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RESUMO

A calicreina tecidual e a tripsina sdo serino proteases, enzimas proteoliticas que
desempenham um papel importante na regulagcdo de muitos processos fisioldgicos e
estdo associadas a muitas doencgas, incluindo cardiopatias, cancer, pancreatite, artrite
e enfisema. O objetivo deste trabalho foi a caracterizagao cinética da calicreina tecidual
do rato (rK1) isolada do coragao para posterior comparagao dos resultados com dados
relativos publicados na literatura para a calicreina tecidual humana (hK1). Foram
utilizados pos liofilizados provenientes de 150 coragbes, de 300 glandulas
submandibulares e de 300 rins removidos de ratos Wistar adultos e urinario de rato.
Foram preparados varios extratos utilizando tampdes e processos diferentes, a fim de
se otimizar a extracdo. Em cada extrato foram determinadas a concentracdo de
proteinas pelos métodos de Bradford e de Peterson e a atividade amidasica com os
substratos Bz-Arg-Nan e D-Val-Leu-Arg-Nan. Os resultados das atividades amidasicas
especificas nos extratos do coragéo, do rim e da glandula submandibular, e urinario
foram comparados. Como as atividades amidasicas especificas nos extratos de
coracao foram muito baixas, a purificagao da calicreina a partir desses extratos, com o
objetivo de caracteriza-la, foi abandonada. Por isso, outro estudo foi realizado, a
caracterizagao cinética da B-tripsina bovina (B-TRB) com o substrato D-Val-Leu-Arg-
Nan, na auséncia e na presencga do inibidor 4-nitroanilina (4-NAn). A tripsina é um bom
modelo experimental para caracterizacdo das serino proteases e o estudo da inibigdo
enzimatica € importante no esclarecimento do mecanismo de agédo enzimatica, € no
conhecimento dos compostos que interagem especificamente com estas enzimas, pois
podem ser uteis no tratamento de varias doengas. As hidrolises, catalisadas pela -
TRB, do substrato D-Val-Leu-Arg-Nan, em pH 8,1 a 37°C, foram estudadas na

auséncia e na presenca de concentracdes crescentes da 4-NAn, um dos produtos da
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reagcao enzimatica. Os resultados mostraram que as hidrélises seguem a cinética de
Michaelis-Menten, em toda a faixa de concentragdo de substrato utilizada. A 4-NAn
apresentou dois comportamentos de inibicdo: em concentragdes baixas foi
caracterizada como inibidor misto linear, e em concentragées mais elevadas, a inibicao
foi caracterizada como parabdlica. A inibicao parabdlica indica a presenga de um
segundo sitio de ligagao para o inibidor na enzima, além do seu centro ativo. A 4-NAn
inibe a B-TRB combinando-se com a mesma afinidade, no seu centro ativo e no seu
segundo sitio. Alem da importancia do estudo da inibicdo enzimatica mencionada
acima, o conhecimento da inibicdo da B-TRB pela 4-NAn é relevante, visto que, este

composto é um dos produtos de hidrélise de substratos, do tipo anilida.
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ABSTRACT

Tissue kallikrein and trypsin are serino proteases, protelytic enzymes that play an
important role in the regulation of many physiological processes and that are related to
many diseases including heart-related diseases, cancer, pancreatitis, arthritis, and
emphysema. The aim of the present study was to establish the kinetic profile of rat
tissue kallikrein (rK1) isolated from its heart and to compare results with human tissue
kallikrein (hK1) profile described previously elsewhere. One hundred and fifty lyophilized
and pulverized hearts, three hundred submandibular glands, and three hundred kidneys
of adult Wister rats, and rat urinary were prepared in various extracts with different
concentrations, buffers and processes in order to optimize the extraction. In each
extract sample, the protein concentration was determined using the Bradford method
and the Peterson method. The rK1 amidase activity was determined with Bz-Arg-Nan
and D-Val-Leu-Arg-Nan substrates. The results of the specific amidase activities in the
heart, kidney and submandibular glands extracts, and the rat urinary extract have been
compared. As the specific amidase activities in the heart extracts were very low, the
kallikrein purification aiming at its characterization was abandoned. Then, another study
has been done, the bovine B-trypsin kinetic characterization using D-Val-Leu-Arg-Nan
substrate, in the absence and the presence of 4-nitroaniline inhibitor (4-NAn). The
trypsin is a good experimental model for serino proteases characterization and the
investigation of enzymatic inhibition is important to the establishment of enzyme action
mechanism and to know about the specific interaction between the inhibitors and the
enzymes, being possible the use of this knowledge in various diseases therapy. The
hydrolyses of D-Val-Leu-Arg-Nan substrate, catalyzed by the bovine B-trypsin at pH 8,1
and 37°C were carried out in a gradient of 4-NAn concentration. The results showed

that the hydrolyses followed the Michaelis-Menten kinetics on the wide range of
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concentration substrate used. At low concentrations, the 4-NAn showed linear mixed
inhibition, but at higher inhibitor concentrations, the parabolic inhibition was observed.
The parabolic inhibition indicates the presence of a secondary binding site of the
enzyme for the substrates besides its active center. The 4-NAn inhibits the enzyme
binding with the same affinity to both its active center and the secondary site. Besides
that, the inhibition of bovine B-trypsin by 4-NAn is interesting data found since this

compost is a hydrolyses product of anilide substrates.



CALICREINA TECIDUAL DO RATO

1 INTRODUGAO

20



21
1.1 SERINO PROTEASES

Serino proteases sao enzimas proteoliticas com um unico residuo de serina ativo
no seu sitio catalitico. Elas representam aproximadamente 0,6% de todas as proteinas
do genoma humano. Estdo envolvidas em muitas fungdes fisiolégicas como digestao,
coagulagdo do sangue e fibrindlise, fertilizacdo e ativacdo do complemento em
respostas imunoldgicas e também, estdo associadas a muitas doencgas, incluindo
cancer, artrite e enfisema (YOUSEF et al., 2003).

As serino proteases sao classificadas em 5 familias distintas de enzimas: a da
quimiotripsina, da subtilisina, da serino carboxipeptidase Il, do citomegalovirus humano
e do componente proteolitico ClpP da protease ATP-dependente (CZAPINSKA &
OTLEWSKI, 1999).

As serino proteases exibem preferéncia para catalisar a hidrélise de ligagdes
peptidicas adjacentes a uma classe particular de aminoacidos. No grupo das enzimas
semelhantes a tripsina, as proteases catalisam a hidrélise de ligagbes peptidicas
envolvendo os aminoacidos basicos arginina (Arg) e lisina (Lis), uma vez que elas tém
um residuo de aspartato ou glutamato na bolsa de ligagdo do substrato, que pode
formar uma forte ligagao eletrostatica com aqueles residuos (YOUSEF et al., 2003).

O estudo da inibicdo enzimatica por ions ou por moléculas especificas, como é
proposto neste trabalho, é importante para o esclarecimento do mecanismo de agao da
enzima, e estes conhecimentos sao utilizados para produzir inibidores seletivos e
especificos, possibilitando a sintese de novos farmacos (STRYER, 1988; DEMUTH,
1990).

As serino proteases desempenham um papel importante na regulagdao de muitos
processos biologicamente relevantes como, por exemplo, a tripsina na digestado e a
trombina na cascata da coagulagdo sangulinea. Esta classe de enzimas é um

importante alvo na quimica medicinal contemporanea uma vez que, muitas doencgas
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sdo relacionadas a um mau funcionamento desta regulagéo. Assim, compostos que
interagem especificamente com as serino proteases podem ser Uteis no tratamento de
varias doencas (TALHOUT & ENGBERTS, 2001).

As serino proteases sao uma grande e conservada familia proteolitica envolvida no
crescimento tumoral, invasao e metastase (PIA NYBERG et al., 2006).

Recentes estudos demonstraram que as serino proteases sdo fundamentais na
manutencgao das fungdes cardiacas e contribuem nos processos patoldgicos cardiacos.
Em particular, tem-se identificado o papel importante da calicreina tecidual nos
processos patolégicos envolvidos na hipertrofia cardiaca, insuficiéncia cardiaca e

hipertensdo (QINGYU, KUO & DENG, 2004).

Segundo Schechter e Berger (1967), o sitio ativo de uma enzima realiza a dupla
funcdo de combinacdo com o substrato e catalise da reagdo. A eficiéncia destas acdes
€ que define a especificidade da enzima. O sitio de ligagao de uma enzima é composto
dos subsitios (S1-S4 e S¢'-S3’), localizados em ambos os lados do sitio catalitico. No
substrato, os residuos de aminoacidos que ocupam os subsitios, na enzima, sao
indicados pelas letras (P+-P4 e P+-P3’), correspondendo aos subsitios que eles ocupam.
Na figura 1 esta representada a interacdo de uma enzima com o substrato D-Val-Leu-
Arg-Nan. As letras S1, S¢’, Sy, S; representam os subsitios da enzima e as letras P4,
P+, P2, P3 representam as posicoes dos residuos de aminoacidos no substrato. A
enzima hidrolisa o substrato liberando a 4-nitroanilina, uma substancia de cor amarela,

que possui absorcdo maxima em 410 nm.
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Figura 1- Desenho esquematico do centro ativo da calicreina tecidual humana,
mostrando as interagdes das cadeias laterais dos residuos de aminoacidos Py, Py, P2,

P3 do substrato D-Val-Leu-Arg-Nan com os substitios S+, S1’, Sy, S; da enzima.

Uma importante caracteristica do sitio ativo das proteases € o seu tamanho. Na
década de sessenta, estudos mostraram que o tamanho do sitio ativo nas proteases é
maior do que o esperado e interagbes importantes ocorrem em regides mais distantes
do sitio catalitico. Este modelo (tamanho do sitio ativo e interagcbes em subsitios
distantes do sitio catalitico) foi confirmado por cristalografia de Raio-X na década de
1970. O modelo do sitio ativo dividido em subsitios, proposto ha 40 anos, ainda é
utilizado em pesquisas basicas para avaliagado da atividade enzimatica e em pesquisas

farmacéuticas para o desenvolvimento de inibidores/farmacos (SCHECHTER, 2005).
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1.2 SISTEMA CALICREINA-CININA

O sistema calicreina-cinina € constituido por: calicreinas, enzimas proteoliticas
presentes em varios tecidos; cininogénios, proteinas do grupo das az2-globulinas,
produzidos no figado, que sdo substratos das calicreinas; cininas, peptideos vasoativos
e espamogénicos resultantes da protedlise limitada dos cininogénios pelas calicreinas

e cininases, enzimas proteoliticas que inativam as cininas.

1.2.1 Calicreinas

As calicreinas (EC 3.4.21.8) sao um grupo da familia das serino proteases e sao
encontradas em células glandulares, neutrofilos e fluidos bioldgicos. Elas, por agao
enzimatica, clivam substratos enddgenos, conhecidos como cininogénios, produzindo
peptideos vasoativos, as cininas. Enzimas capazes de produzir cininas a partir de
cininogénios, que estdo presentes na linfa, plasma e fluidos intersticiais s&o
denominadas cininogenases. (BHOOLA et al.,1992). Estas enzimas atuam de forma
acentuada e indireta in vivo em vasos sanguineos e musculo liso pela liberagao de
peptideos farmacologicamente ativos (SCHACHTER, 1980).

A descoberta da calicreina iniciou-se na década de 20 quando E. K. Frey (1926)
e E.K. Frey e H. Kraut (1928) observaram que a injegao intravenosa da urina de um
cao em outro cdo causava-lhe uma prolongada hipotensédo arterial. Frey e Kraut
observaram que a substancia presente na urina do cao era nao dialisavel e termolabil.
Frey e seus colaboradores consideraram a substancia ativa como um hormodnio e
denominaram-na Kreislaufhormon (SCHACHTER, 1980).

Posteriormente, Frey, Kraut e Schultz (1930) verificaram que o conteudo de um

cisto, removido de um pancreas humano, quando injetado, intravenosamente, em um
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cao causava-lhe uma brusca diminuigcdo na pressdo sanguinea. Pela constatagcédo de
que o pancreas constituia uma fonte rica dessa substancia, a substancia foi
denominada calicreina, pois Kallikréas significa, em grego, pancreas (BHOOLA et al.,
1992).

Com a continuidade de seus experimentos, Frey et. al. (1930) demonstraram
que a extirpagdo do pancreas causava uma acentuada diminuicdo da excreg¢ao da
calicreina na urina e, logicamente, consideraram a calicreina como um horménio
pancreatico. Continuando estes estudos, Werle (1932) demonstrou que a extirpagéao do
pancreas em caes, ao contrario de humanos, ndo apresentou diminuicao da excrecao
urinaria da calicreina. A partir dessa observagao, constatou-se que a calicreina era
produzida em outros 6rgaos, além do pancreas (BHOOLA et al., 1992).

Durante a pesquisa por outros 6rgaos que também produziam calicreina, as
glandulas salivares também foram consideradas por ja ser conhecida a capacidade da
saliva de diminuir a pressao sanguinea quando injetada em cdes. Em menos de 10
anos, foram caracterizadas calicreinas no pancreas, urina, plasma e glandulas
salivares, intestino, pulmdes, cérebro e nervos.

Em 1937, Werle e colaboradores demonstraram que uma substancia de baixo
peso molecular e termoestavel liberada enzimaticamente pela calicreina, apresentava
acao contratil sobre o musculo liso isolado de cobaia. Essa substancia foi denominada
DK (darmkontrahierende substanz) e, em 1948 foi chamada de calidina por Werle e
Berek e seu precursor, o substrato para a calicreina, foi denominado calidinogénio
(SCHACHTER,1980).

Em 1949, Rocha e Silva e colaboradores demonstraram que a incubagado do
veneno de Bothrops jararaca e/ou tripsina com a fragdo globulinica do plasma resultava
na formacédo de uma substancia que produzia uma lenta e demorada contracéo do ileo

isolado de cobaia. A contragcdo era lenta quando comparada com a estimulacio
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provocada pela histamina ou acetilcolina. Em virtude dessa resposta lenta, a
substancia foi denominada bradicinina, pois bradys e kinin significam, em grego, lento e
movimento, respectivamente (BHOOLA, 1992). Rocha e Silva e colaboradores
observaram, ainda, que a agao da bradicinina ndo era antagonizada pela atropina ou
por anti-histaminicos (ROCHA E SILVA, 1949).

Em 1954, Schachter e Thain introduziram o termo cinina para o grupo de
peptideos, ao qual pertencia a calidina e a bradicina, intimamente relacionados e que
eram liberados de um substrato no plasma por calicreinas, tripsina, veneno de
Bothrops jararaca e, possivelmente, por outras proteases.

Em 1960, Schachter et. al. introduziram o termo genérico cininogenase para
todas as enzimas que liberam cininas e cininogénio para o substrato dessas enzimas
(YOUSEF & DIAMANDIS, 2003).

As calicreinas se dividem em dois grupos: calicreinas teciduais (EC 3.4.21.35) e
plasmaticas (EC 3.4.21.34), as quais diferem entre si no peso molecular, ponto
isoelétrico (pl), especificidade pelo substrato, caracteristicas imunolégicas, tipo de
cinina produzida e importancia funcional.

A calicreina plasmatica (EC 3.4.21.34) é codificada por um unico gene tanto no
rato quanto no homem, rKLKB e KLKB1, respectivamente. A calicreina plasmatica ou
fator de Fletcher participa da ativagdo da coagulagdo sanguinea, fibrindlise, regulagéo
do tdnus vascular e inflamagdo. E sintetizada no figado, como pré-calicreina, que
circula no plasma, complexada ao cininogénio de alto peso molecular (HMWK) e aos
fatores Xl e Xll da cascata da coagulagdo. Assim, seguindo-se a uma lesdo vascular, o
HMWK estaciona-se sobre as superficies endotelial e tecidual as quais ele permanece
ligado por ligagdes eletrostaticas. A seguir, o fator Xll é ativado (fator Xlla). O fator Xlla
ativa a pré-calicreina em calicreina e o fator Xl em fator Xl ativo (Xla). Este ativa o fator

IX, que por sua vez continua o processo da coagulagdo. A calicreina, por sua vez, ativa
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a pré-calicreina. A conversdo do plasminogénio em plasmina, pela calicreina
plasmatica, pelo fator Xlla e pelo fator Xla, promove a fibrindlise. Ha, também,
trabalhos na literatura indicando que a calicreina plasmatica pode ativar a proé-
uroquinase circulante. Estas informacdées mostram, claramente, que a calicreina
plasmatica é parte de uma importante via no processo da coagulagao (FIG 2). A pré-
calicreina com pl 8,9 existe em duas formas com massas moleculares de 85 e 88 kDa

e ambas estao presentes no plasma. A calicreina plasmatica, além de ativar a prépria
pré-calicreina e o fator Xll, também atua sobre o cininogénio de alto peso molecular

(HMWK), liberando a bradicinina (BHOOLA et al.,1992).
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FIGURA 2: Ativacao da cascata da coagulagcao envolvendo Fator Xll e a pré-
calicreina.

Fonte: BHOOLA et al.,1992
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A calicreina plasmatica exerce efeito importante sobre os leucécitos
polimorfonucleares, o que pode ser de grande relevancia no processo inflamatério
(BHOOLA et al.,1992).

Durante a sua formacéao, a calicreina plasmatica é rapidamente inativada pelo
inibidor C1, que tem a capacidade de, sozinho, inibir com alta afinidade a calicreina
plasmatica e o Fator Xlla. Além disso, a inibicdo da calicreina plasmatica poderia
ocorrer com a a2-macroglobulina, a antitrombina Ill e com mutantes a1-antitripsina
mutante (BHOOLA et al.,1992).

A calicreina tecidual (EC 3.4.21.35) pertence a uma grande familia multigénica
que apresenta semelhangas a nivel genético, protéico e estrutural, e sdo encontradas
em varios tecidos de mamiferos (YOUSEF & DIAMANDIS, 2001).

No homem, inicialmente pensava-se que a familia genética das calicreinas era
composta, apenas, de trés membros: o gene KLK1 que codifica a calicreina tecidual
pancreatica e renal (hK1); o gene KLK2 que codifica a calicreina glandular humana
(hK2) e o gene que codifica o antigeno prostatico especifico (hK3) ou PSA.
Recentemente novos genes para as calicreinas e para enzimas semelhantes as
calicreinas foram descobertos (YOUSEF et al., 2000). Agora a familia génica das
calicreinas foi totalmente caracterizada e inclui 15 membros, localizados
sequencialmente no cromossomo 19913.4 (YOUSEF & DIAMANDIS, 2001). Das
proteinas expressas pelos genes da familia das calicreinas teciduais humanas apenas
a hK1 é realmente uma calicreina, isto €, € a Unica enzima capaz de liberar a calidina
do cininogénio de baixo peso molecular. As calicreinas teciduais s&do encontradas no
pancreas, glandulas salivares, intestinos, rins, plasma e soro.

Evidéncias sugerem que as calicreinas tém diversas outras fungoes,
dependendo do tecido e das circunstancias de expressdo (BHOOLA et al., 1992). Além

da sua atividade cininogenase, a calicreina tecidual parece estar envolvida com fatores
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de crescimento e hormdnios peptidicos (MASON et al., 1993), levando em
consideragao a sua presenga na glandula pituitaria, pancreas e outros tecidos. Como
citado por Bhoola et al. (1992), a calicreina tecidual € capaz de clivar a pro-insulina, a
lipoproteina de baixa densidade (LDL), o precursor do fator natriurético atrial, a pro-
renina, o peptideo vasoativo intestinal, a procolagenase e o angiotensinogénio.

No rato, a familia génica das calicreinas teciduais pode compreender até 20
genes intimamente relacionados que mostram diversidade e variados modelos de
expressao (BHOOLA et al.,1992). Em 2003, Yousef e Diamandis publicaram um artigo
em que afirmam, que no rato, a familia das calicreinas teciduais tem 13 membros dos
quais, pelo menos 10, sdo transcripcionalmente ativos. As calicreinas teciduais do rato
estdo agrupadas na mesma regiao cromossomal e mostram um alto grau de homologia
estrutural. Dez dos treze genes das calicreinas teciduais do rato codificam serino
proteases potencialmente ativas, que tém 261 residuos de aminoacidos. Admite-se que
os trés genes restantes sejam pseudogenes.

Como no homem e no camundongo, somente um gene rKLK1 codifica uma
proteina que satisfaz a definicdo funcional de uma calicreina, a saber: libera uma
cinina, a bradicinina, dos cinicogénios, o gene rKLK2 codifica a tonina, uma enzima que
converte o0 angiotensinogénio em angiotensina Il. O gene rKLK10 codifica uma
cininogenase que hidrolisa o T-cininogénio liberando a T-cinina (YOUSEF &
DIAMADIS, 2003).

Segundo Yousef e Diamandis (2003), recentemente, foi introduzido o conceito
de familia multigénica das calicreinas, no qual o termo genérico “calicreina tecidual’
nao esta restrito a descricdo de enzimas que liberam peptideos bioativos de moléculas
precursoras, mas , ao contrario, € usado para descrever um grupo de enzimas com
estrutura genética e protéica altamente conservadas que, também compartilham

consideravel homologia na sequéncia e se localizam no mesmo local cromossomal.
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Assim, o termo calicreina nao implica, necessariamente, que quaisquer dos membros
dessa familia (com excecao da hK1) tenham atividade cininogenasica.

De fato, para os membros da familia das calicreinas teciduais humanas que
foram funcionalmente testados, encontrou-se que eles possuem muito baixa (hK2) ou
nenhuma (hK3 ou PSA) atividade cininogenasica. Esses genes sao agrupados junto
com o KLK1 baseando-se nas semelhangas estruturais e no mapa de localizagao

genética (YOUSEF & DIAMANDIS, 2003).

1.2.2 Cininas

As cininas liberadas pela calicreina sdo peptideos vasoativos que influenciam
varios processos biologicos. S&o substéncias hipotensoras, aumentam a
permeabilidade vascular, sdo potentes produtoras de autacdides, contraem a
musculatura lisa do pulmao, intestino e utero, e aumentam a motilidade de
espermatozoides. No nivel celular, promovem transporte de cloreto e glicose, liberando
neurotransmissores, ativam a fosfolipase A2 e estimulam os osteoclastos. Quando
produzidas, as diferentes cininas sao inativadas rapidamente por peptidases chamadas
cininases (BHOOLA et al., 1992).

Até o momento, 2 tipos de receptores de cininas foram bem caracterizados, o
receptor BK1 e o receptor BK2 (REGOLI et al., 1990). Ambos os receptores BK1 e BK2
coexistem na mesma célula. Os receptores BK1 parecem estar presentes normalmente
nas células, mas a sua expressao nas células do musculo liso e fibroblastos se tornam
evidentes em estados patologicos, particularmente na inflamagéo e apos exposigcéo dos

tecidos a estimulos nocivos.
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1.2.3 Cininogénios

Os precursores das cininas, os cininogénios, sao glicoproteinas de cadeia unica,
pertencentes ao grupo das :-globulinas e estdo presentes no plasma e liquidos
bioldgicos.

Nos mamiferos trés diferentes tipos de cininogénios ja foram caracterizados e
descritos, diferindo no tamanho, estrutura e fungdes bioldgicas (MULLER-ESTERL et
al., 1986): o cininogénio de alto peso molecular (HMW), com peso molecular variando
de 88.000 a 114.000, dependendo da espécie de origem e o cininogénio de baixo peso
molecular (LMW), com peso molecular variando de 50.000 a 68000. Um terceiro tipo de
cininogénio, comumente designado como T-cininogénio, com peso molecular de
aproximadamente 68000, €& especifico do rato e ndao é susceptivel a clivagem
proteolitica por calicreinas.

A principal fungdo bioldgica da calicreina tecidual humana (hK1) € a hidrdlise
altamente seletiva da proteina plasmatica cininogénio de baixo peso molecular, em
duas diferentes ligacdes peptidicas, Met’’*-Lys**® e Arg**°-Ser**® para liberar,
estequiometricamente, o decapeptideo vasoativo e espasmogénico calidina (lisil-
bradicinina). A protedlise limitada do cininogénio de alto peso molecular pela calicreina
plasmatica resulta em uma rapida liberacdo do nonapeptideo bradicinina (Arg-Pro-Pro-

Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg) (FIG 2).
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FIGURA 3: Formacao de cininas pela acdo enzimatica das calicreinas
teciduais e plasmaticas sobre os cininogénios.

Fonte: BHOOLA et al.,1992

A relevancia fisiologica de cada componente do sistema calicreina-cinina é
revelar os importantes avangos da genealogia e da caracterizagdo genética das
calicreinas, cininogénios e cininases, e a biologia molecular dos receptores de cininas,
sinais transmissores modulados por cininas, etc. A descoberta da presenca da
calicreina tecidual no neutrofilo e da expressao dos cininogénios de alto e baixo pesos
moleculares, além da pré-calicreina plasmatica na superficie neutrofilica, assegura um
importante papel das cininas em doengas inflamatérias como artrite, asma, rinite
alérgica e choque séptico.

Outra area que esta sendo estudada é a associagdo do cancer com as
calicreinas teciduais. A expressao dos genes da calicreina tecidual e a subsequente
formacédo de cininas pode estimular a proliferacdo de células tumorais e, devido ao
aumento da permeabilidade vascular, pode acentuar o poder metastatico de tumores. A
mais bem documentada relagcado entre as calicreinas e doengas tumorais € a descrita
em malignidades enddcrinas, tais como: tumores na prostata, mamas, testiculo e
ovario.

E possivel que algumas calicreinas possam se tornar alvos terapéuticos valiosos

a partir do momento em que 0s seus mecanismos bioldgicos estejam completamente
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elucidados. Uma vez conhecidos, esses eventos podem ser manipulados através de
inducdo ou ativacido enzimatica. Ainda, considerando o nivel protéico dessas enzimas,
ha alguns relatos de que as calicreinas possam ser usadas como biomarcadores para

o diagndstico e prognéstico do cancer. (YOUSEF & DIAMANDIS, 2003).

1.2.4 Calicreina Tecidual Cardiaca

Muitas células sintetizadoras de horménios parecem conter serino proteases
com propriedades enzimaticas muito similares a calicreina tecidual. Na década
passada o coragdo ganhou importdncia como um 6rgao enddécrino. Varios trabalhos
permitiram mostrar a produgdo das cininas a partir dos cininogénios por agao
enzimatica em extratos brutos de tecidos cardiacos do rato, do cdo, bovino e humano
(NOLLY et al., 1981). O sistema de geracédo das cininas tem uma grande importancia
na fisiopatologia das doengas cardiacas e as cininas parecem ter um papel regulatério
na funcao cardiaca por agao direta na resisténcia vascular ou por indug¢ao de liberacéo
de prostaglandinas.(NEEDLEMAN et al., 1975).

Em 1990, Xiong et al. descreveram a primeira demonstracdo da presencga da
calicreina tecidual no coragao do rato. A enzima cardiaca foi isolada dos extratos do
coracdo de ratos e mostrou ser serino protease ativa. A enzima mostrou-se
indistinguivel da calicreina tecidual e, claramente, distinta de outros membros da
familia da calicreina, com relagdo a massa molecular, carga elétrica, propriedades
imunoldgicas, pH otimo, especificidades pelo substrato e susceptibilidade por
inibidores. Determinagdes da calicreina tecidual de ratos foram realizadas por
radioimunensaio direto, apresentando um baixo conteudo de calicreina tecidual

cardiaca (0,35 ng/mg de proteinas) quando comparado com o rim (36,1 ng/mg de
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proteinas) ou outros tecidos. Outros estudos também relatam a baixa expressao da
calicreina no tecido cardiaco. Métodos mais sensiveis, como Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR) detectaram mRNA de calicreina tecidual no atrio e ventriculo, como
também, em culturas de cardiomiécitos (WU et al., 2004).

Além do efeito vasopressor, a calicreina tecidual tem mostrado efeitos
cardioprotetores. A aparente funcdo local da calicreina tecidual no coragcdo é
respaldada por estudos em camundongos deficientes de calicreina, os quais
desenvolvem problemas cardiacos. Analises histoldgicas sugerem que a calicreina nao
€ necessaria para o desenvolvimento das estruturas cardiacas, mas tem um papel na
manutencio das fungdes dos cadiomidcitos. Um provavel mecanismo seria de que a
calicreina age de forma localizada para gerar fator de crescimento que é necessario na
manutencgao das fung¢des dos cardiomidcitos. (WU et al., 2004).

Estudos mostram que a bradicinina, mesmo em concentragdes tado baixas como
1 nM, é capaz de aumentar o fluxo coronario e reduzir a incidéncia e duragao da
fibrilagdo ventricular (SCHOLKENS & LINS, 1989)

A calicreina tecidual, que produz cininas a partir de cininogénios, pode ser um
fator importante na regulagéo deste sistema. Portanto, mais estudos sdo necessarios
para elucidar o papel da calicreina tecidual cardiaca, especialmente em condicdes de

doencgas cardiacas isquémicas. (XIONG et al., 1990)
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2.1 OBJETIVO GERAL

Aprofundar os conhecimentos sobre a caracterizacdo cinética da
calicreina tecidual do rato isolada do coracdo e comparar os resultados com

dados relativos publicados na literatura para a calicreina tecidual humana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair a calicreina tecidual do rato a partir do p¢ liofilizado do coragéao utilizando

processos de extracao diferentes, visando otimizar a extracdo da enzima.

e Extrair a calicreina tecidual do rato a partir do po liofilizado do rim, da glandula

submandibular e do p6 urinario utilizando processos ja descritos na literatura.

e Determinar as atividades amidasicas da calicreina tecidual do rato com os

substratos Bz-Arg-Nan e D-Val-Leu-Arg-Nan nos diferentes extratos.

e Determinar as concentracdes de proteinas nos diferentes extratos.

e Calcular as atividades amidasicas especificas da calicreina tecidual nos

diferentede extratos.

e Comparar as atividades amidasicas especificas da calicreina tecidual do rato

presente no extrato do coracdo com as atividades amidasicas especificas da
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calicreina tecidual presente nos extratos renal, de glandulas submandibulares e

do pod urinario do rato para verificar se o processo de extracao foi eficiente.

Se for eficiente, purificar a calicreina tecidual presente no pé de coragao do rato,

e caracteriza-la.



3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Amostra

A amostra utilizada foi o po liofilizado resultante de 150 coragdes de ratos Wistar
adultos (75 a 115 g) criados no Instituto de Ciéncias Biolégicas — UFMG. Em 1997 os
ratos foram anestesiados com 0,1 mL de tiopental (1 g/100 mL), para cada 100 g de
peso do rato e retiradas as glandulas submandibulares, os rins e os coragdes. Os
orgaos foram colocados em béqueres separados contendo salina e mantidos em banho
de gelo. Os ¢6rgaos foram comprimidos entre papel absorvente para eliminagdo do
sangue e da salina residuais e armazenados a -20°C. A seguir, 0s rins e 0s coragdes
foram descongelados e triturados em multiprocessador (Arno). As massas resultantes
foram congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas. Os pds resultantes foram

estocados em geladeira até o inicio da execugao deste trabalho.

3.1.1 Preparacao da amostra

Os pos liofilizados de coracédo e de rim foram deixados fora da geladeira até
alcancar a temperatura ambiente e desengordurados. Para o desengorduramento,
cada po foi misturado e macerado em graal com éter etilico. A mistura foi transferida
para um béquer, o volume completado para 500 mL com éter, agitado em agitador
magnético mantido em geladeira por 30 minutos e filtrado em papel de filtro qualitativo
com auxilio de bomba a vacuo. Este procedimento foi realizado duas vezes para
assegurar um melhor desengorduramento. O material retido no papel de filtro foi
distribuido em placas de Petri, tampadas com filme de PVC, perfurado com agulha, e
estas foram deixadas durante 18 horas a temperatura ambiente para evaporagao

completa do éter. O pd de coracio e o po renal obtidos deste processo foram pesados
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em balanga analitica (7,4 g e 15,1 g; respectivamente). Os pos foram armazenados em

frascos hermeticamente fechados entre 2 e 8°C até o momento de uso.

3.2 Preparacao dos extratos

Para obtencdo dos extratos descritos a seguir, os pos foram pesados em

balanca analitica de acordo com as concentracdes especificadas, macerados com um

pequeno volume dos respectivos tampdes, cerca de 10 min e o volume foi completado

para o valor final com o tampao. As suspensdes obtidas foram centrifugadas a 4000

rom por 10 min a 6°C. O sobrenadante foi entdo, filtrado em filtro Millipore poro

0,45 um.

A — PO de coracgao de rato

Extrato de p6 de coragéo a 0,25 mg/mL em tampao glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0
Extrato de p6 de coragédo a 2 mg/mL em tampéao fosfato de sddio 0,1 M pH 6,0
Extrato de p6 de coragdo a 2 mg/mL em tampao fosfato de sddio 0,1 M pH 6,0
contendo 30% de 2-metoxietanol

Extrato de p6 de coragédo a 2 mg/mL em tampao glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0
Extrato de p6 de coragdo a 2 mg/mL em tampao glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0
contendo 30% de 2-metoxietanol

Extrato de p6 de coragédo a 2 mg/mL em tampao fosfato de sédio 0,2 M, pH 6,0
Extrato de coracdo a 2 mg/mL em tampao fosfato de sddio 0,2 M pH 6,0
contendo 30% de 2-metoxietanol

Extrato de p6é de coracdo a 5 mg/mL em tampao Tris-HCI 0,1 M Ca*? 20 mM,

pH 8,1
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9) Extrato de p6 de coragdo a 20 mg/mL em tampao Tris-HCI 0,1 M Ca*? 20 mM,

pH 8,1

10) Extrato de p6 de coracdo a 50 mg/mL em tampao Tris-HCI 0,1 M Ca*? 20 mM,
pH 8,1

11) Extrato de p6 de coracdo a 50 mg/mL em tampao Tris-HCI 0,1 M Ca*? 20 mM,

pH 8,1 contendo 30% de 2-metoxietanol

O extrato A-11 (extrato de p6 de coragao a 50 mg/mL em tampéo Tris-HCI 0,1 M
Ca*?> 20 mM, pH 8,1 contendo 30% de 2-metoxietanol) foi agitado em agitador
magnético cerca de 18 h entre 2 e 8 °C e submetido ao ultra-som durante 1 h, antes

das etapas de centrifugacao e filtragcdo, como descrito acima.

B — P¢6 renal de rato

1) Extrato de pd de rim a 2 mg/mL em tampao fosfato de sédio 0,2 M, pH 6,0

2) Extrato de pd de rim a 2 mg/mL em tampéao fosfato de sédio 0,2 M, pH 6,0
contendo 30% de 2-metoxietanol

3) Extrato de p6 de rim a 20 mg/mL em tamp&o Tris-HCI 0,1 M Ca*? 20 mM, pH
8,1
O extrato B-2 (extrato de pd de rim a 2 mg/mL em tampéao fosfato de sédio 0,2
M, pH 6,0 contendo 30% de 2-metoxietanol) foi agitado em agitador magnético
durante 30 min entre 2 e 8°C e submetido ao ultra-som durante 30 min. Apds

estes procedimentos, o extrato foi centrifugado e filtrado, como descrito acima.

C — Glandula submandibular do rato
Extrato de p6 de glandula submandibular a 0,05 mg/mL em tampéao fosfato de

sdédio 0,2 M, pH 6,0 contendo 30% de 2-metoxietanol.
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D — Pé urinario
Extrato de pdé urinario (armazenado congelado no laboratério) a 1 mg/mL em

tampao fosfato de sddio 0,2 M, pH 6,0.

3.3 Material e equipamentos

 Acido acético glacial (Synth®, Brasil)

e Acido cloridrico (Synth®, Brasil)

e Acido fosférico a 85% (v/v) (Merck®, Brasil)

e Alcool etilico 96% (v/v) (Synth®, Brasil)

e Azida sodica (Sigma®, USA)

e [-tripsina bovina (fornecida pelo Prof. Dr. Marcelo M. Santoro — Depto de
Bioquimica e Imunologia do ICB — UFMG)

e Blue G 250 (Riedel-de-Haén®, Alemaha) (Azul brilhante de Coomassie)

e Bovine serum albumin (BSA) (Sigma®, USA)

e Cloreto de calcio (Merck®, Brasil)

e Dimetilsulféxido (DMSO) (Merck®, Brasil)

e Eter etilico (Vetec®, Brasil)

e Fosfato de sodio (Merck®, Brasil)

e Glicina (Sigma®, USA)

e H-D-valil-L-leucil-L-arginina 4-nitroanilida (D-Val-Leu-Arg-Nan) (PM = 579,6)
(Chromogenix®, Italia)

e Hidréxido de sédio (Synth®, Brasil)

e 2-metoxietanol (Aldrich, USA)

e Na-benzoil L-arginina 4-nitroanilida (Bz-Arg-Nan) (Sigma® USA)
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Papel de filtro qualitativo

SBTI (Soybean tripsin inhibitor) (Sigma®, USA)
Trasylol® (Bayer®, Brasil)

Agitador magnético Mod. 257 (Fanem, Brasil)

Balancga analitica Mod. AG 204 (Mettler Toledo, Suica)
Banho-maria com controlador microprocessado Mod.116 B (Unitemp®, Brasil)
Bomba a vacuo Mod. WP6111560 (Unique)
Centrifuga Mod. MR 1812 (Jouan, Franga)
Deionizador de agua Milli-Q (Millipore® - USA)
Espectrofotdmetro UV — 160 A (Shimadzu® , Jap&o)
Liofilizador ( Mod L4KR — Edwards)

Potencidmetro Micronal® B 374

Ultra-som (Mod. Maxi Clean 1400, Unique)

Métodos

Determinagao da Concentracao de Proteinas

As determinagdes da concentracdo de proteinas nos extratos foram realizadas

métodos de Bradford (1976) e Peterson (1983), utilizando-se a BSA como

padrao, como descrito por Sousa (1993). O principio do método de Bradford baseia-se

na ligacdo da proteina ao corante azul brilhante de Coomassie. A ligagdo da proteina

ao corante altera a absorvancia maxima do corante de 465 nm para 595 nm, sendo a

absorvancia da mistura de incubagao monitorada em 595 nm.
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O reagente de cor foi preparado dissolvendo-se 25 mg de azul brilhante de
Coomassie® em 12,5 mL de etanol a 95% (v/v), adicionando-se a esta solugdo 25 mL
de &cido fosforico a 85% (v/v). A solugdo resultante foi diluida para um volume final de
250 mL com agua Milli-Q. Esta solugéo foi armazenada entre 2 e 8°C e filtrada em
papel de filtro qualitativo no momento de uso.

Como padréao protéico foi utilizada a solugdo estoque de BSA, ja descrita. A partir
desta solugéo, foram preparados trés padrdes de concentragdes 0,010 mg/mL, 0,025
mg/mL e 0,050 mg/mL, em um volume final de 0,5 mL do mesmo tampé&o utilizado para

preparar o extrato.

3.4.2 Preparagao do padrao de albumina de soro bovino (BSA) 0,5 mg/mL

A solugéo padrao estoque de albumina de soro bovino (BSA) foi preparada na

concentragdo de 0,5 mg/mL em agua Milli-Q (agua tipo 1) contendo 0,01 % (p/v) de

azida soédica. A absorvancia da solugao padrdo de albumina foi lida a 280 nm para a

determinagao da sua concentragao real. Esta foi calculada utilizando-se a equagéo:

A=a.b.c

Onde,

A = absorvancia da solugdo em 280 nm

a = absortividade = 0,7693 mg . cm
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b =1 cm (caminho 6ptico)

¢ = concentragéao real da solugdo de BSA (mg/mL)

A solugao foi distribuida em aliquotas de 1 mL, em microtubos tipo Eppendorf, e

armazenadas a -20 °C.

As misturas foram incubadas em quadruplicatas a temperatura ambiente durante

10 min, conforme o quadro 1:

Quadro 1

Tubos B P4 P2 P A CA

Reagentes

Tampao (mL) 0,5 - - - - 2,0

Padrao 1 (mL) - 0,5 - - - -

Padrdao 2 (mL) - - 0,5 - - -

Padrdao 3 (mL) - - - 0,5 - -

Amostra (mL) - - - - 0,5 0,5

Reagente de cor (mL) 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 -

Onde: B = branco; P;=padrao 1 a 0,010 mg/mL; P, = padrédo 2 a 0,025 mg/mL;

P3 = padrédo a 0,050 mg/mL; A = amostra; CA = controle da amostra.

O espectrofotdmetro foi zerado com o tampéao utilizado na reacao, para proceder

a leitura da absorvancia do controle da amostra, e foi zerado com o branco (B),
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conforme descrito no quadro acima, para proceder as leituras de absorvancia dos
padroes e da amostra. Na célula de referéncia ficava o tampé&o ou o branco.

A concentragdo em mg/mL de proteinas da amostra foi calculada a partir das
absorvancias obtidas, conforme equagao abaixo, descrita por Peterson (1983).
P=b.A(1-a.A)""

Sendo:

a=A"'-pb.pP""

Onde:

P = concentragdo em proteinas na amostra

A = absorvancia da amostra

A4 = absorvancia do padrao de menor concentragao

A, = absorvancia do padrao de maior concentracao
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P4 = concentragao do padrao de menor concentragao (mg/mL)

P, = concentragao do padrao de maior concentragao (mg/mL)
Para os calculos, foram selecionados dois dos padrdes, cujos valores de
absorvancia eram mais proximos, sendo um menor e outro maior do que os valores de

absorvancia da amostra.

3.4.3 Determinagao da atividade amidasica da calicreina tecidual do rato (rkK1)

A atividade amidasica da rK1 era determinada utilizando-se o substrato Bz-Arg-
Nan, como descrito por Sousa (1993). A solucao estoque do Bz-Arg-Nan foi preparada
dissolvendo-se 196 mg do substrato em 5 mL de dimetilsulféxido (DMSO) resultando
em uma solugao a 90,16 mM. Esta solucéao foi distribuida em aliquotas, e estas foram
armazenadas a -20 °C. Para ser utilizada na incubacgao, era realizada uma diluicdo da
solugéo estoque a 1 : 100 em tampéo glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0 contendo 0,01 %
(p/v) de azida sddica.

A reagéo era realizada em tampéao glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0 contendo 0,01 %
de azida sddica a 37 °C durante 30 min. A reacdo era iniciada adicionando-se a
solugdo do substrato a amostra e a amostra + Trasylol 1000 KIU/mL (inibidor de
calicreinas), todos equilibrados a 37 °C. Controles da amostra sem substrato e do
substrato sem amostra eram incubados nas mesmas condi¢ées. Apés 30 min de

incubacéo, a reagao era paralisada pela adigado de acido acético a 60% (v/v).
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As incubagdes eram realizadas em quadruplicatas. A amostra e os reagentes eram

adicionados conforme o quadro 2:

Quadro 2
Tubos CS CA A A+T
Reagentes
Tampao (L) 200 500 100 -
Amostra (L) - 100 100 100
Trasylol (pL) - - - 100
Incubar 10 minutos a 37° C
Substrato (pL) 400 - 400 400
Incubar 30 minutos a 37°
Acido acético a 60% 100 100 100 100

(bL)

Onde: CS = controle do substrato Bz-Arg-Nan; CA = controle da amostra; A = amostra

e A+T = amostra + Trasylol.

Para zerar o espectrofotdmetro era utilizado o tamp&o glicina-NaOH 0,2 M,

pH 9,0 contendo 0,01 % de azida sddica.

A reagdo enzimatica era monitorada pela leitura das absorvéncias em 410 nm da

4-nitroanilina liberada (€410 8800 M ~'.cm™) (ERLANGER et al.,1961). O valor da

absorvancia foi convertido em velocidade expressa em yM . min ~

seguinte equacao:

AA410X1,17X10

8.800 x 30

1

.ml ", utilizando-se a
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Onde,

v = velocidade da reagao

AA419 = leitura das absorvancias em 410 nm das misturas de incubagao, contendo o

substrato e a amostra, menos a leitura da misturas de incubacéo, contendo o substrato,

o Trasylol® e a amostra.

1,17 = fator de corregao para o volume (volume da mistura, cuja absorvancia foi lida,

dividido pelo volume da mistura de incubagao, ou seja, 700 puL / 600 uL)

8.800 = absortividade molar da 4-nitroanilina

30 = tempo de incubagao em min

10 = fator para a conversao de 100 pL para 1 mL

A atividade amidasica da rK1 era dividida pela concentragcdo de proteinas na

amostra e expressa como atividade amidasica especifica em pM . min . mg 5

3.4.4 Ativacao da pré-calicreina tecidual nos extratos dos p6s renal e de coragao

do rato com a B-tripsina bovina

A ativagcao da pré-calicreina, possivelmente presente no extrato de pd do
coracado e presente no po renal era realizada incubando-se a solugao de [B-tripsina

bovina a 0,5 mg/mL em HCI 10° M durante 30 e 60 min a 37°C, de acordo com
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Nishimura et al., 1983. Foram utilizados extratos de p6 de coracdo nas concentragcdes
de 5 mg/mL, 20 mg/mL e 50 mg/mL, nos tampdes Tris-HCI 0,1 M Ca*? 20 mM, pH 8,1 e
Tris-HCI 0,1 M Ca*? 20 mM contendo 30% de 2-metoxietanol, ambos contendo 0,01 %
de azida sédica. Nos extratos de pé renal as concentragdes foram de 2 mg/mL e 20
mg/mL nos tampdes Tris-HCI 0,1 M Ca*? 20 mM, pH 8,1 e Tris-HCI 0,1 M Ca*? 20mM,
pH 8,1 contendo 30% de 2-metoxietanol, ambos contendo 0,01 % de azida sddica. As
misturas dos extratos com a [B-tripsina eram incubadas durante 30 min a 37 °C. As
reacdes eram paralisadas adicionando-se solugdo de SBTI a 1 mg/mL em tampao
glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0 contendo 0,01 % de azida sodica. Eram incubados,
também, controles para a ativagao, para a inibicdo da B-tripsina pelo SBTI e para
avaliar a atividade da B-tripsina. A incubacao para o controle da inibicdo da B-tripsina
pelo SBTI continha o tamp&o, a B-tripsina e o SBTI. A incubacdo para avaliar a

atividade da B-tripsina continha apenas o tampao e a B-tripsina.
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Quadro 3
Tubos APC CAT Cl CT
Reagentes
Amostra (pL) 1880 1880 - -
Tampao (uL) 80 100 1960 1980
B-Tripsina (pL) 20 - 20 20
Incubar 30 minutos a 37 °C
SBTI (uL) 20 20 ‘ 20 l -

Onde: APC = ativacao da pré-calicreina; CAT = controle da ativacao; CIl = controle da

inibicdo da B-tripsina pelo SBTI e CT = controle da atividade da B-tripisina

Das misturas resultantes eram retiradas amostras que eram incubadas com os
substratos o Bz-Arg-Nan e o D-Val-Leu-Arg-Nan, para a verificagdo da possivel

ativacao da pré-calicreina tecidual do rato em calicreina.

3.4.5 Determinacao da atividade amidasica da calicreina tecidual do rato apods

ativacao da pré-calicreina pela B-tripsina

Nas experiéncias de ativagao da pré-calicreina nos extratos de po renal e de po
de coragado foram utilizados como substratos, o Bz-Arg-Nan e o D-Val-Leu-Arg-Nan,
como descrito por Yamada e Erdos (1982). O substrato D-Val-Leu-Arg-Nan

denominado comercialmente como S-2266™, liofilizado (frasco contendo 25 mg) foi
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reconstituido em 4,313 mL de agua Mili-Q, sendo obtida assim, uma solugao estoque
de concentragao 0,01 M. Esta solugao foi aliquotada e congelada. Para ser utilizada na
incubacdo a solugdo estoque era diluida em tampéao glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0
contendo 0,01 % de azida sddica, dando origem a solugdo de uso, com concentragao
de 200 uyM. A reacgao foi iniciada adicionando-se a solucdo do substrato em tampao
glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0 contendo 0,01 % de azida sddica a solugdo da amostra
(extrato bruto + B-tripsina + SBTI) em tampao Tris-HCI Ca*? 0,1 M, pH 8,1 contendo
0,01 % de azida sodica, ambas equilibradas a 37 °C. Controles da amostra sem o
substrato e do substrato sem a amostra, da ativagcao da pré-calicreina, da inibicdo e da
atividade da B-tripsina bovina eram incubados nas mesmas condi¢gdes. Apds 30 min de

incubacéo, a reagao era paralisada pela adigao de acido acético a 60% (v/v).
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As incubagdes eram realizadas em quadruplicatas. A amostra e os reagentes

eram adicionados conforme o quadro 4:

Quadro 4
Tubos Cs CA APC CAT Cl CT
Reagentes
Tampéo (uL) 200 500 100 100 100 100
APC (pL) - 100 100 - - -
CAT (uL) - - - 100 - -
Cl (pL) - - - - 100 -
CT (pL) - - - - - 100
Incubar 10 minutos a 37°C
Substrato (pL) 400 - 400 400 400 400

Incubar 30 minutos a 37°C

Acido acético a

100 100 100 100 100 100
60% (uL)

Onde: CS = controle do substrato (Bz-Arg-Nan ou D-Val-Leu-Arg-Nan);
CA = controle da amostra;

Tubos: APC = ativagdao da pré-calicreina; CAT = controle da ativacao;

Cl = controle da inibicdo da B-tripsina pelo SBTI e CT = controle da atividade da
B-tripisina
Reagentes: APC, CAT, Cl e CT sao as respectivas misturas obtidas da

incubacéao de ativagao da pré-calicreina (quadro anterior)
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A reacao enzimatica era monitorada e a atividade amidasica calculada como
descrito no item 4.4.3 (Determinagao da atividade amidasica da calicreina tecidual do
rato); porém, eram utilizadas as A0 das misturas de incubagdo APC e CAT,
separadamente, para determinacdo da atividade amidasica da pré-calicreina e da

calicreina, respectivamente.
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Teor em proteinas e atividades amidasicas com o substrato

Bz-Arg-Nan dos diversos extratos ensaiados.

O extrato do p6 de coragao na concentragao de 0,25 mg/mL (m/v) preparado em
tampao glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0 contendo 0,01 % de azida sddica, cuja
concentracdo em proteinas foi de 0,036 mg/mL incubado com o substrato Bz-

Arg-Nan 90,16 uM a 37 °C durante 30 min nao apresentou atividade amidasica.

Os extratos do p6 de coragdo na concentragao de 2 mg/mL (m/v) preparados em
tampao fosfato de sddio 0,2 M, pH 6,0 e em tampéao fosfato de sddio 0,2 M, pH
6,0 contendo 30% de 2-metoxietanol, ambos contendo 0,01 % de azida sdédica,
cujas concentragcbes em proteinas foram de 0,180 mg/mL e 0,090 mg/mL,
respectivamente, incubados com o mesmo substrato nas mesmas condigdes

acima mencionadas, também nio apresentaram atividade amidasica.

Os extratos do p6 de coracdo com concentragao de 2 mg/mL (m/v) preparados
em tampao glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0; tampao glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0
contendo 30% de 2-metoxietanol; tampéao fosfato de sédio 0,1 M, pH 6,0 e em
tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH 6,0 contendo 30% de 2-metoxietanol, todos
contendo 0,01 % de azida soédica, foram primeiramente incubados com o
substrato Bz-Arg-Nan nas mesmas condi¢des citadas acima e ndo apresentaram
atividade amidasica. Por isso, ndo foram submetidos a determinacdo da
concentracao de proteinas.

No extrato de pd de coracdo a 5 mg/mL (m/v) em tampao Tris-HCI 0,1 M Ca*? 20
mM, pH 8,1 contendo 0,01 % de azida sdédica, concentragdo em proteinas de

0,300 mg/mL, nao foi observada atividade amidasica com o substrato Bz-Arg-
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Nan, incubado nas mesmas condicdes dos extratos anteriores. Este extrato foi
tratado com a B-tripsina bovina durante 30 e 60 min de incubacido a 37 °C e
posteriormente, incubado com o substrato Bz-Arg-Nan, nas mesmas condigdes

€ nao apresentou atividade amidasica.

4.2 Teor em proteinas e atividades amidasicas dos extratos tratados
e nao tratados com B-tripsina bovina com o substrato Bz-Arg-

Nan.

As concentragdes dos extratos de p6 de coragdao, em m/v e em proteinas,
tratados e nao tratados com a B-tripsina bovina e suas atividades amidasicas

especificas com o substrato Bz-Arg-Nan estao apresentadas na tabela 1.

Tabela 1 — Concentragcbes em m/v e em proteinas dos extratos de po6 de

coracao e atividades amidasicas especificas com Bz-Arg-Nan

Extratos po Proteinas Atividades amidasicas especificas
de coragao (mg/mL) (UM . min™ . mg™)
(mg/mL)?
(m/v)

Sem tratamento Apds tratamento
com a P-tripsina coma p-tripsina

20 1,4 0,57 0,47

50 3,3 0,98 0,84

a = extrato preparado em tampao Tris-HCI 0,1 M, Ca*? 20 mM, pH 8,1 contendo 0,01

% de azida sddica
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4.3 Teor em proteinas e atividades amidasicas dos extratos tratados

e nao tratados com B-tripsina bovina com o substrato D-Val-Leu-

Arg-Nan.

As concentragbes dos extratos, em m/v e em proteinas, tratados e néao
tratados com a B-tripsina bovina, preparados nos tampdes Tris-HCI 0,1 M Ca*?
20 mM, pH 8,1 e Tris-HCI 0,1 M Ca* 20 mM, pH 8,1 contendo 30% de 2-
metoxietanol, ambos contendo 0,01 % de azida sddica e as respectivas
atividades amidasicas e amidasicas especificas, com o substrato D-Val-Leu-

Arg-Nan estao apresentados na tabela 2.

Tabela 2 - Concentragbes em m/v e em proteinas dos extratos de p6 de

coragao e atividades amidasicas especificas com D-Val-Leu-Arg-Nan

Extratos de pd6 Proteinas Atividades amidasicas
de coragao (mg/mL)
(mg/mL)
(M) Sem tratamento Apos tratamento
com a B-tripsina® com a B-tripsina®

50° 3,5 3,28¢ 6,25°

0,94° 1,78°

50° 1,3 3,94¢ 6,56

3,00° 4,97°

a = extrato preparado em tampao Tris-HCI 0,1 M Ca*? 20 mM, pH 8,1 (m/v),

submetido a maceracao durante 10 min com bastao de vidro
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b = extrato preparado em tampao Tris-HCI 0,1 M Ca*? 20 mM, pH 8,1 contendo 30%

de 2-metoxietanol (m/v), com agitacdo durante 18 h, sob refrigeragéo entre 2 e

8 °C e em seguida, submetido ao ultra-som durante 1 h.

c = pré-incubacdo em tampao Tris-HCI 0,1 M Ca*? 20 mM, pH 8,1

d = atividade amidasica (uM . min ' . mL ")

1

e = atividade amidasica especifica (UM . min ' . mg ™)
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Atividades amidasicas dos extratos de pé6 renal.

Os extratos de po6 renal a 2 mg/mL (m/v) em tampéo fosfato de sddio 0,2 M,
pH 6,0 e em tampao fosfato de sdédio 0,2 M, pH 6,0 contendo 30% de
2-metoxietanol, ambos contendo 0,01 % de azida sdédica, incubados com o
substrato Bz-Arg-Nan a 37 °C durante 30 min ndo apresentaram atividade

amidasica.

O extrato de p6 renal a 20 mg/mL (m/v) em tampao Tris-HCI 0,1 M Ca*? 20 mM,
pH 8,1contendo 0,01 % de azida sddica; cuja concentragdo em proteinas foi de
1,8 mg/mL, inicialmente incubado com B-tripsina bovina a 37°C durante 5, 15 e
30 min e, posteriormente, incubado com o substrato Bz-Arg-Nan apresentaram
as seguintes atividades amidasicas especificas:

042 uM . min " . mg ;074 uM . min ' . mg e 121 pM . min ' . mg ',

respectivamente.

Comparacao das atividades amidasicas dos extratos dos poés de

coragao, rim, glandulas submandibulares e urina.

Os resultados das determinagdes de proteinas e das atividades amidasicas do
extratos dos pos de coragao, rim, glandula submandibular e urinario de rato

com o substrato D-Val-Leu-Arg-Nan estdo apresentados na tabela 3.
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Tabela 3 - Atividades amidasicas dos extratos dos pés de coracao, rim,

gladula submandibular e do p6 urinario de rato com D-Val-=Leu-Arg-Nan

Extratos Proteinas Atividades amidasicas
(mg/mL)
Orgao Concentragao Sem Apos Sem
em mg/mL tratamento tratamento Pré-incu-
(m/v) com a com a bacao

B-tripsina’ B-tripsina’

Coragéo 502 3,5 3,28 9 6,259 -
0,94 " 1,78 "
50° 1,3 3,949 6,56 9 -
3,00" 497"
Rim 22 0,15 4,569 6,56 9 -
31,25N 44,91"
2° 0,14 - - 3,689
26,47 "
2 0,063 4,529 5,859
71,84 " 93,00 " -
Glandula 0,05° 3,30 14530,009 15060,00 ¢ -
Submandibular 4403,00"  4563,00"
Pé urinario 1°¢ 0,14 - - 563,00 ¢
4176,00 "

a = extrato preparado em tampao Tris-HCI| 0,1 M Ca* 20 mM, pH 8,1 (m/v),

submetido a maceracéo durante 10 min com bastao de vidro
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b = extrato preparado em tampao Tris-HCI 0,1 M Ca*? 20 mM, pH 8,1 contendo 30% de

2-metoxietanol (m/v), com agitagado durante 18 h, sob refrigeragdo entre 2 e 8 °C e em

seguida, submetido ao ultra-som durante 1 h.

¢ = extrato preparado em tampao fosfato de sédio 0,2 M, pH 6,0 (m/v)

d = extrato preparado em tampao Tris-HCI 0,1 M Ca*? 20 mM, pH 8,1 contendo 30% de
2-metoxietanol (m/v), com agitacdo durante 30 min, sob refrigeracdo entre2e 8 °C e

em seguida, submetido ao Ultra-som durante 30 min.

e = extrato preparado em tampéo fosfato de sédio 0,2 M, pH 6,0 contendo 30% de 2-

metoxietanol (m/v)

f = pré-incubagdo em tampao Tris-HCI 0,1 M Ca*? 20 mM, pH 8,1

g = atividade amidasica (uM . min "". mL )

1

h = atividade amidasica especifica (WM . min . mg ™)
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5 DISCUSSAO

Os extratos de p6 de coragao a 0,25 mg/mL, 2 mg/mL e 5 mg/mL, todos em m/v,
preparados nos diferentes tampdes nao apresentaram atividade amidasica com o
substrato Bz-Arg-Nan.

Os extratos de p6 de coracdao a 20 mg/mL e 50 mg/mL, em m/v e, 1,4 e 3,3
mg/mL em proteinas, respectivamente, apresentaram uma pequena atividade
amidasica especifica com o substrato Bz-Arg-Nan. Como o pré-tratamento destes
extratos com a [-tripsina bovina (tabela 1) ndo mostrou aumento na atividade
amidasica, apos incubacdo com o0 mesmo substrato, pode-se concluir que
provavelmente eles tenham a pré-calicreina em quantidades n&o detectaveis.

Os extratos de p6 renal a 2 mg/mL (m/v) ndo apresentaram atividade amidasica com
o substrato Bz-Arg-Nan. Porém, o extrato de p6 renal a 20 mg/mL apresentou uma
pequena atividade amidasica especifica com este substrato. Quando o extrato de po6
renal, na concentracdo de 2 mg/mL (m/v) foi analisado com o substrato D-Val-Leu-Arg-
Nan, observou-se uma atividade amidasica especifica significativamente maior. Este
resultado confirma dados da literatura que mostram que o D-Val-Leu-Arg-Nan é um
melhor substrato para a calicreina tecidual do rato do que o Bz-Arg-Nan (SOUSA et al.,
1996).

Extratos de coracdo a 50 mg/mL (m/v) foram, entdo, analisados com o substrato
D-Val-Leu-Arg-Nan e apresentaram atividade amidasica especifica maior do que a
observada nos extratos de mesma concentragdo em m/v; como também, apresentaram
um aumento da atividade amidasica especifica apds tratamento com a B-trisina bovina,
0 que nao foi observado com o substrato Bz-Arg-Nan.Com base nestes resultados,

pode-se concluir que os extratos de pd de coragdo tenham a pré-calicreina, em
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quantidades tao pequenas que nao pode ser detectada com o substrato Bz-Arg-Nan,
mas que foi detectada com o melhor substrato D-Val-Leu-Arg-Nan.

Mesmo obtendo resultados melhores com o substrato D-Val-Leu-Arg-Nan, as
atividades ainda foram muito baixas, nao justificando a purificagcdo da calicreina
tecidual a partir do coragao do rato, com o objetivo de caracteriza-la.

A atividade amidasica especifica dos extratos de pd de coragcdo €
significativamente mais baixa do que as atividades amidasicas especificas dos extratos
dos pods renal, de glandula submandibular e urinario de rato. (tabela 3).

A ativacao da pré-calicreina, sabidamente presente no extrato do po renal, pelo
tratamento com a B-tripsina bovina, permitiu validar os ensaios, realizados nas mesmas
condicdes, para a ativacado da pré-calicreina, possivelmente presente, no extrato do po
de coracao.

Os tempos de incubacdo 5,15 e 30 min, do extrato de p6 renal com a B-tripsina
bovina, foram avaliados com o objetivo de se determinar o tempo de incubagéo
adequado para a ativagao da pré-calicreina no extrato de p6 de coragao. Os resultados

obtidos mostraram um aumento nas atividades amidasicas especificas (0,42 yM . min -

1 -1

"mg"; 0,74 puM . min"'. mg"'e 1,21 uM . min . mg ') em funcdo do aumento do
tempo do pré-tratamento com a B-tripsina. Por isso, foi escolhido o tempo de 30 min
para a pré-incubacao do extrato de p6 de coragao com a B-tripsina.

A preparacdo dos extratos brutos com tampao contendo 2-metoxietanol, que
desorganiza a membrana celular e, consequentemente, aumentaria a extragdo da
calicreina, que € uma enzima de membrana, ndo mostrou aumento nas atividades
amidasicas (tabelas 2 e 3). A agitacdo prolongada em agitador magnético e o
tratamento com ultra-som na preparacdo dos extratos, também, n&o resultaram em

aumento da extragdo da calicreina tecidual do rato. Estes resultados suportam a

hipotese de que ha muito pouca calicreina tecidual no coragao do rato.
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As determinacbes da concentracdo de proteinas nos extratos contendo
2-metoxietanol mostraram uma reducdo no teor de proteinas, que nos leva a concluir
que o 2-metoxietanol interfere na metodologia. (tabelas 2 e 3). A atividade especifica
ficou aumentada uma vez que, esta € a razdo entre atividade amidasica e a
concentracido da proteina. Esta interferéncia foi confirmada realizando-se o ensaio de
determinacao de proteinas nos padrbes de albumina de soro bovino nas diferentes
concentracbées com e sem o 2-metoxietanol. Neste caso, o 2-metoxietanol aumentou o
valor das absorvancias da albumina nos padroes.

A analise dos resultados indica que o coragao ndo € uma boa fonte para se
extrair e purificar a calicreina tecidual do rato, o que comprova a baixa concentragao

desta enzima no tecido cardiaco.
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6 CONCLUSAO

O p6 de coragao de rato apresentou uma quantidade de calicreina tecidual muito
pequena, nao justificando a continuagao do trabalho de isolamento e purificagao da
enzima para a caracterizagdo cinética, como fora programado no projeto de

pesquisa.



B-TRIPSINA BOVINA

1 INTRODUGAO
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1.1 TRIPSINA

Tripsinogénios foram, primeiro, pensados ser enzimas pancreaticas unicamente
envolvidas no processo digestivo, mas na década de 80, foi identificada uma protease
semelhante a tripsina na membrana de células cancerigenas (LABOMBARDI et al.,
1983)

Os tripsinogénios latentes necessitam ser ativados nas, cataliticamente
competentes, tripsinas. No trato digestivo, os tripsinogénios secretados sédo ativados
pela serino protease enteroquinase / enteropeptidase (LU et al.,1999).

O tripsinogénio e sua forma ativa, tripsina, foi uma das primeiras enzimas a ser
isolada e caracterizada. Ela foi cristalizada do pancreas humano em 1936 (KUNITZ et
al., 1936).

A tripsina (EC 3.4.4.4) € uma das serino proteases mais bem estudadas e
caracterizadas; por isso, € uma das enzimas melhor compreendidas em termos
estruturais, de sua especificidade e do seu mecanismo catalitico. Em virtude disso, a
tripsina € uma enzima utilizada como modelo experimental para estudos de
caracterizacao de outras serino proteases.

A tripsina € uma enzima proteolitica e com uma ampla especificidade com relacao
ao substrato. O seu centro ativo é constituido de um sitio aniénico, ao qual ligam-se
substratos e inibidores, carregados positivamente; um sitio hidrofébico, adjacente ao
sitio anidbnico, ao qual ligam-se substratos e inibidores, por suas cadeias
hidrocarbonadas, e o sitio catalitico propriamente dito, que é constituido da triade
catalitica His®’, Ser'®® e Asp'® (MARES-GUIA et al., 1965). Ela catalisa a hidrélise de
ligacbes peptidicas envolvendo a carboxila terminal dos aminoacidos Arg e Lis nas
proteinas (CRAIK et al., 1985). Ela catalisa, também, a hidrdlise de ligagdes peptidicas

envolvendo os aminoacidos L-arginina e L-lisina em substratos sintéticos dos tipos
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amida e éster derivados da arginina e lisina N-oa—substituidas, tais como:
N-o—benzoil-L-arginina 4—nitroanilida (Bz—Arg—Nan) (MARES-GUIA & FIGUEIREDO,
1970), D-valil-L- leucil-L—arginina 4-nitroanilida (D-Val-Leu-Arg—Nan) (INAGAMI et
al.,1964), N-a—benzoil-L-arginina etil éster (Bz—Arg—OEt) (Oliveira et al., 1993), e
N—a—p-toluenosulfonil-L-arginina metil éster (Tos—Arg—-OMe) (MAGALHAES-ROCHA,
ROGANA & MARES-GUIA, 1979).

Muitos dos trabalhos de pesquisa realizados com a tripsina utilizaram e, ainda
utilizam substratos sintéticos como o Bz-L-Arg-Nan e o D-Val-Leu-Arg—Nan. A
hidrolise da ligagao peptidica Arg—Nan nestes substratos resulta em dois produtos,
Bz-L-Arg-COOH e a 4-nitroanilina (4-NAn) e D-Val-Leu-Arg—COOH e a 4-NAn,
respectivamente.

A tripsina é inibida por inibidores naturais que se ligam ao seu sitio ativo por
meio de uma Arg ou Lis, semelhantemente a ligagdo de um substrato natural. Dentre
tais inibidores podem-se citar a aprotinina, também conhecida como inibidor basico
pancreatico de tripsina (BPTIl) e o inibidor de ftripsina isolado de soja (SBTI)
(SCHACHTER et al,1980). Segundo Vogel e Werle (1970), no BPTI, a lisina 15
participa da formacao do complexo enzima-inibidor.

Em 1965, Mares—Guia e Shaw relataram que as amidinas e as guanidinas séo
inibidores competitivos da tripsina, sendo a p-aminobenzamidina e a benzamidina os
melhores inibidores (MARES-GUIA & SHAW, 1965). A partir dai, um grande numero
de inibidores sintéticos da tripsina e de outras serino proteases tém sido preparados
derivados da benzamidina e da p—aminobenzamidina. Esta € conhecida como sendo,
provavelmente, a pequena molécula mais potente como inibidor de serino proteases
(TALHOUT & ENGBERTS, 2001).

Varias linhas de evidéncias tém sugerido que a tripsina tem um segundo sitio de

ligacdo do substrato, isto €, um sitio de ativagdo pelo substrato, proximo ao centro
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ativo, mas nao nele. Dados cinéticos publicados indicaram a formacdo de complexos
binarios e ternarios entre a enzima, o substrato e o modificador, que também poderia
ser o substrato com os complexos ternarios decompondo-se em produtos em uma
velocidade mais alta do que os complexos binarios (TROWBRIDGE et al., 1963).
Estudos cristalograficos do complexo tripsina-BPTI, identificaram uma regido de
contato muito préxima ao centro ativo da enzima, onde o residuo Arg-17 do inibidor
interage fortemente e especificamente, por meio do seu grupo guanidino com a Tyr-39
e Tyr-151 da tripsina (numeragdo de acordo com residuos homodlogos do

quimotripsinogénio) (RUHLMAM et al., 1973).
Note que o residuo ativo do BPTI é o grupo e-NH3;" da Lis-15, que interage com o

grupo COO" do Asp-17, o sitio anibnico da tripsina (VOGEL& WERLE, 1970). Foi
demonstrado que a Tyr-151 participa do mecanismo de ativacdo da tripsina pelo
substrato e que, de fato, o sitio secundario esta diretamente relacionado ao mecanismo
de ativagdo, como indicado pelo achado que a azo-B-tripsina modificada na Tyr-151
tinha duas vezes a atividade da enzima nativa (OLIVEIRA et al., 1993).

A inibicdo competitiva da tripsina por amidinas e guanidinas foi demonstrada por
Mares-Guia e Shaw (1965). Baseado em dados da literatura e nos seus resultados, os
autores propuseram que o sitio de especificidade da tripsina € composto por um sitio
anidnico, ao qual substratos ou inibidores ligam-se eletrostaticamente, por meio de sua
carga positiva, e um sitio de ligacdo hidrofdbica localizado em linha com, e entre, os
sitios anibnico e catalitico, na forma de uma fenda que liga-se a cadeia hidrocarbonada
lateral dos substratos ou dos inibidores (MARES-GUIA & SHAW, 1965).

Bis-benzamidinas, drogas que tém atividades tripanossomicidas, antiviral e
citotoxica foram mostradas inibir competitivamente a ftripsina e serino proteases
semelhantes a ftripsina, que sao fisiologicamente importantes (JUNQUEIRA et al.,

1992).
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Estudos de ligacdo de equilibrio demonstraram que a tripsina liga-se
simultaneamente a duas moléculas de 4-4’-diazoamino-bis-benzamidina (DABB),
também conhecida como berenil, quando as concentragdes do inibidor aproximam-se
da faixa milimolar: uma molécula no sitio ativo e a outra em um sitio de ligagao
secundario (ANDRADE, 1990).

A inibicdo competitiva parabdlica, um raro tipo de inibicdo de enzimas de um unico
substrato, foi descrita para o e B- tripsina bovinas pelo DABB. Assim, por experiéncias
cinéticas, foi demonstrado que a DABB ¢é reconhecida por dois diferentes sitios, um é o
sitio ativo e o outro é o sitio de ligacdo secundario (JUNQUEIRA, et al., 1992).

Estudos realizados no nosso laboratério mostraram que a calicreina tecidual
humana (hk1), uma serino protease semelhante a tripsina € inibida pela benzamidina,
p-benzamidina e 4-nitroanilina. Embora a inibigdo da hk1 pelas amidinas seja
competitiva linear, a sua inibigdo pela 4-nitroanilina é linear mista com o inibidor sendo
capaz de ligar-se tanto a enzima livre (E), produzindo um complexo El, quanto ao
complexo enzima-substrato (ES), produzindo um complexo ESI (SOUSA et al., 2001).

Trabalhos recentes sugerem que a tripsina e seu receptor especifico (receptor 2 de
protease ativada- PAR 2) desempenham um papel importante na produgao de citocinas
e consequentemente, o desenvolvimento de danos em 6rgao distante durante eventos
como a pancreatite aguda no rato (MAEDA et. al., 2005).

Também, tem sido demonstrado, recentemente, o envolvimento da tripsina na
promogao, proliferagdo, invasao e metastase do cancer colo-retal. A tripsina, uma bem
conhecida enzima digestiva pancreatica, tem sido encontrada em outros tecidos e
varios tipos de cancer, principalmente no cancer colo-retal (SOREIDE et al., 2006).

A pB-tripsina bovina tem sido usada, no Laboratério de Enzimologia do
Departamento de Bioquimica e Imunologia do ICB da UFMG, como uma proteina

modelo para estudos cinéticos e termodinamicos por causa de sua bem conhecida
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estrutura terciaria, quase esférica, determinada por difracao de raio-X e, porque seus
processos de isolamento e purificacdo sdo relativamente faceis (GUNTHER,
SANTORO & ROGANA, 1997).

O objetivo do presente estudo foi examinar em profundidade a cinética da atividade
amidasica da B-TRB pela 4-Nan, um produto da hidrélise dos substratos 4-nitroanilidas,
a fim de identificar o mecanismo preciso da inibicdo, determinar o numero de sitios de

ligacdo e suas respectivas constantes de inibigdo (Ki).



2 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Este projeto de pesquisa tem por objetivo geral determinar a atividade amidasica

da B-tripsina bovina, com o substrato D-Val-Leu-Arg-Nan, na auséncia e na presencga

da 4-NAn, analisar e interpretar os resultados.

2.2 -OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar experiéncias cinéticas da p-tripsina bovina, com o substrato D-Val-Leu-
Arg-Nan, em pH 8,1 a 37°C, na auséncia e na presengca de diferentes

concentracdes da 4—-NAnN.

e Calcular os valores das constantes cinéticas Ky, Vmax € Keat, para a p—tripsina bovina

com este substrato.

e No caso de se observar inibicdo da enzima pela 4-NAn, caracterizar o tipo de

inibicdo e calcular o valores das constantes de inibicao, K; e K;'.

e Comparar os resultados obtidos neste estudo, com os resultados ja obtidos para a
inibicdo da atividade amidasica da claicreina tecidual humana (hK1), com o

substrato D-Val-Leu-Arg-Nan, pela 4—NAn.
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3.1 Material e equipamentos

 Acido acético glacial (Synth®, Brasil)

e Acido cloridrico (Synth®, Brasil)

e Azida sddica (Sigma®, USA)

e [-tripsina bovina (fornecida pelo Prof. Dr. Marcelo M. Santoro — Depto de
Bioquimica e Imunologia do ICB — UFMG)

e Cloreto de calcio (Merck®, Brasil)

e Dimetilsulféxido (DMSO) (Merck®, Brasil)

e H-D-valil-L-leucil-L-arginina 4-nitroanilida (D-Val-Leu-Arg-Nan) (PM = 579,6)
(Chromogenix®, Italia)

e 4-Nitroanilina (Sigma®, USA)

e Trizma (Sigma®, USA)

o Papel de filtro qualitativo

e Balanca analitica Mod. AG 204 (Mettler Toledo, Suiga)

e Banho-maria Unitemp® com controlador microprocessado modelo 116 B

e Deionizador de agua Mili-Q (Millipore® - USA)

e Espectrofotdmetro UV — 160 A (Shimadzu®, Japao)

e Potencidmetro Micronal® B 374
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3.2 Obtencgao da B-tripsina bovina (B-TRB) purificada

A enzima B-tripsina bovina (B—TRB), para o desenvolvimento deste trabalho, foi
purificada no Laboratério de Enzimologia e de Fisico-Quimica de Proteinas
(Laboratério Prof. Marcos Luiz dos Mares-Guia) do Departamento de Bioquimica e
Imunologia do ICB da UFMG e fornecida pelo Prof. Dr. Marcelo Matos Santoro
(SANTOS et al., prelo).

A titulagcdo em centro ativo foi realizada no mesmo laboratério e a enzima

fornecida apresentou um teor de 92 % em centro ativo.

3.3 Preparagao da solucao de uso da B-tripsina bovina

Uma solugao estoque de B—TRB (PM 24000) (DIAS et al., 1986) foi preparada
dissolvendo—se 2,0 mg da enzima liofilizada em 1,0 mL de solucdo de HCI 10> M. A
concentracao tedrica desta solugao foi de 83,3 uM. A concentragao real, em proteina,
desta solucéo foi determinada dividindo—se a sua absorvancia em 280 nm pelo valor da
absortividade molar (ez) da p-TRB (37000 M . cm™) (TALHOUT & ENGBERTS,
2001). A concentragcdo real, em centro ativo desta solugdo foi encontrada
multiplicando—se o valor da concentragdo real, em proteina, pela porcentagem de
centro ativo da enzima. Aliquotas de 100 uL desta solucdo foram armazenadas
congeladas em freezer a — 20°C.

Solugdes de uso da B—TRB eram preparadas, no dia da experiéncia, diluindo—se a

1/100 a solucdo estoque com solucéo de HCI 10 M. A solugdo de uso de B—TRB era
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conservada em banho de gelo durante todo o tempo da realizagdo dos ensaios. A

solucao restante era descartada.

3.4 Preparagao das solugoes de 4-nitroanilina (4—NAnN)

Uma solugao estoque de 4-NAn (MM = 138,1) foi preparada dissolvendo-se
11,47 mg em 40 puL de dimetilsulféxido (DMSO) e completando-se o volume para 50
mL com tampéao Tris-HCI, 100 mM, pH 8,1, contendo CaCl, 20 mM e azida de sddio a
0,1 % (p/v). A concentragdo tedrica desta solugdo estoque era de 1,66 mM. A
concentracdo real desta solugao foi determinada dividindo—se a sua absorvancia em
280 nm pelo valor da absortividade molar (ez0) da 4-NAn ( 8800 M' . cm™)
(ERLANGER, KOKOWSKY &COHEN, 1961).

Para se avaliar o efeito das diversas concentracdes da 4-NAn sobre a atividade
amidasica da B-TRB, utilizaram-se solugbes desta substancia com concentragdes

variando de 0,068 mM a 0,307 mM.

3.5 Métodos

3.5.1 Estudo cinético da hidroélise do substrato D-Val-Leu-Arg-Nan

catalisada pela B-tripsina bovina

A cinética da hidrdélise do substrato D-Val-Leu-Arg-Nan, catalisada pela B—TRB, na

auséncia e na presencga da 4-NAn, era determinada segundo Sousa et al., (2001).
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Para estes ensaios, preparava-se uma solucdo estoque do substrato D-Val-Leu-
Arg-Nan (10 mM), dissolvendo-se 25 mg em 4,313 mL de agua Milli-Q (agua tipo I). As
solugdes de uso do substrato (80 a 960 uM) eram preparadas a partir de diluigdes
apropriadas da solucao estoque, em tampao Tris—HCI, 100 mM, pH 8,1, contendo
CaCl, 20 mM e azida de sédio a 0,1% (p/v). A concentragdo real da solugdo do

substrato era determinada por hidrdlise total com solugéo de —TRB.

3.5.1.1 Determinagao da concentragéao real do substrato

Para o ensaio de hidrélise total, preparava-se uma solu¢do de uso da B-TRB,
diluindo-se a 1/100 a solugéo estoque (2 mg/mL), preparada como descrito no item 3.3,
em solugdo de HCI 10 M. Esta solugdo era mantida em banho de gelo.

Em seguida, a 900 puL de uma solugdo 10 mM do substrato D-Val-Leu-Arg-Nan,
eram adicionados 100 uL da solugdo da p—TRB e as misturas em quadruplicatas, eram
incubadas a 37°C, durante quatro horas, quando se obteve uma leitura de Ay
constante. Neste periodo, as reacbes eram paralisadas em intervalos de 30 minutos,
adicionando-se 100 uL de acido acético a 60%. O controle (branco) continha 100 uL da
solugdo de HCI 10 M, em substituicdo a solugdo de B-TRB. Apds a adigao do acido
aceético, liam-se as absorvancias das misturas, em 410 nm, que eram convertidas em
concentragcao real do substrato, dividindo-as pelo valor da absortividade molar da 4-
NAnN, que é um dos produtos finais da hidrdlise. Dividindo-se o valor da concentragao
real da solugdo do substrato, determinada no ensaio, pelo valor da concentragao
tedrica da solucado do substrato, obtinha-se um fator. A concentragao real da solugcao
estoque do substrato era, entdo, calculada multiplicando-se o valor de sua

concentracao tedrica pelo fator.
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O fundamento da hidrélise do substrato catalisada pela B—TRB é:

D-Val-Leu-Arg-Nan + H,0 P . D-Val-Leu-Arg-COOH + 4-Nan

3.56.1.2 Cinética da hidrélse do substrato D-Val-Leu-Arg-Nan, catalisada pela

B-TRB, na auséncia e na presencga da 4-Nan

Para se avaliar o efeito das diversas concentragbes do substrato, D-Val-Leu-Arg-
Nan, sobre a atividade amidasica da B—TRB, utilizaram-se solugbes do substrato com
concentragdes de 80, 120, 160, 320, 480, 640 uM, respectivamente.

As misturas de incubagdo eram preparadas da seguinte maneira: em uma cubeta
de vidro de 1,5 mL, colocada no compartimento da cubeta de referéncia do
espectrofotdbmetro, eram adicionados 400 uL do tampao Tris—HCI, 100 mM, pH 8,1,
contendo CaCl; 20 mM e azida de sédio a 0,1% (p/v). Em uma outra cubeta de 1,5 mL,
colocada no compartimento da cubeta da amostra do espectrofotdbmetro, eram
adicionados 390 uL do tampao Tris—HCI, 100 mM, pH 8,1, contendo CaCl, 20 mM e
azida de sodio a 0,1% (p/v) e 10 uL da solugdo de uso da B—TRB diluida a 1/100 em
HCI 10° M. As cubetas eram deixadas nos respectivos compartimentos do
espectrofotbmetro, termostatizados a 37°C durante 05 min, para equilibrar a
temperatura. A seguir, eram adicionados, a cubeta de referéncia e a cubeta da
amostra, 700 uL da solugéo do substrato, diluida no tamp&o Tris—HCI, 100 mM, pH 8,1,
contendo CaCl; 20 mM e azida de sodio a 0,1% (p/v). Apds a homogeneizagao rapida
da mistura, o espectrofotdbmetro era acionado para fazer leituras de 15 em 15 segundos

durante 3 min no modo cinético.
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Nos ensaios cinéticos da inibicdo da B—TRB pela 4-NAn eram adicionados, a
cubeta de amostra, 10 uL da solugdo de uso da B—~TRB em HCI 10° M, e volumes
crescentes (50, 100, 125, 150, 175, 200 e 225 ulL) de uma solugédo de uso de 4—Nan,
preparada no tampéao Tris—HCI, 100 mM, pH 8,1, contendo CaCl, 20 mM e azida de
sédio a 0,1% (p/v), e volumes adequados do mesmo tampé&o para completar o volume
de 400 pulL, para se obter concentragdes de 4-NAn, no ensaio, de 0,068; 0,136; 0,170;
0,205; 0,239; 0,273 e 0,307 mM, respectivamente. Na cubeta de referéncia eram
adicionados apenas os volumes da solugdo da 4-NAn acima mencionados, e 0s
volumes adequados de tamp&o para completar 400 uL. As cubetas, com as misturas,
eram colocadas nos respectivos compartimentos das cubetas do espectrofotbmetro e
eram pré—incubadas a 37°C durante 05 min para equilibrar a temperatura. A seguir,
eram adicionados a cubeta de referéncia e a cubeta da amostra 700 uL da solugéo de
uso do substrato com concentragdes variando de 80 a 640 uM, preparada em tampao
Tris—HCI, 100 mM, pH 8,1, contendo CaCl, 20 mM e azida de sédio a 0,1% (p/v),
previamente equilibrada a 37°C. As misturas eram homogeneizadas e as cubetas eram
recolocadas nos respectivos compartimentos do espectrofotdmetro, termostatizados a
37°C. As incubagdes eram realizadas em quadruplicatas.

A diferenca entre as absorvancias das misturas de incubacido, na cubeta da
amostra e na cubeta de referéncia, era registrada durante 3 min e fornecida como
AAs10/min. Os valores de AA41o/min eram convertidos em velocidade de reagéo (uM .

min'1), utilizando-se a seguinte equacgao:

V=AAso/ minx1/€EM. [B-TR]

Onde,
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v = velocidade da reagao

AA41 = diferenga das absorvancias em 410 nm por minuto

€M = absortividade molar da 4-Nan (8800 M "".cm™) (ERLANGER et al.,1961).

[B—-TR ] = concentragao real, em centro ativo, da —TRB no ensaio

Para cada concentracado do substrato eram realizadas incubagdes na auséncia da

4-Nan e na presencga de concentracdes crescentes da 4—NAn.

3.5.2 Tratamento dos dados cinéticos

Os dados cinéticos para a inibicao da B-TRB pela 4-NAn podem ser descritos pelo

seguinte esquema:

KS = Km kcat

El ESI

De acordo com Cornish—-Bowden (1981) € o mais simples mecanismo formal para

inibicdo mista, onde o inibidor liga-se a enzima livre E para formar o complexo enzima-
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inibidor EI, com uma constante de inibicdo K; e ao complexo enzima-substrato ES para
formar o complexo enzima-substrato-inibidor ESI, com a constante de inibicdo K;'.
A velocidade inicial (v), corrigida pela concentragdo da enzima, € dada pela
seguinte equacgao:
Vi Keat - [S]

— =V = Eq. 1
[Eo] Km . (1 +[I/Ki) + [S]. (1 + [IVK?)

Segundo Cornish-Bowden (1981), quando a inibicdo mista linear ocorre, ambos
Keat™ € Keat ™" /K2 variam com a concentragdo do inibidor de acordo com as seguintes

equacoes:

kcat
Kegt™P = —————— Eq. 2
1+ [IVK

que pode ser rearranjada para:

']/kcatap = 1/Keat + (1/kcat . Ki’) 1 Eqg. 3

Kn (1 + [IV/Ki)

K = Eq. 4
1+ [UK
e
kcat/Km
Keat " /K™ = Eq. 5

1t [|]/K.
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que pode ser rearranjada para:

Km™/Keat™ = Km/Keat + K/ (Keat - Ki)] - [1] Eq. 6

Os dados experimentais foram tratados desenhando-se, preliminarmente, os
graficos de Michaelis-Menten, Lineweaver-Burk e Hanes-Woolf, utilizando-se o
programa de computador Sigma Plot 8.0.

Os valores dos parametros cinéticos Vmax, Km € kcat foram calculados e os graficos
de Kn®/keat™ e 1/ keat™, em funcdo da concentragdo da 4-Nan, foram desenhados
utilizando-se 0 mesmo programa.

Da inclinagdo da curva do grafico de K?*/keat™> em fungdo da [4-NAn] foi calculado
o valor do K e da inclinagdo da curva do grafico de 1/ kea™ em fungdo da [NAnN] foi
calculado o K.

O gréfico de Lineweaver-Burk é a linearizagao da equacgao de Michaelis-Menten e

o grafico de Hanes-Woolf € um rearranjo da equagao de Lineweaver-Burk.

3.5.3 Analise estatistica dos dados cinéticos

Os parametros cinéticos Ky, Keat, Kn™ € Keat™ para as hidrélises do substrato D-
Val-Leu-Arg-Nan catalisadas pela B-TRB, na auséncia e na presenga da 4-NAn foram
calculados por regressao nao linear, sem peso estatistico, ajustando-se os dados a
equacgao de Michaelis-Menten, utilizando-se o programa de computador Sigma Plot 8.0.

Os valores de K e Ki para a inibicdo do tipo mista da B-TRB pela 4-NAn foram

calculados a partir dos graficos de Kn®/keat™ vs [I] e de 1/kcat™ vs [l], respectivamente.
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3.5.4 Estudo da estabilidade da solugao estoque da B-tripsina bovina

A solucao estoque da B-TRB (67,8 uM) foi distribuida em aliquotas de 100 uL e
estas aliquotas foram armazenadas a — 20°C. Uma aliquota era retirada do freezer,
mensalmente, descongelada no banho de gelo e sua atividade amidasica era
determinada, com o substrato D-Val-Leu-Arg-Nan, durante um periodo de seis meses,

conforme item 3.5.1.2.
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4.1 Inibicées da atividade amidasica da B—Tripsina bovina (B-TRB)

pela 4-nitroanilina (4-NAn) com o substrato D-Val-Leu-Arg-Nan

A hidrdlise do substrato D-Val-Leu-Arg-Nan, catalisada pela de p—TRB, seguiu a
cinética de Michaelis-Menten na faixa de concentragées do substrato ensaiada (80 a
640 uM). A Figura 4 ilustra o Grafico de Michaelis-Menten para a hidrolise do substrato
D-Val-Leu-Arg-Nan (80 a 640 uM), catalisada pela p—TRB, na auséncia e na presenca
de diferentes concentracdes de 4-Nan (0,068 a 0,307 mM). Cada ponto deste grafico e
dos demais apresentados neste trabalho representa a média das determinagdes em
quadruplicatas.

Neste grafico é possivel observar a diminuicdo das velocidades de hidrélise do
substrato, catalisadas pela p—TRB, na presenca de 4-NAn, em relagdo as velocidades
de hidrdlise do substrato na auséncia da 4-NAn, indicando inibicdo da enzima.

A Figura 5 ilustra o grafico de Lineweaver-Burk para os dados apresentados na
figura anterior. Observa-se que as quatro linhas retas inferiores (e, 0, A e A)
correspondentes a auséncia de inibidor e as trés concentracdes mais baixas do inibidor
cruzam-se aproximadamente no mesmo ponto, no segundo quadrante, sugerindo
inibicdo mista. Porém, as retas correspondentes as concentracdes maiores do inibidor
(L, O, O e &) cruzam-se com as primeiras em pontos completamente diferentes,
indicando uma inibicdo mais complexa da enzima.

A Figura 6 ilustra o grafico de Hanes-Woolf. Observa-se que as linhas retas
correspondentes a experiéncia na auséncia do inibidor e na presenga das sete
concentragdes do inibidor, utilizadas no ensaio, convergem-se para um mesmo ponto

no segundo quadrante, indicando, também, uma inibigao mista.
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Na Tabela 4, estdo apresentados os valores dos parametros cinéticos Kgat ™,

K, Keat, ™! K, 1/ Keat ™ € Knn® / keat ™ para as hidrolises do substrato D-Val-Leu-Arg-

Nan, catalisadas pela B-TRB, na auséncia e na presenca da 4-NAn.

Tabela 4 - Valores dos parametros cinéticos para a reagao de hidrélise do substrato D-

Val-Leu-Arg-Nan catalisada pela B-TRB na auséncia e na presenca da 4-NAn

4-NAn Koat™ K Keat /K 1/Keat™® X 10% K /K™
(mM) (min™") (uM) (min™ . uM™ (min) (uM . min)
0 3366 +38 168,3+6,3 20,0 2,97 0,050
0,068 3227 +59  169,2 + 8,4 19,1 3,09 0,052
0,136 3043+ 100 173,0+15,7 17,6 3,29 0,057
0,170 2819+ 150 183,3+25,8 15,3 3,55 0,065
0,205 2274+ 172 159,3 +33,6 14,3 4,40 0,070
0,239 1699 + 120 137,2+ 28,9 12,4 5,89 0,081
0,273 1253+ 100 152,9 + 34,8 8,2 7,98 0,122
0,307 977 + 100 159,4 + 453 6,1 10,24 0,163

Pode-se observar, na Tabela, 4 os efeitos da 4-NAn sobre os parametros

cinéticos keat™’, Kn® e sobre as relagdes dos parametros cinéticos Keat™ /Km™, 1/ Keat'" €

Kmap/ kcatap da B'TRB OS ValoreS de kcatap, kcatap/Kmap, 1/ kcatap e Kmap/ kcatap fOl'am

modificados na presenca do inibidor, enquanto os valores de K,** ndo variaram, dentro

do erro experimental, na presenca das crescentes concentragdes do inibidor.
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A Figura 7 ilustra os graficos de Kn/keat™ € 1/kcat™ em fungéo da concentragdo
da 4-NAn. Os valores calculados de K **/keat™ € 1/keat™ na auséncia e na presenca da
4-NAn nas concentragdes 0,068 mM e 0,136 mM, situam-se em linhas retas. Nas
concentracées maiores da 4-NAn, observa-se um desvio crescente das respectivas
curvas, que ajustam-se a regressdes de segunda ordem, indicando a ligagdo de duas
moléculas do inibidor a mesma molécula da enzima. Das inclinagdes das porgdes retas
das linhas de Kn**/keat™® e 1/keat™ em funcdo da concentragdo da 4-NAn, foram

calculados os valores de K; e K, que estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Valores das constantes de inibigao, K; e K/, para a inibicao da p-TRB pela 4-

NAN

Inibidor Ki (mM) K/ (mM)

4-Nan 1,00 £ 11,2 1,28 £ 18,1

4.2 Estudo da estabilidade da solugao estoque da B-tripsina bovina

O estudo da estabilidade da p-TRB armazenada e conservada a —20°C durante
o periodo de 6 meses, com o substrato D-Val-Leu-Arg-Nan na concentracdo de 640

uM, revelou que a enzima nao perdeu a sua atividade.
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FIGURA 5 Grafico de Lineweaver-Burk para hidrolise do substrato D-Val-Leu-Arg-Nan,

catalisada pela B-tripsina bovina,na auséncia e na presenga de 4-NAn.
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5.1 Cinética da inibicao da atividade amidasica da B-tripsina bovina
(B-TRB) pela 4-nitroanilina (4-NAn), com o substrato D-Val-Leu-Arg-

Nan

O objetivo deste estudo foi aprofundar os conhecimentos sobre a cinética da
inibicdo da atividade amidasica da p-TRB pela 4-NAn, visando identificar os
mecanismos de inibicdo, determinar o numero de sitios de ligacdo e as suas
respectivas constantes de inibi¢cao (Ki).

A B-tripsina foi escolhida por ser um bom modelo experimental para estudos de
caracterizagao das serino proteases, visto ser uma enzima com caracteristicas
cinéticas e as estruturas bem definidas. A 4-NAn foi utilizada no estudo da inibicao da
B-TRB por ser um dos produtos de hidrélise dos substratos, do tipo anilida, utilizados
nos ensaios cinéticos. Por outro lado, a 4-NAn foi demonstrada ser um inibidor do tipo
misto linear da calicreina tecidual humana (hK1), uma serino protease, em alguns
aspectos, semelhante a B-tripsina (SOUSA, 2001).

O Grafico de Michaelis-Menten para a hidrdlise do substrato D-Val-Leu-Arg-Nan,
catalisada pela B-TRB, na auséncia e na presenga da 4-NAn (FIGURA 4) evidencia a
inibicdo da enzima por este composto.

O grafico de Lineweaver-Burk, correspondente aos dados da Figura 4,
apresentado na Figura 5, indica que a inibicdo € mista, pois as quatro primeiras linhas
retas obtidas na auséncia da 4-NAn e na presenca das trés menores concentracdes da
4-NAn (0,068; 0,136 e 0,170 mM), mostraram-se convergentes para um unico ponto no
segundo quadrante, proximo ao eixo da abcissa (1/[D-Val-Leu-Arg-Nan]). As outras
linhas retas correspondentes as concentragdes mais elevadas da 4-NAn indicam a
inibicdo mais complexa da enzima.

Para confirmar o diagndstico do tipo de inibigdo, desenhou-se o grafico de

Hanes-Woolf, onde mostra que as linhas retas, correspondentes as diversas
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concentracdes do inibidor, cruzam com a linha reta correspondente a auséncia do
inibidor em pontos muito proximos, no segundo quadrante, indicando que a inibigdo é
do tipo mista (FIGURA 6).

Ha uma diferenga visivel entre os graficos de Lineweaver-Burk e Hanes-Woolf
(FIG. 5 e 6).

Segundo Segel (1975), o grafico dos duplos reciprocos de Lineweaver-Burk (1/v
vs 1/[S]) € o grafico mais usado para o diagndstico primario da inibicdo enzimatica.
Entretanto, segundo o autor, o uso deste grafico tem sido criticado em dois pontos:
aumentos iguais da concentragcdo do substrato que produzem pontos igualmente
separados no grafico basico de (v vs [S]) (Michaelis-Menten), ndo produzem pontos
igualmente separados no grafico de duplos reciprocos. Por exemplo, valores de [S]
iguais a 1, 2, 3 e assim por diante, produzirdo valores reciprocos que tendem a se
agrupar proximo ao eixo de 1/v. Assim, havera relativamente poucos pontos no lado
mais alto da escala de 1/[S] e estes pontos sdo os que tém mais peso no ajuste visual
subjetivo da linha. A segunda e mais importante critica € que pequenos erros na
determinacdo de v sdo amplificados quando os reciprocos sdo tomados. Erros na
determinacdo de v sdo provaveis de ser significativos em baixas concentracbes de
substratos (baixos valores de v). Um ou dois pontos ruins de 1/v para valores mais
altos de 1/[S] podem introduzir um notavel erro na inclinagao da reta.

Para desenhar o grafico de Hanes-Woolf ([S]/v vs [S]), a equagao de
Lineweaver-Burk é rearranjada multiplicando-se ambos os lados por [S], como descrito
a sequir:

Equacao de Lineweaver-Burk:
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Multiplicando ambos os lados da equacéo pela [S]:

[S] [S] Knm 1 [S]

_— = X + Ou:
Vi Vmax [S] Vmax

[S] 1 Kw

— = ———x[§] +

vi Vmax Vmax

Equacgédo de Hanes-Woolf produzida a partir do rearranjo da equagao de Lineweaver-
Burk

Fonte: SEGEL, 1975, p. 210.

Tanto o grafico de Hanes-Woolf (FIGURA 6) quanto o grafico das relagdes
Kn®P/keat™ € 1/keat™ em funcdo da [4-NAn] (FIGURA 7) sinalizam a presenga de dois
comportamentos da enzima frente a 4-NAn. Os resultados indicam um comportamento
até a concentracao de aproximadamente 0,150 mM da 4-NAn, em que ha uma inibigao
mista linear e um outro comportamento com as concentragcdes acima de 0,150 mM da
4-NAn, onde observa-se uma inibicdo do tipo parabdlica. Para esclarecer melhor o
segundo comportamento, serdo necessarios estudos mais aprofundados; portanto,
sera abordado apenas o primeiro comportamento.

Os valores dos parametros cinéticos K;, e Ki/ podem ser determinados a partir
dos graficos dos parametros K **/keat™ € 1/kea™ em fungdo da [4-NAn],
respectivamente. A partir das regressdes lineares foram obtidos os valores das duas
constantes de inibigdo Ki = 1,00 + 11,2 mM e K/ = 1,28 £ 18,1 mM, que séo iguais,

dentro do erro experimental (TABELA 5).
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Os dados cinéticos obtidos para a 4-NAn foram tratados segundo CORNISH-

BOWDEN (1981), para a avaliagdao dos efeitos do inibidor sobre os parametros
cinéticos K e Keat™?. Os parametros Keat™ € Keat'/ Kn®, como podem ser observados
na Tabela 4, decresceram com o aumento da concentracido do inibidor e os valores de
Kn? mantiveram-se constantes, dentro do erro experimental. Estes dados cinéticos sdo
consistentes com a inibicdo ndo competitiva pura , que segundo o autor, € um caso
especial de inibicado mista linear , na qual os valores de K; e K/’ sdo iguais.

Os resultados indicam a presenga de um segundo sitio de ligagao para a 4-NAn,

na B-TRB.

O valor de Ky, para a B-TRB (168,3 + 6,3 uM) com o substrato D-Val-Leu-Arg-
Nan estimado, neste trabalho, € semelhante aos valores publicados por OLIVEIRA
(1993) (180 uM) e por SOUSA (2001) (191,7 uM).

O valor de K, para B-TRB (168,3 + 6,3 uM), estimado neste trabalho, com o
substrato D-Val-Leu-Arg-Nan é cerca de quatorze vezes maior do que o valor de K,
para a hK1 (12,0 £ 0,8 uM), com o0 mesmo substrato (SOUSA,2001), indicando que a
hK1 possui maior afinidade por este substrato. Porém, quando compara-se os valores
de ket das duas enzimas, observa-se que o da B-TRB (3366 + 38 min') &
aproximadamente setenta vezes maior do que o da hK1 (48,4 + 1,0 min™), indicando
maior eficiéncia catalitica da 3-TRB.

A comparacao entre o valor de ket , encontrado neste trabalho, para a B-TRB
com o substrato D-Val-Leu-Arg-Nan (3366 + 38 min™') e o valor de ke encontrado por
SOUSA et al. (2001) (1604 + 107 min™") mostra que a primeira é cerca de duas vezes

mais eficiente e. quando comparado com o valor encontrado por JUNQUEIRA, SILVA

e MARES-GUIA (1992) (2058 min™") e por OLIVEIRA et al. (1993) (2058 min™") mostra
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que a B-TRB, utilizada neste trabalho, € cerca de 1,6 vezes mais eficiente do que a
utilizada por esses autores.

As diferengas encontradas entre os valores de k¢t da B-TRB, com o substrato D-
Val-Leu-Arg-Nan, deste estudo e dos trés autores citados, podem ser explicadas em
funcdo das metodologias de purificacdo da B-TRB utilizadas. Nos trabalhos de
JUNQUEIRA, SILVA E MARES-GUIA (1992), OLIVEIRA et al. (1993) e de SOUSA et
al. (2001), a B-TRB foi purificada pelo método de SCHROEDER e SHAW (1968),
modificada por DIAS e ROGANA (1986). No presente trabalho foi utilizada uma pB-TRB
purificada por um método otimizado de purificagao, descrito por SANTOS et al. (2007).

A comparagao entre os valores de K; para as inibicdes, pela 4-NAn, da hK1
(36,8 £ 5,2 uM) e da B-TRB (1000 + 11200 uM), revela que o inibidor interage cerca de
vinte e sete vezes melhor com o subsitio S; do centro ativo da hK1do que com o
subsitio S do centro ativo da B-TRB. Além disso, a comparagao dos valores de K/ para
as inibigdes, pela 4-NAn, da hK1(289 + 93 uM) e da B-TRB (1280 + 18100 uM), mostra
qgue o inibidor também interage melhor com o segundo sitio de ligagdo da hK1 do que
com o segundo sitio de ligagdo da B-TRB. Na inibicdo da hK1 pela 4-NAn pode ser
observada, através dos valores de K; e K/, uma interacdo mais forte do inibidor com o
subsitio S1 do centro ativo da enzima do que com o segundo sitio de ligagdo.
Entretanto, na inibicdo da B-TRB, pela 4-NAn, ndo & observada essa diferenga nas
forgas de ligacdo com os dois sitios citados, visto que, os valores das constantes de
inibicdo sao iguais, dentro do erro experimental.

A inibicao da 4-NAn foi comparada, também, com dados da literatura de outros

inibidores, como a benzamidina (BzA), a p-aminobenzamidina (p-ABzA) e a anilina

(An).

Comparando-se os valores de K; para a inibicado da B-TRB, pela 4-NAn (pK,

1,00) (1000 + 11200 uM), pela BzA (pKa = 11,41) (18,4 uM) e pela p-ABzA (pK,
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12,39) (8,25 uM) (MARES-GUIA e SHAW, 1964), e pela An (pKa = 4,60) (10800 + 1000

uM) (SOUSA et al., 2001), observa-se que a ligagdo da An ao centro ativo da B-TRB é
a que possui menor afinidade, seguida da 4-NAn e da BzA, respectivamente, e a p-
ABzA é a que apresenta a maior afinidade, sendo a 4-NAn, portanto, um inibidor
melhor do que a An, mas menos eficiente do que a p-ABzA e a BzA.

Considerando-se que em pH 8,1 os gupos amidinio da p-ABzA e da BzA
apresentam uma carga positiva real, € razoavel esperar que esses compostos
interajam melhor com o subsitio S1 do centro ativo da B-TRB. A interagdo maior com a
p-ABzA em relagcdo a BzA poderia ser explicada, como foi sugerida por MARES-GUIA
et al. (1977), em termos de uma interagao do tipo dipolo-dipolo nas benzamidinas para-
substituidas. Um dipolo aparecera no inibidor como consequéncia de uma transferéncia
intramolecular de carga do substituinte para o anel e vice-versa, que sera capaz de
interagir com um sitio na enzima. Segundo os autores, o grupo hidroxila da Ser'®
reativa é o mais provavel candidato para o dipolo da enzima, que interage com o dipolo
na posi¢ao para, nas benzamidinas substituidas.

A 4-NAn é um composto que em pH 8,1 ndo mostra uma carga positiva nitida,
mas uma carga positiva induzida por transferéncia intramolecular de elétrons do grupo
amino para o grupo nitro, por ressonancia isovalente, tornando o grupamento nitro com
um o~ e o grupamento amino com ¢* (CRAM e HAMMOND, 1964), o que explicaria
sua ligagao no centro ativo da enzima. Por outro lado, a 4-NAn ap0és ligar-se ao subsitio
S4 do centro ativo da B-TRB, possivelmente, apresenta uma repulsdo enzima-inibidor
do tipo dipolo-dipolo, envolvendo as cargas negativas do atomo de oxigénio do grupo
nitro na posi¢cao C4 do anel aromatico, induzida por ressonancia, e o grupo hidroxila da
Ser '8 | 0 que poderia explicar a menor afinidade da B-TRB pela 4-NAn em relagdo as
benzamidinas. Ja a anilina € um pior inibidor do que a 4-NAn , provavelmente, porque

apresenta um o mais fraco no grupamento amino, devido a auséncia de um grupo
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retirador de elétrons na posicdo C4 do anel aromatico e, assim, a sua interagdo com o
sitio aniénico da enzima é mais fraca.

Interagdo semelhante foi sugerida por SOUSA et al. (2001), para explicar seus
resultados sobre o efeito inibidor da hK1 pela 4-NAn. Porém, a interagao da hK1 com a
4-NAn apresentou-se mais forte (K; = 36,8 uM), quando comparada com a interagao da
B-TRB com a 4-Nan (Ki = 1000 uM), o que poderia ser explicado devido a uma
interacao vinte e sete vezes menos intensa com esta enzima.

Finalmente, o fato da 4-NAn néo ser o inibidor com maior eficiéncia ndo diminui
a sua importancia, ja que este composto € um dos produtos da hidrélise dos substratos

do tipo anilida, pelas serino proteases, semelhantes a tripsina.

5.2 Perspectivas

A B-tripsina € uma serino protease modelo e além disso, esta envolvida em
doencgas de alta gravidade como pancreatite e cancer, principalmente, o cancer colo-
retal. O estudo de inibidores de serino proteases e no caso especifico da p--tripsina é
de fundamental importancia no desenvolvimento de pesquisas farmacéuticas de
inibidores/farmacos, que poderao futuramente serem utilizados no tratamento de varias
doencgas; bem como, no estudo mais aprofundado dos mecanismos fisiologicas desta
enzima.

Tendo-se em vista a necessidade do conhecimento mais aprofundado desta
enzima, baseado nos fatos citados acima e os resultados obtidos neste trabalho, sera
necessario mais estudos com outras metodologias, como por exemplo, a

microcalorimetria. Estes estudos poderdao esclarecer melhor a inibigdo da B-tripsina
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bovina pela 4-nitroanilina em concentragcdes mais altas, em que foi detectado um
aumento maior na inibicado, como pode ser visto através dos graficos apresentados no

trabalho.
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Analisando-se os resultados do atual estudo pode-se concluir que:

As hidrdlises, catalisadas pela p-tripsina bovina, do substrato D-Val-Leu-Arg-Nan,
revelam que a enzima segue a cinética de Michaelis-Menten, em toda a faixa de

concentracdes utilizada do substrato.

A 4-nitroanilina é um inibidor misto da B-tripsina bovina. Assim, este composto é
capaz de se ligar tanto a enzima livre, formando o complexo binario [El], quanto ao
complexo enzima-substrato [ES], formando o complexo ternario enzima-substrato-
inibidor [ESI] inativo. Este tipo de inibicdo indica a existéncia de um segundo sitio,

diferente do centro ativo, ao qual se liga a molécula do inibidor.

A p-aminobenzamidina e a benzamidina sio inibidores competitivos da tripsina
(MARES-GUIA e SHAW, 1965), implicando assim, na combinacédo destas amidinas
apenas no sitio aniénico da enzima, formando o complexo binario [El]. Portanto, o
comportamento cinético da tripsina com estes dois inibidores é diferente do

comportamento cinético desta enzima com a 4-nitroanilina.

A inibicdo da p-tripsina bovina (B-TRB) pela 4-nitroanilina apresenta dois
comportamentos, uma inibicdo mista linear, na presengca de concentragdes mais
baixas do inibidor e uma inibicdo do tipo parabdlica, na presenca de concentracoes
mais altas do inibidor, a qual é objeto de mais estudos. Ja a inibigdo da calicreina
tecidual humana (hK1) pela 4-NAn é do tipo mista linear. O estudo revelou a
presenca de dois sitios de ligagdo, assim, como ocorre na hK1, o centro ativo
propriamente dito e um segundo sitio, com afinidades iguais para a B-TRB e

afinidades diferentes para a hK1. Portanto, com este inibidor, o0 comportamento
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cinético da B-tripsina apresenta-se de forma diferente ao da hK1, bem como, as

suas afinidades pelo inibidor e a eficiéncia catalitica.

A inibicdo da B-tripsina bovina, uma serino protease modelo, pela 4-nitroanilina &
extremamente importante, visto que, este composto € um dos produtos da hidroélise
de substratos, do tipo anilida, pela enzima. O efeito inibidor pode introduzir erros em
experimentos de determinagdes da atividade amidasica da enzima, realizados com

incubacdes em tempo fixo, principalmente, se o tempo de incubacéo for longo.

A verificagao da estabilidade, durante o periodo de 6 meses, da B-tripsina bovina,
em solugdo de HCI 10° M, armazenada em aliquotas conservadas a —20°C é um
dado importante nas pesquisas que envolvem esta enzima, uma vez que nao ha
informagdes na literatura sobre esta estabilidade. A boa estabilidade da B-TRB, nas
condigdes mencionadas acima, é de grande valor, pois assim, pode-se partir de
uma mesma solugao estoque da enzima durante todo o ensaio, possibilitando a

padronizagao do experimento.
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