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Sumadrio

SUMARIO

Os inibidores do tipo Bowman-Birk (BBI) sdo molésil protéicas contendo dois
dominios inibitérios distintos para enzimas semais a tripsina e quimotripsina. O
interesse por essa classe de inibidores decoestddos que mostram que o BBI possui
efeito protetor no cancer induzido quimicamentareleucoplasias humanasstudos
prévios do nosso laboratério mostraram que o ioibidbtido da semente de
Macrotylomaaxillare (BBIM) apresentou uma distribuicdo muito limitada ao ioter
dos vasos sanguineos, com pequena distribuicdo qsarn@cidos. As propriedades
farmacocinéticas do BBIM, como distribuicdo e abdor podem ser melhoradas com a
reducdo do tamanho deste inibidor, 0 que seriaaj@t do ponto de vista terapéutico.
Embora os mecanismos de protecdo do BBI contranoecgpermanecam por serem
elucidados, descobertas recentes indicam que egssima é um importante alvo
intracelular desse inibidor. Desta forma, esteditaltem como objetivo a obtencao de
formas menores do BBI: peptideos sintéticos coomdpntes aos dominios inibitorios
da tripsina e quimotripsina e o BBI natural da seimeleM. axillare, fragmentado. Os
peptideos sintéticos SCTKSIPPQCY e SCTFSLPPQCYGGGE&® atividades
antitripsina e antiquimotripsina, respectivameriteam sintetizados em fase solida e
identificados por LCMS-IT-TOF. Os fragmentos ddoidor da semente dd. axillare
foram obtidos a partir da hidrélise com acido fa@ma 2% em microondas por 30 min
a 800 W. O estudo da absorcao intestinal foi radbzem segmento de ileo isolado de
camundongo pela medida da atividade inibitéria tramspde a luz intestinal. Os
resultados mostraram que os peptideos sintétiogsjyelmente, foram em grande parte
degradados com perda da atividade, atingindo lpodibilidade de apenas 5%. Por
outro lado, enquanto o inibidor intacto apresem0& de absorcdo, os fragmentos
atingiram valores de absorcdo proximos a 100 %foAmas nativas e menores dos
inibidores foram também testadas em preparacdesprdeeassoma de ileo de
camundongo. Os resultados para a atividade quipsotd-simile do proteassoma
mostraram que todas as preparacdes do BBI inibessa atividade, com excecdo da
cabeca antitripsina do BBIM fragmentado. Em comtéras atividade caspase-simile foi
ativada pela cabeca antitripsina do BBIM fragmentad pelo peptideo sintético

antiquimotripsina. Nao foi encontrada diferencatéstica para alteracfes na atividade
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Sumadrio

tripsina-simile do proteassoma ao se comparar fesedtes preparacbes de BBI.
Concluimos com esse trabalho que os peptideogisi®éao representam uma boa
alternativa para o aumento de biodisponibilidagedd em vista a instabilidade dos
mesmos. Por outro lado, os fragmentos obtidos pipblise acida do BBI mostraram

biodisponibilidade 2.5 vezes maior do que aquelsentada para o inibidor intacto.

Finalmente, o perfil de atividade sobre o proteassmostrou um comportamento das
formas reduzidas semelhante a molécula nativa, cedpente para a atividade

quimotripsina-simile, sugerindo que essas prepasmacpossam ter as mesmas
propriedades antitumorais que a molécula integras rapresentando vantagens
farmacocinéticas. Estudos posteriores visando métar as atividades antitumorais
dessas preparacfes e sobre a atividade enddgernmotiassoma, auxiliardo na

compreensao de mecanismos relacionados ao desemeolo do cancer.
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ABSTRACT

Bowman-Birk Inhibitors (BBI) are protein moleculeghibiting two distinct inhibitory
domains for proteases similar to trypsin and chyypsin. The interest for this class of
inhibitors arose from studies showing a protecedkect of BBI against chemically-
induced cancers and human leukoplasias. Previadgestfrom our laboratory revealed
that the inhibitor obtained from the seeddMt#crotyloma axillare(BBIM) displayed a
quite limited distribution to the bloodstream ahdrefore with limited access to tissues.
The pharmacokinetic properties of BBIM such asrdiistion and absorption can be
improved by reducing the size of the inhibitor, ethoffers clear advantages in respect
to its therapeutic applications. Although the meaisims behind its anticancer
properties are yet to be elucidated, recent firglingdicate the proteasome as an
important intracellular target of BBI. The presstidy aimed to obtain the following
BBI derivatives of reduced size: synthetic peptidesrresponding to the inhibitory
domains of trypsin and chymotrypsin, and fragmentagions of the native BBIM. The
synthetic peptides SCTKSIPPQCY and SCTFSLPPQCYGGGEexhibiting anti-
trypsin and anti-chymotrypsin acitivities respeetiy were produced by the solid phase
method and identified by LCMS-IT-TOF. The fragmedtsived from BBIM isolated
from seeds were obtained by hydrolysis using 2%nioracid in a microwave for 30
min at 800W. Absorption of BBIM and its derivativess evaluated by measuring the
inhibitory activity that traverse the intestinaiien using a segment of ileum isolated
from mice. Our results indicated that the bioavality for synthetic peptides was only
5%, possibly as a result of loss of activity duedegradation. In contrast, while the
native BBIM reached 40% absorption, its fragmewotstained from acid hydrolysis,
reached up to 100% bioavailability. Native and BRdrivatives were also tested for
their ability to inhibit proteasome acitivities damed in a soluble preparation from
ileum. With the exception of the anti-trypsin healltained from fragmented BBIM, all
investigated derivatives inhibited the proteasommgnotrypsin-like activity. Contrarily,

it was observed activation of the caspase-likevaigtby the anti-trypsin head and by
the anti-chymotrypsin synthetic peptide. No stad#ly significant difference was
observed for the trypsin-like activity in the prese of all investigated inhibitors. Our

results allowed us to conclude that synthetic plegtido not represent a good alternative



Abstract

to increase bioavailability of BBI derivatives, gddy due to their high instability.

However, BBI fragments derived from acid hydrolysisvealed demonstrable
pharmacokinetic advantages over both, the nativiecute and synthetic peptides. At
last, from our proteasome peptidase assays weustlthat the reduced forms of BBI
do not compromise their ability to inhibit this cplex, especially concerning its
chymotrypsin-like activity. In light of this resultve hypothesize maintenance of anti-
tumor properties of BBI derivatives compared to thative molecule. Further

investigations will evaluate the anti-tumor acieét of our inhibitors, using appropriate
models, which may ultimately help in the elucidatiof the mechanisms linked to

cancer development.
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1.INTRODUCAO

1.1. Inibidores do tipo Bowman-Birk

Os inibidores do tipoBowman-Birk comumente chamados de BBI, sé&o
inibidores protéicos citoplasmaticos de serinogasés. Os BBI foram isolados pela
primeira vez em sementes de sojapowman,em 1946, e caracterizados [Birk, em
1961, sendo posteriormente identificados em oléigueminosas (Noriokat al.,1982;
Norioka & Ikenaka, 1983); e gramineas (Odetrél, 1986).

Os BBI séo proteinas de baixa massa molecular xapadamente 8 kDa,
apresentam estrutura em cadeia Unica (figura 129,em residuos de cisteina que lhes
confere uma estrutura rigida e bastante consermadadiferentes espécies do reino
vegetal, (Morhy & Ventura, 1987) do qual sdo exelas. As principais enzimas
inibidas por BBI séo tripsina e quimotripsina, umez que sua estrutura possui dois
loops ou duas “cabecas de inibicdo”, sendo uma parapasirtd e outra para a
quimotripsina (figura 1B), usualmente consistind® ribve residuos de aminoacidos
cada cabeca (Prakashal, 1996). Além dessas enzimas, os BBl podem imiinida a
catepsina G, a elastase (Larionetal.,1993) e a quimase (Waet al.,1997). Estudos
cristalograficos mostraram que a estrutura tridsmaral dessa proteina € estabilizada
principalmente pelas pontes dissulfeto, com umauges contribuicdo do nucleo
hidrofébico da molécula (Cheat al, 1992).

As sementes utilizam os inibidores de proteasesoc@serva de aminoacidos
sulfurados, como reguladores de proteases endogeaso mecanismo de defesa
contra insetos, predadores e infec¢cdes bacteri@andris (Ryan, 1990). O BBI da
semente da soja é o representante classico destbafale inibidores e vem sendo
extensivamente estudado, enquanto que BBI de as#graentes de monocotiledoneas e
dicotileddneas estdo sendo gradativamente ideadifis e caracterizados (Losso, 2008).
BBl de dicotiledbneas usualmente possuem massacutaiede 7-8 kDa e sao
inibidores de serino-proteases de “dupla-cabegaju@anto aqueles das sementes de
monocotiledéneas sdo mais variaveis no tamanha eitios inibitorios (Ragg, 2006).

Ao nivel estrutural, molecular e de outras pro@Es quimicas e fisicas, o BBI deste
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Trypsin

Chymotrypsin AL g Inhibitory Site
Inhibitory Site - ' .

Terminus (AATI)

Figura 01: Estrutura do BBI da soja, como determina@o por Odani e lkeneka (1973)A -

Em tom de cinza, do lado direito, o sitio inibitbpara a quimotripsina (Leu — Ser), e do lado
esquerdo o sitio inibitorio para a tripsina (LySer). B - Estrutura tridimensional do BBI em
solucdo. O BBI da soja é uma proteina de 71 amidos¢AA). A regido carboxi-terminal da
proteina é representada em roxo (AA71), e a ragifarminal é representada em amarelo pelo
AAl. O sitio inibitério para a quimotripsina, AA4B} é representado em verde e o sitio
inibitério para tripsina é representado em azul,18A7. Adaptado de&kennedy, A. R,
Pharmacology & Therapeuticsl, 78:3:167-209,1998.

estudo, purificado da semente Macrotyloma axillare denominados DE-3 e DE-4, se
assemelham bastante ao BBI da soja, apresentaralsaqiiéncia de aminoacidos com
elevado grau de homologia, incluindo os 14 residigosisteina conservados (Joulsdrt

al., 1979).
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O interesse por essa classe de inibidores de pest@aprincipalmente baseado
nas descobertas de que o BBI pode atuar como agetentivo do cancer em varios
modelosin vitro e in vivo. Os BBIs também mostraram atividade anti-inflamatpela
inibicdo de proteases envolvidas no processo i@fiério (Kennedy, 1998). No
entanto, as bases moleculares dessas atividadeBBlosinda ndo foram totalmente
esclarecidas.

1.2. Propriedades fisico-quimicas dos BBI

Os BBI sdo moléculas muito resistentes ao calagafadbnica e pH, sendo
soluveis entre o pH 1,5 e 12 (Weder, 1986). Essbglores sdo caracterizados como
moléculas pequenas (76 residuos de aminoacidosodd purificado da semente de
Macrotyloma axillar@ contendo sete pontes dissulfeto (Joubesl, 1979) e ligacdes
de hidrogénio que permitem uma estrutura muitovekt@garantindo suas atividades
mesmo em condi¢des desfavoraveis como temperaiensadas e pHs drasticos.

Estudos da resisténcia de inibidores de prote&sepires em leguminosas frente
a diferentes valores de pH séo alvos de variasiigagdes. Foi observado por Obara &
Watanabe (1971) que os inibidores de tripsina jgadbs da soja foram termicamente
estaveis quando aquecidos em pH acido e menossséw pH alcalino. Osmaat al,
2002 mostraram que o BBI purificado da soja fanieamente estavel apds incubacao
por 360 minutos em pH neutro e por 120 minutos émapido (pH 3,0), ambos a
10C°C; e que a incubacéo por apenas 40 minutos em pidoblevou a inativacdo do
inibidor. Essa maior perda de atividade inibitéeim meio alcalino € provavelmente
devido a destruicdo das ligacfes dissulfeto queesfmonsaveis por manter a estrutura
do inibidor intacta (Friedmaet al, 1984).

1.3. Mecanismo de acéo dos BBI

As serino-proteases sdo assim denominadas pouipgmas um mecanismo
catalitico comum que envolve um residuo de serarticplarmente reativo (Ser-195)
no sitio ativo (Voetet al, 2000). As principais serino-proteases compreendem
tripsina, quimotripsina e a elastase. Todas esgategses catalisam a hidrélise das

ligacOes peptidicas, mas com diferentes espedfiesl pelas cadeias laterais que
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compreendem a ligacao peptidica a ser clivada.dNeencdo descrita por Schechter &
Berger (1967), o residuo P1 corresponde ao sitiegpecificidade, sendo que os
residuos de aminoacidos em direcao ao N-terminkdagdo a ser hidrolisada (P1-P1’),
sdo denominados ...P3-P2-P1, enquanto aquelesregdaliao C-terminal sdo P1-P2’-
P3'... A tripsina cliva preferencialmente substsatmntendo residuos positivos como
arginina ou lisina no sitio P1, a quimotripsinarbida preferencialmente substratos
contendo leucina, fenilalanina e tirosina, enquamoe a elastase hidrolisa
preferencialmente substratos contendo alanina @,.@898).

Os inibidores de serino-proteases reagem com o afivo (Ser-195) da
protease, formando derivativos de enzimas inatsva@s inibidores classicos dessa
classe sdo os inibidores do tiganitz, inibidores do tipdBowman-Birk inibidores da
batata do tipo | e 1l e os inibidores do tigazal (Losso, 2008).

A interacdo do BBI com a tripsina ou com a quinpsina € capaz de inibir
eficientemente a atividade dessas serino-prote#seainformacdo ddoop do sitio
reativo do BBI € complementar ao sitio ativo datgira a ser inibida, permitindo uma
ligacdo firme do inibidor a protease (Chetral, 1992). Essa ligacdo do tipo reversivel
ocorre com elevada afinidade, semelhante a afieigados substratos protéicos. O
encaixe adequado nos sitios enziméticos impedenmudancas conformacionais
necessarias a catalise, gerando um complexo tgrizoma-inibidor com uma barreira
energética desfavoravel a hidrélise (R.Read, 19B6judos mostram que as duas
enzimas (tripsina e quimotripsina) podem ser siamgamente inibidas pelo BBl em
sua forma monomeérica. Acredita-se que ocorra umagre mudanca conformacional
no inibidor com o objetivo de acomodar as duas reazj havendo entdo um
comportamento cooperativo nessas ligacoes (Praitash 1997). Aléem disso, Jensen
et al. (1996) afirmam que apos a formacdo do complex®Bb € clivado muito
lentamente.

Segundo Jouberet al. (1979), o sitio inibitério do BBIM para a tripsina
compreende LysSer® para a isoforma DE-3 e DE-4 quando estdo alinhamddes
primeira cisteina e numerados a partir da mesn@yagmno que para a quimotripsina,
Phe®-Ser’ para DE-3 e Lel§-Ser’ para DE-4 quando estdo alinhados nas mesmas
condicoes.
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1.4. Aspectos farmacocinéticos do BBI

Estudos tém reportado que os inibidores de preteas efetivos em reverter o
processo carcinogéniaa vivo e in vitro induzido quimicamente e pela radiagdo com
raios X (Harrisoret al, 1985; Yavelowet al, 1985; Evan®t al, 1992). A distribuicéo
do BBI da soja, apés administracéo oral, foi esladsom o inibidor marcado cotfrl
em camundongos por Billingst al. (1992). Observou-se niveis mais elevados de
radioatividade no conteudo luminal obtido do estgmantestino delgado e colon, além
de uma distribuicAo pequena, mas difusa por todganssmo e quantidades
significativas na urina e fezes.

Com relacdo ao mecanismo de absorcdo do BBI, némmfodetectados
receptores para o inibidor na superficie de célolamarias, sugerindo que este néo é
capturado por pinocitose mediada por receptoredin@s et al, 1991). Estudos
mostraram que o transporte do inibidor através (doeh intestinal € um processo
passivo, indicando que o BBI atravessa o lumenstimi& por um mecanismo
paracelular, ao invés da via de transporte tranksecegBillings et al.,1992).

Em geral, a glicose e amino&cidos, como o triptofado absorvidos do Iimen
intestinal via transportadores acoplados ao sd@dmentanto, as macromoléculas néo
sdo facilmente absorvidas pela via transceluladepdo ser absorvidas pela via
paracelular. Quando esses transportadores estdmorfando na sua capacidade
maxima, como apos a ingestdo de alimentos, umalgrgnantidade de sodio penetra
no citosol e ocorre um consequente influxo de adima. seguida surgem eventos
celulares em resposta a penetracdo de sddio e émua, o efluxo de soédio pela Na
K* ATPase, e entrada de calcio. Em resposta aosrauaientados de célcio no citosol,
a quinase de cadeia leve da miosina é ativaddtaeda na contragédo do anel apical de
actina. Essa contracdo pode levar a uma leve abeaftuespaco paracelular provocada
pela tensdo no citoesqueleto associado as zonaxldsdo {ight-junctiong, com
consequente aumento da absorcédo de moléculas mémegherty & Mrsny, 1999). O
mecanismo de transporte paracelular encontra-steatio na figura 2.
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MNutriant-indiicad incraase in paraceallular sollta transpart
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Figura 02: Mecanismo do transporte paracelularA figura ilustra o aumento do influxo de

nutrientes nas células intestinais pela via panarelAdaptado deDaugherty & Mrsny, PSTT,
2:7:281-287,1999.

i_

1.5. Peptideos sintéticos dotados de atividade iitifiria

A maioria dos processos bioguimicos depende donheximento molecular
especifico entre peptideos ou proteinas e outrdécaias biologicamente ativas. Os
importantes papéis das proteases na regulacagio@lfazem dessas moléculas alvos
para intervencdes terapéuticas, existindo entétereisse na identificacdo de novos
inibidores. A questédo chave no desenvolvimentoagessbidores para fins terapéuticos
é planejar inibidores sintéticos com qualidadesadals para farmacologia em todos 0s
seus aspectos.

Inibidores da familia Bowman-Birk possuem uma redaservada de pontes
dissulfeto que auxiliam na formacdo de uma estausimétrica com dois dominios,
cada um contendo um sitio de ligagéo independeart@ @ enzima (figura 3) (Chex
al., 1992). Ooop de ligagéo esté contido dentro de uma regido regiatica ligado via
ponte dissulfeto entre os residuos de cisteinagiéncia do sitio de ligacdo determina

a especificidade da inibicdo, que frequentemerellea a especificidade das proteases
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por seus substratos. Segundo Schechter & Bergér )16 o residuo P1 do sitio reativo
gue confere a especificidade inibitoéria.

Figura 03: Estrutura do Inibidor Bowman-Birk. A - A estrutura do Inibidor Bowman-Birk é
mostrada em um modelo de fitas. Os dois sitiosniéco estdo em vermelho e as cadeias
laterais dos residuos de cisteina estdo em am&eldetalhes da estrutura tridimensional do
loop de ligacdo antiquimotripsina do BBI. AdaptadoMeBride et al., J. Mol. Biol, 259:819-
827, 1996.

Com o intuito de identificar o papel de residuesachinoacidos especificos no
processo inibitério, varios peptideos sintéticossistindo de um Unico dominio de
inibicdo tém sido produzidos (McBridet al, 2002). Nishinoet al. (1977) foram os
primeiros pesquisadores a demonstrarem que umdpeptionociclico composto por
nove residuos baseado no dominio de ligacdo anaipsi suficiente para preservar as
propriedades inibitérias do inibidor nativo. Maedgral. (1992) desenvolveram um
peptideo monociclico composto por 11 residuos kbasea seqiiéncia de nove residuos

localizados na regiao doop antitripsina do Inibidor Bowman-Birk , isoforma BEda
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semente d®éacrotyloma axillare.Esse peptideo apresentou uma constante de inibicdo
menor para a tripsina e uma melhor resisténcia@glise.

McBride et al (1996), criaram uma biblioteca combinatorial deptideos
ciclicos imobilizados utilizando 11 residuos de ramacidos como sequéncia modelo
(Maederet al.,1992) para identificar inibidores ativos antiquinyasina, com variacdes
randomicas nas posicoes, i, e B. Em P, foi encontrado exclusivamente o
aminoacido treonina; no sitioj,Pfenilalanina e tirosina; e leucina, isoleucina e
norleucina foram encontrados eni. A identificacdo dos residuos aromaticos no sitio
P, é consistente com os substratos da quimotripSche{lenbergeet al, 1991). A
conservacao do residuo de treonina emdeée ser explicada por Let al. (1993), em
que uma estrutura cristalizada do inibidor do &eij@ungo-verdecomplexado com
tripsina mostrou que o residuo de treonina emelliza ligacées de hidrogénio dentro
do loop inibitério e ainda contatos hidrofébicos com a Histentro da triade catalitica.
E provavel que essas interacbes sejam importargdes tpdas as serino-proteases,
podendo explicar a conservacao desse residuo.rdaoparesiduos de aminoacidos
identificados no sitio £, que s&o isébmeros uns dos outros, € sugeridapuefaréncia
por substituintes alifaticos nessa localizagdo. cénsstantes de inibicdo dos peptideos
sintéticos foram determinadas, encontrando poténteglores antiquimotripsina para
todas as sequéncias, com valores de Ki em torn@0deiM. Os valores de Ki
encontrados para esses peptideos representam odandas valores ja relatados para
sequéncias baseadas no sitio reativo do BBI quesmdabe a quimotripsina.

Com o objetivo de identificar com clareza a impoecta do residuo treonina no
sitio P, McBride et al. (1998), realizaram uma analise sistematica comperelo 26
variacbes nessa posicdo, utilizando a mesma segUpeptidica de McBridet al
(1996). Esse estudo pbéde confirmar que a treompresantou o menor valor de Ki e a
menor taxa de hidrélise. Avaliagbes a partir deorimiacdes estruturais disponiveis
mostraram que foram realizadas intera¢Ges tantoacgrapo metil, como com o grupo
hidroxila da treonina, sendo esse 0 motivo peld neahum outro residuo é tao efetivo
nessa localizacao.

Gariani et al. (1999) estudaram os efeitos na variagdo dos m@sidle
aminoacidos em R a partir da comparacdo de 21 peptideos sinteticibbidores de

tripsina. Variagdes no residu@’ Pesultaram em uma amplo efeito nos valores de Ki
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dos peptideos sintéticos, variando de 9 nM a 1 AMinoacidos com cadeias laterais
alifaticas resultaram nos melhores inibidores, eaiores de Ki bem baixos, obtendo o
menor valor com o aminoacido isoleucina. Residwrsegados positivamente, como
arginina e lisina, foram tolerados em’, RFapresentando valores de Ki relativamente
baixos. Entretanto, os aminoacidos com cadeiasalateegativas geraram inibidores
fracos, como por exemplo, o glutamato que nao gatigidade inibitéria, apresentando
um valor de Ki superior a ordem de 1 mM. Dois osifpeptideos também néo geraram
atividade inibitéria mensuravel: glicina e proli@s residuos encontrados com maior
frequéncia no sitio /&am BBIs de plantas dicotileddneas sao isoleucimaetionina,
estando presente em 78 dos 1@bps inibitérios de 61 espécies diferentes de
dicotiledoneas (Fernandetal, 2007).

Um trabalho recente de biologia computacional peopdvas estruturas para se
obter interagbes mais fortes do BBI com tripsinquanotripsina (Fernandeet al,
2007).

1.6. Fragmentacé&o do BBI

Peptideos bioativos podem influenciar diretamentemerosos processos
bioldgicos produzindo efeitos gastrointestinaigntmmnais, imunolégicos, neuroldgicos
e/ou nutricionais. A proteodlise enzimaticavivo e in vitro da caseina, por exemplo,
gerou alguns peptideos bioativos com atividademyadantes e imuno-modulatérias
(Phelaret al, 2009).

O interesse na obtencdo de fragmentos do BBMdeotyloma biflorusfoi
descrito por Sreerama & Gowda (1997) com o objetde identificar porgbes
antigénicas na proteina. A digestdo do inibiddr remlizada com TPCK-tripsina,
brometo cianogénico (CNBr) e lisilendoproteinasé ¢s-C) com baixo rendimento e

sem a preocupacao na obtencéo de produtos ativos.
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1.6.1 Clivagem quimica de proteinas utilizando acalférmico

Recentemente, varias alternativas vém sendo desgdira a clivagem eficiente
de proteinas para analises protebmicas. A tripgina protease mais comumente
utilizada para digestdo enzimatica, pois ela aptasema especificidade bem definida
nos residuos de lisina e arginina, que geralmertéugem fragmentos peptidicos de
tamanho apropriado para analises por espectrondietmaassa (Lét al, 2001). Existem
também outras proteases disponiveis comercialn@m® Lys-C e Glu-C que sao
menos utilizadas. Um método desenvolvido por Batkal. (2001) empregando
termolisina em altas temperaturas, permitiu aumeatdlexibilidade da estrutura
protéica resultando em maior rendimento proteoliti€ntretanto, a falta de
especificidade da termolisina é considerada unt fattblematico para as identificacdes
dos peptideos gerados.

O principio da clivagem quimica no aminoacido acaspartico, utilizando
acido formico diluido foi primeiramente descritorp8chultz (1967), e somente
otimizado por Inglis (1983). Considerando as reac¢@aimicas envolvidas nesse
principio, pode-se dizer que as ligacdes pepticddoaslvendo o residuo acido aspartico
sao clivadas preferencialmente em condi¢Ges deufilentes para manter o grupe
carboxilico ndo dissociado. O mecanismo para hgiréhesse residuo propde a
formacao de um anidrido ou um intermediario imi@dico entre o grup@-carboxila e
0 grupo amida, tanto i como noC- terminal, através da eliminacdo de uma molécula
de agua (figura 4). Apesar das ligacdes Asp-X serais facilmente clivadas, as X-
Asp também podem ser clivadas em menor escala.efsa razdo, os peptideos
resultantes, na maioria dos casos conservam pelosnan residuo aspartato no ponto
de clivagem, mas também podem perder esse residuompevento de dupla clivagem.
Tanto o HCI como o &cido formico podem ser utilzsmgara manter o pH do meio
correto (Liet al, 2001). Segundo Inglis (1983), a incuba¢éo de aasprotéicas em
solucéo de &cido férmico 2% em pH 2,0 a°I®Por 2 horas € a condi¢do Otima para a

hidrélise de proteinas em solugao.
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Figura 04: Mecanismo da clivagem com acido férmicoA — Clivagem em Asp-X. B —
Clivagem em X-Asp. Adaptado déet al., Anal. Chem. 73:5395 — 5402, 2001.

Um método alternativo de digestdo baseado na @imaguimica utilizando
acido formico em gel de poliacrilamida, usado pé#&tantificacdo protéica por
espectrometria de massa, foi testado patlal. (2001). Os resultados mostraram que o
meétodo foi aplicavel, sendo rapido, claro e espaEgif proporcionando uma
identificacdo protéica tdo confidvel quanto a dgeslido triptica. No processo, nenhum
tampao foi adicionado a digestéo, eliminando cdamiuimicos e a reagéo efetuada em
uma unica etapa reduziu a manipulacdo da amostranuindo perdas e evitando
contaminagdes. E importante ressaltar que ja queaiaria das proteinas pode ser
dissolvida em acido formico, esse método de cliwagéerece uma boa alternativa para
a digestdo de proteinas insoliveis. Como os residapartato sdo mais comuns em
relacdo a outros residuos, eles oferecem a vantalgemmma ampla diversidade de
substratos. A nao toxicidade do acido férmico tamip®de ser considerada como um
fator positivo para esse método de digestdo em a@n@o com a digestdo por brometo
cianogénico, que além de téxico, hidrolisa someoteresiduos de metionina, que sao

mais raros em sequéncias protéicas.
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1.6.2. Digestdo enzimatica assistida por microondas

A irradiacdo pelas microondas foi identificada ereagps dos anos 80 como
sendo um tipo de calor eficiente para reacdes gasnionde reacbes que requerem
muitas horas sobre condi¢cdes convencionais poderoseluidas frequentemente em
poucos minutos, com seletividade e rendimento dleyharhed & Hallberg, 2001). O
microondas tem sido empregado nas areas de prodansais, heterociclicos
peptideos, reacdes cataliticas e componentes magiciom o intuito de melhorar os
processos quimicos (Pramaeikal, 2002).

As microondas séo radiacées nao-ionizantes queagem na fase liquida com
pares de ions e moléculas organicas que estddauneatipolo, como amidas, ésteres e
agua. A energia das microondas € diretamente éatiafpara essas espécies e o perfil
energético é diferente do que esta envolvido noraanvencional de transmissao /
conveccao. Entretanto, ambas as condi¢cdes de sagdenaticas produzem resultados
comparaveis, quando analisado por espectrometriaadsa, como MALDI e ES-MS
(Pramaniket al, 2002). A tecnologia das microondas, empregadguéetemente em
sistema de microondas especifico para pesquisale per empregada também em
sistema domestico. Os pesquisadores encontrara¥h de@ligestdo para o citocror@o
com 13 minutos de irradiacéo utilizando microondiameéstico (Liret al, 2005).

Um estudo realizado por Pramangk al. (2002), avaliou a tecnologia das
microondas na digestdo enzimética de proteinasri@epo teste realizado pelos
pesquisadores consistiu em testar a digestao ¢psmna do citocromdC bovino, uma
proteina globular relativamente resistente a céwagenzimatica sobre condi¢cdes néo
desnaturantes. Utilizou-se o método classico desthg, o qual consiste em manter a
mistura de digestdo a J7 por seis horas, e sob as microondas por 10 nsinuto
encontrando resultados similares de espectromddrimassa para ambos os métodos.
Outra proteina testada foi a ubiquitina bovina, umnateina firmemente enovelada
sendo extremamente resistente a desnaturacidoalilielstde dessa proteina tem sido
atribuida ao nudcleo pronunciadamente hidrofébico devido ao fato de
aproximadamente 90% dos residuos da cadeia padtipeptestarem envolvidos em

ligacoes de hidrogénio intramoleculares. Nesse, dastou-se novamente a digestao
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com 10 minutos de irradiagdo microondas, mas awuepdra 24 horas o tempo de
incubacéo para o método classico, encontrando renamesultados similares para os
experimentos. Além disso, os autores realizarangestiio no microondas em diversos
intervalos de tempo (10, 30 e 60 minutos), obsesempequenos beneficios para 30 e
60 minutos, sugerindo que longos tempos de irradiaiegradam a enzima digestora.
Os autores testaram ainda outras proteinas e autraicdes, podendo afirmar que a
irradiacdo pelas microondas reduz o processo destdig a minutos. O processo de
digestdo enziméatica de proteinas assistido poroancltas pode ser realizado também
com solventes organicos. Sob a influéncia de undodgquecimento pelas microondas,
as reacdes enzimaticas podem ocorrer mesmo nangaesge solventes como
cloroférmio, o que ndo acontece no caso de umastdigdradicional, pois a enzima
torna-se inativa (Liret al, 2005).

Hua et al. (2006) desenvolveram uma nova metodologia paragestfio de
proteinas assistida por microondas utilizando $mlude acido formico 2%. Os
resultados mostraram que irradiar a amostra pomitfutos em solucdo de &cido
férmico 2% foi suficiente para uma reacao de clragcom total especificidade nos
residuos aspartato. Para o controle, onde nenhuadkaicdo foi aplicada, somente dois
peptideos foram observados por MALDI apds oito $iaka incubacdo em temperatura
ambiente. Tal metodologia também se mostrou comfeefgara digestdo em geé
bandas de proteinas obtidas por SDS-PAGE.

Essa nova metodologia oferece eficiéncia, confadalle e simplicidade para a
identificacdo protéica, além de acelerar o procegsdigestdo a minutos ao invés de
horas em comparacdo com o método enzimético toadici Além disso, essa técnica

minimiza a manipulacéo e a introducéo de outraosuiguimicos.

1.7. O Proteassoma

1.7.1. O Proteassoma — Estrutura e fungdes

O proteassoma € um complexo multiprotéico respahg@ela degradacao de

proteinas intracelulares, um processo que requgi@nmetabdlica (Tanaka, 2009). A
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descoberta dessa maquinaria celular levou os Eegbpres Hershko, Ciechanover e
Rose a ganharem o Prémio Nobel de Quimica em 200/o regulador de uma
variedade de substratos protéicos, o proteassortiepade todas as funcdes celulares,
e desta forma, tem seu papel jA bem estabelecidedens processos relacionados a
carcinogénese, como proliferacdo, apoptose, anuyssgée metastase. Degradacao
proteolitica dependente de proteassoma €, portassencial para a sobrevivéncia de
células normais e neoplasicas (Voutsadakis, 2008).

A estrutura do proteassoma 20S € altamente cadzerde leveduras a
humanos, sendo também encontrado, em menor comi@glexi em algumas
archaebactérias e procariotos (Rechsteiner & HIDO5). E constituido de 28
subunidades protéicas agrupadas em duas familsisitas: alfa e beta, sendo as
subunidades alfas estruturais e as subunidades bataliticas. Estudos utilizando
microscopia eletrdbnica demonstraram a existénciantke estrutura cilindrica, contendo
um canal central, constituida de quatro anéis pogtrs, sendo os dois anéis externos
constituidos de sete subunidades alfa, e os d@s amernos constituidos de sete
subunidades beta, formando uma estrutura doaijpfi;-/B1-701-7. As subunidades do
tipo beta contém residuos de treonina cataliticénetivos em seus N-terminais,
indicando que o proteassoma é uma treonina-pro(@asaka, 2009). A subunidafé
possui atividade do tipo caspase-simile e clivéepeacialmente apos residuos acidos; a
B2 é do tipo tripsina-simile cliva preferencialmente apos residuos basicapjagmno
que aP5 é do tipo quimotripsina-similelivando preferencialmente apos residuos
hidrofobicos. As contribuigdes relativas dos difdes sitios ativos do proteassoma na
hidrolise de proteinas, em células de mamiferos, d& interesse particular para a
compreensao do impacto fisiolégico e terapéuticinttedores (Kisselet al, 2006).

A estrutura do proteassoma 20S encontra-se ilastradigura 5.
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Figura 05: Estrutura do proteassoma 20S(a) Visdo lateral do proteassoma 20S. Estrutura
composta por quatro anéis superpostos com setaidales alfa distintas compondo os anéis
mais externos, e sete subunidades beta distintagpondo 0s anéis internos, sendo que as
subunidade$l1, B2 e 35 possuem atividades semelhantes a caspase, dripsjaimotripsina,
respectivamente. (b) Corte transversal em um modelpreenchimento do proteassoma 20S,
mostrando em amarelo os sitios cataliticos. AdapteeRechsteiner & Hill, Trends Cell Biol,
15:27-33,2005.

O proteassoma 20S pode se associar a outros caspmmo o PA700
(Proteasome Activator MW700 também conhecido como 19S ou Complexo
Regulatorio), PA28 (também conhecido como 11S oGRE& ao PA200. Quando o
complexo 20S se associa ao complexo regulatorio, @8rre a formagdo do
proteassoma 26S, que esta envolvido na degradac@ootkinas poliubiquitinadas. O
PA700 é constituido por diferentes subunidades, g@ssa molecular variando entre
10-110 kDa. Essas subunidades heterdlogas sadficktss em dois subgrupos:
subunidades com funcdes ATP&sicas e ndo ATPasitgsapel das ATPases esta
relacionado ao desenovelamento das proteinas @r@ecimento da energia necessaria
para a degradacdo seletiva. As subunidades ndosiBBacomo RPN10 e RPN11,
apresentam funcbes de reconhecimento de proteiéisbiguitinadas e acéo
desubiquitinadora, respectivamente (Tanaka, 2008nnel & Finley, 2007). Em
contraste com o PA700, PA28 e PA200 néo reconhgretainas ubiquitinadas e nao
necessitam de ATP. Diversos resultados experingentg@monstraram que o0
proteassoma 20S, ligado ao ativador PA28 esta wdeotom o sistema imune, mais
especificamente no processo de apresentacdo deragi(Rechsteiner & Hill, 2005).
Ja o PA200, o ativador de proteassoma mais recenterdescoberto, acredita-se estar
envolvido com o reparo do DNA (Ustrelt al, 2002).

16



Introdugdo

A ubiquitina € um polipeptideo constituido por &inoacidos, presente em
todas as células eucarioticas, sendo encontraddtosml, nucleo e superficie celular.
Em eucariontes superiores, um dos papéis da uipigét marcar proteinas que seréao
degradadas via proteassoma. Esse processo reqasti@pacdo sequencial de trés
familias de enzimas: enzima ativadora de ubiqui(iBd), enzima conjugadora de
ubiquitina (E2) e enzima ligante de ubiquitina (E®lsasser & Finley, 2005;
Wilkinson, 1995).

Para a ubiquitinagcdo de uma proteina alvo, imalte ocorre a formacao de
uma ligacao tio-éster entre a carboxila terminaluljajuitina e o grupo sulfidrila da
enzima ativadora de ubiquitina, sendo uma reacgerttente de ATP. Posteriormente,
a ubiquitina ativada € transferida para uma siiidda enzima conjugadora de
ubiquitina e, finalmente, a enzima ligante de uilbiga catalisa a transferéncia da
ubiquitina de E2 para a proteina alvo. Apos sugessiiclos, as proteinas alvo vao se
tornar poliubiquitinadas, sendo entéo os alvos pagradacdo pelo proteassoma 26S
(Wilkinson, 1995). E importante ressaltar que acpsso de ubiquitinacéo é reversivel,
e a remocao da molécula de ubiquitina ligada aetgatb alvo se da através de enzimas
desubiquitinadoras (Amerik & Hochstrasser, 2004).

A inibicdo da atividade do proteassoma pode inftisen véarias funcdes
celulares. Nesse sentido, a utilizacdo dessesdorids mostrou multiplos efeitos
celulares, além de promover efeitos antiinflamagri anticarcinogénicos,
antiproliferativos e apoptoticos em células comedeslvimento anormal, como as
cancerigenas (Chext al.,2005).

Alguns inibidores sintéticos permedveis a membfaram desenvolvidos para
inibirem a atividade do proteassoma: MG-132 (N-chdmzoxi-leucinil-leucinil-
leucinal), PSI (N-carbobenzoxi-L-gama-t-butil-L-tdmil-L-alanil-L-leucina) e o
inibidor peptidil do tipo ndo-aldeido Z-L3VS (cawidoenzil-leucil-leucil-leucina vinil
sulfona), que sao utilizados frequentemente em rempatos in vitro e in vivo.
Entretanto, precaucdes devem ser tomadas quandded@ncia sobre as funcdes do
proteassoma, visto que tais inibidores sintétic@s imibem somente o proteassoma,
mas também cisteino-proteases como calpainas gsicete lisossomais. No entanto,

em contraste com esses inibidores, metabdlitos otsimnos como lactacistina e
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epoxomicina foram determinados como inibidores tisele do proteassoma, néo
afetando outras proteases investigadas até o morfleanaka, 2009).

Estruturas de inibidores mais seletivos do proteaastais como o PR39 e o
PR11 foram recentemente elucidadas. O PR39 é urtidpepconstituido por 39
aminodacidos rico em residuos de prolina e argint®®o e 24% respectivamente;
ocorrendo naturalmente e sendo permeavel as céldlaBR39 € capaz de inibir
seletivamente a degradacéo proteolitica de algeadeias polipeptidicas, como@&4,
através de uma ligacdo ndo-competitiva na subueidiadio proteassoma 20S, gerando
grandes mudancas estruturais no complexo (Anbanaetdal, 2008; Tanaka, 2009). O
PR11 compreende os primeiros 11 residuos do PRaghleém foi capaz de inibir o
proteassoma 20S (Anbanandatal, 2008).

Bortezomib, também conhecido conwelcade ou PS-341, provou ser um
inibidor de proteassoma altamente efetivo em alguneplasias hematoldgicas. Este
composto foi aprovado pelo FDA&d@od and Drug Administratiorpara o tratamento de
mielomas multiplos e esta sendo utilizado clinicateeem mais de 85 paises (Cavo,
2006). Além disso, estudos pré-clinicos demonstragae a inibicdo do proteassoma
potencializou a atividade de outros agentes teted8y e particularmente, a
combinacéo da inibicdo do proteassoma com novagideralvo € um campo emergente
na oncologia (Tanaka, 2009).

Diversos estudos indicam que o bloqueio do sitiomqgtripsina-simile do
proteassoma causa uma ampla reducdo nas taxastdélipe e € essa atividade que
esta associada com a sobrevivéncia das célulasrdisme resisténcia a drogas. A
maioria dos inibidores especificos da atividadenquiiipsina-simile do proteassoma séo
capazes de induzir a apoptose de células cancasigesuprimir o crescimento tumoral
em diversos modelos experimentais, sendo utilizéalmdém como potenciais agentes
anti-cancer em testes clinicos. Desta forma, aicéibdo proteassoma oferece um
campo promissor para o desenvolvimento de agentesapreventivos ou terapéuticos
(Kisselevet al, 2006; Cheret al, 2005).
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1.7.2. Interacdo do BBl com o Proteassoma

O BBI tem sido um importante alvo nas pesquisaslgando inibidores de
proteases por possuir atividade inibitéria antiqutiipsina, que esta diretamente
envolvida com a atividade anti-carcinogénica. Nest&ido, faz-se necessario destacar
que os inibidores de protease anticarcinogénicos p@tentes sdo aqueles com a
habilidade em inibir a quimotripsina ou proteasesmgtripsina-simile (Kennedy,
1998). O BBI possui propriedades antiinflamatéeasadio-protetoras, sendo também
capaz de inibir a producdo de radicais livres eramsformacdo induzida por
carcindgenos. Além disso, o BBI possui a capacidaelereverter a iniciagdo do
processo carcinogénico e os niveis elevados deg&@alibem como os niveis de
carcindgenos de muitos oncogenes, canmyce c-fos Apesar de o BBI possuir um
amplo espectro de atividades cancer-protetorasgato emecanismo pelo qual esse
inibidor exerce seus efeitos anticarcinogénicosnpeece por ser elucidado (Billings
al., 1990; Kennedy, 1994; Chaegal, 1990).

Um estudo realizado por Chet al. (2005), utilizou o BBI isolado do gréo de
soja a fim de verificar se a atividade inibitoriatiguimotripsina do BBI poderia inibir
também a atividade quimotripsina-simile do proteass 26S. Os autores
demonstraram que o BBI inibiu especificamente aidade quimotripsina-simile
proteassomabh vitro e in vivoem células MCF7 isoladas de cancer de mama. Faaain
demonstrado que tal inibicdo estd associada aowoloe substratos ubiquitinados e
com uma diminuicdo nos niveis de ciclinas reguiasddo ciclo celular. Os autores
sugerem que a inibicdo da atividade do proteassmitaBBI poderia contribuir para
seu efeito preventivo no cancer.

Evidéncias adicionais da interacdo BBI e proteassfmmram descritas por Saito
et al. (2007), os quais demonstraram que o BBI tambémirsilpra atividade
quimotripsina-simile do proteassomam células de osteosarcoma. De maneira
especifica o BBI inibiu a degradacdo da conexina pé® sistema ubiquitina-
proteassoma neste modelo tumoral. Sugere-se qteto antiproliferativo observado
seja devido a atuacdo da conexina como proteineessgra de tumor através da

manutencado do controle homeostatico em organisnuiticetulares via juncées GAP.
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Estudo realizado por Suzuket al. (2005) reportaram que o BBI suprimiu o
desenvolvimento de sarcoma ovariano em células B80iduziu elevacdo da proteina

conexina 43 no mesmo sarcoma.

1.8. A leguminosaviacrotyloma axillare

A Macrotyloma axillare(figuras 6 e 7)¢ uma leguminosa rasteira, perene,
constituida de caules pilosos e com folhas verd#sabtes trifoliadas. Suas flores sédo
amarelas esverdeadas e as vagens pilosas saartigate reclinadas, contendo de sete
a oito sementes por vagem. M. axillare € uma planta de origem africana, com
distribuicio abundante na Africa Tropical, podeséo cultivada em paises de clima
tropical e subtropicalUnited States Department of Agriculture - Plantstdbase,
2003). Esta leguminosa é utilizada normalmente cdorcagem, ou seja, como
pastagem e alimentacdo para o gado; apresentarbdatipidade em solos argilosos
ricos em fosfatos. AVl. axillare cresce vigorosamente no verao, continua crescendo
durante o outono, suportando bem as estacdes@®oaso inverno e continua a crescer

na primaveraBetter Pastures for the Tropics and Subtropics,3200

Figura 06: A leguminosaMacrotyloma axillare A esquerda, foto da planta adulta, e a direita
foto das sementefdaptada deFAO — Food and Agriculture Organization of the tewi
Nations, 2003.
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1.8.1. Classificagdo Sistematica ddacrotyloma axillare

. Sinonimia:Dolichos axillaris(E. Meyer);Clitoria vividiflora (Boulton);
. Nomes ComungArcher (Australia), Grama de cavalBérenial horsegram);
. Informacdes Taxondmica@nited States Department of Agriculture - Plants

Database, 2003)

1.

© 0 N o O B~ WD

Reino:Plantae- Plantas

Sub-ReinoTracheobionta Traquedfita (plantas vascularizadas)
SuperdivisdoSpermatophyta Plantas com sementes

Divisdo: Magnoliophyta Plantas com Flores
ClasseMagnoliopsida Dicotiledoneas

Sub-classeRosidae

Ordem:Fabales

Familia:Fabaceae Familia das ervilhas
GéneroMacrotyloma(Wight & Arnott) Verdc.

10. EspécieMacrotyloma axillare(E. Meyer) Verdc.
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Figura 07: llustracdo esquemética daviacrotyloma axillare (1) Ramos de folhas e caule, (2)
Flor e (3) Vagem com sementes. Adaptadd@dger Pastures for the Tropics and Subtropics,
2003
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2.OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Estudos prévios realizados nesse laboratério (Sar006) e resultados da
literatura demonstraram que o Inibidor Bowman-Bitkido da soja e da semente de
Macrotylomaaxillare apresentaram uma distribuicdo farmacocinética niumibada ao
compartimento central (sangue) com pequena digtébupara os tecidos. Essa
limitacdo para a disponibilizacdo do inibidor, dmfp de vista terapéutico, podera ser
sanada com a utilizagdo de formas pequenas daanibiotadas da mesma atividade.
Os BBl vem sendo alvo de varios estudos envolveadproteassoma por sua
capacidade em inibir as atividades peptidasicage demmplexo, cuja atividade esta
intimamente ligada ao desenvolvimento tumoral. Besntido, a obtencdo de formas
menores do BBI que produziriam alteracdes dasdaiilds do proteassoma refere-se a
uma abordagem interessante do ponto de vista teére@é Esperando encontrar
resultados que atendam a essa expectativa, ebs¢htraeve como objetivo geral a
obtencdo e caracterizacdo estrutural e funcionafodmas menores de Inibidores

Bowman-Birk.

2.2. Objetivos especificos

= Sintetizar peptideos correspondentetoap antitripsina do Inibidor Bowman-Birk,
segundo Gariaret al. (1999);

» Sintetizar peptideos correspondentes laop antiquimotripsina do Inibidor
Bowman-Birk, segundo McBridet al. (1996);

= Purificar os peptideos;

= Identificar os peptideos por espectrometria de amass LCMS-IT-TOF do tipo
electrospray;

* Fragmentar o InibidoBowman-Birkcom acido férmico 2% para obter, de forma
preparativa, as duas cabecas de inibicdo dissecedam atividades inibitérias

preservadas;
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Identificar os fragmentos por espectrometria desaasn LCMS-IT-TOF do tipo
electrospray;

Avaliar a biodisponibilidade das formas reduzidasBBI (peptideos sintéticos e
fragmentos) em segmento isolado de ileo de camgodoa compara-las com a
biodisponibilidade da forma nativa do inibidor;

Avaliar as atividades quimotripsina-simile, tripsisimile e caspase-simile do
proteassoma 20S em extrato citosolico de ileo esepca do inibidor nativo e das

formas reduzidas do BBI.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Sintese peptidica

Os peptideos SCTKSIPPQCY e SCTFSLPPQCYGGGGG foratetizados
sob a forma sollavel, utilizando-se um protocolo siietese em fase sélida (resina)
realizado conforme Merrifield (1963), com algumasdificacdes. Este processo requer
a utilizacdo de aminoacidos derivatizados, atral@protecdo do grupo amino com o
composto Fmoc9-fluorenylmethyloxycarbonyl Caso sua cadeia lateral seja reativa,
ela estara igualmente protegida por um grupo que desponder as exigéncias de ser
adaptado a natureza da cadeia lateral e ser clpeldol FA.

A sintese de peptideos requer um suporte sOlidolUvel para o primeiro
aminoacido, assim como para 0os demais a seremaaosplA resina utilizada nesta

sintese foi d&mide Rink),73umol/g em concentracédo de gtol/L.

3.1.1. Ativagao da resina

Para a ativacdo da resina seguiu-se o seguintecptot 54 mg da resina foram
colocados em um tubo de sintese com DMF suficigai@ cobrir toda a resina,
permanecendo sob agitacdo constante por trés AdZSC. Para a liberacdo do seu
grupamento Fmoc, a resina foi coberta com 3 mLiperigdina 20% em DMF e lavada
trés vezes, por 10 minutos cada, com a solucdoiomaua, sob agitagdo continua a
temperatura de 37°C. Em seguida, a resina foi atréd vezes com 5 mL de DMF por

lavagem. Todas as lavagens foram realizadas coiticade uma bomba de vacuo.

Toda a parte prética foi realizada em capela quamisempre com a utilizagéo

de luvas devido a toxicidade dos reagentes quingogsegados.
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3.1.2. Ativacéo e adigdo dos aminoé&cidos a serenoplados

A sintese peptidica € iniciada a partir do amird@€-terminal do peptideo. Os
aminoacidos foram adicionados em concentracdesatr@satro vezes maiores que a
quantidade de resina para garantir o acoplamentuahtidade despendida para cada
aminodcido foi equivalente a 1¢M. O primeiro aminoacido a ser acoplado é ligado
pelo seu grupamento carboxila ao grupamento aman@sina, formando uma ligacéao
peptidica.

O primeiro aminoacido foi adicionado no tubo ddeda e para cada 1M do
aminoacido, foram acrescentados 21,6 mg de HOBtgkibenzotriazol) e 2%L de
DIPC (diisopropilcabodiimida). O HOBt e o DIPC sé&agentes que permitem a
ativagdo da fungéo carboxilica dos aminoécidos Fipés 2 horas de agitacdo, todo o
liquido do tubo de sintese foi retirado com auxd® uma bomba de vacuo e a resina
lavada com DMF por trés vezes, sendo entdo subenatidteste da ninhidrina. Esse
método é considerado 0 mais conveniente para dadponitoramento do processo de
acoplamento. A ninhidrina reage com aminas priranesultando na coloracdo
conhecida como purpura de Ruhemann (Albericio & pla; 1997). Apls o
acoplamento de cada aminoacido, uma pequena pa@amsina foi colocada na
presenca de uma gota de ninhidrina 5% em etana$ dotas de fenol 80% em etanol
(p/v) e uma gota de cianeto de potassio Oyd@adl/L em piperidina. O tubo contendo a
resina foi aquecido por 3 minutos a @0 Caso o acoplamento tenha ocorrido de
maneira satisfatoria, a resina adquire cor laraojaamarela. Do contrério, a resina
adquire cor azul purpura. Os ciclos foram repet@@sque o ultimo aminoacido fosse
acoplado. Com a obtencédo de uma cor amareladast®y tentinuou-se normalmente a
sintese. O grupamento amino desse primeiro amimaeicoplado foi entédo
desprotegido, lavando-se a resina com 3 mL de whado de piperidina 20% em
DMF, por trés vezes de 10 minutos cada, com agitaghtinua a 37°C; sendo
novamente submetido ao teste mencionado, mas &egsarocurou-se obter a cor
parpura, indicando que o desbloqueio do grupo arfahtem sucedido. O segundo
aminoacido, com seu grupamento amino protegidoadiationado no tubo de sintese
juntamente com o HOBt e DIPC e este foi processadtamente como o anterior.
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3.1.3. Clivagem do peptideo

Apds o término dos ciclos de acoplamento, o Ultignopamento Fmoc foi
eliminado com piperidina, como descrito previamgmtea resina lavada por quatro
vezes, durante cinco minutos com DCM. As cadeitsds foram desprotegidas e o
peptideo dissociado da resina pelo uso de uma&wollg clivagem contendo 2.5% de
B-mercaptoetanol e 2.5% de agua em volume final o %le TFA. O tubo de reacéo
permaneceu sob agitacdo com a solucdo por quates.h8d solucdo contendo os
peptideos foi coletada com auxilio de uma bomba&®io e os produtos da sintese
foram precipitados com éter etilico gelado duranteite a 4C. O tubo foi lavado com
éter e centrifugado por trés vezes a 150@or 30 minutos. Na ultima etapa, o
sobrenadante foi desprezado e o peptideo ressudpeach agua milli-Q. Apos a

obtencéo do peptideo, este foi liofilizado e sulihoeto procedimento de ciclizacao.

3.1.4. Ciclizag&o do peptideo

O processo de ciclizagcao permite a formagao deepodissulfeto entre as
cadeias laterais de cisteinas por oxidacdo. Osdeest liofilizados foram dissolvidos
em uma solucédo contendo 16% de DMSO, na razdo deolume final de 50 mL a
completar com tampao acetato de amonio 50 mM, gHséndo 8 mL de DMSO e 42
mL de tamp&o acetato para cada tubo contendo peptt tubos foram submetidos a
agitacdo por 48 horas na auséncia de luz e novansemimetidos ao processo de
liofilizacdo. Os peptideos foram purificados entesisa de HPLCHigh Performance
Liquid Chromatography e caracterizados em espectrometro de massa ITdbQpo
electrospray.
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3.1.5. Purificagéo e Caracterizacdo dos PeptideSmtéticos

3.1.5.1. Purificacdo dos peptideos sintéticos amifisina e
antiquimotripsina

Os peptideos sintetizados em fase sélida foram stibms a cromatografia de
fase reversa para a analise de sua pureza. Ascéesdiromatograficas utilizadas para
as analises foram: coluna 250 mm x 4,6 mm; FE:avia@mniSpher C18, j5L; FM: A:
H.O + TFA 0,1% ; B: ACN + TFA 0,1%; eluicdo por gradte: 0 a 70% de B em 20
minutos chegando a 100% em 22 minutos e retornar@dé em 27 minutos; vazéao: 1,0
mL min®; deteccdo: UV em 280 nm. O peptideo antitripsina foiificado por
cromatografia de troca idnica e@-Sepharose (Pharmacia LKB Biotechnologyje
dimensdes 1,0 cm x 1,0 cm equilibrada previameate tampéo acetato de amoénio
0,01 M, pH 7,0. Foram recolhidos manualmente 2&6ka de 1 mL cada, utilizando-se
0 mesmo tampao de equilibrio como eluente. O freriento foi acompanhado pelo
ensaio de atividade inibitéria para a tripsina, catascrito no item 3.2.1.

O peptideo antiquimotripsina foi purificado em faseersa utilizando-se do
mesmo procedimento descrito acima, entretanto dteragdo no gradiente que variou
de 0 a 100% de B em 10 minutos.

3.1.5.2. Identificacdo dos peptideos sintéticos pagspectrometria de
massa

Os peptideos foram analisados pelo método IT-T@Rds o0 espectrémetro de
massa LCMS-IT-TOF do tipelectrospray(Shimadzu, Japéo), que acopla ionizacdo a
presséo atmosférica com as tecnologiasateTrap (IT) e Time of Flight (TOF). O
equipamento foi calibrado utilizando trifluoroadetale sédio. A voltagem capilar foi
de 4500 V no modo positivo de ionizacdo, com tempacumulacdo de 10 Ms. As
amostras foram diluidas em solucdo de 0.1% TFAtm®dozidas no modo injecao

direta. Os dados foram analisados usansiofiovare LCMSsolutian
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3.2 Atividades Inibitorias

3.2.1.Tripsina Bovina

A determinacgédo da atividade anti-tripsinica foilirala de acordo com Kumar
et al. (2002). O substrato utilizado foi o cloridrato dea-benzoilbL-arginil-p-
nitroanilida OL-BApNA), o qual foi preparado dissolvendo-se 196 angcomposto em
5 mL de DMSO para uma concentracdo final de 9 %LEsta solucado foi mantida no
congelador como solucédo estoque e diluida no mamdmtuso com Tris-HCI 0,1M
contendo CaGI20 mM pH 8,1 para a concentracéo de 9 M0

Com o objetivo de encontrar um titulo que inibissg¢re 40 e 60% a tripsina,
foram realizadas diluigbes seriadas do inibidoistBe tubos foram adicionados 300
de DL-BApNA, 20 uL de tripsina a uma concentracdo de 0,05 mg/mL ql2@o
inibidor. Nos tubos brancos foram adicionados R00de substrato e 4L de agua,
enquanto que os tubos controles de atividade etizam&ontinham 200uL de
substrato, 2QiL de enzima e 2QlL de agua.

Os tubos de reacdo foram agitados em vortex e aumsem banho-maria a
37°C por aproximadamente 40 minutos. A reacaanferiompida com 4QL de &cido
acético 60% v/v seguido da adicdo de 280de agua destilada. Posteriormente, a
quantificacdo da atividade inibitéria foi deterndagpela medida da absorbancia a 410

nm em espectrofotometro.

3.2.2. Quimotripsina Bovina

A determinacdo da atividade anti-quimotripsinicaréalizada de acordo com
Kumar et al. (2002). O substrato usado foi o cloridrato le-benzoili-tirosil-p-
nitroanilida (-BTpNA) o qual foi preparado dissolvendo-se 182dngcomposto em 5
mL de DMSO para uma concentracéo final de 9 *ML.OEsta solucdo foi mantida no

congelador como solucéo estoque e diluida no mamdmtuso com Tris-HCI 0,1M

31



Materiais e métodos

contendo CaGIl20 mM pH 8,1 e DMSO na proporcéo de 80% e 20%ects@mmente,
para a concentracdo de 9 XM

Com o objetivo de encontrar um titulo que inibissaetre 40 e 60% a
quimotripsina, foram realizadas diluicbes seriadasinibidor. Nestes tubos foram
adicionados 20QlL deL-BTpNA, 20 L de quimotripsina a uma concentracao de 0,07
mg/mL e 20uL do inibidor. Nos tubos brancos foram adicionad08 puL de substrato
e 40puL de agua, enquanto que os tubos controles deladigi enzimatica continham
200 L de substrato, 2QL de enzima e 2QL de agua.

Os tubos de reacdo foram agitados em vortex e aumsem banho-maria a
37°C por aproximadamente 60 minutos. A reacdonteriompida com 4QL de &cido
acético 60% v/v seguida da adicdo de 20de &gua destilada. Posteriormente, a
quantificacdo da atividade inibitéria foi deterndagpela medida da absorbancia a 410

nm em espectrofotdmetro.

3.3. Fragmentacao do Inibidor Bowman-Birk obtido dasemente de
Macrotyloma axillare(BBIM)

O inibidor purificado da semente déacrotyloma axillarefoi obtido segundo
Santos (2006). Esse trabalho foi desenvolvido pglgpo de pesquisa do nosso
Laboratério e encontra-se em fase de publicacdm BRafragmentacdo do BBIM
utilizou-se 1 mL de inibidor em um titulo de ini@ da tripsina de 1:512, 4 mL de agua
destilada e acido formico para uma concentracédo die 2%. A reacgéo foi realizada em
um microondas doméstico adaptado contendo um ceadende refluxo conectado ao
baldo volumétrico de reacdo, como pode ser vistdiguaa 8; com 0 objetivo de
minimizar a evaporacao da solucdo. Um béquer cdatégua foi colocado abaixo do
baldo para absorver os reflexos da radiacdo deldrequipamento. A amostra foi
tratada por diferentes intervalos de tempo a p@éde 800 W (poténcia 10 do

aparelho).
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Figura 08: Microondas adaptado para a fragmentacaalo BBIM com acido férmico. A -
llustragdo do condensador incorporado no equipam@itroondas. B - llustragéo interna do
microondas. O baldo volumétrico contendo a solag8er fragmentada é preso no silicone de
modo a evitar perda de amostra. Béquer contenduxiapgdamente 200 mL de agua para
absorver os reflexos da radiacao.

ApOs o tratamento no microondas, 1 mL da amostia shibmetido a
cromatografia de exclusdo molecular em restmphadex G25- Pharmacia LKB
Biotechnologyde dimensdes 1,0 cm x 50 cm equilibrada com agstlatta. Foram
recolhidos manualmente 32 fracbes de 2 mL cadizamido-se agua destilada como
eluente. Para a obtencdo do cromatograma, foraenngieedas as absorbéncias a 230
nm e 280 nm de cada fracdo por meio de um espetdnoétro. O fracionamento
também foi acompanhado pelo ensaio de atividadbitonia para tripsina e

guimotripsina, como pode ser visto no item 3.2.

3.3.1. Identificagdo dos fragmentos por espectromé de massa

Os fragmentos derivados da hidrolise do BBIM forasentificados por

espectrometria de massa essencialmente como desaitem 3.1.5.2. A determinagao
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da massa monoisotépica [M +"Hje cada fragmento foi obtida da seguinte maneira:

programa PeptideMassdisponivel emhttp://www.expasy.ch/tools/peptide-mass.html
forneceu o valor da massa [M + H] para cada fragmddeste valor, foram subtraidos

dois hidrogénios (MM do H = 1,008) para cada paiigsulfeto contida no fragmento e

finalmente adicionado um hidrogénio para a obtenigdmassa [M + H]

Para a analise das massas obtidas pela espectephestvu-se em consideragéo
possiveis alteracfes de massa ocorridas duranteddide. A formilacéo, por exemplo,
€ um processo que pode ocorrer durante a fragn@ntamm acido formico, sendo
caracterizada pela adicdo de um radical formilaz@H MM = 27,9941) nos residuos
de lisina, serina e treonina, e no N-terminal. @erando-se as possibilidades de
hidrolise intra-fragmento, pode ser necessaria éamh adicdo de uma molécula de
agua (MM = 18,015) por hidrdlise.

3.3.2. Analise de fragmentacdo do BBIM através ddetroforese em gel de

poliacrilamida a 15%

Preparacao dos géis de separacéo e concentracao
O suporte eletroforético utilizado foi um gel deigarilamida de separacdo a
15% e de concentracdo a 5 %, preparados em cosdigsnaturantes (com SDS),
segundo o método de Laemmli (1970).
Assim, os géis foram preparados pela mistura dpsrses reagentes:
* Solucao tampéo Tris 1,5M pH 8,8 no gel de separaggmucéo tampéo Tris 0,5M
pH 6,8 no gel de concentracao;
* Solucao de acrilamida 30% p/v + bis-acrilamida 1% p
* Solucao de SDS a 10% plv;
* Solucao de persulfato de aménio a 10% (preparmtege
« TEMED,
« Agua milli-Q g.s.p 10 mL.
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Preparo das amostras para eletroforese
As concentracdes das amostras (BBIM n&o fragmergd8BIM fragmentado)

foram determinadas pelo método de Lowtyal (1951). As amostras foram reduzidas
com DTT 10 mM por 30 minutos a 85 no bloco térmico e posteriormente alquiladas
com iodoacetamida 40 mM por 1 hora a temperatuta@ente na auséncia de luz. Esses
tratamentos foram necessarios pois as amostraéncamiitas pontes dissulfeto que
levariam a uma migragdo atipica das bandas. Asteesderam diluidas no tampéao da
amostra 1:1 contendo Tris-HCI 0,125 M pH 6,8; akilbromofenol 0,002% p/v, SDS
4% plv e glicerol 20% v/v e entdo tratadas em bat#a@agua fervente por 5 minutos
para desnaturacdo total das proteinas. O tampé&ordda eletroforética foi composto
por Tris-HCI 0,025 M, glicina 0,19 M e SDS 0,1% M 8,2. Utilizou-se uma mistura
de isoformas de ConA de massas moleculares 301723 13 kDa como padréo de
massa molecular. A eletroforese foi realizada a goreente elétrica de 20 mA por

placa, durante aproximadamente 90 minutos.

Protocolo de coloracao pelo Comassie Blue

A coloracdo do gel de eletroforese foi realizadé geatamento com uma
solucdo deCoomassidBlue R-250 0,025% em metanol 40% e 7% de acido acsétibo
agitacao branda por 2 horas. O gel foi descoradongio de uma solugao de 40% de
metanol e 7% de acido acético até a visualizacadaadas.

3.3.3. Separacéo das cabecas inibitorias obtidasrfeagmentacédo do BBIM
utilizando o Filtro Amicon Ultra-4 3000 Da

Primeiramente foi determinado o titulo inibitérda amostra fragmentada,
conforme metodologia descrita no item 3.2. Paraegperimentos subsequentes
utilizou-se um titulo de no minimo 1:512 para pdima e 1:16 para a quimotripsina. O
filtro Amicon Ultra-4 3000 Ddoi carregado com 1mL do BBIM fragmentado e levado
para centrifugacédo a 71@0a 25C por 15 minutos. O volume final retido no filtroi f
de aproximadamente 1Q, ja que a membrana filtrante ndo poderia ress€xdittro

foi reconstituido para 100QuL com &gua destilada e a solugdo resultante
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homogeneizada com uma pipeta. Essa sequéncidardedd foi realizada por mais trés
vezes. Em cada filtracao retirou-se uma aliquotdddd_ das fracdes retidas e filtradas
para posterior avaliagdo da atividade inibitoria.ffhal das quatro lavagens, o filtro foi
carregado para 10Q0 com agua destilada, agitado levemente e o mhtesaltante
armazenado.

Para a determinacdo das percentagens de atividetidasr no filtro e
percentagens de atividade encontrada na solu¢éadél| todas as amostras recolhidas
foram diluidas até o titulo de 1:256 e submetidasresaio de atividade inibitoria para
tripsina e quimotripsina, como descrito no item. 32 calculo da percentagem de
atividade inibitoria foi assim determinado:

% inibicdo = 1 - (AEI/AE) x 100, em que:

AEI = Absorbancia a 410nm do ensaio de inibicAatdadade enzimatica (inibidor + enzima +
substrato) que inibiu entre 40 e 60% as enzimas;
AE = Absorbancia a 410nm do ensaio de atividadarériza controle (enzima + substrato)

Um grafico com as percentagens de atividade dnihit para tripsina e
quimotripsina retidas no filtro foi construido atradas quatro filtraces realizadas.

3.4. Ensaio de absorcéan vitro do BBIM, BBIM fragmentado e
peptideos sintéticos em ileo isolado de camundond®ALB/c

Dissecacao dos segmentos de ileo

Os camundongos BALB/c jovens foram sacrificados eslocamento cervical
e em seguida fixados com alfinetes, na posicameupim suporte de isopor revestido
com papel aluminio. Incisbes abdominais no sentaadal-cranial foram realizadas
para exposicdo das visceras. Os intestinos dosamniforam alinhados para a
identificacdo do intestino grosso seguida por &ecge 10 cm de ileo que foi
imediatamente imerso em solucéo fisiologica de dgfaNaCl 136 mM, KCI 2,6 mM,
MgSO, 0,98 mM NaHPO,.2H,0 0,26 mM, glicose 5,5 mM, NaHGQ1,9 mM , CaCl

2 mM, para 1 litro), para a garantia da vitaliddds o6rgaos.

36



Materiais e métodos

Lavagem dos segmentos intestinais

Apo6s imersos em placas de Petri contendo solugialdyica de Tyrodeos
segmentos intestinais foram lavados extensivanwamteo auxilio de uma pinca, a fim
de garantir que nenhum resto alimentar permanecess@rgaos. Foram adicionados
também cerca de 4 mL de Tyrode interior dos ileos utilizando uma pipeta de 1000

uL. Este procedimento foi realizado com cuidado @elona evitar dano ao tecido.

Preparacao dos inibidores
Os inibidores utilizados foram o BBIM integro, ofppideos sintéticos

antitripsina e antiquimotripsina e o BBIM fragmedda Todos os inibidores deveriam

T

Absorcéo in vitro dos inibidores

Os segmentos intestinais foram amarrados em usaxdeemidades com linha
de sutura. Com o auxilio de uma pipeta de [ll0@oram adicionados 3L do inibidor
a partir da outra extremidade, que foi entdo ardariidadosamente. Os intestinos
foram colocados dentro de tubos de ensaio de wdnbendo previamente 3 mL de
solucéo de Tyrode cada, com a cautela de mantektemmidades dos ileos fora da
solucédo. Imediatamente apds os intestinos seremsase0s tubos de ensaio, foram
retiradas aliquotas de 4. do meio de imerséao para o tempo zero, e o0s tidvasios
para o banho-maria a fim de manter a temperatu2bde constante. Durante as sete
horas de experimento, foram retiradas aliquota#0dé. de acordo com a tabela 1. As
aliquotas foram armazenadas no gelo durante toelxperimento. Para a analise das
atividades inibitérias antitripsina e antiquimosiipa foram realizadas diluicdes seriadas

de cada aliquota até o titulo de 1:32 com solugémdgica de Tyrode.
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Tabela 1: Intervalos de tempo associados a deternsigdo da atividade das diferentes
formas de inibidores durante absor¢aadn vitro.

Tempos Minutos
TO 0
T1 30
T2 60
T3 120
T4 150
T5 180
T6 210
T7 240
T8 300
T9 360

T10 420

Para o controle do experimento foram adicionadol3@o inibidor em um
tubo de ensaio de vidro contendo 3 mL de Tyrodémade representar 100% de
transferéncia. Aliquotas de 4@, em triplicata, foram diluidas em série e subdai
ao ensaio de atividade inibitéria para tripsinagaimotripsina, dependendo do tipo de
inibidor em teste.

Os calculos das percentagens de transferénciandmdores foram realizados
para cada tempo, da seguinte maneira:

= 9% inibicdo =1 - (AEI/AE) x 100, em que:
AEI = Absorbancia a 410 nm do ensaio de inibicaatiladade enzimatica (inibidor +
enzima + substrato) que inibiu entre 40 e 60% aBress;
AE = Absorbancia a 410 nm do ensaio de atividadan#itica controle (enzima +
substrato)

= Atividade Inibitéria (Al) = % inibicdo x titulo dmibidor que inibiu entre 40 e

60% as enzimas;
= T =Aldo controle x 300QlL
» Percentagem de transferéncia (% Transferéncia) x (A restantes no tubo de

ensaio) + T x 100;
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* A cada tempo sdo retirados 40 que devem ser corrigidos nos calculos, ja que eskime nao é
reposto. Por exemplo: no tempo T8 restam 288Mo tubo de ensaio, pois ja foram retirados 320

pL do tempo TO ao T7.

Para a construcao dos graficos foram plotadas dsamdas triplicatas com os
erros padroes da média, utilizando software GraphPad Prism .5As analises
estatisticas das curvas foram realizadas utiliza&edosoftware Minitab 15 Statistical
Software.

3.4.1 Recuperacdo da atividade inibitéria dos pepteos sintéticos

antitripsina e antiquimotripsina em homogenato deléo isolado

Preparag¢ao dos homogenatos:

Os segmentos intestinais utilizados para os ems#oabsorcam vitro dos
peptideos sintéticos foram congelados em nitrogémindo e armazenados em freezer
-80°C. A preparacdo dos homogenatos protéicos a pladses segmentos foi realizada
em Potter, com o equipamento funcionando na velocidade mexkoram processados
123 mg do segmento intestinal utilizado para avaiabsorcéon vitro do peptideo
antitripsina e 143 mg do segmento do peptideo @ntifripsina, em volume final de 6
mL de HCI pH 2,0 para cada 6rgdo. Os mucos int@stide cada segmento foram
obtidos antes da maceracdo dos 6rgdos e procesaadosiogenatos nas mesmas
condicbes, em volume final de 3 mL. Foi adicionafioton-X-100 para uma
concentracdo final de 0,1% em cada homogenatoté® esonicado em Sonifier 250
Branson por 30 segundos a 30W e levados para @fegatdo a 1300@ por 15

minutos. Os sobrenadantes foram utilizados pagalezacéo das seguintes analises:

Avaliacdo da formacéo de complexo protéico capagedgiestrar o peptideo

Para a avaliacdo da formacdo de um complexo poot&Epaz de sequestrar o
peptideo foi aplicado 1 mL do sobrenadante do hematp do ileo em coluna
SephadexG25 (Pharmacia LKB Biotechnologyyle dimensdo 1,3 cm x 10 cm

equilibrada previamente com tampao HCI pH 2,0.géb foi realizada com o0 mesmo
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tampao de equilibrio e coletadas manualmente 26dsade 1 mL cada. Os valores das
absorbancias foram obtidos em 230 nm e 280 nm pa de um espectrofotometro e
submetidos agoftwareMicrosoft Office Excel 200Bara a obtencdo do cromatograma.
O fracionamento foi acompanhado pelo ensaio dedatie inibitoria para as 20 fracoes,
utilizando-se substrato especifico, como descotdem 3.2, com o objetivo de detectar
0s peptideos nas fragBes. Esse procedimento flizaga para o sobrenadante dos

quatro homogenatos processados.

Avaliacdo da decomposicao do peptideo por redug@pahte dissulfeto por enzimas
intracelulares

Para essa investigacao foi necessario 1 mL do satbaate do homogenato do
ileo ajustado para o pH 8,5 com MH, confirmado por meio de fita de pH. Para a
reducao das pontes dissulfeto foi adicionado DTk pana concentragéo final de 0,05
M e incubado por 90 minutos a°®. Em seguida, o pH foi ajustado para 2 com HCI
concentrado utilizando-se fita de pH. A amostraefttiio submetida a cromatografia de
exclusdo molecular utilizando-se uma coluS@phadexG25 (Pharmacia LKB
Biotechnologyde dimenséo 1,3 cm x 10 cm equilibrada previameone tampé&o HCI
pH 2,0. A eluicéo foi realizada com o mesmo tamg@aequilibrio, e foram coletadas
manualmente 20 fragdes de 1 mL cada. Os valoreal@sbéancias foram obtidos em
230 nm e 280 nm por meio de um espectrofotOmetrsulemetidos acsoftware
Microsoft Office Excel 2008ara a obtencdo do cromatograma.

As fracOes 8 a 20 da cromatografia realizada paramogenato do segmento
intestinal e muco correspondente ao peptideo ipstite e as fracdes 4 a 12 da
cromatografia dos homogenatos correspondentes @ad@e antiquimotripsina foram
concentradas espeed va¢300uL de cada fracdo), sendo essas as fracOes refeamnte
proteinas que ficaram retidas na matriz do geliltagdo. Apds concentradas, foram
submetidas ao procedimento de ciclizagdo. Cadatearfosressuspendida em fQ de
acetato de amonio 50 mM pH 7,4 e |20 de DMSO que permaneceram sob agitacéo
branda por 60 horas na auséncia de luz. Apds essedimento as amostras foram

submetidas ao ensaio de atividade inibitoria, aaiido-se substrato especifico, como
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descrito no item 3.2, com o objetivo de avaliaasepontes dissulfeto dos peptideos

foram reconstituidas.

3.5. Construcao da tabela comparativa das atividadeespecificas e
IC 5o das diferentes formas do BBIM

Para a determinacédo das atividades especificaslifgmentes formas do inibidor
BBIM, foram necessarios os seguintes calculos @amnstrucao da tabela comparativa:
= Massa Total de Proteina: concentracéo de prdteinkiplicada pelo volume;
= Atividade Inibitéria: titulo da solucdo de amostpae inibiu entre 40 e 60% as
enzimas, multiplicado pela porcentagem de inilfigimida;
= Atividade Total: atividade da aliquota multiplicaolo volume;

= Atividade Especifica: atividade total dividida petassa total de proteina.

1: A determinacdo da concentragdo protéica de tmuaa de inibidor foi realizada utilizando-se o
método do BCA (Smittet al, 1985). Para a construgdo da curva-padréo flizada uma solucéo de
soroalbumina bovina a 1mg / mL em diversas diluc¢de

2: 1 - (AEI/AE) x 100, onde:

AEIl = Absorbancia a 410nm do ensaio de inibicdoatlsidade enzimatica (inibidor + enzima +
substrato);

AE = Absorvéancia a 410nm do ensaio de atividad@mgtica controle (enzima + substrato)

O ICsp foi determinado por meio de curvas de percentagenmidicdo em funcao
do logaritmo da concentracdo molar dos inibidosspregando-se os métodos de

medida das atividades inibitérias, como descrititem 3.2.

3.6. Influéncia das diferentes formas de inibidoresobre a atividade
do proteassoma

3.6.1. Obtencdo do extrato citosolico de segmente deo de camundongos
BALB/c

Trés camundongos BALB/c jovens (5 a 7 meses) faaanificados e os ileos
obtidos conforme descrito no item 3.4. Os homogsndbs ileos foram preparados

com 3 mL de tampéao 20S (Tris-HCI 25 mM, DTT 1 mMic€&rol 10%, PMSF 1QM,
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TPCK 10uM, TLCK 10 uM, NEM 10 uM, EDTA 1 mM e EGTA 1 mM) e sonicados
em Sonifier 250 Branson por trés vezes a uma émgja de 30 W de 40 segundos com
intervalo de 40 segundos em banho de gelo. Em d&gws amostras foram
centrifugadas por 30 minutos a 10.090e o sobrenadante dessa centrifugacao foi
submetido a ultracentrifugacdo por 60 minutos a.(@Dg. A determinacdo da
concentracdo protéica no sobrenadante foi realipiizando-se o método do BCA
(Smith et al, 1985). Para a construcéo da curva-padrao foradh uma solucao de

soroalbumina bovina a 1Q@ / mL em diversas dilui¢des.

3.6.2. SDS - PAGE

Cerca de 1Qug do extrato citosdlico de ileo dos camundongo®rnevforam
fracionados em gel de SDS-PAGE 12%, como descotoljpemmliel al. (1970).
Utilizou-se como padrao de peso moleculdPrecision Plus Protein Standards (Bio-
Rad) A voltagem adotada foi de 120 V. Apoés a corrmlgel foi corado concomassie

blue

3.6.3. Avaliacdo das atividades peptidasicas do geassoma na presenca de
inibidores derivados do BBI

Nos ensaios da atividade proteolitica foram utlcm os substratos
fluorogénicos Ac-Tyr-Val-Ala-Asp-7-amido-4-metilcuarina (BIOMOLBiotecnology,
Cbz-Gly-Gly-Arg-7-amido-4-metilcumarina (BIOMOBiotecnology e Suc-Leu-Leu-
Val-Tyr-7-amido-4-metilcumarina (BIOMOIBiotecnology para a determinagdo das
atividades semelhantes a caspase, tripsina e qipsiog, respectivamente.

Foram utilizados 1Qug de proteinas totais dos extratos dos ileos. Dglanes
utilizados foram o BBIM, peptideos sintéticos armg#ina e antiquimotripsina, BBIM
fragmentado e BBIM fragmentado rico em cabecarggiha; em um titulo de inibicao
correspondente a 1:128, diluido 10 vezes. O tamgéiconal utilizado foi o Tris-HCI
50 mM pH 7,5, MgGI10 mM, DTT 0,1 mM e 13M de cada substrato fluorogénico. O
ensaio foi realizado em um volume final de 20 Apés a adicdo das proteinas totais,

dos inibidores e da agua milli-Q (para completad (ib), a reacao foi incubada por 5
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minutos a 37C e imediatamente apds esse tempo, adicionoua®@Ab reacional e os
tubos foram agitados em vortex. Ao tubo brancafticionado 15@L de agua milli-Q

e 0 tampao reacional; e no tubo controle o inibi@o foi adicionado. A reacédo de
hidrolise ocorreu por 30 minutos a°87na auséncia de luz. Para interromper a reacao
foram adicionados a cada tubo 2 mL de etanol. Asirés fluorimétricas foram
realizadas nos comprimentos de onda de 380 nm dagio e 440 nm de emisséo,
utilizando-se o espectrofluorimetro RF-5301PC (Sluinu, Japéo). Os resultados foram
expressos em unidades de fluorescéncia ymprde proteinas por hora. A analise
estatistica dos ensaios foi realizada por meisafwvare SPSS for Windovesn que foi
utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Walksa verificar se existia diferenca
entre os grupos. Havendo diferenca, foi realizasmoparacdo dois a dois usando o teste

ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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4.RESULTADOS E DISCUUSSAO

4.1. Sintese peptidica

4.1.1. Sintese e analise do peptideo sintético #iyisina

O peptideo SCTKSIPPQCY com seqiéncia apresentand@mr matividade
antitripsina devido a presenca do aminoacido isibeuem P2’, como descrito por
Garianiet al. (1999), foi sintetizado em fase solida pelo métpagposto por Merrifield
(1963). O produto dessa reacao foi submetido a atagnafia de fase reversa para a
analise de sua pureza. Como pode ser visto naffyura a predominéancia de trés picos
principais (A, B e C), que posteriormente foramlisados por espectrometria de massa
em LCMS-IT-TOF do tipeelectrospray A figura 10 ilustra os dados espectrométricos
do peptideo proposto, sendo que este foi encontragbico A.

As estruturas dos diferentes peptideos obtidos mmepso de sintese foram
identificadas através das massas determinadas ta pas principais picos do
cromatograma apresentado na figuraA8sim sendo, o pico A apresentou massa
molecular de 1225,55 Da equivalente ao peptidepgsto, e os picos B e C de massas
918,53 Da e 924,60 Da correspondem as estruturdSTSIBCC e CCTSIPPCC,
respectivamente. E importante ressaltar que ampgasie outros peptideos nas analises,
diferindo do peptideo proposto, € devida a umaafalla incorporacdo de alguns
aminoacidos durante o processo de sintese, podgndp outros peptideos maiores ou
menores, no entanto, tal falha é freqliente ema®fila sintese peptidica.

A identificacdo das estruturas dos peptideos perreiitdo o calculo dos seus
pontos isoelétricos (pl), sendo que o peptidecpditio possui pl=7,78, os peptideo do
pico B, 5,23 e C, 5,55. Tendo em vista a gratitlrenca entre os pls dos peptideos
identificados nos picos B e C em relacdo ao peptpteposto, decidiu-se por separa-
los pela diferenca de cargas, em pH 7,0, utilizesela cromatografia de troca idnica.

Em uma coluna d®-sepharosequilibrada com acetato de amoénio 0,01M, pH 7,0
foram retidos os peptideos com pl proximo de 5Suantp o inibidor com pl acima de 7

apareceu nas fragfes de peptideos nao retidosirac@lpos essa separacdo, a amostra
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foi novamente submetida a cromatografia de fasersay nas mesmas condi¢cdes, e
apresentou um cromatograma com apenas um compopen@pal (figura 11),

indicando que a purificacdo em escala preparativandterial de sintese foi bem

sucedida.
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Figura 09: Analise cromatografica em fase reversa al peptideo antitripsina
SCTKSIPPQCY. A, B e C referem-se aos trés picos observadosamatograma. Condi¢des
cromatograficas: coluna 250 x 4,6 mm; FE: Variann@8pher C18, L; FM: A: H,O + TFA
0,1%; B: ACN + TFA 0,1%; eluicdo por gradiente: @@% de B em 20 minutos chegando a
100% em 22 minutos e retornando a 0% em 27 minuézsio: 1,0 mL min deteccdo: UV em
280 nm.
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Figura 10: Identificacdo do peptideo antitripsina £TKSIPPQCY (pico A, figura 9) por
espectrometria de massa em LCMS IT-TOF do tip@lectrosprayO pico principal mostrado

no espectro (613.2839) apresenta cargag@rando o peptideo proposto de massa molecular
1225,55 Da.
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Figura 11: Analise cromatogréfica em fase reversaalpeptideo antitripsina purificado em
coluna deQ-sepharoseNota-se a obtencdo de um pico Unico com tempotdag& em torno
de 13 minutos correspondente ao peptideo SCTKSIRPQGndi¢bes cromatograficas: coluna
250 x 4,6 mm; FE: Varian OmniSpher C18.5 FM: A: H,O + TFA 0,1%; B: ACN + TFA
0,1%; eluicdo por gradiente: 0 a 70% de B em 2Qutosichegando a 100% em 22 minutos e
retornando a 0% em 27 minutos; vaz&o: 1,0 mL'mieteccéo: UV em 280 nm.

A atividade inibitéria do peptideo SCTKSIPPQCY tigsina foi determinada a
partir do ensaio de inibicdo da tripsina, utilizars® 0 substrato especifiso-BApNA,

como descrito no item 3.2.1.

4.1.2. Sintese e analise do peptideo sintético gaiimotripsina

O peptideo SCTFSLPPQCYGGGGG com sequéncia apresentatividade
antiquimotripsina, como descrito por McBrige al. (1996), foi sintetizado em fase
sélida pelo método proposto por Merrifield (1968)cauda de pentaglicina presente
nessa estrutura foi adicionada apenas para atoar ema sequéncia espacadora entre a
resina e os 11 residuos de aminoacidos que defirstio inibitdrio.

O produto dessa reacao de sintese foi submetidm@atografia de fase reversa
para a analise de sua pureza. Como pode ser \éstiigura 12, 0 cromatograma
demonstrou um material bastante homogéneo. Assidosesse material foi submetido

a andlise por espectrometria de massa em LCMS-IF-@0 tipo electrospraysem
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purificagdo prévia. A figura 13 apresenta os dadpectrométricos do peptideo

proposto, confirmando-se a massa molecular datesirdesejada (1529,63 Da) com

um grau de pureza satisfatorio.
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Figura 12: Andlise cromatografica em fase reversa a peptideo antiquimotripsina
SCTFSLPPQCYGGGGG. Identificado um pico principal. Condi¢des cromaédigas: Coluna
250 x 4,6 mm; FE: Varian OmniSpher C1845 FM: A: H,O + TFA 0,1%; B: ACN + TFA
0,1%; eluicéo por gradiente: 0 a 100% de B em Ifutos; vazdo: 1,0 mL mindeteccdo: UV

em 280 nm.
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Figura 13: Identificacdo do peptideo antiquimotripsia SCTFSLPPQCYGGGGG (pico
principal da figura 12) por espectrometria de massaem LCMS-IT-TOF do tipo
electrospray O pico principal mostrado no espectro (764.3222¢sgnta carga 2+, gerando o

peptideo proposto de massa molecular 1529,63 Da.
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A atividade inibitoria desse produto de sintesedigterminada pelo ensaio de
inibicdo da quimotripsina, empregandotsBTpNA como substrato, como descrito no
item 3.2.2.

4.1.3. Absorcéo intestinal em segmento isolado ded

Acredita-se que estruturas menores do BBI terigpningipio, maior mobilidade
pelo organismo, podendo apresentar maior ativigadelhor distribuicdo e absorcao
em relagdo a estrutura nativa do BBI. As difererejase as massas moleculares dos
inibidores em estudo sé&o significativas, uma vez gBBI purificado da semente de
Macrotyloma axillare(BBIM) possui massa molecular de 8000 Da, e osigeps
sintéticos possuem 122555 Da e 1529,63 Da parasasturas com atividades
antitripsina e antiquimotripsina, respectivamemertanto, os peptideos sintéticos sao,
aproximadamente, seis vezes menores que a proi&iua.

Para medir a velocidade de absorcéo intestinatezrdimar a biodisponibilidade
em segmento isolado do intestino, a transposica® peptideos e BBIM foi
acompanhada por ensaios de inibicdo enziméticaid&stprévios utilizaram BBI
marcado cont?¥ para medir a biodisponibilidade desse inibidor @mundongos que
receberam a proteina marcada por administracaqRiliags et al, 1992). Entretanto,

a possibilidade de decomposicéo do inibidor integnofragmentos menores ou mesmo
em '3 livre pode gerar resultados duvidosos quantoahwelocidade de transposicao
do inibidor inalterado.

Como pode ser visto na figura 14, o BBIM apreseajmoximadamente 40% de
absorcédo em sete horas de experimento, tanto patreidade antitripsina (AT) como
para a atividade antiquimotripsina (AQ). Entretamstainética de absorcéo diferiu para
as duas atividades mostrando uma absor¢cdo maiglarage AQ, atingindo
aproximadamente 30% de absor¢cdo em 120 minutopassen que a AT permaneceu
inferior a 10% e atingiu 30% somente com 300 misude ensaio. As analises
estatisticas realizadas indicaram que os dadossedowem uma distribuicdo normal
(teste de Anderson-Darling, p<0,05), sendo necessarutilizacdo do teste nédo

paramétrico de Mann-Whitney, o qual constatou qu&e carvas se diferem
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estatisticamente (p = 0,0026), mesmo com o0s pasgosruzando no tempo de 360
minutos. Essas diferengas observadas nas absoigéés e AQ do BBIM ao longo do
tempo podem ser devidas as alteracfes na estrdtumnaolécula modificando ou

separando seus dominios de inibicdo no interiocéagas intestinais.

Absorcdo in vitro do BBIM, em funcéo do tempo, em ileos isolados
de camundongos BALB/c

501
© 401
[&]
C
<8 30-
g — BBIM - AT
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|_
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Figura 14: Ensaio de absor¢adn vitro do BBIM, em funcdo do tempo, em ileos isolados de
camundongos BALB/c.Avaliacdo da % de transferéncia do BBIM, com ensajeecifico para

a atividade antitripsina (AT) e atividade antiquinmmsina (AQ). Os dados sdo apresentados
com os erros padrées da média.

Ao se comparar as AT e AQ do BBIM com os peptidaogeticos, foi possivel
notar que os peptideos foram significativamente amesbsorvidos, mantendo uma
percentagem de transferéncia de aproximadamentell®te todo o experimento

(figuras 15 e 16).
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Absorcéo in vitro do BBIM e peptideo sintético antitripsina,
em funcdo do tempo, em ileos isolados de camundongo s BALB/c
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Figura 15: Ensaio de absorcadn vitro do BBIM e peptideo sintético antitripsina, em
funcdo do tempo, em ileos isolados de camundongoflB/c. Avaliagdo da % de
transferéncia do BBIM nativo, com ensaio especifiera a atividade antitripsina (AT) do
inibidor; e do peptideo sintético antitripsina. d2glos sdo apresentados com os erros padrdes da

média.

Absorcédo in vitro do BBIM e peptideo sintético antiquimotripsina,
em funcé@o do tempo, em ileos isolados de camundongo s BALB/c
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Figura 16: Ensaio de absorcadn vitro do BBIM e peptideo sintético antiquimotripsina, em
funcdo do tempo, em ileos isolados de camundongoAlB/c. Avaliagdo da % de
transferéncia do BBIM nativo, com ensaio especifiaca a atividade antiquimotripsina (AQ)
do inibidor; e do peptideo sintético antiquimotinas Os dados sdo apresentados com 0S erros

padrdes da média.
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Visando esclarecer as razdes pelas quais os peptitBo atravessaram 0s
segmentos intestinais, as seguintes possibilididas levantadas: a formagao de um
complexo protéico capaz de sequestrar o peptideodecomposicdo do peptideo
iniciada pela reducdo da ponte dissulfeto por eaginmtracelulares levando a
inativacdo desse inibidor. Com relacdo a primegssipilidade, tentou-se recuperar a
atividade em homogenatos do intestino submetidosngaio de absor¢cdo e do muco
intestinal que se acumulava. Assim sendo, naodssipel recuperar qualquer atividade
inibitéria apods filtracdo em gel dos homogenatos deos e mucos. A tentativa de
reciclizacdo apoOs reducdo induzida das pontes Iffigsundo resultou em
reaparecimento de atividade inibitoria. Desta fqromnsiderando-se que os peptideos
permaneceram integros, 0S mecanismos pelos quaEs egpresentaram baixa
percentagem de transferéncia permanecem por sdrandaglos. A marcacdo dos
peptideos sintéticos com radioisétopos seria uteanakiva vidvel para a determinacao
do destino desses peptideos no ensaio de absartgEgtinal. Tendo em vista as
dificuldades encontradas em adquiifit radioativo, ndo foi possivel realizar tal anélise

Os resultados encontrados para a absorcdo intestindBBIM podem ser
justificados pela resisténcia dessa proteina a dg8oenzimas digestivas (Kennedy,
1998). E importante ressaltar que a estrutura dessécula é bastante estavel devido a
presenca de sete pontes dissulfeto podendo aindEseapar-se como agregados
geralmente diméricos (Sreerama & Gowda, 1998).

Trabalhos prévios realizados por nosso grupo daydea mostraram que
sementes germinadas Macrotyloma axillarepor 120 horas apresentaram formas de
BBI com atividade inibitéria aumentada em relacasedano-proteases e reducdo da
massa molecular, para aproximadamente 6 kDa, eagaelao inibidor das sementes
dormentes. As alteracbes na estrutura correspordeidrolises nas por¢cdes N e C-
terminais e conversdo da forma dimérica para moriom€éOs resultados mostraram
uma absorc¢éao intestinal de 30% para o BBI das seseleM. axillare e 40% para o
BBI obtido dos cotilédones, sugerindo que as hiskedl do BBI que acontecem na
semente favorecem a absorcéo deste inibidor.

Tais resultados nos levam a crer que estrutura®mg, porém mais estaveis
gue os peptideos sintéticos propostos, possaneasavcom maior facilidade a barreira

intestinal. Tendo em vista a importancia da obteng@ estruturas menores e mais

52



Resultados e discussdo

estaveis do BBl da semente Me axillare, foi proposto a hidrélise dessa molécula com
acido formico, o que resultaria em uma cabecataribi de tripsina contendo quatro
pontes dissulfeto e outra cabeca inibitéria de qthipsina contendo trés pontes

dissulfeto, mantendo-se assim a estabilidade dassmooléculas.

4.2. Fragmentacdao do BBI obtido da semente dblacrotyloma
axillare

A obtencédo de estruturas menores para o inibidorIHGla familia Bowman-
Birk, obtido da plantdolichos biflorus,foi proposta por Sreerama & Gowda (1997).
Esse inibidor, composto por 76 residuos de amidoacicompartilha consideravel
homologia com o BBIM, pois sdo obtidos de plantasreesmo género, possuindo as
sete pontes dissulfeto conservadas e a mesma seqlieterminal. A digestdo do HGI-
[l foi realizada com TPCK-tripsina, brometo ciagogco (CNBr) e lisilendoproteinase
C (Lys C), para o estudo da imunogenicidade dognfemtos. Para a obtencdo dos
fragmentos pela digestdo com tripsina, os autoti@zamam um baixo pH de reacéo,
com o objetivo de minimizar o efeito inibitério d®Bl, preservando-se uma leve
atividade enzimatica, fora do pH étimo da enzinssaestratégia gerou um rendimento
muito baixo, possibilitando a obtencdo dos fragmerdntigénicos. Assim sendo, a
digestdo com tripsina ndo seria uma boa estrafiage a obtencdo de fragmentos do
BBIM de forma preparativa. A literatura mencionaequ tratamento do BBI da soja
com CNBr clivou o inibidor em dois fragmentos atv@irk et al, 1986). Entretanto,
essas cabecas permaneceriam ligadas pelas posdaledo sem reduzir o tamanho do
inibidor. Desta forma, a analise da literatura méostrou nenhum trabalho que
objetivava a obtencdo de forma preparativa dosnfesgos dotados de atividade
inibitoria.

A fragmentacdo de moléculas protéicas com acidmiéd vem sendo
empregada como alternativa para a digestdo de wwode proteinas em analises
protebmicas. Esse tratamento é capaz de hidrpliséginas na carbonila do residuo de
Asp envolvida na ligagdo peptidica e ocasionalmeatearbonila da ligacdo peptidica

anterior a porcao N terminal do Asp (&i al, 2001). Uma predicdo dos produtos de
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hidrélise gerados pelo acido formico para as aeststpriméarias dos inibidores DE-3 e
DE-4 obtidos da semente dd. axillare (Joubertet al, 1979), demonstrou-se a
possibilidade de se obter as cabecas de inibicggmdadas. Como pode ser visto na
figura 17, a hidrolise com acido formico levarisobtencdo das cabecas inibitorias
antitripsina, contendo quatro pontes dissulfeto @s dcabecas inibitorias
antiquimotripsina, contendo trés pontes dissulf8agundo Joubeet al. (1979), o sitio
inibitério para a tripsina compreende P3Ber® para a isoforma DE-3 e DE-4 quando
estdo alinhados pela primeira cisteina e numeradoartir da mesma; enquanto que
para a quimotripsina, PffeSer’ para DE-3 e Lel}-Ser’ para DE-4 quando estdo
alinhados nas mesmas condi¢des acima.

Em trabalhos recentes, Huat al. (2006) desenvolveram um protocolo
empregando o microondas para acelerar a hidraiseacido formico a 2% em relagéo
ao método original por aquecimento a AD&or duas horas. Tendo em vista 0s
resultados satisfatorios obtidos, esse método fiizado para a fragmentacdo do
BBIM. De acordo com Pramanikt al. (2002), o microondas domeéstico pode ser
utilizado para a clivagem proteolitica, pois egsar@lho pode ser programado para as
mesmas poténcias dos equipamentos de microondedasados.

A fragmentacdo da molécula foi monitorada por @atmgrafia de exclusédo
molecular, utilizando resina G25 a qual permiteracibnamento de proteinas entre
1000 a 5000 Da, possibilitando a separacao domé&atps esperados. O fracionamento
foi acompanhado pelo ensaio de atividade inibifodemonstrando que as porcdes
ativas eram preservadas no processo.

Varios ensaios para a padronizacdo da técnica agméntacdo do BBIM
assistida por microondas utilizando-se éacido foom& 2% foram realizados. A
dificuldade inicial foi devida a evaporacdo da sétu contendo o inibidor e o acido
quando submetidos a irradiagdo microondas. Vaeospos e varias poténcias do
equipamento (poténcias de 1 a 10) foram testadjtiv@ndo-se a minimizagdo da
evaporacdo e perda da atividade. Concomitanten@ntentativas descritas, foram
realizados testes de fragmentacdo &C86m tempos longos, superiores a 12 horas.
Todavia as andlises das preparacfes ndo revelanagsse nessas tentativas de
fragmentacdo, mas demonstrou-se que os inibidaeagmeceram ativos ap0s esses

drasticos tratamentos.
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BBIM
ISOFORMA DE-3

Molécula nativa:

DHHHSTDEPSESSKPC DECACTESIPPQCRE TDVELMSCHSA CS5CY CTFSIPAQCVCYDMEDFCYAF CKSSHDD

Fragmentos gerados por hidrolise com acido formico:

D

HHHSTD
EPSZESSKFC DECACTESIFPQURCTD MEDFCYAFPCESSHDD

Bz

)] VYELMSCHSACSSCYCTFS[FAQCYCVD

ISOFORMA DE-4

Molécula nativa:

HEHSSDESSESSKPC DLCTCTESIPPQCH HDLFLNSCHSACKSCICALSEPAQCFCVDTTDFCYESCHNNAEKD

Fragmentos gerados por hidrolise com acido formico:

(1) HEHSSD
(2 ESSESSKPC D LTT TKSIPPQCH ND TTD FCYKSCHNNAEKD
(3 MELNS CHSACKSC1CALSEPAQUF (VD

Figura 17: Sequéncia priméria das isoformas DE-3 BE-4 segundo Joubertkt al. (1979) e
representacdo dos fragmentos gerados pela hidrélismm acido férmico. Isoforma DE-3:
(3) cabeca inibitéria antitripsina e (4) cabecaditdria antiquimotripsina. Isoforma DE-4: (2)
cabeca inibitéria antitripsina e (3) cabeca inifidantiquimotripsina. As ligacbes C — C
representam as pontes dissulfeto contidas na nalécu
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Apbs o acoplamento de um condensador de refluxeatado por um furo no
aparelho de microondas ao baldo de reacdo submatidadiacdo, iniciou-se 0s
tratamentos a poténcia de 800 W. De acordo comeHah(2006) o tempo de hidrolise
recomendado é de até 10 minutos. Entretanto, angatacdo do BBIM somente
ocorreu por completo em tempos superiores a 10tosreomo pode ser observado na
figura 18.

Percentagem de atividade inibitéria do BBIM apds fr  agmentagao
com &cido férmico 2%no microondas em
diferentes intervalos de tempo
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Figura 18: Percentagem de atividade inibitéria do BIM ap6s fragmentagdo com acido
férmico 2% no microondas em diferentes intervalos € tempo.% Al Controle, % atividade
inibitéria de cada fracdo da cromatografia da araosio tratada. % Al 5 min, % atividade
inibitéria de cada fragdo da cromatografia da aradsatada por 5 minutos no microondas; %
Al 10 minutos, % atividade inibitdria de cada fragh cromatografia da amostra tratada por 10
minutos no microondas; % Al 30 min, % atividadditdiria de cada fracdo da cromatografia da
amostra tratada por 30 minutos no microondas.

O perfil cromatografico mostra claramente querasdes que caracterizam o
pico do inibidor integro (fracfes 10 a 13 do expento controle) foram acompanhadas
pela atividade inibitoria da tripsina, indicandeequinibidor encontra-se nessas fracoes.

As amostras que foram tratadas com acido férmicoeddodiferentes intervalos de
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tempo mostram um perfil diferente do controle, amipico do inibidor deslocado para
as fracdes 15 a 21, sendo também acompanhadorzelio €le atividade, indicando que
a atividade inibitoria sobre a tripsina foi preseta. Tempos de tratamento superiores a
10 min (30, 60, 120 min) mostraram perfis idéntjcoglicando que esse tempo
corresponde & hidrélise maxima do inibidor com éisgamento. Entretanto, em alguns
experimentos, notou-se uma fracao residual dedoibintegro sugerindo que o tempo
de 10 minutos é limitrofe para esse procedimentotaRto o tempo de hidrolise
considerado ideal foi de 30 minutos. Ensaios dedaiile inibitoria para quimotripsina
foram realizados demonstrando que o inibidor fragado também apresentava essa
atividade totalmente preservada.

Os produtos das reacdes de fragmentacao comfacdizo 2% por 30 minutos
foram submetidos a analise por espectrometria dessamam LCMS-IT-TOF do tipo
electrospray. Os resultados demonstram claramente a presengamdasas dos
fragmentos esperadas para o inibidor DE-3 e DErdocapresentados na tabela 2.

Tabela 2: ldentificagdo por espectrometria de masseem LCMS-IT-TOF do tipo
electrospraydos fragmentos obtidos pela hidrolise &cida do BBIMo microondas por 30
minutos.

Formilacbes e
hidrélises entre
pontes dissulfeto

Massa predita fon obtido da
Fragmentos do fragmento  espectrometria
[M+H] * de massa [M+HT

[M+H] "

DE-3
(I) HHHSTD 733,3019 789,433 789,2901
(I Cabeca antiquimotripsina
VRLNSCHSACSSCVCTFSIPAQCVCVD 2826,1591 2826,1497 2826,1591
(Il Cabeca antitripsina 4690,0385 4690,8158"
EPSESSKPCCDECACTKSIPPQCRCTDM 4521,7439
KDFCYAPCKSSHD 4717,7242 4717,7026
(IV) Cabeca antitripsina
EPSESSKPCCDECACTKSIPPQCRCTDM 4537,7388 4667,9680 4667,7302
KDFCYAPCKSSHD

DE-4
(V) HEHSSD 711,2700 757,4619 757,2791
(VI) Cabega antiquimotripsina 2913,1734 2913,1578 2913,1734

MRLNSCHSACKSCICALSEPAQCFCVD

* 2 formilacdes; ** 4 formilacdes e adicdo de 14 *** 7 formilacBes; **** 1 formilacdo e adicdo dié H,O; *****
Adicdo de 3 HO; ¢ calculo realizado considerando oxidacdo de metarvassa molecular em Da.
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A possibilidade de formilacdo nos residuos de disserina, treonina e no N-
terminal das moléculas fragmentadas foi considerddsim sendo, os fragmentos (),
(1), (IvV) e (V) foram identificados considerandwlicdo das massas correspondentes a
essas modificacfes. Os fragmentos (lll), (IV) e fdwam identificados como esperados,
considerando-se além das possibilidades de fordatac hidrolises e adicdo de
moléculas de agua (MM= 18,015 Da) no fragmento.detno lado, os fragmentos (lII) e
(VI) correspondentes as cabecas inibitérias de gipsina, foram identificados com a
estrutura esperada sem hidrdlises internas as detalissulfeto ou formilacées. Os
dados da espectrometria de massa confirmaram mdragcao do BBIM, resultando
nas cabecas inibitorias antitripsina e antiquirpstnia dissociadas.

A fragmentacdo do BBIM também foi monitorada pastreiforese em SDS-
PAGE como pode ser observado na figura abaixo. ilestétado mostrou que o BBIM

foi, praticamente, todo reduzido a moléculas deatdmas menores (figura 19).

PMM BEIM BBIMF

30kDa= -

23kDam

17kDa—+

13kD 0w c—

Figura 19: Perfil eletroforético em gel de poliaclamida a 15% SDS-PAGE do BBIM e do
BBIM fragmentado (BBIMF). Padrdo de massa molecular (PMM) de ConA. Gel copado
comassie blue

Com o objetivo separar e caracterizar as cabecasiliigdo fragmentadas, a
amostra tratada com acido formico foi submetidailttagdo molecular. O filtro

Amicorf’ Ultra-4 3000 Da foi escolhido pois permitiia a filtragdo da cabeca
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antiquimotripsina e a retencdo da cabeca anti@psi(MM = 4500Da

aproximadamente). Entretanto, as cabecas com AQ mc@mssas moleculares de
2826,1591Da e 2913,1734Da foram retidas nos pooo§ltcb, dada a proximidade

dessas massas moleculares em comparacdo com as@Em&os poros da membrana
de filtracdo. No entanto, esse procedimento propooc uma evidéncia contundente da
separacdo das duas cabecas, de forma quantitafuento a extensdo dessa
fragmentacao. Além disso, permitiu a obtencdo da fracédo contendo a cabeca com

AT, aproximadamente, 95% isolada da cabeca com AQ.

Filtracdo molecular utilizando o filtro ~ Amicon Ultra-4 3000Da

100
90 -
80 -
70
60
50 -
40 +
30 -
20 +
10 +

R? = 0,6552

—a— Atividade AT
—e— Atividade AQ
——Linear (Atividade AT)
——Linear (Atividade AQ)

R? = 0,9871

% Atividade inibitoria retida no filtro

Filtracao

Figura 20: Separacao das cabecas obtidas do BBIMpartir da utilizacdo do filtro Amicon
Ultra-4 3000 Da Atividade AT, atividade antitripsina da moléculagmentada; Atividade AQ,
atividade antiquimotripsina da molécula fragmentadizear, regressao linear.

Para caracterizar os inibidores utilizados nessd@atho quanto a capacidade de
inibicdo, determinou-se as atividades especificakCsg dos diferentes inibidores.
Conforme demonstrado na tabela 3, observa-se gtmraas de inibidores utilizadas

nao diferem substancialmente nas suas AT e AQ.
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Tabela 3: Comparacéo das atividades especificas@shdas diferentes formas do inibidor BBIM

Massa

. Atividade Atividade
Formas do inibidor Mc(>||\/|e|$/|l;lar especifica AT especifica AQ IC50AT IC 50AQ
BBIM 8000 17754 2438 26xt0  2,1x10
BBIM 45288 30171 - 4,0x18 -
fragmentado 2826.3" ] 12182 . 1,3x 10
Peptideo 122555 101310 - 3,1x fo -
antltnpsma
Peptideo 152063 ] 21320 ; 2.9x 70

antiquimotripsina

* Os célculos foram realizados para o inibidor DE®3Cabeca antitripsina do BBIM fragmentado. *** Calae¢
antiquimotripsina do BBIM fragmentado. AT, atividadetitripsina; AQ, atividade antiquimotripsina. Mass
molecular em Da.

4.2.1 Absorcéo intestinal dos fragmentos obtidos pdidrolise acida em

segmento de ileo isolado

Com o objetivo de avaliar o beneficio da reducé® tmanho na
biodisponibilidade dos dominios ativos da molécde BBIM, foram realizados
experimentos com segmentos de ileo de camundorggasvando-se a velocidade de
transposicao de inibidores adicionados no intettomtestino para o liquido fisiol6gico
externo. A figura 21 mostra que a absorcdo paraalega com AT do BBIM
fragmentado apresenta maior percentagem de abg@86) em relacdo a molécula de
BBIM integra, a qual apresenta apenas 40 % de glsatecorridos 420 minutos do
experimento. As curvas de absor¢cdo apresentamasiegonente paralelas indicando
que as velocidades de absorcdo das diferentes dodwainibidores podem ser
semelhantes. O peptideo sintético mostrado no mep@ifcco ilustra, como citado
anteriormente, a auséncia de atividade transfeedae ensaio.

Os experimentos de absorcdo intestinal do fragmeoim AQ mostram
comportamento semelhante ao descrito para o fragneem AT, demonstrando que a
reducdo de tamanho da molécula de BBIM proporciamouganho significativo no

percentual absorvido desses dois dominios ativgusréf 22).
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Absorgdo in vitro do BBIM, peptideo sintético antitripsina e BBIM
fragmentado, em funcdo do tempo, em ileos isolados de camundongos BALB/c

100-
© 9 —— BBIMF Cabeca AT
g rag. - Cabeca
@ 60 —— BBIM- AT
ug Peptideo AT
T 40
=
X 20
O - ? ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] 1
0 30 60 90 120150 180 210 240 270 300 330 360 390 420

Minutos

Figura 21: Ensaio de absor¢éadn vitro do BBIM, peptideo sintético antitripsina e BBIM
fragmentado, em funcdo do tempo, em ileos isoladde camundongos BALB/c Avaliacao

da % de transferéncia do BBIM nativo, com ensapeeico para a atividade antitripsina (AT)
do inibidor; do peptideo sintético antitripsina @ BBIM fragmentado com ensaio especifico
para a cabeca com atividade antitripsina (AT). @dod sdo apresentados com os erros padroes

da média.

Absorcdo in vitro do BBIM, peptideo sintético antiquimotripsina e BBI M
fragmentado, em funcdo do tempo, em ileos isolados de camundongos BALB/c

100+
© 804
S —— BBIM- AQ
(g 60 —=— Peptideo AQ
@ BBIM Frag. Cabecga AQ
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|_
5} 20

G . —a

] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] 1
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Figura 22: Ensaio de absorcaadn vitro do BBIM, peptideo sintético antiquimotripsina e
BBIM fragmentado, em fungdo do tempo, em ileos isatios de camundongos BALB/c.
Avaliacdo da % de transferéncia do BBIM nativo, censaio especifico para a atividade
antiquimotripsina (AQ) do inibidor; do peptideo tgitico antiquimotripsina e do BBIM
fragmentado com ensaio especifico para a cabecaatiidade antiquimotripsina (AQ). Os
dados séo apresentados com os erros padrées da médi
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A reducdo do tamanho de moléculas protéicas ¢onstina estratégia que é
frequentemente citada nos trabalhos de tecnolagiaaicéutica. Do ponto de vista
farmacolégico, a melhor distribuicdo do farmacaapatingir alvos de acéo situados nos
diversos tecidos do organismo pode ser vantajossteNsentido, a proposta de obtencéo
de moléculas menores e mais estaveis com objegvmalhor absor¢éo pelo intestino
foi atingida, mostrando uma biodisponibilidade 2/8zes maior do que aquela
observada para o inibidor intacto.

4.3. Influéncia das diferentes formas de inibidoresobre a atividade
do proteassoma

Com o intuito de avaliarmos a influéncia das diftes formas de inibidores
sobre as atividades peptidasicas do proteassoma @9Sporcdes solluveis de
homogenatos de ileos de trés camundongos foramashé utilizadas nos ensaios. A
figura abaixo ilustra a integridade e homogeneiddake preparacdes através do perfil
eletroforético em gel SDS-PAGE.

kba PMM 1 2 3

150
100

75
30

37

25
20

Figura 23: Perfil eletroforético em gel de poliacliamida a 12 % SDS-PAGE das trés
preparacdes de ileo ( 1, 2 e 3) de camundongos imétlas nos ensaios de atividades
peptidasicas do proteassomaGel corado porcomassie blue PMM, padrao de massa
molecularPrecision Plus Protein Standards (Bio-Rad)
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Ao analisarmos a atividade quimotripsina-simile pfoteassoma na presenca
das diferentes formas do BBI, podemos notar qua asgdade foi inibida por quase
todas as formas, exceto pela cabeca antitripsirBBdb! fragmentado, como pode ser
visto na figura 24. Por outro lado, e de maneiesperada, o peptideo antitripsina inibiu
significativamente a atividade quimiotripsina-sinitlo proteassoma. Os resultados
obtidos mostram um comportamento semelhante dasatoreduzidas e da proteina
nativa para a atividade quimotripsina-simile, sumgkr que essas preparacdes possam
ter as mesmas qualidades antitumorais que a maléatkgra, mas apresentando
vantagens farmacocinéticas, como foi mostrado ianteente. O inibidor classico dessa
atividade proteolitica, MG132, foi utilizado neseperimento para demonstrar que a

maior parte de atividade peptidasica observadatégssoma dependente.

Atividade quimotripsina-simile do proteassoma na pr esenca e auséncia de

inibidores
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Figura 24: Atividade quimotripsina-simile do proteassoma na presenca e auséncia de
inibidores em extrato citosélico de ileo de camunagos BALB/c. Controle, auséncia de
inibidor; MG132, inibidor especifico da atividadeiiopotripsina-simile do proteassoma (N-
carbobenzoxi-leucinil-leucinil-leucinal), BBIMFThibidor correspondente & cabeca antitripsina
do BBIMF; BBIM, inibidor integro; Peptideo AQ, pégeo sintético com atividade
antiquimotripsina; BBIMF, inibidor BBIM fragmentagd®eptideo AT, peptideo sintético com
atividade antitripsina. Os ensaios foram realizados triplicatas, e o0s resultados dos
experimentos representativos sdo mostrados comadasnélls barras representam 0s erros
padrées das médias. * indicam valores significatmate diferentes do controle, cosm @,05.
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Ao avaliarmos a atividade tripsina-simile do pressama, encontramos que
nenhuma forma do inibidor atua sobre essa atividgiera 25). Esse dado difere dos
resultados de Cheet al. (2005), que encontraram aproximadamente 25% thcaa

dessa atividade.

Atividade tripsina-simile do proteassoma na presenca e auséncia de
inibidores
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Figura 25: Atividade tripsina-simile do proteassomana presenca e auséncia de inibidores
em extrato citosolico de ileo de camundongos BALB/€ontrole, auséncia de inibidor;
MG132, inibidor especifico da atividade quimotripsisimile do proteassoma (N-carbobenzoxi-
leucinil-leucinil-leucinal), Peptideo AQ, peptidsintético com atividade antiquimotripsina,;
BBIMF, inibidor BBIM fragmentado; BBIMFT, inibidocorrespondente a cabeca antitripsina
do BBIMF; BBIM, inibidor integro; Peptideo AT, pégeo sintético com atividade antitripsina.
Os ensaios foram realizados em triplicatas, e sadteglos dos experimentos representativos sdo
mostrados como medias. As barras representam os eadrbes da media. N&o foram
observados valores significativamente diferentesatrole, com g 0,05.

Para a atividade caspase-simile, podemos obseavhAgura 26 que o BBI foi
capaz de ativar essa atividade com duas formas mileidor. O peptideo
antiquimotripsina ativou em aproximadamente 10 sezea cabeca antitripsina do
BBIM fragmentado ativou aproximadamente duas vezstsidos da literatura avaliando
a influéncia do BBI integro nas atividades pepicisdo proteassoma ndo mostraram

esse tipo de comportamento para a atividade caspase (Cheret al.,2005).
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Atividade caspase-simile do proteassoma na presenca e auséncia de

inibidores
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Figura 26: Atividade caspase-simile do proteassonta presenca e auséncia de inibidores
em extrato citosolico de ileo de camundongos BALB/€ontrole, auséncia de inibidor;
MG132, inibidor especifico da atividade quimotripsisimile do proteassoma (N-carbobenzoxi-
leucinil-leucinil-leucinal), caracterizado por iitparcialmente a atividade caspase-simile do
proteassoma; Peptideo AQ, peptideo sintético camdade antiquimotripsina; BBIMFT,
inibidor correspondente "a cabeca antitripsina B&VB-; Peptideo AT, peptideo sintético com
atividade antitripsina; BBIM, inibidor integro; BBIF, inibidor BBIM fragmentado. Os ensaios
foram realizados em triplicatas, e 0s resultadesedperimentos representativos sdo mostrados
como medias. As barras representam os erros padidesnedia. * indicam valores

significantemente diferentes do controle, catrO05.

Até o momento poucos trabalhos demonstraram aagéio do BBI como um
potencial inibidor das atividades do proteassonsudos realizados por Saiéb al
(2007) também encontraram inibicdo da atividadenqtiipsina-simile na presenca de
BBI em células de osteossarcoma a qual foi colimlada com a restauracdo dos niveis
de conexina 43 intracelular. Esta ultima desempepbhpel chave no controle
homeostatico celular via jungdes do tipo GAP. Potrm lado, varios estudos tém
demonstrado a importancia da via proteolitica déeete de ubiquitina e proteassoma
no desenvolvimento de patologias diversas assaciaolantestino (Afjehi-Sadait al,
2004; Hoeller & Dikic, 2009; Miyagiet al, 2003; Rhoet al, 2008). A analise
protedmica do colo retal humano revelou aumentmifggtivo de expressao da
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subunidade B7 do proteassoma, demonstrando a importancia desieplexo
proteolitico no desenvolvimento do tumor (Rétal, 2008).

O presente estudo mostrou que a fragmentacdo doil8jro com acido
férmico ndo alterou a capacidade da cabeca de@ukantiquimotripsina de modular a
atividade quimotripsina-simile do proteassoma. Bstsultado associado a maior
absorcdo desta cabeca de inibicdo nos experime@etdsiodisponibilidade torna-se
interessante quando se considera a utilizacdo ibelones BBI na terapéutica do
cancer. Apesar de ter sido observada ativacdo iddaate caspase-simile com duas
formas derivadas do BBI, nés acreditamos que dsi gpossa ndo comprometer sua
acao antitumoral ao nivel celular, haja vista gestenmodelo experimental, a atividade
quimotripsina-simile € a predominante.

Estudos posteriores visando determinar as ativglaglatitumorais dessas
preparacdes e sobre a atividade enddégena do poteasauxiliardo na compreensdo
de mecanismos relacionados ao desenvolvimentora®eca
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5.CONCLUSOES

= O peptideo correspondente laop antitripsina do BBI foi sintetizado com sucesso
segundo Garianet al. (1999), purificado em sistema de cromatografiafatee
reversa e cromatografia de troca ibnica €¥sepharosee identificado por
espectrometria de massa em LCMS-IT-TOF do dleatrospray;

= O peptideo correspondente laop antiquimotripsina do BBI foi sintetizado com
sucesso segundo McBri@e al. (1996), purificado em sistema de cromatografia de
fase reversa e identificado por espectrometria desmem LCMS-IT-TOF do tipo
electrospray;

= O BBIM foi fragmentado com &cido férmico 2% no noiondas, obtendo-se de
forma preparativa as duas cabecas do inibidor dmsdas e com atividades
inibitérias preservadas. Os fragmentos foram ifieatios por espectrometria de
massa em LCMS-IT-TOF do tipgectrosprayconfirmando que a fragmentacéo do
inibidor foi realizada com sucesso;

= A biodisponibilidade das formas reduzidas do imdbidpeptideos sintéticos e
fragmentos) foi comparada com a forma nativa do &Blsegmento isolado de ileo
de camundongo. Os resultados desse trabalho nawstrgue os peptideos
sintéticos ndo representam uma boa alternativa paraaumento de
biodisponibilidade, tendo em vista a instabilidatbe mesmo. Por outro lado, os
fragmentos obtidos por hidrdlise acida do BBI marstm biodisponibilidade 2.5
vezes maior do que aquela observada para o inilidacto, atingindo valores
préximos a 100%.

» As atividades quimotripsina-simile, tripsina-singleaspase-simile do proteassoma
20S em extrato citosélico de ileo na presenca dwodor nativo e das formas
reduzidas do BBI foram avaliadas. O perfil de dide sobre o proteassoma
mostrou um comportamento das formas reduzidas bantel a molécula nativa,
especialmente para a atividade quimotripsina-simgegerindo que essas
preparacdes possam ter as mesmas qualidades améisigue a molécula integra,
mas apresentando vantagens farmacocinéticas. &rttveto peptideo sintético
antiquimotripsina e a cabeca de inibicdo antitnpsido BBIM fragmentado

produziram notaveis aumentos na atividade caspaske.s
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6. PERSPECTIVAS

Esse trabalho apresenta como perspectiva a padail@l de utilizacdo das
formas fragmentadas de BBIM em estudos farmacacostompletos e em culturas de
células tumorais. Estudos posteriores visando iéigtatos peptideos sintéticos poderao
gerar novos compostos ativos contra o cancer, édrda obtencdo de estruturas ainda
menores que os fragmentos obtidos por hidrélisdaadhlém disso, outros trabalhos
visando explorar de forma mais detalhada a aca&eslesbidores sobre a atividade do
proteassoma, serdo Uteis para 0 entendimento denmems relacionados ao

desenvolvimento tumoral.
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