12]. Based on that, plant proteins 

have been receiving attention given their anticoagulant activity and low toxicity [13]. Therefore, 

the objective of this work is to purify a new trypsin inhibitor from Bauhinia pulchella seeds, 

describing its kinetic mechanism and anticoagulant effect. 

 

 

2. Material and Methods 

 

2.1 Materials 

 

B. pulchella seeds were collected from plants located at, Chapadinha, Maranhão, Brazil 

(3°44'08.5"S 43°18'60.0"W). The plant was identified in the Herbarium Prisco 

Bezerra/Universidade Federal do Ceará, number 6,0212, and registered in SISGEN (Sistema 

Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado, ID: 
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AF8E1DD). Reagents were purchased from Sigma Aldrich. Chromatographic columns, 

gradient gel were obtained from GE Healthcare Life Science (New York, USA). All other 

chemicals were purchased from Sigma-Aldrich Co (St.17 Louis, USA).  

 

2.2 Trypsin inhibitory activity assay 

  

This assay was carried according to Erlanger [17], using BApNA (Nα-benzoyl-DL-

arginine-p-nitroanilide) to determine the residual hydrolytic activity of bovine trypsin. The 

samples were prepared in 0.05 M Tris-HCl, pH 7.5 containing 0.02 M CaCl2, and incubated in 

a water bath with 10 µL trypsin (0.3 mg mL-1 in 0.001 M HCl) at 37 ºC. After 10 min incubation, 

500 µL of 1.25 × 10-3 M BApNA (prepared in 0.05 M Tris-HCl buffer, pH 7.5) was added, and 

the mixture incubated (37 ºC for 15 min). Next, 120 µL of 30% (v/v) glacial acetic acid were 

added to stopped the reaction. The absorbance was monitored at 410 nm. Each activity unit (IU) 

was defined by decrease of 0.01 units of absorbance at 410 nm in relation to the control sample 

(without inhibitor). 

 

2.3 Protein extraction and purification 

 

Mature seeds from B. pulchella were ground into a fine powder homogenized in 1:10 

(w/v) in 0.1 M glycine buffer pH 9.0 containing 0.15 M NaCl, 5 × 10-3 M and incubated at room 

temperature under continuous stirring for 4 h before centrifugation at 8,000g for 20 min at 4 °C 

(High-Speed Refrigerated Centrifuge, Hitachi, Japan). The precipitate was discarded, and the 

supernatant, designated as SPE (soluble protein extract), loaded onto a Trypsin-Sepharose 4B 

column (2.5 x 5 cm) pre-equilibrated with 0.025 M Tris–HCl buffer pH 7.5 containing 0.15 M 

NaCl, 5 × 10-3 M (Better conditions according to optimal pH screening for chromatographic 

column extraction and balance. Data not shown). The non-retained proteins were eluted with 

the equilibration buffer. The fractions retained were eluted with 0.1 M glycine buffer pH 2.6 

containing 0.15 M NaCl and collected manually in 1.5 mL fractions were collected at a flow 

rate of 30 mL.h-1. The protein elution was monitored at 280 nm (Genesys 10S UV–Vis 

spectrophotometer, Thermo Scientific, USA) and the fractions with trypsin inhibitory activity 

were pooled, dialyzed against distilled water, and lyophilized for further analysis. 
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2.4 Enzyme specificity 

 

The chymotrypsin inhibitory activity was evaluated using azocasein as the substrate 

[19]. One hundred microliters of BpTI (3 × 10-6 M) were incubated at 37 °C with 10 μL 

chymotrypsin solution (0.3 mg/mL-1 prepared in 0.05 M Tris-HCl, pH 7.5, containing 0.02 M 

CaCl2). After 15 min incubation, 200 μL 1% (m/v) azocasein (prepared in same buffer above) 

was added and the mixture was incubated for 30 min, 37 °C. Solution of 20% (v/v) 

trichloroacetic acid was used to stopped the reaction. Next, the mixture was centrifuged 

(10.000g, 10 min, room temperature) and 500 μL of the supernatant were homogenized with 

500 μL of 2 M NaOH. Then, the absorbance was measured at 440 nm.  

The papain inhibitory assay was determined using BANA (Nα-benzoyl-DL-arginine β 

naphthylamide hydrochloride) as the substrate [20]. Firstly, were mixed: 60 µL of papain 

solution (0.02 mg/mL-1 in 0.25 M sodium phosphate buffer, pH 6.0), 40 µL of the activating 

solution (0.25 M sodium phosphate buffer, pH 6.0, 2 × 10-3 M EDTA, 3 × 10-3 M DTT, 200 µL 

0.25 M sodium phosphate buffer, pH 6.0, and 200 µL of BpTI (3 × 10-6 M) After incubation 

(37 °C for 10 min), 200 µL of 1 × 10-3 M BANA (solubilized in dimethyl sulfoxide and 0.25 M 

sodium phosphate buffer, pH 6.0) were added. After 20 min, the reaction was stopped by the 

addition of 500 µL 2% (v/v) HCl in 95% (v/v) ethanol. Next, 500 µL of 0.06% (m/v) DMACA 

(4-[dimethylamino]-cinnamaldehyde), dissolved in 95% (v/v) ethanol were added and 

incubated for 30 min (room temperature), and the absorbance was measured at 540 nm.  To 

both assays, the residual enzymatic activity in the presence of inhibitor was calculated in 

relation to the enzymatic activity in the absence of inhibitor. 

 

2.5 Protein concentration and electrophoresis (SDS-PAGE) 12.5% 

 

The concentration of total soluble proteins was estimated by the Bradford´s method [14], 

using bovine serum albumin (BSA) as a standard protein. 

The inhibitor was subjected to 12.5% sodium dodecyl sulfate – polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) under denaturing and reducers conditions [15]. After was stained 

with Coomassie brilliant blue (R-350). 
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2.6 Glycosylation 

 

The glycosylation of BpTI (50 µM in 0.15 M NaCl) was subjected to the methodology 

described by Dubois [16] using glucose as the standard. 

 

2.7 IC50 and kinetic analysis 

  

The BpTI concentration to reduce in 50% the trypsin activity (IC50) and kinetic analysis 

were determined as described in 2.5 section. BpTI (with concentrations range of 9 × 10-6 M to 

2 × 10-6 M) was prepared in 0.05 M Tris-HCl, pH 7.5 containing 0.02 M CaCl2 and incubated 

with 10 µL trypsin (0.3 mg/mL-1 in 0.001 M HCl) at 37 °C for 10 min. Then, were added 500 

µL of BApNA at different concentrations (0.5-3.0 x 10-3 M). After incubation at 37 °C for 15 

min, the reaction was interrupted by addiction of 30% (v/v) glacial acetic acid. The BApNA 

hydrolysis was monitored at 410 nm. A Lineweaver–Burk double reciprocal plot was 

determined using the reciprocal of the rate of the enzyme reaction (1/v) versus the reciprocal of 

the substrate concentration (1/[S]) in the absence and presence of inhibitor. The inhibition 

constant (Ki) was obtained according to Dixon [18]. Ki was by determined intersection of the 

three lines at the x-axis, corresponding to the BApNA concentrations (0.5 × 10-3 M, 1.25 × 10-

3 M, and 3.0 × 10-3 M). 

 

2.8 Stability of the inhibitory activity against bovine trypsin 

 

To evaluate the thermal stability of BpTI, the inhibitor was prepared (3 × 10-6 M) in 0.05 

M Tris-HCl buffer, pH 7.5 and incubated in a water bath at different temperatures (40 to 100 

°C) for 30 min. After cooling (25 °C ± 2 °C) the residual inhibitory activity of the BpTI against 

trypsin was measured as described in 2.5.  

To evaluate the pH influence in the inhibitory activity of BpTI, the inhibitor was 

prepared (3 × 10-6 M) in different buffers: sodium citrate (pH 4.0), sodium acetate (pH 5.0), 

sodium phosphate (pH 6.0 and 7.0), Tris–HCl (pH 8.0) and glycine–NaOH (pH 9.0 and 10.0). 

After incubation (at 25 ± 2 °C for 30 min) the residual trypsin inhibitory activity was determined 

as previously described in 2.5 [21].  

The influence of reducing agent on the trypsin inhibitory activity of BpTI was 

determined as previously described by Bezerra [22]. BpTI (3 × 10-6 M) was incubated with DTT 
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in different concentrations (0.001, 0.01 and 0.1 M) for 15, 30, 60, and 120 min. After 

incubation, the reaction was interrupted by adding iodoacetamide at twice the DTT 

concentration, and the residual inhibitory activity was determined. 

 

2.9 Assay biological: 

 

2.9.1 Human plasma 

 

The experiments were be carried out after the approval of the Ethics Committee on 

Research in Human Beings of the Universidade Federal do Cariri. Human blood was obtained 

from healthy donors from the Centro de Hemoterapia do Ceará, who did not use medicines, 

according to resolution 466/2012 of the National Health Council, Brazil. Samples were 

collected in tubes containing 3.2% sodium citrate and centrifuged to obtain platelet-rich plasma 

(PRP, 118g, 10 minutes, 25 °C) and platelet-poor plasma (PPP, 1,062g, 15 minutes, 25 °C). 

 

2.9.2 Evaluation of anticoagulant activity of BpTI in vitro 

 

The tests of activated partial thromboplastin time (aPTT) and prothrombin time (TP) 

(Diagnostic BIOS) assess intrinsic and extrinsic pathways of coagulation cascade, respectively, 

and the thrombin time test (TT) evaluates the rate of conversion of fibrinogen to fibrin 

(Instrumentation Laboratory). All experiments were performed according to the manufacturer’s 

specifications.  

For aPTT, 90 μL of PPP was incubated (37 °C, 1 min) with 10 μL of the inhibitor (6.6, 

33, 66 μM) and saline (0.9% NaCl). Then, 100 μL of cephalin reagent was added to the mixture 

and incubated for 3 min. The coagulation was triggered by the addition of 100 μL of calcium 

chloride (0.25 M). For TP test, PPP (90 μL) was incubated (37 °C, 2 min) with 10 μL of the 

inhibitor (6.6, 33, 66 μM) and saline (negative control). After incubation, the thromboplastin 

reagent (200 μL) was added for the triggering coagulation.  

For TT, PPP (90 μL) was incubated (37 ° C, 1 min) with 10 μL of the inhibitor (6.6, 33, 

66 μM), and saline. After incubation, the thrombin reagent (100 μL) was added for coagulation 

time determination. All the tests were performed in triplicate (n=3) and the data expressed in 

seconds (s) and as ratio (T1/T0) of clotting time in the presence (T1) and absence of inhibitor 

(T0). 
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2.10 Statistical analysis 

 

All analyzes were performed at least in triplicate and the results were expressed as the 

mean ± standard deviation. All analyzes were performed using the GraphPad Prism software 

(version 6.0). For each set of results, analysis of variance (ANOVA) was applied, followed by 

the Bonferroni test. Where P < 0.05 was considered significant difference between the means. 

 

3. Results 

 

3.1 Inhibitor Purification 

 

The purification process of the trypsin inhibitor from B. pulchella seeds involved only 

two steps: extraction (SPE), and an affinity chromatography technique (Table 1). The extract 

showed a weak inhibitory activity against trypsin (0.240 IU mgP-1), however through the 

purification process (Figure 1), we obtained a sample with a very strong inhibitory activity 

against trypsin (603.5 IU mgP-1), evidencing the effectiveness of the chromatographic step. The 

purification index of BpTI is 2,514.5 times with a recovery of 43.1%. The purified inhibitor was  

called BpTI (B. pulchella trypsin inhibitor). 

 

Table 1. Purification steps of BpTI. 

Results are presented as the average of six similar runs.  
aThe total amount of protein recovered from 4 g of flour from B. pulchella seeds. 
bOne IU (trypsin inhibitory activity unit) was defined as the decrease in 0.01 unit of absorbance 
at 410 nm.  
cThe recovery of protein at each purification step (SPE 100%).  
dPurification index is calculated as the ratio between the specific activity obtained at each 
purification step and that of the SPE taken as 1.0. 
 
 

Steps Total 
proteina 

(mg) 

Total inhibitory 
activityb (IU) 

Specific activity 
(IU. mg-1 
protein) 

Yieldc 
(%) 

Purification 
foldd 
(x) 

Soluble protein 
extract (SPE) 

1.16 0.278 0.240 100 1 

Trypsin-
Sepharose 4B 

0.5 301.75 603.5 43.1 2,514.5 



 

46 
 

3.2 Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and carbohydrate dosage 

 

The electrophoretic profile of the inhibitor (Figure 1) proved the purity of BpTI. The 

electrophoresis showed BpTI has only one major band with an apparent molecular weight of 

20 kDa, both in the absence and presence of β-mercaptoethanol, and its extract has only two 

well-evidenced bands, but only one of them was conserved after the purification process. In 

addition, BpTI proved to be a glycosylated inhibitor, with carbohydrate content of 1.15%. 

 
 

 

Figure 1. BpTI purification. (A) Elution profile of Trypsin-Sepharose 4B chromatography, 
fractions of 1.5 mL were collected at a flow rate of 30 mL.h-1 and measured at absorbance of 
280 nm. PI (non-retained proteins), PII (retained proteins). (B) SDS–PAGE profile of BpTI, 
(L1) Molecular mass markers: phosphorylase B, 97 kDa; bovine serum albumin, 66 kDa; 
glutamic dehydrogenase, 55 kDa; ovalbumin, 45 kDa; glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase, 36 kDa; carbonic anhydrase, 29 kDa; trypsinogen, 24 kDa; trypsin inhibitor, 
20 kDa; (L2) Soluble protein extract SPE (0.5 µM); (L3) BpTI PII eluted trypsin-Sepharose 4B 
(0.5 µM); (L4) BpTI PII + β-mercaptoethanol (0.5 µM in 5%). 
 

 

3.3 Enzymatic specificity, IC50, inhibition mechanism, and Ki determination  

 

BpTI strongly inhibited the bovine trypsin (serine protease), however showed no 

inhibition against chymotrypsin (also a serine protease) and papain, a cysteine protease. Its IC50 

for trypsin was 3 x 10-6 M (Figure 2), the Lineweaver – Burk (Figure 3) and Dixon (Figure 3) 

(Diagrams of 2 insertions) revealed that the maximum reaction velocity decreases due to 
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inhibitor concentration, indicating that BpTI is an uncompetitive inhibitor, with a Ki of 1.05 × 

10-6 M. 

 

Figure 2. Inhibition parameters of BpTI against trypsin. Relationship between the inhibitory 
activity (%) versus BpTI concentration to calculate IC50. 
 

 

 

Figure 3. Enzymatic kinetics of BpTI (A) The Lineweaver-Burk double-reciprocal plot of BpTI 
at different concentrations showing the uncompetitive inhibition mechanism. (B) Dixon plot to 
assess the inhibition constant (Ki = 1.05 ×10-6 M) of BpTI. 

 

3.4 Temperature, pH, and DTT stability  

 

The BpTI was thermostable up to 90 ºC. The activity of BpTI only reduced 9% when 

incubated at 100 ºC (Figure 4A). The BpTI stability was not compromised when incubated at 

different pH (Figure 4B), it remained constant, without loss of activity, in all tested pH ranges 

(4 to 10), with the optimal inhibitory activity at pH 6. However, the inhibitor in the presence of 

y = 20.722x - 13.016
R² = 0.9371

0

20

40

60

80

1.5 2 2.5 3 3.5 4

R
el

at
iv

e 
in

hi
bi

to
ry

 a
ct

iv
it

y 
(%

)

Concentration of BpTI (M x 10-6)



 

48 
 

DTT (Figure 5) had a reduction of 90% on its inhibitory activity at the concentration of 0.01 M 

for 2 hours and 100% of its activity when exposed to higher DTT concentration. 

 

Figure 4. Stability of BpTI. (A) Thermal stability. Inhibitory activity after incubation of BpTI 
for 30 min. at temperatures varying from 40 to 100 °C. (B) pH stability of inhibitor after 
incubation for 30 min at 25 ± 2 °C, at the pH range of 4.0 to 10.0. The residual trypsin inhibitory 
activity was measured using BApNA as substrate. The bars represent standard deviation of 
three replicates. 

  

 

Figure 5. Stability of BpTI after incubation with 0.1 M DTT concentration. The residual trypsin 
inhibitory activity was measured using BApNA as substrate. The bars represent standard 
deviation of three replicates. The statistical analysis included ANOVA followed by Bonferroni 
test. *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 vs. Control. 

 

3.5 Effects of BpTI in blood coagulation in vitro 

 

The BpTI was able to prolong the time of clot formation in the aPTT and TT tests but 

did not interfere in the time of clot formation in the PT test (Figure 6), which shows the affinity 
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of the interaction of the inhibitor with the coagulation factors belonging to the intrinsic and 

common pathway of the blood coagulation cascade. The extrinsic pathway was not affected by 

the concentrations tested, but there was a statistical difference between treatments. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6. The influence of BpTI on blood coagulation. The results were determined by activated 
partial thromboplastin time (aPTT, A), prothrombin time (PT, B) and thrombin time (TT, C).  
Mean ± S.E.M. (n = 3). ANOVA and Bonferroni test. *p<0.05 vs. saline. ANOVA and 
Bonferroni test. *p<0.05 vs. saline; **p<0.05 vs. BpTI (6.6 and 33 uM). 

 

4. Discussion 

 

The purification of protease inhibitors requires at least 3 or more steps during the 

purification process, normally starting with precipitation by ammonium sulfate, acetone, or 

TCA. Gel filtration chromatography or ion exchange are the most chromatographic steps 

employed. Finally, affinity chromatography to generate a high degree of purity but very low 

protein yield [23,24,25]. BpTI was purified using a different strategy from the ones used, being 

purified with only two steps, the extraction in the basic buffer and affinity chromatography in 

the column of Trypsin Sepharose 4B (Figure 1). In this context, trypsin affinity chromatography 

selected, in the protein peak obtained after elution with glycine 0.1 M pH 2.6, only proteins that 

exclusively interact with trypsin [26].  

Primary affinity for trypsin and apparent molecular weight of 20 kDa are characteristics 

often described for trypsin inhibitors [27]. Similar results were found for B. rufa trypsin 

inhibitors [28] Senna tora [29], and Cassia leiandra [25]. Here, it can be pointed out that the 

BpTI through its characteristics and because it is a purified inhibitor of the genus Bauhinia it 

can be within one of the families of Bauhinia-type inhibitors. However currently, the 

distribution of inhibitors in their families occurs by techniques involving sequencing and 
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homology [30,31] and not just by the type of enzymes that inhibits and molecular weight of 

protein. 

Plant proteins because they have important functions, which are often catalytic, are 

synthesized in the form of proproteins, requiring post-translational mechanisms such as 

glycosylation to give rise to their active form [32]. Protease inhibitors of plant origin are mostly 

glycosylated, that is, their genic expression requires mechanisms after protein synthesis, such 

as B. rufa elastase inhibitor glycosylated form [33]. 

Generally, inhibitors sit competitive inhibition, however, BpTI presented uncompetitive 

kinetics, indicating that the inhibitor interacts only as enzyme-substrate complex (ES complex) 

outside the catalytic site, thus forming inhibitor-enzyme-substrate complex (ESI), this means 

that the inhibitor binds to the enzyme only if it is already in interaction with its substrate [34]. 

Few reports bring uncompetitive inhibitors such as Moringa oleifera inhibitors [35] and C. 

leiandra [25]. BpTI IC50 of 3 x 10-6 M demonstrates that it is a potent trypsin inhibitor, which 

this low concentration is sufficient to inhibit 50% of the catalytic activity of the enzyme, as well 

as Jatropha curcas inhibitors (IC50 1.25 x 10-6 M) [23] and Erythrina velutina (IC50 = 2.2 x 10-

6 M) [36]. This great affinity for trypsin is also highlighted because of the low value of its 

inhibition constant Ki 1.05 x 10-6 M as well as Jatropha curcas inhibitors 2 x 10-11 M [23] and 

C. leiandra Ki of 6.25 x 10-8 M [25]. 

The thermostability of the BpTI to support up to 100 ºC maintaining 90% of its activity, 

is not a character is very common among trypsin inhibitors, where they generally withstand 

temperatures of no more than 70 º C, however, they can withstand extreme pH, as is the case of 

Entada acaciifolia trypsin inhibitors [37] and Luphiosilurus alexandri [38]. 

Trypsin inhibitors are well known for their ability to withstand high temperatures and 

different pH ranges, due to the cysteine residues present in their structures, which form disulfide 

bridges [27]. However, these disulfide bridges can be reduced by certain agents, and may 

directly interfere with their injunction activity, as they may be related to the active site ensuring 

its preservation, structural compliance, and functionality [39]. This fact occurred with The 

BpTI, which lost its activity when incubated with DTT at the concentration of 0.1 M, indicating 

that The BpTI has intrachain sulfide bridges that are primordial to its activity, as well as Cassia 

leiandra trypsin inhibitor [25], but other inhibitors may have their cysteine residues out of the 

active site, such as Cassia grandis trypsin inhibitor [40].  

BpTI's ability to prolong coagulation, its great affinity for serine proteases is due, a fact 

that has already been reported for other inhibitors of the genus Bauhinia (BbKI, calicrein 



 

51 
 

inhibitor B. bauhinioides, and BuXI, an inhibitor of factor Xa of B. ungulata) that inhibited 

trypsin, inhibited enzymes from the blood coagulation cascade [33]. The purification of such a 

promising molecule and the knowledge of its mechanism of action opens rational scope for 

several pharmacological studies since the intrinsic and common pathways are the target of 

classic drugs such as warfarin and heparin, and some of the new drugs such as dabigatran (a 

direct inhibitor of thrombin) and rivaroxaban (direct inhibitor of factor X) [41]. Also mention 

that among the optimal drugs for the replacement of classical anticoagulants, would be 

inhibitors of intrinsic factors [42]. As a comparison to the anticoagulant effect of heparin, for 

this drug to produce a delay in the time of coagulation in the intrinsic pathway, it needs a 

concentration of 333 μM, [43] while BpTI at a ten times lower concentration already has 

anticoagulant activity. These results encourage in vivo studies on the exploration of this 

inhibitor as a naturally occurring antithrombotic agent [44]. 

 

5. Conclusions 

 

A new trypsin inhibitor from B. pulchella seeds, named BpTI with effect anticoagulant 

in vitro. This inhibitor is the first isolated and characterized protein in this plant species. Our 

results constitute an important contribution to a better understanding of the anticoagulant 

activity of trypsin inhibitors and indicate that BpTI has pharmacological potential as an 

alternative strategy to produce natural medicines anticoagulants. 

 

Prospecções  
 

O isolamento de uma nova molécula (BpTI) é um fato preponderante no entendimento 

do mecanismo de ação dos inibidores perante modelos biológicos fundamentais para o 

organismo, como a coagulação, tendo em vista que essa é uma atividade muito relevante e de 

difícil ação por partes das biomoléculas, levando em conta todos os processos de 

alergenicidade, toxicidade e viabilidade de concentração, que dificultam a usabilidade de 

moléculas nesse processo. Estudos futuros com o inibidor são de suma importância para 

elucidar a estrutura primaria da molécula, sítios ativos, afinidade de ligação com as serino 

proteases e mecanismos de ação durante o processo de coagulação sanguínea in vivo. 
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