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Resumo

Os inibidores de proteases desempenham nas plantas fungdes como: defesa
contra ataque de predadores de sementes, regulagio de enzimas endégenas e fontes de
proteinas e aminoacidos. Muitos destes inibidores sdo utilizados em estudos
bioquimicos, bem como no tratamento de patologias humanas como inflamacio e
cancer. Neste trabalho, um inibidor de serinoprotease, presente na semente de
Stryphnodendron barbatinan (barbatimio), foi purificado, caracterizado e denominado
SbKI. Sementes de barbatimio maduras foram trituradas, até a obtencdo de uma farinha,
e esta foi suspensa em PBS, pH 7,4 (1:5 m/v), sob agita¢io por 14 horas a 4°C. O extrato
foi centrifugado, filtrado e tratado com PVPP, sendo denominado EB, o qual apresentou
inibigdo da coagulagio sangiiinea e da atividade de algumas serinoproteases. O inibidor
SbKI foi purificado utilizando-se trés procedimentos cromatograficos: cromatografia de
exclusdo molecular (Superdex-75, 10/30), troca i6nica (Mono-S HR, 5/5), ambas
acopladas em um sistema AKTA Purifier e fase reversa (C-18, Waters 250 x 4,6mm)
acoplada a um sistema HPLC. Em cada etapa de purificagfo a presenga do inibidor foi
monitorada pelos testes de atividade inibitoria da tripsina e da coagulagio, ambos in
vitro. SDS-PAGE, sob condigdes redutoras, mostrou que o inibidor é formado por duas
cadeias polipeptidicas (cadeia pesada e leve) unida por ligacio dissulfeto. As cadeias
foram separadas pela cromatografia de fase reversa apos serem reduzidas e alquiladas.
Suas sequéncias N-terminais foram determinadas pela degradagio de Edman, em
sequienciador automatizado, apresentando alta identidade sequencial com inibidores do
tipo Kunitz de outras leguminosas. A determinagio da massa molecular do inibidor e de
suas cadeias isoladas, foram determinadas por espectroscopia de massa (LC/ESI-MS
system) mostrando massas moleculares de 19.570Da, 15530Da e 4040Da,
respectivamente. A espectroscopia de dicroismo circular (CD) revelou que o inibidor é
formado predominantemente por elementos P e estruturas desordenadas. SbKI foi
estavel a variagdes de pHs (2-12) e temperaturas extremas e a temperatura de transicio
foi calculada em 73,3° C. A determinagdio das constantes de inibigio (K;) foi realizada
para as serinoproteases tripsina (K = 5,5 nM) e calicreina plasmatica (K;= 1,1 nM).
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Abstract

Proteinase inhibitors perform many beneficial roles in plants such as defense
against the attack of seed predators, regulation of endogenous enzymes and sources of
proteins and amino acids. Many inhibitors are used in biochemistry research, as well as
human pathology treatment such as inflammation and cancer. In this work, a serino
proteinase inhibitor found in Stryphnodendron barbatiman seeds (barbatimdo) was
purified, characterized and denoted SbKI. Mature barbatimio seeds were ground and
suspended in PBS pH 7.4 (1:5 w/v) and stirred for 14 hours at 4°C. The suspension was
centrifuged, filtered and treated with PVPP and denoted EB. This EB inhibited blood
coagulation and some serine proteinases activities. The inhibitor SbKI was purified by
three chromatography step: molecular exclusion (on Supredex-75, 10/30), ion exchange
(on Mono-S, 5/5), both connected to AKTA Purifier System and reversed phase (on C-
18, Waters 250 x 4.6 mm) connected to HPLC System. In each purification step the
presence of inhibitor was monitored, in vitro, by trypsin and coagulation inhibitory
activity. SDS-PAGE, reduced conditions, showed two polypeptide chains (heavy and
light chains) linked by one disulphide bridge. The chains were separated by reversed
phase chromatography after reduced and alquilated. The N-terminal sequence were
performed on automated protein sequencer by Edman degradation and showed
homology with Kunitz type inhibitors from Leguminosae. Molecular weight of inhibitor
and its chains were determined by mass spectrometry (LC/ESI-MS System) and showed
molecular weight of 19.570Da, 15.530Da and 4040Da, respectively. Circular dichroism
spectroscopy showed SbKI is constituted predominantly by B elements and unordered
structures. SbKI was stable over extreme ranges of pH (2-12) and temperature and the
transition temperature 73.3°C investigated by CD and fluorescence emission
spectroscopies. Inhibition constants (Ki) were determined by trypsin (Ki = 5.5 nM) and
human plasmatic kallikrein (Ki = 1.1mM).
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Introducgdo



Introducio

1.1. Proteases

Proteases (ou peptidases) catalisam a hidrolise de ligagdes peptidicas e
apresentam ampla distribuigdo filogenética, estando presente desde virus e bactérias
até em animais ¢ plantas. Em geral, participam de processos de proteolise limitada
gerando produtos ativos que estdo envolvidas em inimeros processos fisiologicos
importantes, incluindo coagulagio sangiiinea, cicatrizagio, fertilizago, diferenciagdo
e crescimento celular, sinalizagdo celular, resposta imune, apoptoses, ativagio de
zimogénios, liberagio de hormdnios a partir de precursores, liberagio de peptideos
fisiologicamente ativos, translocagdo através de membranas, digestio (intra e
extracelular) e “turnover” de proteinas. Estes processos necessitam um rigido
controle, pois protedlises descontroladas podem levar a varios estados patologicos
como infecgdo viral, cancer e doenga de Alzheimer. Desse modo, inibidores de
proteases sdo potenciais agentes na utilizacio para intervengio terapéutica em uma
variedade de patologias [Alberts ef al, 2002; Powers et al, 2002]. Além disso,
diversas doengas causadas por agentes patogénicos como virus, protozoarios,
bactérias e fungos sdo mediadas por proteases, estas desempenhando papel
fundamental no processo de infecgio como, por exemplo, candidiase, malaria e
AIDS {Cooper, 2002]. Dessa forma, vem ocorrendo um aumento nos estudos
relacionados com os processos que regulam a agiio das proteases, bem como dos
mecanismos regulados por inibidores protéicos, endogenos e/ou exogenos, que
poderiam contribuir de modo significativo sobre os mecanismos moleculares

envolvidos nestas patologias.
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1.1.1. Classificagdo das proteases

As proteases sdo classificadas, levando-se em consideragio os residuos de
aminoacidos no sitio ativo, pelo mecanismo de agio e pela similaridade na seqiiéncia
de aminoacidos. S3o conhecidas sete familias: (1) asparticoprotease
(asparticopeptidase), (2) cisteinoprotease (cisteinopeptidase), (3) metaloprotease
(metalopeptidase), (4) serinoprotease (serinopeptidase), (5) treoninoprotease
(treoninopeptidase), como a gama-glutamiltransferase 1, (6) glutamicoprotease
(glutamicopeptidase), como a scitalidoglutamico peptidase, e (7) protease de
mecanismo catalitico desconhecido, como Lit peptidase; sendo as quatro primeiras
familias as principais [Powers, 2002, Koiwa et al 1997].

Cisteinoproteases estio presentes em todos os organismos vivos e sio
responsaveis por muitos processos bioquimicos que ocorrem neles, sendo que a
principal fungio fisiologica ¢ a degradagdo metabélica de peptideos e proteinas. Elas
sdo caracterizadas por apresentarem uma diade catalitica formada pelos residuos de
cisteina e histidina, uma massa molecular entre 21 e 30 kDa e com atividade
hidrolitica méaxima entre os pHs 4 e 6,5. Exemplos de cisteinoproteases s3o:
catepsina B (de Aspergillus), cruzipainas (Trypanosoma), papainas (plantas) e
catepsinas lisossomais (mamiferos). [Grzonka et al, 2001].

Metaloproteases pertencem a um grande grupo de hidrolases em que o
ataque nucleofilico em uma ligagdo peptidica ¢ mediado por uma molécula de agua
ativada por um ion metal (geralmente um ion de zinco, Zn™") que coordena trés
residuos de aminoacidos do sitio ativo. Como exemplos deste grupo estio as

carboxipeptidases e termolisina [DeClerck, 2000].
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Asparticoproteases sio enzimas proteoliticas caracterizadas como tendo
valores 6timos de pH baixo, tipicamente apresentam massa molecular em torno de
35kDa e a atividade catalitica é devido a presenca de dois residuos de acido aspartico
no centro catalitico. Ha varios exemplos como: renina, catepsina D, pepsina [Cooper,
2002; Simdes & Faro, 2004]

Com relagdo as serinoproteases, aproximadamente um terco de todas as
proteases pertencem a essa classe e sdo assim denominadas por possuirem um
mecanismo catalitico comum que envolve um residuo de serina particularmente
reativo [Hedstrom, 2002; Voet, 1995]. Sobre esta familia sera feita uma abordagem
pormenorizada, uma vez que esta disserta¢io versara sobre estudos de inibidores

protéicos de serinoproteases.

1.1.2. Serinoproteases

As enzimas desta classe desempenham uma variedade de funcdes
fisiologicas, sejam fungBes gerais ou especificas, tais como: digestdo (como, por
exemplo, tripsina e quimotripsina), coagulagdo sanguinea (como a calicreina e
trombina), sistema fibrinolitico (como a plasmina), desenvolvimento, inflamacdes,
ativagio do complemento e reprodugdo [Voet, 1995; Rao, 1991; Jovin, 2004,
Guyton, 1997].

Em suas estruturas esta sempre presente, no sitio ativo, uma triade catalitica
representada pelos residuos de Ser 195, His 57 e Asp102 envolvidos na formagdo do
complexo covalente com o substrato [Otlewski, 2001], como mostra a figura 1.
Entretanto, recentemente foi descrito serinoproteases com novas triades cataliticas e

diades, incluindo Ser-His-Glu, Ser-Lys/His, His-Ser-His [Hedstrom, 2002].



Introdugio

Dentre os diferentes sistemas protéicos plasmaticos e teciduais em que as
serinoproteases atuam, a coagulagdo sangiiinea € um dos exemplos mais interessantes

e o selecionamos para ilustrar o fendmeno.

Figura 1. Estrutura da serinoprotease tripsina. Nesta figura estdo representados a
triade catalitica (formada pelos residuos de serina — 195, histidina — 57 e acido
aspartico — 102) e as regides C e N terminais. Figura retirada de Voet, 1995.

1.1.2.1. Coagulagdo sanguinea.

Em resposta a ruptura ou lesdes vasculares, ¢ iniciada uma série de reagdes de
protedlise limitada (“reagGes em cascata”), gerando moléculas ativas a partir de
precursores protéicos plasmaticos. Os mecanismos que iniciam a coagulagéo
sanguinea podem ser um trauma na parede vascular ou tecidos adjacentes, alteracdo
no sangue, ou contato do sangue com as células endoteliais lesadas ou como
colageno ou outros elementos teciduais abaixo do endotélio do vaso sanguineo

" [Guyton, 1997].

O processo de coagulagio sanguinea pode ser dividido em 3 etapas
essenciais: (1) em resposta a ruptura do vaso ou dano ao proprio sangue, ocofre uma
seqiiéncia de reagSes quimicas no sangue envolvendo varios fatores da coagulagdo

sanguinea. O resultado ¢ a formagdo de um complexo de substancias ativadas,
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chamado de ativador da protrombina; (2) o ativador da protrombina catalisa a
conversdo da protrombina em trombina e (3) a trombina age como uma enzima que
converte o fibrinogénio em fibras de fibrina, e estas envolve as plaquetas, os globulos
sanguineos e o plasma para formar o coagulo [Guyton, 1997]. Nesse processo os
fatores que promovem a coagulagio sdo chamados de fatores sanguineos da
coagulacgio e, na maior parte, sdo formas inativas de enzimas proteoliticas que sao
ativadas em seqiiéncia, ou seja, a forma ativada de um fator catalisa a ativag¢do do
outro fator. As enzimas e os fatores protéicos ndo enzimaticos sdo, na maioria,
serinoproteases, como, por exemplo, a calicreina plasmatica e a trombina. Seus
dominios cataliticos se assemelham & tripsina em relagdo a seqiiéncia e ao
mecanismo de agdo, embora sejam mais especificos pelos seus substratos [Guyton,
1997, Stryer, 1996; Voet, 1995).

A serinoprotease calicreina é encontrada em células glandulares, neutrofilos e
fluidos bioldgicos e sido divididos em dois grupos principais: calicreina tissular ou
glandular e calicreina plasmatica, diferindo com relagdo a massa molecular,
especificidade pelo substrato, caracteristicas imunologicas, estrutura génica e tipo de
cinina liberada. A calicreina plasmatica é sintetizada no figado na forma de um
precursor (zimogénio) sendo ativado pelo fator XIla [Pesquero and Bader, 1998;
Yousel and Diamandis, 2003; Colman and Schmaier, 1997].

De um modo geral, no processo da coagula¢do sanguinea considera-se que o
ativador da protrombina seja formado por duas vias, embora, na realidade, elas
interajam constantemente uma com a outra: (1) a via extrinseca, que se inicia com o
trauma da parede vascular e tecidos circunjacentes, € (2) a via intrinseca, que comeca
no proprio sangue, como esta ilustrado na figura 1 [Guyton, 1997, Voet & Voet,

1995].
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Introdugio

Em alguns distirbios que envolvem a cascata da coagulagido (por exemplo,
condigdes tromboembolicas e embolia pulmonar) o uso clinico de anticoagulantes é
desejavel, a fim de se retardar o processo de coagulagdo e, inibidores da cascata
proteolitica representam um interessante alvo para o desenvolvimento de agentes
terapéuticos. Atualmente varios anticoagulantes tém sido desenvolvidos e utilizados
para esse propOsito como a heparina, a cumarina e a hirudina [Guyton, 1997; Amour,
2004;
http://www.geocities.com/Athens/Sparta/9758/hemato/hemato.htm].

Contudo, inibidores protéicos especificos podem atuar como moduladores de
partes do processo, auxiliando no tratamento de disturbios focalizados e ainda sendo
uteis nos estudos sobre os mecanismos de agdes das enzimas que participam do

processo.

1.2. Inibidores de proteases

As enzimas proteoliticas sdo potencialmente perigosas para o “ambiente
protéico” e, dessa forma, suas atividades devem ser muito bem controladas. Para isso
os organismos utilizam inibidores de proteases como a principal ferramenta para
controlar as atividades proteoliticas, complexando e bloqueando a ag¢do dessas
proteases. [Bode & Huber, 2000; Branden & Tooze].

Os inibidores de proteases podem ser de carater protéico ou nio. As proteinas
inibidoras de proteases podem ser definidas como substdncias capazes de inibir
fortemente enzimas hidroliticas, in vitro ou in vivo, através da formacgdo de um
complexo estequiométrico e estavel (Krauchenco apud Breddam; Bode). Elas estdo
presentes em inimeras formas em varios tecidos e fluidos de plantas, animais e

microorganismos [Laskowisk & Kato, 1980; Richardson, 1991].
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O alto nivel de inibidores de enzimas encontrados em sementes de muitas
espécies de plantas tem atraido especulagSes para o seu propésito fisiologico. O
significado fisiologico dos inibidores esta associado a trés fungdes principais nas
plantas que sdo: agir como estoque ou reserva de proteinas e/ou aminoacidos,
(especialmente aminoacidos sufonados), como regulador de enzimas endogenas ou
como agentes defensivos contra animais predadores e pestes como insetos ou
microrganismo (patdgenos), neste Gltimo caso, os inibidores parecem atuar inibindo
a atividade proteolitica das enzimas digestivas de insetos herbivoros e suas larvas,
indisponibilizando nutrientes e, consequentemente, interferindo no seu
desenvolvimento e reprodugdo [Richardson,.1991; Pompermayeri, 2001; Ceciliani et
al, 1997].

Além dessas fungdes biologicas naturais (intrinsecas), os inibidores de
proteinases podem ser utilizados ou terem outras fungdes como: (1) utilizagio como
ferramentas em estudos bioquimicos e fisiologicos de funges de proteases [Oliva et
al, 1999b]; (2) purificagdo de enzimas proteoliticas por cromatografia de afinidade
[Sampaio et al, 1974]; (3) entender a fungdo de enzimas proteoliticas na coagulacdo
sangiiinea [Hayashi et al, 1994; Oliva et al, 2000]; (4) serem utilizados no tratamento
de patologias humanas como inflamag3o, hemorragia [Oliva et al, 2000]; (5) céancer
[Kobayashi 2004]; (6) AIDS, (7) hipertensdo, (8) doencgas amildides, (9) doengas
gastricas, (10) infecgSes parasitarias [Cooper, 2002], (11) uso clinico em algumas
condi¢Ges tromboembolicas (Guyton, 1997); (12) engenharia genética de plantas

(Hag, 2004).

Krauchenco, 200. Breddam, K., et al. Int.J. Pept. Protein Res. v.37, 153-60, 1991. Bode, W. & Huber, R. Biomed.
Biochim.Acta, v.50, 437-46, 1991.
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Nesse sentido existe uma vasta literatura sobre inibidores protéicos de
proteases que atuam nas classes de proteases descritas acima e alguns serdo
comentados a seguir.

Haq e Khan publicaram estudo sobre um inibidor presente na semente de
Cajanus cajan (L.), que inibe as enzimas tripsina e o-quimotripsina e, segundo
analise da seqiiéncia N-terminal, assemelha-se aos inibidores do tipo Kunitz,
especialmente inibidor de tripsina de soja. Além disso, esse inibidor apresenta
estabilidade térmica e a variagio de pH e tem predominincia de estrutura
desordenada [Haq e Khan, 2003].

Mello e colaboradores descreveram um inibidor presente na semente de
Dimorphandra mollis capaz de inibir as enzimas tripsina (K; = 1,7 nM), calicreina
plasmatica humana (K; = 0,31 uM) e plasmina (K; = 0,13 nM), mostrando assim sua
acdio sobre enzimas envolvidas na coagulagdo sanguinea. A seqiiéncia N-terminal do
inibidor mostra alto grau de identidade seqiiencial com outros inibidores do tipo
Kunitz [Mello et al, 2002].

Recentemente foi identificado e caracterizado um inibidor de tripsina a partir
de semente de Poecilanthe parviflora. Esse inibidor é estavel a variagio térmica e a
variagio de pH, apresenta um Ky de 0,1 uM para a tripsina e apresenta identidade
seqiiencial com outros inibidores do tipo Kunitz. Além disso ele é capaz de inibir
significativamente larva de varios insetos, como pode ser verificado no trabalho de
Garcia e colaboradores [Garcia, 2004].

Os inibidores de proteases de carater protéico sdo divididos em familias
levando-se em consideragdo a classe de enzimas proteoliticas que inibem. A seguir

serdo comentados os inibidores das serinoproteases
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1.2.1. Inibidores de serinoproteases

Baseando-se no fato de que as serinoproteases estdo presentes em diversos
processos fisiologicos mencionados anteriormente, fica evidente o interesse no
estudo dessa classe de enzimas, bem como de seus inibidores, sendo comprovado
pelo montante de trabalhos relacionados com esse assunto (estudos bioquimicos,
cinéticos, estruturais, entre outros), muitos desses inibidores originados de sementes
de plantas estudados por diferentes grupos no Brasil e exterior, como, por exemplo
inibidores de sementes de Bauhinia bauhinioides [Oliva et al, 2001], Dimorphandra
mollis [Mello et al, 2001}, Dioclea glabra [Bueno et al, 1999], entre outros, como
também inibidores de serinoproteases de outras fontes, como, por exemplo, sistema
circulatorio de mamiferos [Quinsey ef al, 2004], Solanum tuberosum L. [Valueva et
al, 2000] e Aplysia dactylomela [Gonzalez et al, 2004]. Os inibidores de
serinoproteases sdo encontrados em tecidos animais, tecidos de plantas e em
microrganismos e que, varias evidéncias demonstram que deve haver um delicado
balango entre serinoproteases e seus inibidores para o funcionamento normal de
inimeros processos biologicos. Esses inibidores foram principalmente isolados de
leguminosas, solanéceas e gramineas, devido a grande importéncia econdmica dessas
plantas [Richardson, 1991; Molinari et al, 2003].

O interesse em inibidores de plantas comegou na década de 1940, quando
Kunitz isolou e purificou uma proteina de soja, que inibia tripsina e a estrutura
primaria completa de inibidores de proteases do tipo Kunitz a partir de soja foi
primeiramente determinada por Koide e Ikenaka em 1973 [ Richardison, 1991}. Os
inibidores de planta do tipo Kunitz, os inibidores Bowman-Birk, os inibidores de

batata do tipo I e Il compreendem as quatro classes mais bem estudadas.
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Na tabela 1 estdo listados os classes de inibidores de serinoproteases

descritos na literatura.

Familias Ocorréncia
Antistasin Animal
Arrowhead (site 1 e site 2) Planta

Ascaris Animal

BBI (Bownam-Birk inhibitor) Planta
Chelonianin Animal

Ecotin Microrganismo
Grasshopper Animal

Kazal Animal

Kunitz (BPTI) Animal

Kunitz (STT) Planta
Marnostatin Microrganismo
Batata I (Eglin ¢ ¢ CMTI-V) Planta

Batata 11 Planta
Rapeseed Planta
Silkworm Animal

FPI-F (fungal protease inhibitor F) | Fungo

SSI Microrganismo
Abébbora Planta

Tabela 1. As familias de proteinas inibidoras de serinoproteases. Modificado a partir

de, Laskowski, 2000.

Os inibidores de serinoproteases sio chamados de inibidores candnicos. Eles

evitam o acesso de substratos aos centros cataliticos das proteinases por impedimento
estérico através da exposi¢do do “loop” do sitio reativo, que se insere dentro do
espago do sitio ativo, simulando um substrato, como de clivagem da ligagdo
peptidica, aproximando e bloqueando a Ser 195, em uma geometria proxima a de
Michaelis [Bode, 2000].

Dos inibidores de serinoproteases, os do tipo Kunitz s3o os mais estudados e
sobre eles versara o trabalho que foi desenvolvido nesta dissertagio. Eles estio

subdivididos em duas subfamilias: (1) inibidores de tripsina do tipo Kunitz de
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pancreas bovino (BPTI) e (2) inibidores de tripsina do tipo Kunitz de soja (STI). Na
primeira estdo contidos inibidores que apresentam massas moleculares em tomo de
6,5 kDa e trés ligagdes dissulfetos, enquanto que na segunda subfamilia estdo
presentes inibidores com massas moleculares em torno de 20 kDa e duas ligagdes

dissulfetos [Wlodawer, 1987].

Os inibidores de plantas do tipo Kunitz sdo encontrados em grande
quantidade em sementes de todas as subfamilias de Leguminosae: Mimosoideae,
Caesalpinoideae e Papilionoideae ¢ também na familia Solanaceae. Enquanto a
maioria desses inibidores sio moléculas de cadeia simples, outros isolados, a partir
de sementes pertencentes a subfamilia Mimosoideae (Acacia, Adenanthera, Albizzia,
Enterolobium, Leucaena), sio compostas por duas cadeias polipeptidicas: uma cadeia
longa (designada de cadeia a ou A), de aproximadamente 16 kDa, e uma cadeia »
pequena (designada de cadeia B ou B), de aproximadamente 5 kDa, ligadas por uma
ligagdio dissulfeto. A formagdo dessas duas cadeias € o resultado de um processo de
protedlise de um precursor de cadeia simples, que ocotre no 140° residuo, ou
proximo deste, apos a redugdo das ligagdes dissulfetos [Richardson, 1991; Negreiros,
1991; Richardson, 1986; Batista, 1996; Oliva, 2000].

Entretanto, recentemente foi descoberto um inibidor, a partir de semente de
Copaifera langsdorffiis (Leguminosae, Caesalpinioideae), formado por duas cadeias
polipeptidicas, uma com 11 kDa e outra com 9 kDa.[Silva, 2001; Krauchenco, 2004,
Krauchenco, 2004].

Assim como os inibidores de outras familias, os inibidores do tipo Kunitz
apresentam a conformagdo da cadeia principal do segmento P3-P3’ (notagdo Pp,Py’,

de acordo com Schechter & Barger, 1967) similares entre si, chamados de
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conformagdo candnica, formando um “loop” de forma convexa que é capaz de
reconhecer o sitio ativo concavo da enzima [Otlewski, 2001]. E nesse “loop” onde
esta presente o sitio reativo representado pelo residuo de arginina, presente na
maioria dos inibidores. Apesar de ser esse o residuo de aminoacido presente na
maioria dos centros reativos, outros aminoacidos podem estar presentes, mas nao
frequentemente, como lisina (Acacia confusa) [Wu, 1993], acido glutdmico [Pando,
2001] e glutamina [Cavalcanti, 2002].

Além da similaridade desse segmento (P3-P3’), os inibidores do tipo Kunitz
apresentam grande identidade seqiencial e, também, quando ha diferenga entre os
residuos, estes, em grande parte, sdo substituigdes conservativas ou
semiconservativas. Também apresentam regides conservadas ao longo da cadeia,
principalmente com relagio aos residuos de cisteina, havendo a possibilidade da
formagio de ligagdo dissulfeto, o que garante maior estabilidade estrutural. Isso pode
ser verificado em trabalhos, cujas seqiiéncias primarias foram determinadas e
realizadas comparagdes das mesmas [Oliva ef al, 2000]. Além disso, varios trabalhos
recentes com estudos estruturais por cristalografia [Krauchenco e al, 2004] e por
modelagem por homologia [Sattar ef al, 2004] tém mostrado que os inibidores de
serinoprotease (particularmente do tipo Kunitz), sio formados por folhas-
como estrutura secundaria e muitos apresentam o enovelamento chamado B-
trefoil como estrutura terciaria.

Apesar de terem relativamente alta identidade sequiencial, os inibidores do
tipo Kunitz, descritos na literatura, apresentam especificidades na inibigdo de
enzimas, bem como variagdes no grau de inibi¢3o (diferentes Kj). Esse fato estimula
a continua busca por novos inibidores, selecionando-os por suas constantes de

inibicdo/enzima especifica. Assim, pequenas altera¢des estruturais em uma mesma
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classe de inibidores tém mostrado seletividade para diferentes serinoproteases, ou
mesmo a mudanga de um residuo de aminoacido promove alteragdo na constante de
inibigdo (Hung et al 1994), o que torna as pesquisas nesta area do conhecimento cada
vez mais fascinantes e competitivas. Por exemplo, o EcTI (Batista et al, 1996) e LITI
(Oliva et al, 2000) apresentam constantes de inibi¢Oes diferentes para as enzimas
tripsina, quimotripsina, fator XIla e plasmina, apesar de terem alta identidade

sequencial (tabela 2).

Tripsina | Quimotripsina HuPK Fator X1la | Plasmina
EcTI 1,56 nM 120 nM 5,0 nM 150 nM 18 nM
LITI 25 nM 14 nM 6,3 nM nd 0,2 nM

Tabela 2. Comparagdo dos valores de K; de dois inibidores. Nesta tabela estdo
listados as constantes de inibigdo de EcTI e LITI para as enzimas tripsina,
quimotripsina, calicreina plasmatica humana (HuPK), fator XIlIa e plasmina, em que
pode-se verificar diferengas significativas, como a inibigdo da plasmina, com uma
diferenga de 90 vezes.

EcTI - Enterolobium contorsiliquum trypsin inhibitor
LITI — Lecaena leucocepha trypsin inhibitor
nd — ndo determinado
Neste trabalho foi realizado o isolamento, purificagdo, caracterizagdo
estrutural e funcional de um inibidor de serinoprotease, presente nas sementes de

barbatimdo, do género Stryphnodendron, pertencente a familia Leguminosae, que

apresentou K; para a enzima calicreina de aproximadamente 1 nM.
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Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi investigar a presenca de inibidores
protéicos no extrato salino das sementes de barbatimdo (Stryphnodendron
barbatiman), isola-lo e testar sua especificidade com diferentes serinoproteases,
através da determinagdo de suas constantes de inibigdo (Ki).

Especificamente estes estudos seguiram as seguintes etapas:

a) Extragio e isolamento das diferentes fragdes protéicas existentes no extrato
salino das sementes de barbatimdo, que apresentavam atividade
anticoagulante in vitro;

b) Purificagdo da fragdo protéica que apresentou maior atividade inibitoria do
processo da coagulagdo, nas condigdes do ensaio realizado,

¢) Determinagdo de caracteristicas estruturais do inibidor (seqiiéncia primaria
parcial, estrutura secundaria, estabilidade);

d) Determinagdo de K para diferentes serinoproteases.
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Materiais e métodos

3.1. Extragdo dos inibidores

Os frutos de barbatimiio foram coletados na chacara Santo André localizada
na Rodovia Washington Luis, Km 221, no municipio de Sio Carlos (22°2’S e
47°55’W) [Carta do Brasil ao Milionésimo, 1972°].

As sementes de barbatimio, apos a retirada do tegumento, foram maceradas
em um almofariz até a obtengio de uma farinha. Essa farinha foi suspensa em PBS
(0,15M de NaCl + 6mM de Na,HPO; pH 7,4), na proporgdo 1:5 (p/v), sob
refrigeragio (aproximadamente 4°C) e agitagdo constante em um agitador magnético
por 14 horas. Posteriormente, o material foi centrifugado por 20 minutos, a 12.000 g,
4°C e o sobrenadante foi filtrado em papel (marca Melitta). Nesse filtrado foi
adicionado PVPP na proporgio de 100mg/mL, sendo agitado por 30 minutos sob
refrigeracdo (4°C) e posteriormente centrifugado por 20 minutos a 12.000 g. O
precipitado foi descartado e o sobrenadante foi submetido a dialofiltragdo contra
PBS. Apés 5 trocas do tampdo, cada uma sendo feita a cada 3 horas, a amostra,
designada de EB, foi submetida aos ensaios de atividade biolégica e procedimento
para purifica¢o do principio ativo. O fluxograma (figura 1), resume as etapas desse

procedimento.

3.2. Determinagio da concentragdo de proteina

O método mais comumente usado de determinagdo de proteina ¢ o método
Folin- Lowry. A base do método ¢ a reagfio de Biureto de proteina com cobre em

condigbes alcalinas (“copper under alkaline conditions”) e redugdo acida do Folin-
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Ciocalteau “phosphomolybdicphosphotungstic” a “heteropolymolybdenum blue”
pela oxidagdo catalisada pelo cobre dos aminoacidos aromaticos. A reagdo resulta em
uma coloragio azulada forte e é mais sensivel (faixa de 0,1-1 mg de proteina/mL)
que o método de Bioreto. [Harris € Angal, 1933].

A quantificagio de proteina foi determinada pelo método de Lowry (Lowry et

al, 1951), utilizando BSA como padrio.
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Semente

Extracao

Cromatografia de Exclusao
Molecular (coluna Superdex75)

Cromatografia de Troca Ionica
(coluna Mono — S)

Espectroscopia de
Dicroismo
Circular

Cromatografia de Fase

Ensaio de atividade

Espectroscopia
de Fluorescéncia

Reversa (coluna C-18) inibitéria
Espectrometria Reducio e Alquilacio
de Massa
Cromatografia de Fase
Reversa (coluna C-18)
Cadeia A Cadeia B
Espectrometria || Espectrometria
de Massa de Massa
Seqiiénciamento L | Seqiiénciamentc
do N-terminal do N-terminal

Figura 3. Fluxograma da metodologia empregada para a purificagio e caracterizagao

do inibidor.
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3.3. Procedimentos cromatograficos

A cromatografia € um método fisico de separagio, no qual os componentes a
serem separados sdo distribuidos entre duas fases: uma fase fixa de grande area
superficial denominada fase estacionaria, e a outra um fluido que percola atraves
dela, sendo, por isso, denominada fase movel. As etapas para se purificar uma
proteina, na maioria dos casos, envolvem diferentes procedimentos cromatograficos.
A escolha de um ou outro tipo de procedimento € mais ou menos empirica. E muitos
protocolos precisam ser testados antes que seja determinado qual o mais efetivo.
Entretanto, atualmente, procedimentos de tentativa e erro podem ser minimizados
pela utilizagdo de métodos que permitam conhecer certas propriedades das proteinas
presentes em determinado extrato (eletroforese, focalizagdo isoelétrica, etc)

anteriormente aos procedimentos cromatograficos.

3.3.1. Cromatografia de exclusdo molecular.

O principio basico desta cromatografia baseia-se nas diferentes massas
moleculares em que moléculas sdo particionadas entre solvente e uma fase
estacionaria de porosidade definida. O processo de separagdo ¢ realizado utilizando-
se uma matriz de gel porosa (com forma esférica, cuja porosidade ¢ determinada pela
quantidade de ligagdes cruzadas entre os polimeros do material do gel) dentro de
uma coluna e rodeado por solvente.

O método de purificagio utilizado foi uma coluna Superdex-75 (10/30)
acoplada a um sistema AKTA Purifier (Amersham Pharmacia Biotech). O EB foi

aplicado na coluna previamente equilibrada com 50mL de PBS (aproximadamente
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dois volumes da coluna) sob um fluxo de 0,5 mL/min.. A amostra foi eluida com o
mesmo tampdo e monitorada pela absorbancia em 280 nm.

A coluna foi calibrada com os seguintes padrdes: BSA (albumina de soro
bovino), 66 kDa; ACB (anidrase carbonica bovina), 29 kDa; e Cit C (citocromo-c),
12,4 kDa.

As fragdes coletadas foram submetidas aos ensaios de inibigdo da coagulagdo

e inibi¢do da atividade de tripsina.

3.3.2. Cromatografia de troca 16nica

Esta cromatografia separa proteinas baseando-se em suas cargas e pode ser
usada para separar proteinas que diferem somente em grupos carregados na
superficie. Para o uso efetivo da troca i6nica na purificagdo de proteinas a fase
estacionaria (matriz a qual apresenta grupos inorganicos carregados ligados) deve,
portanto, ser capaz de ligar a proteinas com carga positiva ou negativa. Portanto, as
matrizes sdo derivadas de grupos carregados positivamente para a adsor¢do de
proteinas anidnicas (designada trocadora de &nion) ou grupos carregados
negativamente para a adsor¢do de proteinas cationicas (designada trocadora de
cations).

Apés a elui¢do da proteina da coluna de exclusdo molecular, esta teve seu
tampdo trocado para Tris (20 mM, pH 8,0) em centriprep 3 (Amicon).

As fragdes contendo atividade biologica foram reunidas e aplicadas na coluna
Mono-S HR 5/5 acoplada a um sistema AKTA Purifier (Amersham Pharmacia
Biotech). A coluna foi previamente equilibrada com tampdo Tris (20 mM, pH 8,0) e

a amostra aplicada na coluna com o mesmo tampdo. Em seguida foi eluida com o
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mesmo tampao contendo 0,5 M NaCl, em um gradiente continuo de 0 — 100% deste
tampio, sob fluxo de 1,0 mL/min., monitorado pela absorbincia em 280nm ¢ o
eluato coletado em fragdes de 1mL.

As fragdes eluidas foram analisadas quanto a atividade bioldgica e somente as
fragdes correspondentes ao segundo pico da curva de absorbéancia foram reunidas e
dialoconcentrados em Centriprep 3, utilizando PBS. Apoés ensaios de atividade
bioldgica, a amostra foi submetida a eletroforese, medidas de dicroismo circular

(CD) e emissdo de fluorescéncia.

3.3.3. Cromatografia de fase reversa

O mecanismo de separagdo da cromatografia de fase reversa depende da
interagdo hidrofobica entre moléculas da fase movel com ligantes hidrofobicos da
fase estacionaria.

A fase reversa envolve o uso de adsorventes hidrofobicos, tipicamente
cadeias alifaticas entre Cg e Cg, ligados a esferas de silica (convertendo a fase
estacionaria em uma matriz apolar). As amostras sdo aplicadas em um solvente
aquoso, freqilentemente um acido diluido, e sdo eluidas por um gradiente de solvente
orgénico miscivel como metanol ou acetonitrila.

As fragdes oriundas da cromatografia em Mono-S, com atividade biologica,
foram aplicadas em uma coluna de fase reversa, C-18 (Waters 250 x 4,6 mm),
acoplada a um sistema HPLC (Bio Rad). A coluna foi previamente equilibrada com
90% de solvente A (agua + 0,1% de TFA) e 10% de solvente B (90% de acetonitrila
+ 10% de agua + 0,1% de TFA). A amostra foi aplicada na coluna com fluxo de

ImL/min. e eluida com gradiente linear do solvente B (de 10% a 80%). A eluigdo foi
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monitorada pela absorbancia em 220nm. Duas fra¢des foram eluidas em tempos de
retencio de 24 e 26 minutos, sendo este ultimo de conteido majoritario. Estas
fragdes eluidas no tempo de retengdo de 26 minutos, foram reunidas e liofilizadas
para posteriores analises em tricina-SDS-PAGE, espectrometria de massa e analise

do N-terminal.

3.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida - tricina

A eletroforese € especialmente Gtil como método analitico, em que relaciona
a migragio de particulas carregadas em um determinado meio, sob a influéncia de
uma diferenga de potencial. Sua vantagem é que as proteinas podem ser separadas ¢
visualizadas, permitindo determinar rapidamente o nimero de espécies de proteinas
presentes em uma amostra ou o grau de pureza da mesma, como também a
determinagio da massa molecular aparente.

Um método eletroforético comumente utilizado para a determinagio da
pureza e da massa molecular da proteina faz-se uso do detergente SDS. A utilizagdo
desse detergente e, mais adequadamente com um agente redutor, permitem que as
proteinas e/ou cadeias sejam separadas com base em suas massas moleculares.

Durante o processo de purificagdo foi utilizado, como método analitico, a
eletroforese em gel de poliacrilamida, em condi¢Ses desnaturantes para se analisar o
andamento do processo. O método usado foi o de tricina-SDS-PAGE [Schégger, e
Von, 1987].

Para a preparagdo das amostras foi utilizado tampdo da amostra (Tris-HCL,
SDS, glicerol e azul de bromofenol) com agente redutor (-mercaptoetanol) ou sem

este, e todas foram fervidas por 5 minutos.
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O gel foi corado com Coomassie brilliant blue R250 0,2% e descorado com
uma solugio de acido acético 7%.

As proteinas utilizadas como padrdes de massa molecular foram fragmentos
de mioglobina com massas moleculares de: 16.950 kDa, 14.404 kDa, 10.700 kDa,

8159 kDa, 6.214 kDa , 2512 kDa, além de glucagom (3.480 kDa).

3.5. Determinagdo da focalizagdo isoelétrica (IEF)

A superficie de moléculas protéicas ¢ coberta por grupos carregados positiva
e negativamente. Acima do ponto isoelétrico (pl) a superficie ¢ carregada
negativamente e, portanto, moléculas carregadas igualmente sdo repelidas uma das
outras, abaixo do pl a carga total sera positiva e novamente, moléculas carregadas
igualmente serdo repelidas uma das outras. Entretanto, no pl da proteina as cargas
positivas e negativas na superficie de uma molécula cancelam-se, a repulsio
eletrostatica entre moléculas individuais nfio ocorre e atragdes eletrostaticas entre as
moléculas podem acontecer, resultando na formagdo de um precipitado. A
focalizagdo isoelétrica é uma técnica utilizada para determinar o ponto isoelétrico de
uma proteina, em que envolve um gradiente de pH em um gel, permitindo que as
proteinas migrem em um campo elétrico a um ponto no sistema onde o pH seja igual
ao ponto isoelétrico dela. [Scopes;1994; Harris & Angal,1993].

A amostra submetida a determinagdo do pl foi o material retido aos 26
minutos (coluna C-18). O pl foi determinado em um equipamento sistema
PhastSystem (Pharmacia), em que, uma aliquota de 4uL de amostra com uma
concentragio de 2 mg/mL foi aplicado em um gel PhastGel IEF 3-9, o qual permite a

determinagdo do pl situado no intervalo de 3 a 9. A determinagio do pl do inibidor
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foi realizada sob condi¢des padrdo do equipamento e a coloragdo foi realizada com

Coomassie blue (R250).

3.6. Redugdo e alquilagdo dos residuos de cisteina e separagdo das

cadeias

Para a separagdo das duas cadeias polipeptidicas foi utilizado o método de
redugdo e alquilagdo de residuos de cisteina segundo o método descrito por Friedman
et al (1970).

A amostra utilizada para a reagio foi o segundo pico da C-18.
Aproximadamente 2nmol de proteina foram dissolvidas em 0,3 mL de tampéo (Tris-
HCI 0,25M pH 8,5 contendo 1mM de EDTA, 6M de guanidina e 5 puL de B-
mercaptoetanol) e incubado por 3 horas, na auséncia de luz, a 37°C sob atmosfera de
nitrogénio. A alquilagdo da proteina foi realizada adicionando-se SpuL de 4-
vinilpiridina, sendo incubado por 90 minutos nas mesmas condi¢des descrito
anteriormente. Apés o tempo de incubagdo, a reagdo foi interrompida por
acidificagdo com 4cido acético glacial (20 pL) e depois centrifugada por 2 minutos a
16.000 g e injetada na coluna de fase reversa.

As cadeias foram separadas na coluna de fase reversa, C-18, previamente
equilibrada com um sistema de solventes TFA/ CH;CN (A=0,1% TFA em agua e B
=0,1% TFA em CH;CN), com um fluxo de ImL/min. e a eluig@o foi realizada com
gradiente linear do solvente B (condig3o inicial de 5% do solvente B em 5 minutos,

de 5% a 60% em 60 minutos, de 60% a 100% em 15 minutos, 100% durante 5
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minutos e de 100% a 5% em 7 minutos). Esta cromatografia foi monitorada pela
absorbancia em 220 nm.

Apos a eluigdo as fragdes foram coletadas, reunidas, liofilizadas e a proteina
foi mantida em agua. Posteriormente foram determinadas as massas moleculares,

bem como a analise do N-terminal.

3.7. Analise do N-terminal

As amostras correspondentes as fragdes 37 e 54 eluidas da coluna de fase
reversa foram analisadas em um seqiienciador automatico de proteinas.

Uma aliquota contendo entre 200 e 300 pmol do inibidor e de cada cadeia
purificada, em agua e Sequa-Brene (Sigma-Aldrich), foi aplicada em um disco de
fibra de vidro especial (Wako, Osaka, Japdo), previamente tratada com Sequa-Brene.
A analise da seqiiéncia do N-terminal foi realizada pelo método de degradagio de
Edman, em um seqienciador automatizado de proteinas, PPSQ-23A Shimadzu
(Kyoto, Japan). Os procedimentos foram realizados seguindo as recomendagdes do

fabricante.

3.8. Determinagdo da massa molecular da proteina por espectrometria de

massa

Foram determinadas as massas moleculares das fragdes oriundas da

cromatografia de fase reversa, antes (fragdo 26 — correspondente a proteina nativa) e
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depois (fragdes 37 e 54 — cormrespondente as cadeias) da reagdo de redugdo e
alquilagdo.

A determinagdo das massas moleculares do inibidor e das cadeias que a
constitui, foi realizada pela técnica “electrospray ionization ion-trap” utilizando um
espectrometro de massa acoplado a um cromatografo: Waters LC/ESI-MS.

Essas medidas foram realizadas pelo professor Dr. Antdnio Miranda do

Departamento de Biofisica da Universidade Federal de Sdo Paulo, UNIFESP —-EPM.

3.9. Testes de atividades biologicas

3.9.1. Atividade inibitoria da coagulagio

Desde a extragdo e em cada passo cromatografico foi necessario monitorar a
presenca da atividade da proteina. Para isso foi feito, apos cada etapa de purificagdo,
o teste de atividade anticoagulante, pois se houvesse perda da atividade, seria
necessario adotar outra estratégia.

A atividade anticoagulante foi determinada in vitro utilizando plasma
citratado. Amostras de sangue foram coletadas de doadores sadios e a estas foram
adicionados citrato de sodio (150 mM), na proporgdo de 10:1. Apds homogeneizagio
o sangue foi centrifugado a aproximadamente 1000g por 5 minutos a 25°C, € o
sobrenadante separado e utilizado no ensaio. 50 uL. de amostra foi incubada com o
mesmo volume de plasma a 37 °C por 30 minutos, a seguir foi adicionado 50 uL de

cloreto de caicio (20 mM), homogeneizado e inicia-se a medida do tempo de

IESC.1IRp SERVICO DE BIBLIOTEGC .
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coagulagdo. O controle foi feito substituindo-se a amostra pelo tampdo. O tempo de

coagulagdo foi determinado na presenca e na auséncia de inibidor.

3.9.2. Atividade inibitoria da atividade enzimatica da tripsina

A atividade inibitoria de tripsina foi determinada, in vitro e em duplicata, pela
medida do residuo da atividade hidrolitica de tripsina para o substrato sintético
BAPNA. Em cada tubo de ensaio foi colocado 50 uL de tripsina (30 pg/mL em 50
mM de tampao Tris-HCI, pH 8,2 contendo 20 mM de CaCl,) e 50 uL. da amostra (no
controle foi colocado tampio Tris) sendo incubado por 10 minutos a 37°C.
Posteriormente foram adicionados 900 ul. de BAPNA (0,32 mM de BAPNA em
Tris) e novamente incubado por 30 minutos a 37°C. Apds o tempo de incubagdo a
reagdo foi interrompida adicionando-se 100 pl. de HCI 15%(V/V/). A hidrdlise do

substrato foi monitorada em leitura espectrofotométrica (A4os).

3.10. Estudos estruturais

3.10.1. Analise de Dicroismo Circular

Dicroismo circular (CD) ¢é a propriedade que uma molécula quiral apresenta
em absorver diferentemente luz circularmente polarizada a direita e a esquerda. Essa
caracteristica, presente em proteinas e peptideos, pois sdo moléculas que apresentam

centros quirais (carbono o) ao longo da cadeia principal, é utilizada em
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espectroscopia de dicroismo circular, a fim de se caracterizar e quantificar estruturas
secundarias (como hélice a, folha B, “turns” e estruturas randémicas) presentes
nessas moléculas. Além disso, pode ser utilizada no estudo de mudangas
conformacionais (devido a variagdes ambientais, como variagio de pH e
temperatura), interagdo de ligantes e desnaturagdo e renaturagio de proteinas [Cantor
e Schimmel, 1980; Kelly and Price, 1997].

Na aplicagdo desta técnica, o feixe plano polarizado é decomposto por um
modulador (usualmente um cristal piezoelétrico, como o quartzo) em duas
componentes: luz circularmente polarizada a direita, R, e luz circularmente
polarizada a esquerda, L. Se depois da passagem através da amostra os componentes
ndo sdo absorvidos (ou sdo absorvidos no mesmo grau) a combinagdo das
componentes regeneraria a radiagdo polarizada no plano original. Entretanto, se uma
das componentes € absorvida pela amostra em uma intensidade maior que a outra, a
radiagdo resultante (componentes combinados) estara elipticamente polarizada, ou
seja, o resultado seria uma elipse. Dessa forma, o dicroismo circular pode ser
definido como a diferenca entre a absor¢ido das componentes polarizadas & esquerda
e a direita (AA) [Kelly and Price, 1997; Fasma, G.D., 1996].

Na pratica, o espectropolarimetro ndo recombina as componentes, mas
detecta as duas componentes separadamente. Ele entdo mostrara o dicroismo a um
dado comprimento de onda expresso tanto como a diferenca na absorbéncia das duas
componentes (AA = AL — Ag) ou como a elipsidade em graus (6), dado por: 8 = tan™
(b/a), onde a e b sdo os eixos maiores ¢ menores da elipse resultante. Existe uma
simples rela¢do numérica entre AA e 6 (8 em graus), isto €, 8 = 32,98 AA[Kelly and

Price, 1997; Fasman, G.D., 1996].
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As medidas de CD foram realizadas em um espectropolarimetro Jasco J-715
(Jasco Instruments, Japdo) utilizando cubeta cilindrica de quartzo de 0,1cm de
caminho optico. A amostra analisada foi o eluato da cromatogafia de troca iOnica
(item 3.3.2.), em PBS, concentrada a 2,2 mg/mL e depois diluida no mesmo tamp@o
(PBS pH 7,4) a uma concentra¢do de 0,2 mg/mL. Os espectros foram coletados em
um intervalo de 196 a 250 nm, a aproximadamente 25°C (temperatura ambiente) com
uma média de 16 varreduras.

A estimativa do conteido de estrutura secundaria foi feito através do
programa CONTIN [Sreerama & Wood, 2000), em que emprega métodos de

desconvolugio, mostrando o tipo de estrutura, bem como a porcentagem da mesma.

e
i

Figura 4. Origem do efeito de dicroismo circular. Decomposigdo do feixe plano
polarizado em duas componentes circulares a esquerda (L), e a direita (R) , antes ¢
depois de passar pela amostra. Modificado a partir de Fasman.
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3.10.2. Analise da estabilidade do inibidor em diferentes pHs por CD

A amostra utilizada, bem como o equipamento e as condigdes para analise da
estabilidade foram as mesmas do item anterior, entretanto a amostra foi diluida em
diferentes tampdes com pHs diferentes. Estes foram:

% 20 mM de tampdo glicina contendo S0mM de NaCl em pH 2,5

% 20 mM de tampio acetato de sodio contendo SOmM de NaCl em pH 4,0
% 20 mM de tampio fosfato de sodio contendo SOmM de NaCl em pH 6,0
% 20 mM de tampao Tris-HCI contendo 50mM de NaCl em pH 8,0

% 20 mM de tampéo borato de sédio contendo SOmM de NaCl em pH 10,0

%k 20 mM de tampao borato de sodio contendo SOmM de NaCl em pH 12,0

3.10.3. Analise da estabilidade do inibidor em diferentes temperaturas

por CD

As medidas de CD foram realizadas no mesmo equipamento como descrito
no item 3.10.1.. A amostra analisada foi o eluato da cromatogafia de troca idnica
(item 2.2.2), em PBS, com uma concentragéo de 0,8 mg/mL e depois diluida em agua
chegando a uma concentragdo de 0,16 mg/mL. Os espectros foram coletados em um
intervalo de 250 a 196 nm, com uma média de 16 varreduras e variando a
temperatura de 5° a 85 °C sendo feita a medida a cada 5°C.

Posteriormente as analises dos espectros de CD, foram realizadas medidas
mais refinadas, ao redor da temperatura de transi¢do, compreendendo na faixa de

temperatura de 66°C a 90°C e variando em 2°C cada medida.



Materiais e métodos

3.10.4. Analise de fluorescéncia estatica

E possivel caracterizar macromoléculas biologicas por emissio de
fluorescéncia e verificar mudangas conformacionais discretas no microambiente dos
grupos fluorescentes (fluoréforos) naturais como triptofano, tirosina e fenilalanina.

A técnica se baseia na relagdo absor¢do/emissdo de fotons por uma dada
substancia. A absorcdo de luz por um determinado cromoéforo excita seus elétrons do
estado fundamental S, para o estado excitado S;. A partir desse estado, o excesso de
energia € dissipado de varias formas, como reagdes fotoquimicas, decaimento
radioativo com produgio de fluorescéncia, e decaimento ndo radioativo por varios
mecanismos de supressdo sendo as duas ultimas formas os dados que nos fornecem
informacdes estruturais nas proteinas [Eftink, 1991].

Em proteinas que contém os trés aminoacidos aromaticos, a fluorescéncia €
usualmente dominada pela contribuigdo dos residuos de triptofano , pois tanto sua
absorbancia quanto seu rendimento quantico, sdo consideravelmente maiores que os
respectivos valores para a tirosina e fenilalanina.

As medidas de fluorescéncia foram feitas em um fluorimetro ISS K2
(ISS, Fluorescence Analytical and Biomedical Instrumentation — Illinois/USA)
utilizando cubeta de quartzo de 1cm de caminho Optico. A amostra analisada foi o
eluato da cromatogafia de troca idnica, concentrada a 2,2 mg/mL e depois diluidas
em PBS e nos diferentes tampdes com pHs diferentes (como no item anterior) a uma
concentracdo final de 0,07 mg/mL

As amostras foram excitadas com comprimento de ondas de 295 nm e os

espectros de emissdo foram monitorados no intervalo de 305 a 450 nm.
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3.11. Ensaios de inibigdo para determinagdo do K;

3.11.1. Determinagdo do K para a tripsina

A atividade inibitoria do inibidor foi acompanhada pela dosagem de atividade
residual da enzima tripsina pela hidrolise do substrato BAPNA. Nos ensaios
realizados em meio de tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 , contendo 0,15M NaCl e
0,02 % CaCl, (v/v), 20 pL de tripsina bovina [2,08 uM] foram pré-incubados, a
37°C, por 10 minutos, com concentra¢des crescentes do inibidor. Em seguida
efetuou-se a adigdo de 25uL. do substrato BAPNA [10 mM] em um volume final de
250 pL, prosseguindo-se a incubagdo por 20 min a 37°C. A reagdo foi interrompida
pela adi¢do de 40 uL. de acido acético 40 % (v/v) e as dosagens realizadas em placas
de Elisa.

A hidrolise do substrato pela enzima foi acompanhada em leitura
espectrofotométrica (A4s) da p-nitroanilida liberada do substrato em
espectrofotdmetro Packard (modelo SpectraCount). A atividade inibitoria foi

calculada pela determinagdo da atividade residual de tripsina no ensaio.

3.11.2. Determinagédo do K para a calicreina plasmatica humana

.....

residual da enzima calicreina plasmatica humana pela hidrolise do substrato HD-Pro-
Phe-Arg-pNan. Nos ensaios realizados em meio de tampdo Tris-HCl 50 mM, pH

8,0, contendo 0,15M NaCl e 0,02 % CaCl, (v/v), 30 uL. de HuPK [40 uM] foram
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pré-incubados, a 37°C, por 10 minutos, com concentragdes crescentes do inibidor.
Em seguida efetuou-se a adi¢do de 25 uL. do substrato HD-Pro-Phe-Arg-pNan [1,0
mM] em um volume final de 250 pL, prosseguindo-se a incubagdo por 20 min a
37°C. A reagdo foi interrompida pela adigdo de 40 uL. de acido acético 40% (v/v) e
as dosagens realizadas em placas de Elisa.

A hidrolise do substrato pela enzima foi acompanhada em leitura
espectrofotométrica (A4os). A atividade inibitéria foi calculada pela determinagido da

atividade residual de HuPK no ensaio.
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4.1.Atividade Anticoagulante

Apos obtengdo do extrato salino (1:5 p/v), denominado de Extrato Bruto
(EB), este foi dialisado em membrana com porosidade que permitia a passagem de
compostos abaixo de 3 kDa, durante 8 horas. A quantidade de EB necessaria para
impedir a coagulagio do plasma citratado foi de 50 pL, por um periodo maior que
2 horas.

O EB foi fracionado através de varios procedimentos cromatograficos,
descritos a seguir, chegando-se a obten¢do de uma fragdo protéica purificada que
foi caracterizada bioquimica e estruturalmente pela analise do N-terminal, estudos

espectroscopicos e por ensaios de inibi¢8o da atividade de diferentes proteases.

4.2. Cromatografia de exclusdo molecular

O EB foi aplicado na coluna Superdex-75, eluida e equilibrada com PBS.
Esta filtragdo separou o EB em quatro picos, que foram submetidos a testes de
atividade inibitoria da coagulacdo e de inibi¢do da atividade tripsinica. Dos quatro
picos testados somente o segundo apresentou atividade inibitoria de proteases. A
massa molecular (MM) aparente desta fracdo corresponde a 20 kDa, como
verificado pela calibrag¢do da coluna de Superdex-75, figura 4.

A analise do segundo pico em Tricina-SDS-PAGE mostrou uma banda em
torno de 20kDa, sem redugdo, que coincide com a MM aparente observado na

coluna de filtra¢do. Duas bandas, uma em torno de 15kDa e outra em torno de
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5kDa, foi observada apds reducdo, bem como a diminuicdo significativa dos
contaminantes como mostrado na figura 5.

A presenca de duas bandas apds redugdo e de apenas uma banda sem
reducdo (e esta com uma massa molecular correspondente ao somatorio das outras
duas) indica a presenga de uma proteina formada por duas cadeias polipeptidicas
unidas por ligagdo dissulfeto. Essa informagido esta de acordo com valores
descritos na literatura para varios inibidores de proteinas do tipo Kunitz

encontrados em Leguminosae [Oliva et al, 2000] e [Richardson, 1991].
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Figura 5. Perfil cromatografico na coluna de exclusio molecular -
coluna Superdex-75 (30 x 10 mm), sistema AKTA Purifier. A amostra
aplicada (1.0 mL de EB) foi eluida com PBS, pH 7.4, com um fluxo de
0,5mL/min. Teste de atividade foi realizado e somente o segundo pico
apresentou um resultado positivo.
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Durante os processos de extragio e purificagdo do inibidor foram
realizadas analises de SDS-PAGE em cada passo, a fim de se monitorar a
presenga do inibidor, bem como o grau de pureza da amostra. No gel de
poliacrilamida (figura 5), em cada coluna (de 2 a 9) foram aplicada amostra de
cada passo de purificagio. Pode-se verificar a redugdo gradual de contaminantes
(da esquerda a direita), assim como a presenga de uma proteina formada por duas
cadeias polipeptidicas (heterodimero) e unidas por ligagio dissulfeto. Interessante
notar que mesmo antes das fragdes serem submetidas a redugdo, as mesmas ja
apresentam uma certa quantidade de cadeias separadas. Apds serem submetidas a

reducdo, nota-se a presenga das duas bandas de MM ao redor de 15 e 6 kDa.

kDa . kDa
66 ::

45 s

29
20

12

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 6. SDS-PAGE mostrando o resultado dos passos de purificagio do
inibidor. Tricina-SDS-PAGE 16% corado com Coomassie blue: (1) Marcador
de alta massa molecular em kDa; (2) EB; (3) EB reduzido; (4) Segundo pico da
Superdex75; (5) Segundo pico da Superdex 75 reduzido; (6) Segundo pico da
Mono-S; (7) Segundo pico da Mono-S reduzido; (8) Segundo pico da C-18; (9)
Segundo pico da C-18 reduzido; (10) Marcador de baixa massa molecular em
kDa.
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4.3. Cromatografia de troca idnica

A fragdo contendo atividade biologica, oriunda da coluna Superdex-75, foi
dialisada contra tampéo Tris-HC1 (20mM, pH 8,0) e aplicada em coluna Mono-S
previamente equilibrada. Apos eluigdo isocratica durante 15 minutos, as proteinas
ligadas na resina foram eluidas aumentando a forca 10nica utilizando tampao Tris-
HCI (20mM, pH 8,0 contendo 0,5M de NaCl), figura 6. Uma fracdo foi eluida,
antes do gradiente salino, portanto ndo retida na matriz, e outra foi eluida apos ser
aplicado o gradiente. Os dois picos foram coletados separadamente € 0 tampao
trocado por dialoconcentragdo contra PBS. Ambos foram ativos quando
submetidos a testes de atividade inibitoria da coagulagdo e inibigdo de tripsina. A
fracio contida no segundo pico foi selecionada para ser caracterizada, pois
apresentou maior quantidade de atividade inibitoria da coagulac@o, apresentou
menor quantidade de contaminantes e também inibiu calicreina. Esta fracdo foi
analisada em SDS-PAGE como mostra a figura 5 e foi denominada

Stryphnodendron barbatiman Kallikrein Inhibitor (SbKI).
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Figura 7. Perfil cromatografico na coluna de troca iénica - coluna Mono S (HR
5/5, sistema Akta Purifier). A amostra (1.0mL do 2° pico da Superdex 75) foi
eluida com tampdo A: 20mM de Tris-HCl em pH 8.0, e tampao B: 20mM de Tris-
HCl em pH 8.0 contendo 0,5M NaCl. Com um fluxo de 1mL/min.

4.4. Cromatografia de fase reversa

A fracdo selecionada apds cromatografia em coluna de Mono-S e
denominada SbKI foi submetida a cromatografia de fase reversa em coluna C-18.
A figura 7 mostra o perfil de eluigdo que originou duas fragdes, cujos tempos de
retengio foram de 24 e 26 minutos, sendo a segunda fragio de maior
representatividade (majoritaria).

As fracBes correspondentes ao pico majoritario foram liofilizadas para
analise em tricina-SDS-PAGE, espectrometria de massa ¢ determinagio do N-

terminal.
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A analise em Tricina-SDS-PAGE mostrou o mesmo perfil das amostras
anteriores, uma banda de aproximadamente 20kDa sem redugdo e duas bandas

apos a redugdo (figura 5).

90

g SIUBA|OS 3P %

Absorbancia em 220 nm (u.a.)

Tempo de retengéo (minuto)

Figura 8. Perfil cromatografico na coluna de fase reversa - coluna C-18. A
amostra (1.0 mL do 2° pico da Mono-8) foi eluida sob gradiente descontinuo de
solvente A (0,1% de TFA em éagua) e solvente B (10% de agua + 90% de
acetonitrila + 0,1% de TFA) com um fluxo de 1mL/min.
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4.5. Separagdo das cadeias apos redugdo e alquilagio.

A eletroforese em gel de Tricina mostrou que o inibidor em estudo
apresenta duas bandas apos a amostra ter sido tratado com B-mercaptoetanol.
Dessa forma, a fragdo foi submetida a reagio de redugdo para separagdo das
mesmas.

A fragdo, oriunda da fase reversa, figura 7, com tempo de retencdo em 26
minutos, foi reduzida e alquilada; em seguida as cadeias foram separadas na
coluna de fase reversa como mostra a figura 8. Duas cadeias foram separadas:
cadeias A e B, eluidas nos tempos de retengio: 54 e 38 minutos, respectivamente.

Apos as fragdes terem sido coletadas, reunidas e liofilizadas elas foram
analisadas em Tricina-SDS-PAGE, como mostra a figura 9 e submetidas a analise

por espectrometria de massa e analise do N-terminal.
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Figura 9. Perfil cromatografico na coluna de fase reversa (coluna C-18) da
proteina apés redugdo e alquilagdo. A amostra (0,5 mL) foi eluida utilizando
gradiente descontinuo dos solventes A (0,1% de TFA em &agua) e solvente B
(10% de agua + 90% de acetonitrila + 0,1% de TFA). Com fluxo de 1mL/min. Os
dois picos representam as cadeias A e B que constituem a proteina.

A analise em Tricina SDS- PAGE mostra que a proteina ¢ constituida por
duas cadeias polipeptidicas e que as reagdes de redugdo e alquilagdo foram
eficientes para separa-las. A cadeia eluida com tempo de retengdo em 54 minutos
(e com maior intensidade) corresponde a cadeia A, ou “pesada”, com uma MM
em torno de 15kDa, e a cadeia eluida com tempo de retengdo em 38 minutos (e
com menor intensidade) corresponde a cadeia B, ou “leve”, com uma MM em
torno de SkDa (figura 9).

Estes resultados sdo compativeis com dados da literatura pois muitos

inibidores de proteases do tipo Kunitz sdo formados por duas cadeias, uma o
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maior (16kDa) e uma B menor (5kDa), ligadas por uma ligagdo dissulfeto
(subfamilia Mimosoideae) [Richardson, 1991], em Acdcia [Wu & Lin, 1993],
Adenanthera [Richardison et al, 1986], Albizzia [Odani, 19791, Prosopis juliflora

[Negreiro et al, 1991], Leucaena [Oliva et al, 2000] .

kDa 1 2 3 4

Figura 10 — SDS-PAGE mostrando o resultado da reagdo de redugdo e
alquilagdo. (1) padrio de baixa massa molecular em kDa, (2) amostra referente a
frac3o 26 da coluna de fase reversa (antes da reagdo de redugdo e alquilagio das
cadeias); (3 e 4) amostras referentes as fragdes 54 e 37 da coluna de fase reversa
apos a reagdo de redugdo e alquilag@o.

4.6. Espectrometria de massa

A analise por espectrometria de massa do inibidor e da cadeia A isolada,
mostrou uma massa molecular de 19.570 Da e 15.530 Da, respectivamente,
enquanto que a cadeia B teria 4040 Da. A MM ¢ semelhante a outros inibidores
do tipo Kunitz, de uma Gnica cadeia, baseado na hipotese de que duas cadeias do
inibidor s3o resultantes de uma clivagem proteolitica ocorrida em um precursor

[Negreiros et al, 1991].
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4 7. Determinacdo e analise da seqiiéncia N-terminal

Apos a redugdo, alquilagdo e separacdo das cadeias em coluna de fase
reversa, as cadeias A e B tiveram sua seqiiéncia N-terminal determinadas, atraves
da degradagiio de Edman, em seqiienciador automatizado. A tabela 3 mostra as

seqiiéncias N- terminal das duas cadeias.

Cadeia A: KELLDADGEL°LRNGGEYYIL?°PVFRGKGGGL’’TLAKTGD
Cadeia B: QSDTCQDLGIlOSIDDENNRLLZOVVKDGDPLAV3ORFVFANR

Tabela 3. Seqiiéncia amino terminal de aminoacidos das cadeias A e B do
inibidor

As regides N-terminais de inibidores sdo geralmente conservadas e
mostram um alto grau de identidade. A comparagio da regido N-terminal da
cadeia A com outros inibidores, mostrou que ha muitos residuos de aminoacidos
conservados e que ha uma “consensus sequence” de residuos invariaveis
(identificados com asterisco - *) (tabela 4) também presentes em outros inibidores
do tipo Kunitz de sementes de Leguminosae ¢ uma identidade maior com os
inibidores da subfamilia Mimosoideae (tabela 4).

A cadeia A do inibidor apresentou identidade seqiiencial com inibidores
de Acacia confusa (86%), Prosopis juliflora (85%), Adenanthera pavonina
(77%) e Leucaena leucocephala (70%) (tabela 4).

A andlise de identidade seqiiencial e o alinhamento foram realizados,
respectivamente, pelo programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e Clustal

(http://clustalw.genome. jp/).
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SbKI KELLDADGELLRNGGEYYILPVFRGKGGGLTLAKTGD
Acacia KELLDADGDILRNGGAYYILPALRGKGGGLTLAKTGD
Prosopis QELLDVDGEILRNGGSYYILPAFRGKGGGLELAKTEG
Adenanthera RELLDVDGNFLRNGGSYYIVPAFRGKGGGLELARTGS
Leucaena QVLVDLDGDPLYNGMSYYILPVARGKGGGLELARTGS

e Kok Kke * XKk * * Kk - Kk *kkhkhkkhkk KkoKk

Tabela 4. Comparagdo das seqiéncias N-terminais de alguns inibidores tipo
Kunitz com a cadeia A do SbKI. (1) Acacia confusa [Wu e Lin, 1993}, 2-Prosopis
juliflora [Negreiros et al, 19911, 3-Adenanthera pavonina [Richardson et al,
1986]; 4- Leucaena leucocephala [Oliva et al, 2003]. Alinhamento feito no
ClustalW (Expasy)
* residuo de aminoacido conservado nos inibidores
- substitui¢io de residuo de aminoacido conservativa
_ substitui¢do de residuo de aminoacido semi-conservativa

A seqiiéncia N-terminal da cadeia B do inibidor apresentou alto grau
de identidade seqiiencial com os mesmos mostrados para a cadeia A: Prosopis
Jjuliflora (87%), Acacia confusa (92%), Adenanthera pavonina (72%), Leucaena
leucocephala (77%) (Tabela 5). O inibidor apresenta residuos de aminoacidos
conservados, bem como substituicdes conservadas e semi-conservadas. O quinto
residuo, como em todos os outros, € uma cisteina, esta que provavelmente esteja
fazendo uma ligagio dissulfeto com uma das outras cisteina provavelmente
presentes na cadeia A, fazendo a ligagdo entre elas, comprovando a hipotese de

que duas cadeias polipeptidicas de um inibidor sdo ligadas por ligagdo dissulfeto

[Richardson, 1991].
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SbKI -QSDT( QODLGISIDDENNRLLVVKDGDPLAVREFVFANR
Prosopsis --SDRKDLGISIDEENNRRLVVKDGDPLAVREVKANR
Acacia -DDES’ 'KDLGISIDDENNRRLVVKDGHPLAVRFEKAHR
Adenanthera —--LE"KDLGISIDDDNNRRLAVKE GDPLVVQFVNADR
Leucaena NHHDD 'RDLGISIDDQQNRLLVVKNGDPLVVQFAKANR

koekkdkhkkkkeoookk K dhhkoek Kk koK J Kk

Tabela 5. Comparagdo das seqiiéncias N-terminais de alguns inibidores do tipo
Kunitz com a cadeia B do inibidor SbKI. (1) Prosopis juliflora [Negreiros et al,
1991], (2) Acacia confusa [Wu e Lin, 1993], (3) Adenanthera pavonina
[Richardson ef al, 1986], (4) Leucaena leucocephala [Oliva et al, 2000]. Assim
como as outras seqiiéncias, uma caracteristica marcante € a presenga do residuo de
cisteina presente no inicio da seqiéncia.

Alinhamento feito no ClustalW (Expasy)

* residuo de aminoacido conservado nos inibidores

- substitui¢io de residuo de aminoacido conservativa

_ substitui¢do de residuo de aminoacido semi-conservativa

4.8. Determinagdo do ponto isoelétrico (pl)

A figura 10 mostra o resultado da focalizago isoelétrica do inibidor nos
intervalos de pl de 3 2 9. O inibidor, representado pela unica banda na coluna 2,
apresenta um pl em torno de 4,9. Essa caracteristica acida esta de acordo com
outros inibidores de tripsina como o de soja (pl = 4,55), e isoformas do Bauhinia

variegata (pl= 4,85, 5,0 € 5,15)
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Figura 11 — Determina¢io do ponto isoelétrico do inibidor. Focalizagdo
isoelétrica do inibidor obtido pelo sistema PhastSystem. A coluna 1 refere-se aos
padrdes de pl e a linha 2 refere-se ao inibidor.

49. Ensaios de inibicdo da atividade enzimatica da tripsina e

calicreina

4.9.1. Determinagdo da atividade inibitoria da tripsina pelo SbKI

A estequiometria da reagdo foi determinada utilizando-se uma
concentracdo conhecida de tripsina [2,08uM] e concentragbes crescentes do
inibidor. A figura 11 mostra a curva de inibigdo da tripsina pelo SbKI, da qual

determinou-se a constante de inibigio (KI) que foi 5,5 nM.
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Figura 12. Grafico mostrando a inibi¢do de tripsina por SbKI. Tripsina bovina
(2,08uM) pré-incubado (10min. a 37°C em 0,1M de tamp@o Tris-HC1 em pH 8,0)
com uma quantidade crescente de SbKI eluida da coluna Mono S (Img/mL,
50pM). A atividade residual da tripsina foi medida com DL-Bz-Arg-pNan (1.0
mM) como substrato.

4.92. Determinagdo da atividade inibitoria da calicreina pelo SbKI

A atividade inibitéria do SbKI para a calicreina plasmatica humana foi
calculada pela determinagio da atividade residual de calicreina no ensaio, € a
constante de inibigdo foi calculada em 1,1 nM. A figura 12 mostra a curva de
inibicdo, em que concentragdes crescentes do inibidor foram colocadas até o

equilibrio da reagdo de inibigdo.
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Figura 13. Grafico mostrando a inibigdo de calicreina plasmatica humana
(HuPK) por SbKI. 30pL de HuPK (40nM) foi pré-incubado (10 min. a 37°C em
0,05M de tampéo Tris-HCl em pH 8,0) com uma quantidade crescente de SbKl1
eluida da coluna Mono-S (1mg/mL, 50uM). A atividade residual da HuPK foi
testada com HD-Pro-Phe-Arg-pNan (1.0 mM) como substrato.

Fazendo-se uma analise comparativa entre o SbKI com outros inibidores,
pode-se afirmar que ele é um potente inibidor de tripsina e de calicreina
plasmatica (ndo foi realizado testes de inibi¢8o para outras serinoproteases). Com
relacdo a inibigfio de tripsina, o SHKI foi, aproximadamente, 4 vezes mais potente
em relagdo ao DrTl, 5 vezes em relagdio ao LITI e 9 vezes em relagdo ao SwTL
Comparando-se as inibigdes de calicreina plasmatica, a inibigdo também foi

maior: aproximadamente 5 vezes em relagdo a DrTl, 6 vezes em relagdo a L1TI e

20 vezes em relagio a SWTI, podendo ser verificado na tabela 6.
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K; (nM) Tripsina HuPK Quimotripsina | Plasmina
inibidor
SbK1 5,5 1,1
DrTI 21,9 5,25 n.i. n.i.
LITI 25 6,3 14 0,32
SwTI 47 4 20,25 123.0 2,52

Tabela 6. Comparagio dos valores de K| do SbKI com outros inibidores.
DrTI - Delonix regiaTrypsin Inhibitor; LITI - Leucaena leucocephala Trypsin
Inhibitor;

SwTI — Swartzia pickellii Trypsin Inhibitor; n.i. — nfo inibiu

4.10. Estudos estruturais do SbKI

Os estudos estruturais do SbKI foram realizados através das medidas de
dicroismo circular (CD) e emiss3o de fluorescéncia.

O espectro de CD mostrou uma forma tipica de proteinas com
predominéncia de folhas B e estruturas desordenadas (figura 13). O espectro foi
desconvoluido através do programa CONTINLL (com um banco de quarenta e
tr€s proteinas de referéncia) mostrando predomindncia de fitas B (paralelas e
antiparalelas), voltas (58%) e estruturas desordenadas (42%). As fracdes de
estrutura secundaria calculadas estdo resumidas na tabela 7.

Esses resultados estdo de acordo com a estrutura de outros inibidores do
tipo Kunitz, cujas estruturas tridimensionais (por cristalografia) foram
determinadas [Krauchenco 2003; Krauchenco, 2004; Onesti, 1991; Vieira, 2004;

Hansen, 2004] e apresentam predominéncia de fitas-p.
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Figura 14. Espectro de Dicroismo Circular do inibidor SbKI. As medidas foram
realizadas utilizando um cubeta de quartzo de 1 mm de caminho Optico, fazendo
uma varredura de 195 — 250nm, com uma média de 16 medidas.

Estruturas secundarias Porcentagem
fitas P (paralelas e antiparalelas) 45
voltas 3 13
estruturas desordenadas 41

Tabela 7. Resultado da desconvolugio dos espectros de CD realizados no
programa CONTINLL . Nesta tabela estdo os resultados da desconvolugido dos
espectros de CD realizados com o SbKI, em que mostra a predominéncia de fitas
B e estruturas desordenadas, compativeis a varios inibidores encontrados na

literatura. RMS foi de 1.

O espectro de emissdo da fluorescéncia, apds excitagdo em 295nm,

mostrou um maximo em 342 nm, compativel com proteinas que apresentam os

residuos de triptofanos parcialmente expostos ao solvente, figura 14.
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Figura 15. Espectro de emissdo de fluorescéncia do inibidor SbKI. Foi utilizada
uma solugdo protéica de aproximadamente 0,07mg/mL. A excitagdo foi realizada
com comprimento de onda de 295 nm e os espectros de emissio foram
monitorados no intervalo de 305 & 450 nm.

4.10.1. Analise da estabilidade do inibidor em diferentes pHs.

A estabilidade estrutural do inibidor também foi estudada em fungio da
variagio do pH (de 2,5 4 12,0) e temperatura (5 a 85°C) monitorando-se por CD e
emissdo de fluorescéncia.

As medidas de CD do inibidor nos diferentes pHs estdo mostradas na
figura 15 e ndo apresentaram diferengas significativas em seus respectivos

espectros.
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Figura 16. Espectros de CD do inibidor em diferentes pHs. As medidas foram
realizadas utilizando-se uma cubeta de quartzo de 0,lcm de caminho Optico, a
25°C com uma solugdo protéica, cuja concentracio foi de aproximadamente 0,2
mg/mL. Foram realizadas 16 varreduras em cada medida variando o comprimento
de onda de 196 a 250 nm.

Os espectros de emissdo de fluorescéncia, em fungio do pH, também
praticamente ndo variaram, apresentando maximo de emissdo ao redor de 342,
como podem serem observados na figura 16.

Estes estudos mostraram que este inibidor ¢ estavel em uma ampla faixa de
pH e temperatura, podendo exercer um papel fisiologico importante no processo
de germinagfio da semente, regulando a agdio de enzimas tanto da propria planta

como de microrganismos e parasitas que poderiam interferir no processo.
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Figura 17. Espectro de emissdo de fluorescéncia do inibidor em diferentes pHs.
Fot utilizado uma solugéo protéica de aproximadamente 0,07mg/mL. A excitagio
foi realizada com comprimento de onda de 295nm e os espectros de emissido
foram monitorados no intervalo de 305 a 450nm.

4.10.2. Analise da estabilidade do inibidor em diferentes temperaturas

por CD

As medidas de CD do SbKI realizadas nas temperaturas de 5° a 85°C,
mostraram estabilidade estrutural até 70°C (figura 17.a), e acima desta
temperatura foi observado alteragdes estruturais. Assim, as medidas acima de
70°C foram realizadas de 2 em 2 graus até 90°C (figura 17.b). O espectro em 78°C
mostra a perda da forma caracteristica do inibidor nativo, deduzindo-se que tenha
ocorrido desnaturagdo completa do mesmo. A temperatura de transi¢io foi

calculada em 73,3°C.
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Figura 18. Espectros de CD do SbKI variando-se a temperatura. As medidas
foram realizadas utilizando-se uma cubeta de quartzo de 0,1 cm de caminho
optico, com uma solugdo protéica, cuja concentragdo foi de aproximadamente
0,16mg/mL. Foram realizadas 16 varreduras em cada medida, variando o
comprimento de onda de 196 a 250 nm. A figura 17a. mostra os espectros, cujas
medidas foram realizadas nas seguintes temperaturas: 10°, 20°, 30°, 40°, 50°, 60°,
75°, 80°, 85°C e a figura 17b. mostra os espectros, cujas medidas foram realizadas
entre as temperaturas 68° a 90°C, variando-se dois graus em cada medida.
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4.11. Conclusdes finais

Pela analise do N-terminal das duas cadeias do SbKI deduziu-se um alto
grau de identidade seqiiencial (maior que 70%) quando comparado com outros
inibidores do tipo Kunitz. As analises espectroscopicas do SbKI, formado
predominantemente por elementos B e estruturas desordenadas, € compativel com
estruturas de inibidores tipo Kunitz descritos na literatura. Estes dados sugerem
classifica-lo dentro dessa classe. Isso pode ser devido ao fato de que os inibidores
de proteases de origem vegetal tenham tido um ancestral comum e que, ao longo
da evolugio esses inibidores tenham se divergido formando os véarios inibidores
encontrados atualmente.

O SbKI foi capaz de inibir as serinoproteases tripsina e calicreina
plasmatica com K; de poucos nM. Ressaltamos que esta Gltima enzima esta
envolvida em diferentes processos fisiologicos como a coagulagdo, liberagio de
diferentes tipos de cininas e também em processos fisiopatolégicos como o
inflamatorio.

O K; deste inibidor, comparado com outros descritos na literatura,
demonstra que ele pode ser considerado um potente inibidor destas duas
serinoproteases, tornando-o um alvo que deve ser submetido a estudos estruturais
mais detalhados, a fim de se considerar sua possivel aplicagdo nos processos

fisiopatologicos em que estas enzimas alvo estiverem envolvidas.
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