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RESUMO

Inibidores de proteases — moléculas capazes de inibir a atividade catalitica de enzimas
proteoliticas — compreendem uma das mais abundantes classes de proteinas em plantas. Nas
sementes, as funcdes destas moléculas estiio relacionadas com o controle de proteinas endogenas
e com mecanismo de defesa contra insetos fitofagos. Este trabatho teve como objetivo isolar,
purificar, caracterizar estruturalmente e testar algumas aplicagdes biotecnologicas de um inibidor
de serinoprotease das sementes de Cassia leptophylla. Apés extragdo salina, a partir de
cotilédones de sementes secas, o inibidor foi purificado por meio de cromatografia de filtragao
molecular sobre coluna Superdex75 e cromatografia de troca idnica em uma coluna Mono-Q. A
proteina purificada apresentou PI de aproximadamente 4,5 e massa molecular estimado por
eletroforese (SDS-PAGE) de 20kDa, sendo constituida por duas cadeias polipeptidicas de 16kDa
e 4kDa. A seqiiéncia N-terminal da cadeia de 4 kDa (ATEDEKKDLGISIDDCCNRRLVVK)
revelou similaridade com outros inibidores de serinoproteases tipo Kunitz isolados de
Adenanthera pavonina, Prosopsis juliflora e Acacia confusa; o inibidor em estudo foi
denominado CLTI (Cassia leptophylla trypsin inhibitor). A investigagio da seqiéncia N-terminal
da cadeia de 16 kDa, por meio da degradagio de Edman automatizada, nio deu sinal positivo,
indicando provavel bloqueio do primeiro residuo de aminoacido. O espectro de dicroismo
circular (CD) do inibidor revelou que os componentes de estrutura secundaria séo constituidos
predominantemente de folhas-B, voltas e estruturas nio ordenadas. O espectro de emissdo de
fluorescéncia deste inibidor apresentou maximo de emissdo em 226 nm, tipico de proteinas com
os residuos de triptofano protegidos do solvente. CLTI quando submetido & pHs extremos (4cidos
e basicos) revelou alteragdes de estrutura secundania e foi estavel até cerca de 55°C (temperatura
de transigdo 59°C), ambos investigados por CD e emissdo de fluorescéncia. Ensaios de atividade
biologica in vitro revelaram que CLTI inibiu a coagulagio de plasma humano citratado, a agdo
das enzimas tripsina (KI 1,92nM), quimotripsina (KI 14,5nM), e calicreina plasmatica humana
(KI 1,5uM), mas ndo apresentou inibigio sobre elastase porcina. CLTI formou um complexo
estavel com a tripsina demonstrado pela eluigio do mesmo em coluna de filtragdo molecular. Este
inibidor também mostrou atividade fungicida sobre as cepas de Fusarium moniforme e Fusarium
graminearum e atividade fungistatica sobre as cepas de Colletotrichum sp. F37 e Colletotrichum
sp. P10.



ABSTRACT

Proteinase inhibitors are molecules able to inhibit the catalytic activity of proteolytic enzymes.
They are the most abundant class of plant proteins. The function of these molecules in seeds is
related to the control of endogenous proteins and defense mechanisms against phytopathogens.
The objectives of this work are the isolation and structural characterization of a serine proteinase
inhibitor from seeds of Cassia leptophylla. Besides, some biotechnological properties of this
inhibitor were tested. After saline extraction from dry seed cotyledons, the inhibitor was purified
by gel filtration chromatography on a Superdex75 column and ion exchange chromatography on
a Mono-Q column. The purified protein presents a pI of approximately pH 4,5 and 20 kDa
molecular mass estimated by electrophoresis (SDS-PAGE). This protein is constituted by two
polypeptide chains, one of 16kDa and other of 4kDa. The N-terminal sequence of 4kDa peptide
(ATEDEKKDLGISIDDCCNRRLVVK) reveals homology with other Kunitz type serine
proteases inhibitors isolated from Adenanthera pavonina, Prosopsis juliflora and Acacia confusa.
The studied inhibitor was named CLTI (Cassia leptophylla trypsin inhibitor). N-terminal
sequencing of the 16kDa chain, using Edman degradation, did not show positive signal probably
indicating blocked amino acid residues. The circular dichroism spectrum (CD) of this inhibitor
reveals that the components of the secondary structure are constituted predominantly by B sheets
and unordered structures. The fluorescence emission spectrum of this inhibitor presents the
maximum emission at 226nm typical of proteins with tryptophan residues solvent inaccessible.
CLTI secondary structure was revealed to change at extremely acid and alkaline pHs. It remained
stable at temperatures up to 55°C (transition temperature of this protein is 59°C). All these data
were investigated by CD and fluorescence emission. Tests of biological activity in vitro revealed
that CLTI inhibits blood clotting of citrated human plasm. Tests also showed inhibitory activity
against trypsin (Ki 1,92nM), chymotrypsin (Ki 14,5nM) and human plasm kallikrein (Ki 1,5
uM), but did not present inhibition against porcine pancreatic elastase. CLTI showed to form a
stable complex with trypsin when eluted in gel filtration chromatography. This inhibitor also
showed fungicide activity against the strains of Fusarium moniforme and Fusarium
graminearum, and fungistatic activity against Colletotrichum sp. 37 and Colletotrichum sp. P10
strains.



I- INTRODUCAO

1.1 —-PROTEASES

Proteases ou enzimas proteoliticas sdo moléculas enzimaticas que catalisam a clivagem
hidrolitica de ligagdes peptidicas presentes em substratos protéicos ou peptidicos; esta
clivagem resulta em ativagdo, inativagio funcional, proteolise limitada ou na digestdo da
molécula em questdo. As enzimas proteoliticas estdo presentes em varios tecidos de animais,
plantas e microorganismos [Macedo ef al., 2000].

A Unido Internacional de Bioquimica reconhece cinco grupos de proteases. A
classificacdo é baseada em sua fungdio, especificidade, estrutura tridimensional, comparagao
dos sitios ativos e mecanismo catalitico [Grozonka, 2001; Powers, 2002].

As proteases sio separadas em quatro principais classes de mecanismos enzimaticos €
entre estas classes ha seis familias de proteases. Estes grupos sdo: serinoproteases I e I,
cisteinoprotease, asparticoprotease ¢ metaloprotease 1 e IL Cada familia tem uma
caracteristica comum de residuos de aminoécidos funcionais arranjados numa configuragdo
especifica, formando o sitio ativo [Koiwa et al, 1997; Powers et al, 2002].

As serinoproteases sio as enzimas proteoliticas mais intensamente estudadas e melhor
caracterizadas, incluem moléculas que estdo envolvidas em muitos processos fisiologicos tais
como: digestdo, desenvolvimento, processos inflamatorios, proliferagio celular,
diferenciagdo, permeabilidade vascular, reabsor¢do Ossea e coagulagio [Powers 2002]. As
principais enzimas que constituem o grupo das serinoproteases I sdo: tripsina, quimotripsina,
elastase, calicreina pancreatica e trombina; o principal representante das serinoproteases Il € a

subtilisina [Dunn, 1989, Neurath, 1989].



O sitio ativo das serinoproteases I é formado pelos residuos Asp102, Ser195 e His57 (o
niamero do residuo corresponde a seqiiéncia de aminoacidos da quimotripsina) que estdo
ligados por pontes de hidrogénio. Estes trés residuos sdo conhecidos como triade catalitica e
estdo envolvidos diretamente com a hidrélise das ligagdes peptidicas [Bode e Huber, 1992].
As enzimas pertencentes a esta classe apresentam estrutura e mecanismo de agdo semelhante,
mas clivam ligagBes adjacentes do grupo carbonil em diferentes residuos de aminoacidos
devido as diferengas estruturais no centro de ligago (tabela 1) [Warshel et al., 1989]. O sitio
da serinoprotease II ¢ composto por Asp32, Ser221 e His64 (o nimero do residuo

corresponde & seqiiéncia de aminoacidos da subtilisina).

Enzimas proteoliticas Ponto de clivagem
Tripsina Lisina e arginina
Quimotripsina Fenilalanina, triptofano e tirosina.
Elastase Residuos neutros e pequenos
Trombina Arginina
Papaina Arginina e Lisina
Termolisina Mesmos residuos que a quimotripsina
Subtilisina Muito pouco especifico
Carboxipeptidase A C-terminal dos aminoacidos

Tabela 1. As principais enzimas proteoliticas e scus respectivos pontos de clivagem [Valueva e Mosolov, 1999).

As cisteinoproteases estdo distribuidas em diversas familias e podem ser encontradas em
bactérias, fungos, protozoarios, plantas e mamiferos. Em plantas, estas moléculas representam
um grupo de enzimas com propriedades similares, tais como, massa molecular na faixa de 20
a 25kDa e pH 6timo entre 4,2 e 5,1. As principais enzimas proteoliticas deste grupo so:
papaina, actinidina e catepsina H, e os residuos de aminoacidos caracteristicos do centro ativo
destas enzimas referentes a sequéncia primaria da papaina sio: Cys25, His159 e Aspl58
[Wilimowska-Pelc et al., 1991; Grzonka et al, 2001]. A especificidade da hidrélise da papaina
é mostrada na tabela 1. As enzimas proteoliticas da familia das cisteinoproteases tém sido

isoladas de sementes de Vigna ssp (girassol) e também foram isoladas de frutos de mamao



(papaina), figo (ficina) e de abacaxi (bromelaina). As principais fungdes fisiologicas destas
moléculas estdo relacionadas ao metabolismo de proteinas e estas enzimas também estdo
envolvidas em varias patologias [Segundo, 1993].

As familias das asparticoproteases incluem proteinas de mamiferos, plantas, fungos e de
virus. Em mamiferos, estas enzimas executam fungdes diversas que variam da digestdo de
proteinas alimentares a papéis regulatorios especificos. Estas enzimas dependem de acido
aspartico para sua atividade catalitica, contém dois residuos de aspartato como caracteristica
do seu sitio ativo e normalmente tém pH 6timo na faixa acida. As principais proteinas que
pertencem a este grupo sio: a penicilopepsina bacteriana, pepsinas de mamiferos, reninas €
catepsinas D e E [Cooper, 2002; Simdes & Faro, 2004].

As metaloproteases caracterizam-se pela necessidade de um ion metalico para sua
atividade, sendo a maioria dependente de zinco para executar sua fungdo. O mais estudado
membro do grupo da metaloprotease I € a carboxipeptidase, enquanto que o representativo da
metaloprotease II ¢ a termolisina [Wilimowska-Pele et al., 1991; DeClerck, 2000]. O sitio
ativo da metaloprotease 1 é formando por zinco, glutamina e tirosina € o sitio da
metaloprotease II é composto por zinco, glutamina e histidina. A especificidade da hidrolise
da carboxipeptidase A e da termolisina é apresentada na tabela 1.

Muitos trabalhos tém mostrado que as proteases estio envolvidas em uma ampla
variedade de processos biologicos que sio essenciais para a vida, mas elas podem também ser
prejudiciais caso ndo sejam controladas [Laskowski Jr & Quasim 2000]. Para limitar o perigo
destas enzimas, sua atividade ¢ estritamente regulada no momento fisiologico e no tecido em
que atua.

Ha pelo menos trés principais mecanismos que regulam a atividade das enzimas
proteoliticas. O primeiro envolve o controle da expressdo génica, o segundo envolve sua

sintese. Quase todas as proteases sdo traduzidas como precursoras inativas, chamados de pro-



proteinas ou zimogénios. Estes precursores sio armazenados e ativados sobre necessidade
fisiologica. As ativagdes destas moléculas envolvem protedlises de ligagdes peptidicas ou
remogio de aminoacidos N-terminal que causa variagdes conformacionais que expdem o sitio
ativo da molécula. [Laskowski Jr & Quasim, 2000].

O outro mecanismo ¢é baseado no controle das enzimas proteoliticas ativas, isto ocorre por
meio de proteinas inibidoras de protease. Os inibidores de protease sio proteinas ou peptideos
que compreendem um grupo especifico de moléculas que tem a propriedade de produzir um
complexo estequiométrico com protease, sendo assim, capazes de inibir a atividade catalitica

de enzimas proteoliticas [Valueva e Mosolov, 1999].

1.2 - INIBIDORES DE PROTEASES

Inibidores de enzimas proteoliticas sdo amplamente distribuidos em plantas, animais e
microorganismos [Birk, 1985]. As sementes e partes vegetais de plantas contém muitos
inibidores de enzimas proteoliticas de insetos, fungos, mamiferos e proteinas endogenas.
Estes inibidores tém sido estudados particularmente em Leguminosae, Gramineae e
Solanaceae [Konarev et al., 2002] e compdem uma importante parte das proteinas
encontradas nos tecidos vegetais. Em sementes de Gramineae e Leguminosae tém sido
relatadas altas concentragdes de inibidores de protease [Richardson, 1991].

Em plantas, os inibidores de protease representam diversas fungdes fisiologicas
relacionadas com o controle de proteinas endogenas, mecanismo de defesa da planta contra
fitofagos e parasitas e também sdo proteinas de reserva. Os inibidores de proteases nas
sementes podem controlar as enzimas proteoliticas durante a dorméncia e a germinagdo
inibindo-as, prevenindo a hidrolise prematura do material de reserva, controlando assim, a

mobilizagio de proteinas durante estes periodos [Broadway, 1995; Bronse 1990].



Varias caracteristicas destes inibidores enzimaticos argumentam fortemente seu papel
como deposito ou forma segura de estocar proteinas que sao imunes a digestdo até serem
necessarias para a germinagio, pois estes inibidores sao resistentes a desnaturag@o por calor, a
extremos de pH e & hidrolise de muitas enzimas. O alto conteido de cisteina e de cistina
encontrado em muitos inibidores de plantas mostra que estes também s3o moléculas com um
consideravel valor de estoque de enxofte. [Richardson, 1991; Sampaio ef al., 1996].

Os inibidores de proteases fazem parte do sistema quimico de defesa da planta, pois
podem fazer as sementes ficarem menos palataveis ou mesmo letais para insetos fitofagos.
Estas proteinas, por inibigdo extracelular de enzimas, podem retardar ou prevenir a invasdo de
seus tecidos por microrganismos saprofitos ou parasitas tais como fungos e bactérias [Shewry
e Lucas, 1997, Moreno e Crispeels, 1999; Franco et al., 2003].

Inibidores enzimaticos tém sido estudados em detalhes por causa de sua aplicagdo como
instrumento de investigagio do mecanismo enzimatico e pelo desenvolvimento de drogas para
o tratamento de uma ampla série de patologias tais como: pancreatite, coagulagdo, alergia,
inflamagiio e certos canceres [Declerck et al, 1994; Oliva et al, 2000]. Extensivas
investigagdes de inibidores de protease como agentes preventivos de cincer tém sido
conduzidos por iniimeros estudos que tém mostrado que inibidores de tripsina suprimem dois
estagios da carcinogénese em cincer do pulmao ¢ em cultura de células em estudos animais
[DeClerk et al., 1994; Kenndey, 1998].

Exemplos classicos do sucesso clinico de inibidores de protease sio os inibidores de
tripsina pancreatica bovina tipo Kunitz para o tratamento de pancreatite e o anticoagulante
isolado do Hirudo medicinalis [Schneberli e Braun, 1986]. Evidéncias epidemiologicas tém
mostrado também que os inibidores de protease diminuem a incidéncia dos principais
canceres em humanos em populagdo que consome alimentos que contenham estes inibidores

[Huang et al., 1999].



Outro interesse por estas moléculas é identificar inibidores de protease com uma forte
atividade sobre enzimas de insetos predadores e patogenos com o objetivo de serem utilizadas
em plantas transgénicas, aumentando assim, a resisténcia destas aos ataques de pragas [Koiwa
etal., 1998].

A regulagio da atividade proteolitica por inibidores de proteinases ¢ um processo comum
na natureza. Inibidores ligam-se fortemente ao sitio ativo das proteinases por meio de uma
pequena porgdo da superficie da molécula denominada sitio reativo ou sitio inibitorio. Esta
ligagdo ocorre de modo semelhante ao da ligagdo do substrato. A inibigio decorre da ndo
ligagio do substrato & protease devido ao impedimento estereoquimico provocado pela
ligagio do inibidor a enzima [Laskoswiski Jr. & Kato, 1980; Bode & Huber, 1992; Bieth,
1995; Garcia-Carrefio, 1996].

Inibidores de protease sdo primariamente classificados de acordo com a classe de protease
que estas moléculas inibem, portanto sdo agrupados em quatro principais classes de
inibidores: asparticoprotease, metaloprotease, cisteinoprotease e serinoprotease [Bode &
Huber, 1992]. A seguir, serio apresentados alguns aspectos sobre inibidores de

serinoproteases, uma vez que o presente trabalho trata da caracterizagdo de um inibidor deste

grupo.

L3 — INIBIDORES DE SERINOPROTEASES

Os inibidores de serinoproteases isolados de sementes e tecidos vegetais sdo os mais bem
estudados e caracterizados [Apostoluk e Otlewski, 1998]. Todas as proteinas desta classe sdo
inibidores competitivos que inibem proteases com um mecanismo de padrdo similar
[Laskowski Jr & Quasim, 2000]. Estes inibidores sdo as principais proteinas regulatorias e de

defesa das plantas e se acumulam durante a maturagdo nas sementes ou nos bulbos.



Esta classe compreende moléculas entre 29 a 200 residuos de aminoacidos que
apresentam alta estabilidade e possuem uma alca hidrofobica de conformagdo caracteristica
[Bode et al.; 1992].

Os inibidores de serinoprotease de origem vegetal podem ser agrupados em familias
distintas, de acordo com a homologia na estrutura primaria, a posi¢do dos sitios reativos € as
pontes dissulfeto [Laskowski Jr & Quasin, 2000]. As familias melhores caracterizadas s&o:

Kunitz, Bowman-Birk, Batata I, Batata Il ¢ Abobora.

L3.1 — Familia de inibidores Kunitz

Este tipo de inibidor, isolado inicialmente em Glycine max, é encontrado em inimeras
leguminosas como FEnterolobium contortisiliquum e Swartzia pickellii [Batista, 1996;
Calvalcanti, 1994]. Estes inibidores contém de 170 a 200 residuos com massa molecular de
aproximadamente 21 a 22kDa, possuindo uma ou duas cadeias polipeptidicas e, em geral,
apresentam quatro residuos de cisteina que formam duas pontes dissulfeto (Cys39-Cys85 e
Cys136-Cys145, de acordo com a sequéncia do inibidor de tripsina de soja) [Richardson,
1991; Batista, 1996; Oliva, 2000]. Entretanto, dois isoinibidores de subtilisina de sementes de
Canavalia lineata contém cinco residuos de cisteina, sendo quatro envolvidos em pontes
dissulfeto e um livre [Laskowski Jr. e Kato, 1980; Shibata ez al., 1986].

Recentemente foi descoberto um inibidor, a partir de semente de Copaifera langsdorffiis
(Leguminosae, Caesalpinioideae), formado por duas cadeias polipeptidicas, uma com 11 kDa
e outra com 9 kDa.[Silva, 2001; Krauchenco, 2003].

Os inibidores de serinoprotease tipo Kunitz sdo comuns em sementes € em outras partes

da planta, sendo principalmente encontrados em sementes de trés subfamilias de leguminosae:



Mimosoideae, Caesalpinoideae e Papilionoideae [Richardson, 1977]. Estes inibidores agem
na agregacio de plaquetas, coagulagio sanguinea, inflamagdo entre outros.

A estrutura primaria completa do inibidor de protease tipo Kunitz de soja foi a primeira a
ser descrita [Koide and Tkenaka 1973]. A analise da estrutura cristalina deste inibidor revelou
auséncia de hélices-a, sendo formado principalmente por folhas-pB e estruturas desordenadas.
A estrutura secundaria de outros inibidores tipo Kunitz, tal como o inibidor de quimotripsina
isolado de Schizolobium parahyba, também é formada principalmente de folhas-f e estruturas
desordenadas [Teles et al., 2004].

A seqiiéncia N-terminal tem mostrado varios outros inibidores Kunitz isolados de
sementes de leguminosas tais como: Bauhinia bauhinioides [Oliva et al, 2001],
Dimorphandra mollis [Mello et al, 2001}, Dioclea glabra [Bueno et al, 1999]. Enquanto que
a maioria destes inibidores possui cadeia molecular {nica; outros, isolados de sementes de
Mimosoideae (Acéacia e Adenanthera), sio compostos por uma grande cadeia-o. de
aproximadamente 16kDa e uma pequena cadeia-B ao redor de 5kDa ligadas por uma ponte
dissulfeto.

A localizagdo da ligagio peptidica do sitio reativo tem sido determinada em varios
inibidores Kunitz isolados de sementes. Este sitio esta sempre em posi¢do homologa a ligagéo
Arg(63)-1le(64); o namero do residuo corresponde & seqiiéncia de aminoacidos dos inibidores

encontrados em soja [Richardson, 1991].

L.3.2 — Familia Bowman-Birk

Os primeiros inibidores de enzima de sementes a ter seqiiéncia de aminoacidos

determinada foram chamados de inibidores de protease Bowman-Birk. Os inibidores isolados

de fava de Phaseolus lunatun [Tan e Stevens, 1971] e de soja Glycine max [Odani e Tkenaka,



1972] foram os primeiros desta familia a ter sua seqiiéncia determinada. Este grupo de
molécula é amplamente distribuido em sementes de Leguminosae;, outras sequiéncias de
aminoacidos homologas a esta familia tém sido encontradas em inibidores isolados de Arachis
hypogaea [Norioka e Ikenata, 1983], Vigna angularis [Ishikawa et al, 1985), Vigna
unguiculata [Morhy e Ventura, 1987].

Os inibidores do tipo Bowman-Birk s&o moléculas constituidas por uma cadeia
polipeptidica que é caracterizada pela massa molecular em torno de 8 a 10 kDa e alto
conteado de residuos de cisteina formando 7 pontes dissulfeto. Os inibidores dessa familia
tém forte tendéncia para formarem dimeros; geralmente apresentam dois sitios reativos em
cada molécula. Sio inibidores capazes de formar complexos de 1:1 com diferentes proteases
ou com duas moléculas da mesma enzima em sitios reativos independentes que se localizam
em regido homologa [Laskowski Jr. e Kato, 1980; Birk, 1985]. A presenca de pontes
dissulfeto aumenta a atividade inibidora destas moléculas e também parece protegé-las contra
protedlises.

Estas proteinas inibem a plasmina humana, a quimotripsina, a tripsina e raramente a
elastase [Laskowki Jr. e Kato, 1980]; alguns inibidores desta familia possuem propriedades

anticarcinogénicas [Kennedy, 1998].

1.3.3 — Familia de inibidores do tipo Batata I

A familia Batata I envolve todas aquelas seqiiéncias que mostram alto nivel de homologia
com o inibidor de quimotripsina 1 isolado de tubérculos de batatas [Richardson 1991]. As
proteinas desta familia sdo fortes inibidoras de quimotripsina, subtilisina e, em alguma

extensdo, tripsina.
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Os inibidores da familia Batata I sdo proteinas oligoméricas com massa molecular de
41kDa, apresentando cinco mondmeros de 8 kDa cada. Estes mondmeros sdo constituidos de
70 a 71 residuos de aminoacidos e uma ponte dissulfeto. A ligagdo peptidica do sitio reativo
tem sido identificada como Met/Leu—Asp [Richardson 1991].

Todos os inibidores isolados das plantas desta familia mostram uma surpreendente
homologia com inibidores de animais [Seemulher ef al., 1980]. Assim, a familia de inibidores
de Batata I é atualmente uma das maiores familias conhecidas, com exemplos em Solanaceae,

Gramineae, Leguminoseae, Polygonaceae, Curcubitaceae € em animais.

1.3.4 — Familia de inibidores do tipo Batata II

O primeiro membro da familia de inibidores Batata II que teve sua seqiiéncia de
aminoacidos determinada foi o inibidor de tripsina de Solanum melongena. A ligagio
peptidica do sitio reativo deste inibidor foi identificada na posigdo Arg(38)-Asn(39)
(Richardson 1991), sendo também encontrada em regides homoélogas ao inibidor de tripsina
Batata I, enquanto que o inibidor quimotrépico Batata I e o inibidor Batata II contém Leu—
Asn e Phe—Asn, respectivamente, que sdo inteiramente consistentes com suas especificidades

[Hass et al., 1982; Graham et al., 1985].

1.3.5 — Familia de inibidores Squash

Os inibidores da familia Squash sdo proteinas de baixa massa molecular e sio isolados de

sementes da familia Cucurbitaceae [Favel et al., 1989; Otlewski et al., 1987]. Estas moléculas

sio potentes inibidores de tripsina, calicreina e fator Xla, Xa e XIa [Wieczorek et al., 1985].
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As proteinas desta familia sdo constituidas de 29 a 32 residuos, trés pontes dissulfeto
Cys(3)-Cys(10), Cys(16)-Cys(28) e Cys(20)-Cys(22) e um sitio reativo que contém ligagdes
peptidicas Arg(5)-1le(6) ou Lys(5)-Ile(6); todas estas seqiiéncias sdo correspondentes ao

inibidor de tripsina de Curcurbita maxima [Laskowski Jr. & Kato, 1980].
1.4 — Cassia leptophylla OU FALSO-BARBATIMAO

O inibidor estudado neste trabalho foi extraido de sementes de Cassia leptophylla, uma
planta que pertence 4 familia das Leguminosae, subfamilia Caesalpinoideae; seus nomes
populares sdo: falso-barbatimio e canafistula. Apresenta origem e ocorréncia no Brasil, nos
estados do Parana e Santa Catarina, nas florestas de araucarias.

Esta planta de folhas perenes tem de 8 a 10 metros de altura e tronco com 30-40 cm de
diametro, suas folhas sdo compostas de 8 a 12 pares de foliolos pontiagudos na extremidade.
Floresce em buqués de flores amarelas na ponta dos ramos, nos meses de novembro a janeiro.
Os frutos em favas amadurecem no periodo de junho a julho [Lorenzi, 1992]. A figura 1

ilustra alguns dos aspectos desta planta:
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Fig. 1. Aspectos de Cassia leptophylla; (a) 4rvore, (b) flor e folhas, (c) favas maduras, (d) sementes €
(e) casca [Lorenzi, 1992].

Plantas do género Cassia apresentam atividades antioxidante [Manonmani et al., 2005],
larvicida [Yang, 2003], antiinflamat6ria [Moriyama, 2003a], antiplasmodial [Adzu, 2003],
bem como propriedades antifingicas [Kim ef al., 2004] e inibigo da coagulagdo sangiiinea

[Moriyama, 2003b].
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M- OBJETIVO

O objetivo geral deste trabalho foi investigar a presenga de lectinas e/ou inibidores de

proteases presentes nas sementes de Cassia leptophylla. As sementes de leguminosas contém

varios inibidores de proteases, além de lectinas que participam de inimeros processos

fisiologicos na planta e também podem ser utilizadas como drogas ou ferramentas

biotecnologicas.

Especificamente, os seguintes objetivos foram cumpridos neste trabalho:

1)

2)

3)

4)

3)

Investigagdo da presenca de lectinas e/ou inibidores de proteases no extrato salino

das sementes de Cassia leptophylia,

Purificagio de uma proteina com atividade anticoagulante e inibitoria sobre tripsina

presente no extrato;

Estudo das propriedades fisico-quimicas e estruturais  por métodos

espectroscopicos, bem como sua estabilidade em fungdo do pH e temperatura;

Determinagio da atividade inibitoria desta proteina sobre diferentes

serinoproteases;

Estudo da a¢do antimicrobiana do inibidor.
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Il - METODOS

IIL. 1 - PURIFICACAO DA PROTEINA

IIL 1.1 — Obtenciio do extrato bruto

O processo de extragio do inibidor de protease presente em sementes de Cassia
leptophylia foi preparado de acordo com o procedimento que se segue. Normalmente, 30g de
cotilédones foram retirados de sementes secas ¢ manualmente moidos até a obtengdo de uma
farinha, subseqiientemente desengordurada com acetona (1:5 p/v) por 12 horas. Depois, 0
solvente organico foi removido por filtragdo, por meio de um filtro e o material foi colocado
para secar em temperatura ambiente.

A farinha seca foi suspensa em solugdo salina tamponada (PBS), pH 7,4 (1:10m/v), sob
agitagdio, por 2 horas, a 4°C. A seguir, foi centrifugada a 2000g por 20 minutos, a 4°C € 0
sobrenadante foi novamente suspenso, sob agitagio em PBS contendo polivinilpolipirrolidina
(PVPP) solido (10:1 v/p), por 2 horas, a mesma temperatura, para remover compostos
fenélicos. Decorrido este periodo, a solugdo foi centrifugada nas condigbes acima citadas, 0
sobrenadante foi dialisado em PBS por 24 horas a 4°C ¢ foi denominado extrato bruto (EB).
Este foi armazenado a 4°C e, posteriormente, submetido aos processos de fracionamento

descritos a seguir.
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III. 1.2 — Cromatografia liquida de exclusdo molecular

Um volume de 90mL de extrato bruto foi submetido a um sistema de purificagdo
utilizando uma coluna Superdex 75 (1/30cm) acoplada a um sistema AKTA Purifier (GE
Healthcare). O EB foi aplicado na coluna previamente equilibrada com 50mL de PBS
(aproximadamente dois volumes da coluna) sob um fluxo de 0,5 mL/min. A amostra foi
eluida com o mesmo tampdo e monitorada pela absorbancia com comprimento de onda em
280 nm. A coluna foi calibrada com os seguintes padrdes: BSA (albumina de soro bovino), 66
kDa; ACB (anidrase carbdnica bovina), 29 kDa ¢ CitC (citocromo C), 12,4 kDa. As fragGes
coletadas, correspondentes aos picos de maior absorbancia, foram concentradas por
dialofiltragdo usando Centriprep 3 (Amicon), até que a concentragio de proteinas ficasse em
torno de 6mg/mL. A seguir, foram submetidas aos ensaios de inibi¢io da coagulagio, inibi¢do

da atividade de tripsina e atividade hemaglutinante.

ML 1.3 — Cromatografia de troca idnica

A fragiio que apresentou atividade, apds ser eluida da coluna de exclusdo molecular,
teve o tamp@o trocado para Tris (20 mM, pH 8,0) em Centriprep 3 (Amicon) e foi concentrada
até cerca de 2 mg/mL. Em seguida, foi aplicada na coluna Mono-Q HR 5/5 acoplada a um
sistema AKTA Purifier (GE Healthcare). A coluna foi previamente equilibrada com tamp&o
Tris 20mM, pH 8,0 € a amostra foi eluida com o mesmo tampdo contendo 0,5M NaCl, em um
gradiente continuo de 0 — 100% de NaCl, em 35 min., sob fluxo de 1,0mL/min., monitorado
pela absorbancia em 280 nm € 0 eluato coletado em fragdes de 1mL. O pico eluido ao redor
de 0,3M de NaCl apresentou atividade anticoagulante e atividade inibitoria sobre tripsina, foi

reunido e dialoconcentrado nas mesmas condigdes acima descritas. Esta fragdo foi aplicada a
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uma recromatografia na coluna Mono-Q, equilibrada nas condi¢des anteriores € eluida com
gradiente linear de NaCL mais lento (0 - 0,5M), em 65 minutos. A figura 2 representa um
fluxograma das etapas de purificag@o do inibidor de sementes de Cassia leptophylla.

Depois da recromatografia, a fragdo 18 apresentou atividade anticoagulante e residual
sobre tripsina. Esta amostra foi analisada por eletroforese (SDS - PAGE), caracterizada por
dicroismo circular e fluorescéncia; e sua atividade biologica investigada pela determinagéo do
K; sobre quatro serinoproteases e sua atividade antifiingica testada sobre quatro cepas de

fitopatogenos.
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Fig. 2. Fluxograma das etapas do isolamento da proteina de sementes de Cassia leptophylla, que
apresenta atividades anticoagulante e ago inibidora sobre tripsina.
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IIL 2 — CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DA PROTEINA

ML 2.1 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrialamida SDS-PAGE 16% de acordo com o método de
LaemmLi (1970) foi usada com o objetivo de investigar 0 processo de purificagdo e estimar a
massa molecular do inibidor.

As proteinas utilizadas como padrdes de massa molecular foram: albumina de soro bovino
(66kDa), ovoalbumina (45kDa), anidrase carbdnica (29kDa), inibidor de tripsina de soja
(20,1kDa) e citocromo C (12,4kDa). As amostras contendo de 40 a 100ug de proteina, obtidas
dos passos cromatograficos, foram submetidas a eletroforese em condigdes desnaturantes e
redutoras (B-mercaptoetanol).

A corrida eletroforética foi realizada em tampao Tris-HC1 25 mM contendo glicina 0,18M
e SDS 0,1% (p/v), durante um tempo de aproximadamente 3 horas, sob uma tensdo de 100V e
corrente de 30mA. Apos a corrida, as bandas foram detectadas no gel por meio do corante
Coomassie Brilliant Blue R-250; em seguida, o gel foi descorado com solugdo de acido

acético 7%.

1L 2.2 — Focalizacio isoelétrica

O ponto isoelétrico do inibidor foi determinado com auxilio do sistema PhastSystem (GE
Healthcare) com o meio de separagdo PhastGel IEF, utilizando 12pg da proteina. Solugdes
anfolitas carregadas (40% v/v) cobrindo uma faixa de pH 3,5 a 9,3 foram utilizadas ¢ a
calibragiio foi feita de acordo com as instrugdes do fabricante. O gel foi corado com

Coomassie Blue G -250.
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IIL 2. 3 — Redugio, carboximetilagiio, separacio das cadeias e determinacio da

seqiiéncia N-terminal

Os processos de redugdo e carboximetilagdo do inibidor foram realizados como descrito
abaixo. O inibidor (2 nM) foi dissolvido em 200ul de tamp&o Tris-HCI 0,25M pH 8,0, 2mM
de EDTA, 6M de uréia, com 45mM de DTT. O nitrogénio foi borbulhado na reagio que foi
incubada em banho-maria por 4 horas a 37 °C. Apés este periodo, foram adicionados a reagdo
5ul de 4-vinil-piridina sendo novamente incubada nas mesmas condigdes anteriores por um
tempo de 3 horas.

Depois do processo de redugdo e carboximetili¢do, a separagio das duas cadeias foi
realizada por cromatografia de fase reversa, em coluna C 13 (Waters 250 x 4,6mm), acoplada
a um sistema HPLC (Bio Rad). A coluna foi previamente equilibrada com 90% de solvente A
(H20 + 0,1% de TFA) e 10% de solvente B (90% de acetonitrila + 10% de agua + 0,1% de
TFA). A amostra foi aplicada na coluna com fluxo de 1mL/min e eluida com gradiente linear
do solvente B (de 10% a 80%). A eluigdo foi monitorada pela absorbéncia em 220nm.

A seqiiéncia N-terminal das cadeias do inibidor foi determinada pela técnica de
degradag@o de Edman, em um seqiienciador automatico Shimadzu (modelo PPSQ-23A), pela
professora Dra. Heloisa Sobreiro S. de Aratjo, do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal de Sdo Carlos. A seqiiéncia obtida foi submetida ao sistema de busca
NCBI-BLAST (Basic Local  Alignment  Search Tool).  Disponivel em:
[<http://www.ncbi.nlm.nih.gov>] utilizado para encontrar seqiiéncias homologas a da proteina
em estudo. O alinhamento automético entre seqiléncias encontradas e 0 inibidor foi realizado

usando Clustal X. Disponivel em: [<http://clustalw.genome.jp>].
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IIL. 2.4 — Formacgao do complexo do inibidor-tripsina

O inibidor foi incubado com tripsina em excesso molar, em tamp&o Tris-HCl 50mM,
CaCl; 0,02% pH 8,0 por 20 minutos, a 37°C. Apoés este tempo, a mistura de proteinas foi
submetida a uma coluna de gel filtragdo Superdex 200, com 30 mL de resina (30cm x lcm)
que foi equilibrada e eluida com tampao Tris-HCI1 pH 8,0 contendo 0,1M de NaCl. O perfil da
eluigio foi monitorado por meio da absorbancia em 280nm.

Os padrdes de massa molecular utilizados para calibrar a coluna foram: miosina (205kDa),
B-galactosidase (116kDa), BSA (66kDa), anidrase carbonica (30kDa) e citocromo C

(12,4kDa).

IIL 2.5 — Quantificacio das amostras do inibidor

A determinagdo quantitativa das concentragdes das amostras do inibidor em solugdo foi
realizada por meio do coeficiente de extingdo molar desta proteina, utilizando uma curva
padrdo de albumina de soro bovino (BSA), com valores compreendidos entre 0 ¢ 500ug. O
coeficiente foi obtido a partir de dados experimentais de acordo com o método de Lowry
(1951). Este método baseia-se na reagfio colorimétrica, que envolve oxidagdo catalisada por
cobre, dos aminoacidos aromaticos da proteina com o reagente fenol em condig¢Ges alcalinas.

Para o teste de quantificagdo, a solugdo de 1mL do inibidor foi incubada por 10 minutos,
em temperatura ambiente, com SmL de solugdo alcalina de cobre. Esta solu¢do € composta
por: SmL de sulfato de cobre a 0,5% (p/v) em citrato de carbonato de sodio a 2% (p/v) em
hidroxido de sodio a 0,1% (p/v). Apés este periodo de incubagdo foi adicionado 0,5mL do
reagente de Folin-Ciocalteua, diluido 1:1 com agua miliQ e depois de 30 minutos foi medida

a absorbancia em 750nm.
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Durante toda a parte experimental, o coeficiente de extingdo molar obtido pelo método de
Lowry foi utilizado para determinar a concentracdo da amostra em solugio por meio da leitura

espectrofotométrica a 280nm.

I 3 — ATIVIDADE BIOLOGICA

IIL 3.1 — Atividade anticoagulante

A capacidade do inibidor de protease em afetar a coagulagio sangiiinea foi testada usando
plasma sanguineo humano com citrato. O sangue foi coletado de doadores saudaveis €
homogeneizado com citrato de Sodio 15mM (100uV/mL) e centrifugado em 300g por 10

minutos em temperatura ambiente.

O tempo de coagulagdo foi testado de acordo com os procedimentos convencionais. Um
volume de 100p! de plasma foi incubado a 37°C durante 30 minutos com um volume
equivalente do inibidor (1mg/mL) em tampdo Tris-HC1 0,2M pH 8,0. Depois deste periodo,

foi adicionado 100ul de CaCl, a 0,02M.

Este teste foi realizado na presenca e na auséncia do inibidor, utilizando como controle o
plasma sanguineo e tampao Tris-HC1 0,2M pH 8. Apo6s 3minutos, tempo necessario para
ocorrer a coagulagio do controle, o tempo de atividade anticoagulante foi monitorado a cada

trés minutos.
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IIL. 3.2 — Testes de atividade inibitoria de enzimas proteoliticas

.....

enzima sobre o seu substrato na presenga da proteina isolada das sementes de Cassia
leptophylla. Os seguintes substratos sintéticos foram usados para os testes: Bz-Arg-pNA para
tripsina bovina; Suc-Phe-pNa para quimotripsina, HD-Pro-Phe-Arg-pNa para calicreina
plasmatica humana (HuPK); e Suc-Ala-Ala-Ala-pNa, substrato para elastase pancreatica de
porcina (PPE).

Para os ensaios de atividade enzimatica da tripsina, foram incubados a 37°C por 10
minutos 25pul desta enzima (0,43uM) com diferentes concentragdes do inibidor em tampao
Tris-HCI 50mM, CaCl, 0,02% (v/v) contendo 0,15 M de NaCl pH 8,0. Depois deste tempo,
foram adicionados nos ensaios 30ul do substrato da enzima (10mM), em um volume final de

250ul, prosseguindo-se a reagdo por 20 minutos a 37°C.

Para determinar a atividade inibidora da amostra sobre quimotripsina foram incubados a
37°C 25pl desta enzima (0,79uM) com diferentes concentragdes do inibidor em tamp&o Tris-
HCI 50mM, CaCl, 0,02% (v/v) contendo 0,15 M de NaCl pH 8,0. Depois de 10 minutos,
foram adicionados aos ensaios 30ul do substrato da quimotripsina (10mM), em um volume

final de 250pl, continuando a reago por 20 minutos incubada na mesma temperatura.

Para determinar a atividade inibidora da amostra em estudo sobre HuPK o seguinte
procedimento foi realizado: um volume 20ul desta enzima (0,17uM) foi incubado a 37°C por
10 minutos com diferentes concentragdes do inibidor em tampdo Tris-HCI 0,1M pH 8,0. Apos
o término deste tempo, foram adicionados a reagdo mais 30ul do seu substrato (2mM), em um

volume final de 250pl, prosseguindo-se a reagdo por mais 20 minutos nas mesmas condigdes.
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As seguintes etapas foram realizadas para os ensaios de atividade enzimatica do PPE a fim
de determinar a atividade inibidora do CLTI sobre esta enzima. O PPE em um volume de
20u1 (0,8uM) foi incubado a 37°C com diferentes concentragdes do inibidor em tampao Tris-
HCI 0,1M, 0,5M de NaCl pH 8,0. Ap6s 10 minutos, foram adicionados aos ensaios 20ul do
seu substrato (16mM) em um volume final de 250ul, prosseguindo a reagdo por mais 20

minutos a 37°C.

Em todos estes ensaios as dosagens foram realizadas em microplacas de titulago e ap0s o
altimo perfodo de incubagdo as reagdes foram interrompidas pela adigdo de 40ul de acido

acético 40% (v/v).

A atividade inibidora foi calculada pela atividade residual da enzima na presenga €
auséncia do inibidor por meio de medidas de emissdo de fluorescéncia. A excitagdo foi em
380nm e a emissdo a 460nm em um espectroflorimetro Packard (modelo FluoroCount). A
determinagio das constantes de dissociagdo (Ki) foi realizada seguindo o procedimento de
Morrison; para os calculos deste modelo foi utilizado o programa de cinética enzimatica

Grafit® [Knight, 1986].

IIL 3.3 — Atividade inibitéria do crescimento de fungos fitopatogenos

A atividade antifingica foi observada colocando o inibidor de Cassia leptophylla na
presenca de esporos dos Colletotrichum sp. F37, Colletotrichum sp. P10, Fusarium
moniforme e Fusarium graminearum.

O ensaio foi desenvolvido como descrito a seguir: os testes de inibigdo foram realizados
adicionando-se 100p1 de proteina (0,5 mg/mL) em uma solugio contendo 1 x 107 esporos/mL
e meio PD (dextrose de batata, volume final de 200 ul) numa microplaca de 96 pogos,

procedendo-se ent3o uma diluigdo seriada 1:2. A microplaca foi incubada por 5 dias a 28°C e
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a inibigdo do crescimento micelar foi visualmente avaliada, comparando-se com a

microcultura-controle, contendo somente esporos € meio nutritivo.

IIL 4 - METODOS ESPECTROSCOPICOS

II1. 4.1 — Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

Espectroscopia de dicroismo circular (CD) [Fasman, 1996] baseia-se na interagdo
diferenciada entre os feixes de luz circularmente polarizados & esquerda e a direita quando
atravessam moléculas assimétricas (quirais). Compostos que apresentam estas propriedades
sio denominados opticamente ativos. Estes feixes quando incidem em compostos opticamente
ativos sio absorvidos em diferentes graus, pois os compostos quirais apresentam diferentes
coeficientes de extingdio para a esquerda e direita. Apos este feixe atravessar uma amostra
assimétrica, a resultante sera um feixe polarizado elipticamente (figura 3).

O dicroismo circular pode ser definido como a diferenca entre a absor¢io das
componentes polarizadas a esquerda e a direita (AA). Para calcular o AA, utiliza-se a lei de
Beer-Lambert-Bouquer em que Ip é a intensidade da luz incidente na amostra e I ¢ a
intensidade da luz apos passar pela amostra. A absorbancia ¢ definida como:

A=log;o (I/T)

Aplicando a lei para ambos os feixes circularmente polarizados a esquerda () e a direita
(d), temos:

A, =logio (I/L) Ad = logo (I/1)

Sendo assim, AA ¢é definido como:

AA = A. — Aq = logio (I/14)
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A absorbancia também pode ser descrita em fungdio do caminho optico (I), da
concentragdo (c) e da capacidade de absorgdo dos compostos que é definida como coeficiente
de extingdo molar (g), entdo:

A=gcl Ae = (1/c)AA

No CD, o feixe plano polarizado é decomposto por um modulador (cristal piezoelétrico)
em duas componentes: luz circularmente polarizada a direita (R) e luz circularmente
polarizada a esquerda (L). Ao passar pela molécula, os componentes s&o absorvidos em
intensidades diferentes; isto resulta em uma elipse. Quando os vetores campo elétrico das
duas componentes circulares estdo na mesma direg#o, sua soma resulta no semi-eixo maior da
elipse e, quando estdo em dire¢des opostas, sua soma resulta no semi-eixo menor (figura 3).
Desta forma, o CD pode ser caracterizado pela razdo entre dois semi-eixos, que ¢ a tangente
de um é4ngulo 6 denominado elipticidade. Como 6 ¢ sempre um éangulo muito pequeno, a
tangente de 0 pode ser aproximada para 0.

Existe uma relagio numérica entre AA e 0 (em graus), onde 6 = 32,98AA. Essa relago foi
obtida através da equagio descrita abaixo:

6 (rad) ~ tag(®) = ([Ei)) - (Ed)/ (i) + ([Ex))

= [exp(- Ay/2) —exp(~ A/2)/exp(— Ay2) + exp(— A:/2)

Expandindo as exponenciais, ignorando os termos de menor ordem ¢ convertendo em
graus, tem-se:

0 (graus) = 180 x In10 x AA/4rn

0=3298xAA

A elipticidade também tem uma dependéncia linear com o caminho Optico e com a
concentragio da solugdo, em que a elipticidade molar [6] corresponde a:

[6] = 1008/cl, 100 é um fator de corregéio das unidades.
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a)

Fig. 3. (a) Luz polarizada linearmente; (E) resultante da luz circularmente polarizada a
esquerda (L) e a direita (R) antes de incidir em uma amostra assimétrica. (b) A luz
circularmente polarizada & direita (R) ¢ a circularmente polarizada 4 esquerda (L)
interagiu com a amostra diferentemente, resultando na luz polarizada elipticamente (E).

Croméforos de proteinas sdo principalmente ligagdes peptidicas, cadeias laterais de
aminoacidos e grupos prostéticos que absorvem radiagdo eletromagnética na regido do
ultravioleta. Nas proteinas, as ligagdes peptidicas possuem assimetria inerente apresentando

atividade 6ptica independente de grupos vizinhos.

Espectros de dicroismo circular de proteinas exibem bandas na regido de 250 a 260 nm e
180 a 250nm que correspondem a pontes dissulfeto e a ligagdes peptidicas, respectivamente.
Transi¢des eletrOnicas n—m em 210-230 nm e a m —x em 180-200nm tém sido caracterizadas

na faixa de espectro entre 180 a 250nm.

Regides em que ocorrem transigdes n-n" estdio relacionadas com a formagdio de pontes de
hidrogénio. Em solventes que possuem poucos doadores de hidrogénio, a banda n—s aparece
proxima de 230nm, enquanto que, em meio aquoso, a banda é proxima de 210nm. Esta

transigdo é magneticamente permitida ao longo da ligagéo carbonil.

TransicBes n—m sdo eletricamente permitidas e polarizadas na dire¢do N-O, mas giram
9,1° em direg#io a ligagio C-N. Estas transi¢des em amidas secundarias ocorrem na faixa de

185-190nm; no entanto, em amidas terciarias séo observadas ao redor de 200nm.



27

Os espectros de CD das ligagdes peptidicas (180-250 nm) podem identificar diferentes
tipos de estruturas secundarias tais como: hélices-a, folhas-B (paralelas e antiparalelas),
voltas-p e estruturas desordenadas. Este enforque é baseado em estruturas secundarias de

homopolipeptidios e peptideos sintéticos.

As estruturas secundarias hélices-o. apresentam uma banda negativa na regido 222 nm
devido as transi¢des n—r ; enquanto que a outra banda negativa — com a mesma amplitude na
posi¢do 208nm — e a forte banda positiva na posi¢do 192nm ocorrem por causa das transigdes

n—m*.

Em proteinas globulares, a estrutura secundaria folha-B ocorre no sentido paralelo e
antiparalelo. Estudos com homopolipeptidios descrevem que espectros de CD para as folha-§

. ~ . .. . \ v *
antiparalelas s3o caracterizados por uma banda positiva em 195nm devido a transi¢do n-7 ¢

. . o~ * , , .
outra negativa em 216nm com a mesma amplitude, mas a transi¢do n—1 ¢ que esta envolvida.

Estruturas secundarias voltas-f apresentam uma conformagio na qual a cadeia
polipeptidica sofre uma reversao em sua dire¢do. Este tipo de estrutura ocorre em 25% dos
residuos de proteinas globulares e apresenta um importante sinal em espectro de CD. Calculos
teoricos indicam que os tipos I, I e III de volta-B, os mais encontrados em proteinas, exibem
um espectro de CD que apresenta uma fraca banda negativa proxima de 225nm devido as

transigoes n—% e um forte sinal positivo na regido de 205nm (n—n*).

Em proteinas, as estruturas que ndo apresentam conformacdo definida sdo conhecidas
como estruturas desordenadas. Investigages teoricas € experimentais destas estruturas em
proteinas globulares tém sido realizadas em modelos polipeptidicos. O espectro de CD destes
modelos é caracterizado por uma acentuada banda negativa ao redor de 200nm — podendo
variar em determinadas condi¢des — e uma fraca banda em torno de 218nm que pode ser

positiva ou negativa. O sinal em 218nm pode ou ndo se apresentar acompanhado de uma
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banda negativa proximo de 235nm. A figura 4 mostra os diferentes espectros de CD

relacionados com as diferentes conformacdes polipeptidicas.

CD ¢ um tipo de espectroscopia muito sensivel e necessita de pouca quantidade de
amostra para realizar as medidas. Por meio do espectro de CD, é possivel estimar as fragoes
de estruturas secundarias de proteinas e polipeptidios, monitorar suas transigoes
conformacionais sobre uma variedade de condigdes tais como pH, temperatura e interagdes

com ligantes.

&

3

<o

(8]x 10’ (grau cmdmol ™)

8

190 200 210 220 230 240

Comprimento de onds (nm)
Fig. 4. Espectro de CD de cadeias polipeptidicas em diferentes
conformagdes (Modificado a partir de Kelly & Price, 1997).
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IIL 4.2 — Calculo das fracdes de estrutura secunddria

A analise dos espectros de CD do UV distante de proteinas, baseada em proteinas de
referéncia (moléculas que tenham conformagéio conhecida), permite estimar as fracSes de suas
estruturas secundérias. Existem vérios métodos empiricos para estas analises e todos estes

partem de determinadas suposigdes.

Em geral, estes métodos assumem que as proteinas sdo combinagdes lineares de hélices-a.,
folhas-B, voltas-p e estruturas desordenadas. Os célculos para as analises estruturais destas
moléculas dependem da escolha das proteinas de referéncia em concordincia com a proteina
em estudo e dos tratamentos mateméticos utilizados para a desconvolugéo do espectro de CD.
Os principais programas utilizados para este tratamento sdo: Selcon 3, Coltin ¢ CDSSTR

[Sreerama & Woody, 2000].

As medidas de CD foram realizadas em um espectropolarimetro Jasco J-715 (Jasco
Corporation, Japdo) em cubetas circulares de 1 mm de caminho optico. As amostras do
inibidor utilizadas nestes experimentos estavam concentradas em 0,2mg/mL.

Em todas as medidas, os espectros foram registrados em um intervalo de comprimento de
onda de 195 a 250nm, com uma média de 16 varreduras com resolugio de 1nm. As
contribui¢des dos tampdes foram subtraidas dos seus respectivos espectros e os resultados
foram expressos em elipticidade molar ([8]). Os espectros de CD foram medidos com a
amostra em de Tris-HC1 50mM pH 8,0 contendo 150mM de NaCl em temperatura ambiente,
com o objetivo de se investigar o enovelamento da proteina. Os mesmos espectros foram
utilizados para calcular as fragdes de estrutura secundaria utilizando os programas Selcon 3,
Coltin ¢ CDSSR. As desconvolugdes foram feitas utilizando uma base de dados com 43

proteinas.
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A estabilidade do inibidor foi investigada por dicroismo circular em um largo espectro de
pH e temperatura. As variagdes de pH foram na faixa de 2,0 — 11,0 utilizando os tampdes
acetato-borato-fosfato. Nos estudos de variagdo de temperatura, as amostras em 50mM de
Tris-HC1 pH 8,0 contendo 150mM de NaCl foram submetidas a uma variagdo de temperatura

de 25°C a 90°C, em intervalos de 5°C, incubadas por 15 minutos em cada temperatura.

TII. 4.3 — Espectroscopia de fluorescéncia estatica

Espectroscopia de fluorescéncia ¢ uma importante técnica analitica que envolve dois
processos: absor¢io € emissdo. Moléculas sdo excitadas por absor¢do de uma radiagdo
eletromagnética e emitem luz em menor freqiiéncia do que a da luz incidente. Portanto, a
fluorescéncia pode ser definida como a emisséo que resulta do decaimento de um elétron do
estado excitado singleto (S;) para o estado singleto fundamental (So) [Laskowics, 1983].

Hé duas grandes vantagens em se utilizar esta técnica nos estudos de sistemas biologicos.
A primeira vantagem é a possibilidade de realizar medidas com amostras pouco concentradas
e a segunda ¢ a alta sensibilidade da espectroscopia de fluorescéncia, sendo influenciada por
uma série de perturbagdes e interagdes, causadas pelo tempo relativamente longo da ordem de
ns e us, em que a molécula investigada permanece no estado excitado. Com esse tempo de
vida, a molécula e o meio podem ndo permanecer estaticos. Assim varios processos podem
ocorer, tais como: reagdes de protonagdo e desprotonagdo de grupos funcionais, reorientag¢do
dos cromoéforos e variagdes conformacionais em proteinas devido a alteragOes na temperatura,
pH ou forga idnica do solvente.

A dependéncia da intensidade da fluorescéncia sobre o comprimento de onda de luz
incidente ¢ referida como o espectro de excitagio. Este espectro ¢ obtido quando a emissdo €

monitorada em um tnico comprimento de onda, enquanto a luz excitadora ¢ variavel.
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Por outro lado, o espectro de emissdo descreve as variagdes da intensidade da
fluorescéncia em fungdo do comprimento da luz emitida. O espectro de emissdo € obtido
quando a amostra é excitada em um Unico comprimento de onda e a intensidade da
fluorescéncia ¢ monitorada em fungdo da luz emitida. A observagdo das medidas deste
espectro ¢ interessante, pois a posi¢do do maximo de emissdo do espectro (Amax) € sensivel a
polaridade do ambiente, as reagdes quimicas e a mobilidade do fluoréforo durante o tempo de
vida do estado excitado.

A fluorescéncia é muito sensivel ao ambiente ao redor do fluor6foro; esta sensibilidade €
causada pelo longo tempo em que a molécula permanece no seu estado excitado singleto até
iniciar os processos de decaimento. Durante o tempo em que o estado permanece excitado,
varios processos podem ocorrer. Estes processos podem alterar os pardmetros da
espectroscopia de fluorescéncia tais como: maximo comprimento de onda de emissdo (Amax),
rendimento quéntico (®r) e tempo de vida do estado excitado (To).

Espectroscopia de fluorescéncia é um dos mais versateis e sensiveis métodos para estudos
fisicos de sistemas protéicos. Medidas de fluorescéncia nestes sistemas podem ser realizadas
em condi¢des diversas tais como: temperatura, viscosidade do solvente, constante dielétrica,

associa¢do com outras moléculas € pH.

As proteinas podem apresentar trés fluoroforos naturais: fenilalanina, tirosina e triptofano.
Os espectros de emissdo de fluorescéncia destes residuos tém sido utilizados para investigar a
desnaturacdo de proteinas, as transi¢gdes conformacionais, as reagdes de associagdo, as
variagdes causadas pela ligagdo de substratos, a polaridade do solvente e a orientagdo e

distribui¢do de ligantes.

Cada aminoacido aromatico apresenta duas principais bandas de absor¢do na regido entre
200-300nm. A banda de energia mais baixa ocorre em 258nm para a fenilalanina, 277nm para

a tirosina e 280nm para o triptofano (figura 5).
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Fig. 5. Espectro de absorgdo dos trés aminodcidos arométicos [Laskowics, 1983].

As medidas de fluorescéncia de proteina sdo realizadas excitando-se os residuos triptofano
e tirosina no maximo de absorgdo proximo de 280nm ou em comprimento de ondas maiores.
Nesta faixa, a fenilalanina nfio é excitada, além disso, a emissdo deste residuo € raramente
observada, pois apresenta um baixo rendimento quéntico. Em comprimentos de onda maiores
que 295nm, a absorgiio é devido principalmente ao triptofano de modo que possa ser excitado

seletivamente em 295-305nm.

A emissdo maxima da tirosina e da fenilalanina é relativamente insensivel ao ambiente
local e as variagBes de residuos vizinhos ndo tém efeito sobre a intensidade da emiss&o.
Entretanto, a emissio no caso do triptofano ¢ altamente sensivel a polaridade do meio ou ao

tamanho das moléculas ao seu redor.
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A espectroscopia de fluorescéncia foi utilizada para monitorar possiveis alteragdes
conformacionais do inibidor em fungdo de seu comportamento frente aos diferentes pHs a que
foi exposto (2,0 — 11,0).

As medidas de fluorescéncia foram feitas em um fluorimetro K2 (ISS, fluorescence,
Analytycal Biomedical Instrumentation - Illinois/USA) a 25°C em cubetas de quartzo de 1 cm

de caminho 6ptico.

Amostras do inibidor em PBS pH 7,6 foram excitadas em 280 e 295 nm e a emisséo
monitorada de 295 a 450nm e 305 a 450nm, respectivamente. Medidas de emissdo de
fluorescéncia do inibidor, em tampdes com diferentes pHs (tampdes acetato-borato-fosfato na
faixa de pH de 2,0 a 11,0), foram excitadas em 295nm e a emissdo monitorada de 305 a
450nm. As medidas de emissio de fluorescéncia foram realizadas com as mesmas amostras
utilizadas nas medidas de dicroismo circular, porém apropriadamente preparadas para esta
técnica, isto é, foram diluidas ao redor de 0,1mg/mL correspondentes a absorbéncia de 0,1 em
Mago. Os espectros de fluorescéncia dos tampdes foram subtraidos de cada amostra

correspondente para minimizar o efeito de espalhamento Raman.
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IV — RESULTADO E DISCUSSAO

IV. 1 - OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO

O extrato bruto (EB) foi obtido a partir de cotilédones que foram triturados até po e
suspenso em solugo salina tamponada (PBS) 10mM, pH 7,4. Apos centrifugagio a 12000g, o
sobrenadante chamado de EB foi submetido a testes de atividade anticoagulante e atividade
inibitoria da agdo enzimatica da tripsina.

Estes experimentos mostraram que o EB de Cassia leptophylla contém substancia com
acdo anticoagulante e inibitoria sobre a atividade enzimatica da tripsina. Varios trabalhos tém
mostrado que sementes de leguminosas (Dimorphandra mollis, Leucaena leucocephala,
Enterolobium contortisiliquum, por exemplo) contém inibidores de proteases que interferem
na cascata da coagulagdo sangiiinea e inibem enzimas proteoliticas como a tripsina [Batista ez
al., 1996; Ceciliani et al., 1997, Oliva et al., 2000; Mello e al., 2002], quimotripsina [Batista
et al., 1996; Oliva et al., 2000; Teles et al., 2004], calicreina plasmatica humana [Batista, et
al., 1996; Oliva ef al., 2000; Mello et al., 2002]; fator XIla [Batista., et al 1996], plasmina
[Oliva et al., 2000; Mello et al., 2002] e papaina [Ryan et al., 1998; Ryan et al., 2003].

Nio foi detectado no EB, tratado com PVPP, atividade hemaglutinante, ou seja, indicativo
da presenca de lectinas, que é uma importante familia de proteinas que ligam especificamente
a carboidratos. A atividade hemaglutinante observada antes do tratamento com PVPP
provavelmente era devido a presenga de polifenois. Assim prosseguirmos o trabalho na

expectativa de isolar e caracterizar o inibidor do processo na coagulagdo.
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IV. 2 - PURIFICACAO

A partir de 30g da farinha de cotilédones, foram obtidos 90 mL de EB, com uma
quantidade de proteinas totais de 2200mg. Destas, cerca de 50mg correspondiam a proteina
em estudo; o rendimento, portanto, foi de aproximadamente 2,4%. As etapas do procedimento
de purificagio envolveram: gel filtragdo sobre coluna de Superdex75, seguido de
cromatografia de troca idnica em uma coluna Mono-Q com gradiente de 0,5M de NaCl,
reéromatograﬁa nas mesmas condi¢es, porém utilizando um gradiente de 0,5M de NaCl mais
lento.

O perfil cromatografico das amostras de EB submetidas a cromatografia de exclusdo
molecular revelou 6 picos (figura 6). Entretanto, apenas a fragéo correspondente ao pico 12
apresentou atividade anticoagulante e inibitoria sobre tripsina. Esta frag@o foi concentrada e

cromatografada sobre uma coluna de Mono-Q, cujo perfil esta ilustrado na figura 7.
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Fig. 6. O extrato bruto das sementes de Cassia leptophylla foi submetido a gel filtracdo

em uma coluna de Superdex75. A coluna foi eluida e equilibrada em PBS, pH 7.6.

FragBes de 1,0 mL foram coletadas com um fluxo de 1,0 mL/min. A flecha aponta para

o pico que apresentou agdo inibitéria sobre tripsina e atividade anticoagulante.
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Das duas fragdes (figura 7), somente a eluida com cerca de 0,3M de NaCl (primeira
correspondentes a este pico foram submetidas a recromatografia, nas mesmas condigdes,
exceto com gradiente mais lento. A recromatografia (figura 8) mostra uma fragdo majoritaria

correspondente & proteina de interesse.
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Fig. 7. A frago 12 eluida por gel filtragio foi submetida A cromatografia de
troca ibnica em coluna Mono-Q. A coluna foi equilibrada com tampéo tris-HCl
0,02 M, pH 8 ¢ fragdes de 1,0 mL foram coletadas com um fluxo de 1,0

mL/min. A eluicio foi efetuada com gradiente linear de NaCl de 0 — 0,5M. A
flecha esta indicando o pico que apresentou atividade biolégica.

Os procedimentos cromatogréaficos utilizados para isolar a proteina de interesse foram
satisfatérios, pois o inibidor foi purificado em uma forma homogénea como pode ser
observado no gel de SDS-PAGE (figura 9). O inibidor foi denominado de CLTI (inibidor de

tripsina de Cassia leptophylla).



37

112 1 v 1 M 1 M ] M 1 M ]
4100
1,0
€ s
480 s
- {60 g
‘5 061
2 £
8
/] - b -]
g 0,4- 40 g
S
0,2 - 420
0,0 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Fracdo (mL)
Fig. 8. A fragio 18 eluida por Mono-Q foi reunida, concentrada e submetida a
recromatografia de troca iénica. A coluna foi equilibrada em tampéo Tris-HCI,
pH 8,0, fraces de 1,0 mL foram coletadas sob um fluxo de 1,0 mL/min. A
eluigdo foi efetuada com gradiente linear de NaCl de 0 - 0,5M.

IV. 3 —- CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DA PROTEINA

IV. 3.1 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A andlise eletroforética (SDS-PAGE) de fragdes de diferentes estagios da purificagéo do
inibidor ¢ mostrada na figura 9. No gel, sob condi¢des desnaturantes, as amostras
correspondentes ao pico principal eluido por recromatografia em Mono-Q sdo visualizadas em
uma tnica banda de massa molecular de aproximadamente 20kDa. Depois da reducdo desta
amostra por B-mercaptoetanol, duas bandas de massa molecular estimadas em 16 e 4kDa séo
reveladas indicando que o inibidor é uma proteina com duas cadeias polipeptidicas, uma

cadeia-o. de maior massa molecular e uma cadeia-3 de menor massa molecular. Inimeros
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trabalhos tém isolado inibidores Kunitz compostos por uma cadeia o maior de 16kDa e por
uma cadeia 8 menor de S5kDa, ligadas por uma ponte dissulfeto [Richardson, 1991; Oliva et
al., 2000]. Os valores encontrados (antes e depois da redugdo) para as massas moleculares
aparentes do CLTI estdo de acordo com os outros inibidores tipo Kunitz isolados de outras
espécies da mesma familia [Richarson et al., 1986; Negreiros et al., 1991, Macedo et al.,

2000; Oliva et al., 2000].
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Fig. 9. Determinacdio do peso molecular por gel de SDS-PAGE corado com
Coomassie Blue R 250. (M, ) marcador de alto peso molecular. (M;) marcador
de baixo peso molecular. (1) Estrato bruto de Cassia leptophylla. (2) Fragio 12
coletada da coluna Superdex75. (3) Fragio 18 eluida por cromatografia de
troca ibnica. (4) Fragdio 25 coletada da recromatografia em Mono-Q em

condices redutoras e (5) Fragiio 25 eluida por recromatografia de troca ibnica
em condigdes njo redutoras.
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IV. 3.2 - Focalizacio isoelétrica

A focalizagdo isoelétrica do CLTI mostrou a presenca de uma tinica banda, o que indica a
auséncia de isoformas, com plI (ponto isoelétrico) de aproximadamente 4,4 (figura 10). A
natureza acida do pl determinado pela andlise do gel para esta proteina € uma caracteristica
comum para os inibidores da familia Kunitz [Richardon, 1991, Kalune et al., 1995; Giri et al.,

2003; Teles et al., 2004].

6,85

5,85

445

Fig. 10. Gel de pl usando gradiente de pH de 3,5 a 8,65.
(1) Mostra o pl do inibidor purificado.

IV.3.3 — Separacio das cadeias apés reduciio e alquilaciio

A anlise de eletroforese da fragdo 25 da recromatografia de troca idnica na presenga de p-
mercaptoetanol revelou que a amostra é uma proteina composta por duas cadeias
polipeptidicas.

Amostras desta fragio foram coletadas reunidas e foram reduzidas e alquiladas. Apos este
processo, as cadeias foram separadas na coluna de fase reversa (figura 11). A cadeia de menor
massa molecular e a cadeia de maior massa molecular foram eluidas no tempo de retengdo de

50 e 60 minutos, respectivamente.
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A cadeia eluida no tempo de retengdo de 60 minutos corresponde a cadeia a (maior) com
massa molecular estimada por gel de eletroforese de 16kDa. Enquanto que a cadeia eluida no
tempo de retengdo de 50 minutos corresponde & cadeia B (menor), com uma massa molecular
estimada por gel de eletroforese em torno de 5kDa. As fragSes de cada cadeia foram coletadas
reunidas e submetidas a analise da regido do N-terminal.

Estes resultados estdo de acordo com os dados encontrados na literatura para os inibidores
de protease do tipo Kunitz. Estes inibidores sdo formados por duas cadeias polipeptidicas,
uma cadeia o com 16kDa e uma cadeia B com 5kDa, unidas por ligagéo dissulfeto [Negreiro

etal., 1991; Oliva et al., 2000].
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Fig. 11. Perfil cromatogrifico da coluna de fase reversa (C-18) do inibidor, apés a redugio e
alquilagiio. A amostra foi eluida utilizando gradiente descontinuo dos solventes A (0,1% de
TFA em 4gua) ¢ solvente B (10% de agua contendo 90% de acetonitrila e 0,1% de TFA) em
um fluxo de 1mL/min. Os dois picos representam a cadeias A ¢ B que constituem o inibidor.
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IV. 3.4 - Seqiiéncia N-terminal

Para determinar a seqiiéncia da regido N-terminal do CLTI, amostras do inibidor nativo

foram reduzidas e carboximetiladas. As cadeias-o. e B da proteina foram separadas por meio
da cromatografia de fase reversa em coluna C 18. Com amostras da cadeia-au ndo foi possivel
determinar a seqiiéncia N-terminal, sugerindo que a seqiiéncia esta bloqueada. Por outro lado,
com amostras da cadeia-p foi possivel determinar a seqiéncia N-terminal de 24 aminoécidos:
Alal-Thr-Glu-Asp-Glu-Lys-Lys-Asp-Leu—Gly‘°-Ile-Ser-Ile-Asp—Asp-Cys—Cys—Asn—Arg-
Arg®®-Leu-Val-Val-Lys.

A busca em banco de dados por meio do sistema NCBI-BLAST usando a sequiéncia N-
terminal da cadeia-B obtida revelou significativa homologia com outros inibidores de tripsina
tipo Kunitz isolados de outras Leguminosae. As proteinas que apresentaram homologia
foram: cadeia-B do inibidor de protease de sementes de Adenanthera pavonina (DES-B)
[Richarson et al., 1986], inibidor de tripsina de Prosopsis juliflora (PYTI-B) [Negreiros et al.,
1991] e o inibidor de Acacia confusa (ACTI-B) [Wu e Lin, 1993]). Estas proteinas
apresentaram identidades em relagéo ao CLTI de 80%, 76% e 75%, respectivamente.

O alinhamento do N-terminal da cadeia-B do CLTI com as proteinas homologas ¢
apresentado na figura 12.

Segiiéncia
Iibidor 1 10 20 30 a1
D58 | LEI:KnLfiIS:[nnnHuRﬁanxEEnPL!}quvnﬂnREérll
PJTI-B SDRCKDLGISIDEENNRRLYYKDGDPLAYRFYKANRRG
ACTI-B DDESCKDLGISIDDENHRRL YVKDGHPLAYRFEKAHRSG

CLTI-B ATEDEKKDLGISIDDCCHRRLYVK
Consenso ++ .decKDLGISID# .nHRRLVYK g.pl.v. L IR TR LI - IR

Fig. 12. Seqiiéncia parcial da cadeia-p do inibidor de Cassia leptophylla (CLTI-B) alinhada com a
seqiléncia completa da cadeia-f dos inibidores de tripsina isolados de Adenanthera pavonina (DES5-B), de
Prosopsis juliflora (PTTI- B) e de Acdcia confusa (ACTI- B). Os aminodcidos em vermelho ocorrem em
todas as cadeias, enquanto que os aminodcidos em azul ndo ocorrem em todos os inibidores alinhados.
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IV. 3.5 — Formaciio do complexo inibidor-tripsina

O sitio reativo de um inibidor de protease ¢ definido como a regido da molécula que entra
em contato direto com o centro ativo da enzima formando um complexo enzima-inibidor
[Richardson, 1991]. Os estudos estequiométricos mostraram que 0 CLTI incubado com
tripsina forma um complexo estavel tripsina-inibidor na razéio molar 1: 1.

A figura 13 mostra o perfil cromatografico do complexo e da tripsina em forma livre
eluidos da coluna Superdex 200. Observa-se um pico de aproximadamente 44kDa
correspondente a soma das massas das duas proteinas que formam o complexo e um pico de
24kDa que equivale & massa da tripsina na forma livre. Estes resultados indicam a presenga de
um Unico sitio reativo para a enzima.

Os resultados encontrados neste trabalho em relagio a razéo estequiométrica estdo de
acordo com outros inibidores tipo Kunitz [Sampaio ef al., 1996; Batista et al., 1996; Oliva et

al., 1999; Macedo et al., 2000; Mello et al., 2002].
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Fig. 13. Gel filtragio do complexo enzima-inibidor em Superdex 200. A coluna foi
equilibrada e eluida com tampéo Tris-HC1 pH 8,0 contendo 0,1M de NaCl. Os picos 1, 2, 3,
5 e 7 equivalem aos padrdes de massa molecular miosina, P-galactosidase, BSA, anidrase
carbonica e citocromo C, respectivamente. O pico 4 corresponde ao complexo enzima-

inibidor e 0 6 a forma livre da tripsina
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IV. 4 — ATIVIDADE BIOLOGICA

IV. 4.1 — Atividade anticoagulante

A propriedade do CLTI em afetar a coagulagdo sangiiinea foi testada pré-incubando esta
proteina com plasma humano. Os testes mostraram que O inibidor prolonga o tempo de
coagula¢do em cerca de 20 vezes em relagdo ao controle, indicando que o inibidor interage
com enzimas da cascata de coagulagio sangilinea.

Inimeros trabalhos tém mostrado que inibidores de serinoprotease bloqueiam enzimas
envolvidas na coagulagio sanguinea, na fibrinolise, além de possuir efeitos antiinflamatorios.
A acdo destes inibidores ocorre por meio da formagdo de complexos com enzimas especificas.
[Batista et al., 1996; Oliva et al., 2000].

Multiplos mecanismos estdo envolvidos nas variagdes patologicas que causam a
inflamagdo. Inibidores de protease sdo instrumentos bioquimicos uteis para elucidar as
funcdes especificas das células e dos seus produtos nos referidos mecanismos e entender o

papel de enzimas proteoliticas na coagulagio sangiiinea.

IV. 4.2 — Testes de atividade inibitéria

Estudos com sementes de leguminosas tém mostrado que esta familia é rica em inibidores
de serinoprotease [Richarson, 1991; Xaver-Filho, 1992; Souza et al., 1995, Batista et al.,
1996; Macedo et al., 2000; Oliva et al., 2001]. A especificidade inibidora da proteina isolada
de sementes de Cassia leptophylla foi testada com diferentes proteases tais como: tripsina,

quimotripsina, elastase € calicreina.
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Os ensaios de atividade residual enzimatica mostraram que o inibidor de protease isolado
neste trabalho apresentou alta afinidade pela tripsina, com um valor de K; = 1,92nM e pela
quimotripsina com K; = 14,5nM. Entretanto, o inibidor mostra-se quase oito vezes mais
especifico para tripsina do que para a outra enzima testada. A figura 14 representa as curvas
de inibigio destas enzimas obtidas a partir de concentragdes crescentes do inibidor, em
condicbes de estabelecimento do equilibrio da reagdo de inibigdo.

As propriedades inibitorias do CLTI estdo de acordo com os resultados encontrados para o
inibidor isolado de Cajanus cajan [Haq e Khan, 2003]. O trabalho de Mello [Mello ez al.,
2002] determinou uma alta afinidade do segundo inibidor purificado de sementes de
Dimorphandra mollis pela tripsina com um K;=1,7nM. Estes resultados sdo semelhantes aos
encontrados nos testes realizados com o inibidor isolado de Cassia leptophylla. Portanto, o
valor determinado para o K; deste inibidor esta de acordo com dados descritos para outros

inibidores de tripsina isolados de plantas.
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Fig. 14. (a) Curva da atividade enzimatica residual da tripsina na presenca de
concentragio crescente do inibidor isolado de C. leptophylla. (b) O grafico
representa a atividade inibidora de CLTI sobre quimotripsina em concentragdes
crescentes do inibidor.

45



46

Os estudos de atividade inibitoria sobre outras enzimas encontraram uma fraca inibigdo
sobre calicreina plasmatica humana (HuPK) com um K; = 1,5 uM (figura 15) e nenhuma
inibiglio sobre elastase pancreética de porco (PPE) foi detectada nestes experimentos. Estudo

com o segundo inibidor isolado de Dimorphandra mollis [Mello et al., 2002] apresentou as

.....
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Fig. 15. Curva de inibicdo de calicrefna por concentrac3es crescentes do inibidor
purificado de C. leptophylla.

A tabela 2 mostra as constantes de inibigio do inibidor de tripsina isolado de Cassia
leptohylla (CITI) e a constante de outros inibidores isolados de outras espécies de
leguminosas. Fazendo uma anélise comparativa entre as constantes de inibi¢do do CITI com
as de outros inibidores apresentados na tabela, pode-se afirmar que o inibidor isolado de

Cassia leptophylla é um potente inibidor de tripsina.
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Inibidor | K; para Tripsina | K, para Quimotripsina | K; parta calicreina plasmatica
CITI 1,92naM 15,5nM 1,5pM
DmTI-II 1,7aM Nio inibiu 0,31pM
SwTI 47,AnM 0,12uM 20,25nM
LITI 25nM 14nM 6,3nM
DrT1 21,9nM Nio inibiu 5,25nM

Tabela 2. Mostra as constantes de inibi¢do do CITI e de outros inibidores. (DmTI-II) € o segundo inibidor de
tripsina isolado de sementes de Dimorphandra mollis [Mello et al., 2002]. (SWTT) inibidor de tripsina isolado de
Swartzia pickelli [Batista, 1996]. (LITI) inibidor de tripsina isolado de Leucaena leucocephala [Oliva et al.,
2000] ¢ o inibidor de tripsina isolado de Delonix regia (DrTI) [Pando et al ., 2001].

As propriedades inibitorias do CLTI estiio relacionadas com a fungdo dos inibidores de
proteases presentes em plantas. Estes inibidores sao proteinas de estoque vegetal, regulam a
atividade proteolitica [Ryan, 1990; Kato ef al, 2002] e fazem parte do sistema de defesa da
planta contra patogenos, por meio da inibicio de suas enzimas proteoliticas [Sampaio e? al.,

1996; Shewry e Lucas., 1997; Franco e? al., 2003].

IV. 4.3 — Atividade inibitoria do crescimento de fungos fitopatégenos

A propriedade do CLTI em inibir o crescimento de fungos foi testada com as seguintes
cepas: Colletotrichum sp. ¥37, Colletotrichum sp. P10, Fusarium moniforme e Fusarium

graminearum.
O inibidor apresentou atividade fungicida sobre as cepas de Fusarium, a dose minima
inibitoria foi de 50pg/pogo (2,5nM) para Fusarium moniforme (figura 162), enquanto que

para Fusarium graminearum foi de 25pg/pogo (1,25nM) (figura 16b).
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Fig. 16. Mostra a atividade antifingica do inibidor em duplicata usando microplacas de titulacfo. (a)
Inibigio do crescimento do fungo Fusarium moniforme ¢ em () inibigio do crescimento do fungo
Fusarium graminearum. Em ambos os testes, utilizou-se diluigiio seriada do inibidor com uma

concentragdo inicial de S0pg/pogo (na diregdio da esquerda para a direita). O tltimo pogo de cada placa é
o controle (fungo em PD).

Para ambas as cepas de Colletotrichum testadas, 0 inibidor apresentou propriedades

fungistaticas, sendo necessaria uma concentragdo de no minimo 50pg/pogo (2,50M) de

proteina (figura 17).

b)

Fig. 17. Teste de inibigo do crescimento dos fungos realizados em duplicatas usando microplacas de
titulacfio e diluigio seriada da proteina. (2) Propriedade fungistatica do inibidor sobre Colletotrichum
sp. F37. (b) Ati idade fungistatica da proteina sobre Colletotrichum sp. P10. Em ambos 0s testes,
utilizou-se diluigio seriada do inibidor com uma concentragio inicial de 50pg/pogo (na direcdo da
esquerda para a direita). 0O ditimo pogo de cada placa & o controle (fungo em PD).
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Portanto, o inibidor possui propriedades antifingicas para Fusarium, sendo mais eficaz
para Fusarium graminearum. Por outro lado, a proteina ndo inibiu o crescimento das cepas de
Colletotrichum, contribuindo somente para retarda-lo, pois apresenta apenas propriedades
fungistaticas para estas cepas.

Inibidores de protease de planta com a habilidade de inibir o crescimento de fungos in
vitro tém sido relatados por muitos trabalhos [Terras ef al., 1992; Vernekar et al., 1999].
Lorito (1994) foi o primeiro a relatar que inibidores de tripsina e quimotripsina de folhas de
couve exibem atividade antifungica sobre Botrytis cinerea ¢ Fusarium solani [Lorito et al.,
1994].

A resisténcia de plantas a ataques de insetos herbivoros e patogenos pode ser aumentada
pela inser¢do de genes que expressam inibidores de proteases em plantas transgénicas. Este
enfoque tem sido investigado por Hilder [Hilder et al., 1987], e Hoffman [Hoffman et al.,
1992] ao demonstrar que a transferéncia de genes — que codificam inibidores de tripsina — de
algumas plantas para outras culturas, tais como o tabaco, aumenta sua resisténcia a ataques de
insetos herbivoros e fungos.

Inibidores de protease sdo moléculas que podem ser utilizadas como possiveis ferramentas
para melhorar a resisténcia da planta contra ataques de insetos e microorganismos por meio da
engenharia genética [Ryan, 1990; Christeller et al., 1992; Giri, 1998]. As principais vantagens
de utilizar este tipo de proteina para aumentar a resisténcia das plantas sdo: fazem parte do
sistema de defesa da planta, ndo impdem efeitos toxicos de longo prazo sobre outros insetos €
plantas e ndo reduzem drasticamente a mortalidade dos mesmos, diminuindo a probabilidade

das populagdes de insetos descendentes desenvolverem resisténcia [Harsulkar et al., 1999].
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IV. 5 — ASPECTOS ESTRUTURAIS APRESENTADOS PELO CLTI

O espectro de dicroismo circular no UV distante do inibidor em tampdo Tris-HCl 50mM
pH 8,0 mais de NaCl 150mM em temperatura ambiente é mostrado na figura 18. Este
espectro é caracterizado por duas bandas, uma fraca com um maximo em aproximadamente
230nm e uma outra banda bem intensa com um minimo em 200nm. A acentuada banda
negativa em torno de 200nm ¢ tipica de estruturas desordenadas. Por outro lado, o sinal em

230nm pode ser atribuido as cadeias laterais dos aminoacidos aromaticos, tirosina e

triptofano.
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Fig. 18. Espectro de CD do inibidor. As medidas foram registradas com aproximadamente
0,2mg/mL da amostra e os espectros foram registrados variando o comprimento de onda de
190 a 250nm com uma média de 16 varreduras.

I
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A analise dos espectros de CD de vérias proteinas que apresentam bandas positivas na

regido de 225 a 230nm [Woody, 1994] tem mostrado que suas cadeias laterais de tirosina e/ou
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triptofano contribuem para a banda nesta faixa de comprimento de onda. Geralmente esta
banda € fraca, mas as confor;aéées desordenadas das proteinas podem aumentar seu sinal.

Os trabalhos de Woody e Dunker (1996) tém mostrado que a maioria dos inibidores
polipeptidicos de protease encontrados em sementes apresentam uma grande fragio de
estruturas desordenadas. O grupo destas proteinas usualmente mostra espectros de CD com
uma forte banda negativa ao redor de 200nm e uma fraca banda entre 220 e 230nm, que pode
ter um sinal positivo ou negativo [Connelli et al., 1985; Ramasarma ef al, 1994; Haq e Khan,
2003].

A desconvolugio do espectro do CLTI — efetuada pelo programa Selcon 3, com uma base
de dados de 37 proteinas — mostrou que ocorrem no inibidor 7% de a-hélices; 23% de voltas-
B; 34% de folhas-B e 36% de estruturas desordenadas (RMS 0,62).

Estes dados obtidos sdo semelhantes aos encontrados para outros inibidores tipo Kunitz
tais como: inibidores de proteases isolados de Schizolobium parahyba e de Cajanus cajan que
sio formados principalmente de folhas-§ e estruturas desordenadas [Teles et al., 2004; Haq e
Khan, 2003]. Os resultados ja citados também estdo de acordo com os obtidos pela
desconvolugio das estruturas secundarias determinadas para o inibidor de calicreina
plasmatica tipo Kunitz de sementes de Bauhinia bauhinoides (BbKI) estudado em nosso

laboratorio [Vieira, 2004].

IV. 5.1 — Estabilidade conformacional do inibidor investigada por CD em funcio do pH

As variagdes dos espectros de CD em fungdo do pH mostram que Os espectros das
amostras em pHs acidos (abaixo de 6,1) estdo ligeiramente deslocados para o vermelho, com

uma discreta perda da intensidade dos mesmos-(figura 19).
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Fig. 19. Espectros de CD no UV distante do inibidor em diferentes pHs (2,0 a 11,0) em
temperatura ambicnte. As medidas foram realizadas com as amostras concentradas ao redor
de 0,2mg/mL variando o comprimento de onda de 193 a 250nm.

Estes dados mostram que a conformagio da proteina é ligeiramente afetada em pHs
4cidos. Estudos de CD em fungdo do pH (2,0; 7.0 e 10,0) de um inibidor de tripsina de
sementes de Cajanus cajan [Haq e Khan, 2003] mostraram que este inibidor sofre pequenas
alteragdes em seus espectros em pHs extremos (4cidos e alcalinos) em relagéo ao pH 7,0; mas
a conformagdio da proteina ¢ estavel. Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com

os dados apresentados para o inibidor isolado de Cajanus cajan.
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IV. 5.2 — Estabilidade conformacional do inibidor investigada por CD em funcio da

temperatura

As alteragdes conformacionais do inibidor foram estudadas por CD no UV distante em
fungio da temperatura. As medidas foram realizadas com as amostras concentradas ao redor
de 0,2mg/mL em tampdo de Tris-HC1 50mM contendo NaCl 150mM pH 8,0, variando a
temperatura de 25°C a 90°C, em intervalos de 5°C. O inibidor foi incubado por 15 minutos em
cada temperatura e os espectros foram registrados entre o comprimento de onda de 190 a
250nm, com uma média de 16 varreduras.

Os espectros do inibidor mostrados na figura 20 indicam que entre as temperaturas de
25°C a 40°C a proteina permanece na sua conformagio nativa, com uma discreta diminuig@o
da intensidade da banda de minimo (~200nm); esta ligeira perda de intensidade continua até a
temperatura de 55°C. Apds 45°C, ocorre também uma ligeira perda da banda de maximo em
torno de 230nm, que se acentua apos 55°C. Portanto, entre 25°C e 55°C o inibidor ¢ estavel,

pois se observa que nestas condigdes ocorrem poucas alteragdes no seu espectro de CD.
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Fig. 20. Espectro de CD registrado de 190 a 250nm, acompanhando o efeito da
temperatura sobre o inibidor. A temperatura investigada variou de 25°C a 90°C
com intervalo de 5°C. A amostra foi incubada em um

no aparelho.
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banho térmico acoplado

Por outro lado, as alteragdes significativas dos espectros

conformacionais iniciaram-se apos 55°C. A partir desta temperatura, ocorrem significativas

perdas da intensidade da banda de minimo sendo mais evidente a partir de 65°C.

]
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indicando mudangas

O grafico mostrado na figura 21 representa os dados obtidos do experimento equivalente &

figura 20 com o monitoramento do comprimento de onda em 200nm. Este grafico ¢ uma

curva de transicdo das alteragdes das estruturas secundarias do inibidor em fungdo da

temperatura.
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Fig. 21. Curva de transi¢do em fungio da temperatura do inibidor monitorada
no comprimento de onda de 200nm.

Esta curva indica que em aproximadamente 59°C é o ponto em que ocorre a transi¢do.
Portanto, abaixo desta temperatura a proteina apresenta-se enovelada com discretas alteragoes
em sua estrutura e acima deste ponto a proteina inicia o processo de desnaturacéo.

Trabalhos de Bronze (1990) tém mostrado que as pontes dissulfeto intramoleculares sdo
provaveis responsaveis pela estabilidade térmica dos inibidores da familia Kunitz. Entretanto,
estudos recentes descrevem inibidores isolados de sementes de Bauhnia sp. que ndo
apresentam pontes dissulfeto e nem residuos de cisteinas [Oliva et al, 2001}, mas
demonstram estabilidade térmica semelhante 4 encontrada no inibidor estudado neste

trabalho.
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IV. 6 - FLUORESCENCIA

Medidas de fluorescéncia foram feitas utilizando amostras do inibidor em PBS pH 7,6
com excitagio em 280 e 295, sendo seus espectros monitorados em 295 —450nm e 305 -

450nm, respectivamente.

Os espectros obtidos com a excitagdo em 280 e 295nm ndo apresentaram diferengas no
posicionamento do comprimento de onda de emissio maxima da fluorescéncia de suas bandas
(figura 22). Estes espectros caracterizam-se por uma banda com comprimento de onda de
emissio maxima em 325,7nm, indicando que o triptofano esta exposto em um ambiente
hidrofobico, fora do contato com o solvente [Lakowicz, 1983]. A maior intensidade de
emissdo quando excitada em 280 nm ¢ devido a transferéncia de eletros dos residuos da
tirosina para triptofano, fendmeno este descrito na literatura quando ambos os cromoforos
estdo presentes na proteina [Lakowicz, 1983], explicando o fato de ser suprimida a banda de

emissdo da tirosina.
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Fig. 22. Os espectros de emissdo do inibidor em PBS pH 7,6. (=) Medida de fluorescéncia
com excitagio em 280 e o espectro registrado de 295 a 450. (==) Espectro com excitagio
em 295 e a emissdo monitorada de 305 a 450nm.

Os espectros de emissdo do inibidor em diferentes ambientes (variagdo de pH de 2,1 a
11,2) sdo apresentados na figura 23. O inibidor nfio mostrou deslocamento do maximo de
emissdo nesta ampla faixa de pH, indicando que a polaridade do micro ambiente do triptofano
ndo ¢ alterada. Entretanto, em valores extremos de pH 4cido e bésico ocorreram alteragdes na
intensidade de emissdio, o que pode significar discretas alteragdes (conformacionais ou

idnicas) levando a supressdo de emissdo em pHs bésicos e aumento da intensidade em pHs

acidos.
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Fig. 23. Espectro de fluorescéncia da amostra do inibidor em diferentes
ambientes, variando a pH da faixa de 2,0 a 11,0.

Estes dados mostram que o inibidor ¢ estavel na faixa de pH de 6 a 8 e apresenta discretas
variagdes de sua estrutura em relagdo ao inibidor nativo em valores extremos de pH.
Inibidores de proteases isolados de Schizolobium parahyba [Teles et al., 2004] e Bauhinia
bauhinioides [Vieira, 2004] apresentaram estabilidades conformacionais em extremos
alcalinos e acidos com ligeiras variagBes em suas estruturas. Estes resultados s&o semelhantes

aos encontrados para o CLTL
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V — CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho o inibidor de protease da semente de Cassia leptophylla foi isolado €
purificado (sendo denominado CLTI), com a finalidade de estudar suas propriedades fisico-
quimicas, estruturais e atividades biotecnologicas. O interesse nos estudos de inibidores de
proteases ¢ baseado no seu potencial para o desenvolvimento de plantas mais resistentes a
pragas [Ceciliani ef al., 1997, Heath et al., 1997, Giri et al., 2003] e agentes terapéuticos
contra doengas tais como: inflamag@o, hemorragia [Oliva et al., 2000] e cancer [DeClerck e
Imrem, 1994; Kennedy, 1998]. H4 também interesse nestes inibidores no combate a doengas
tropicais tal como a malaria [Billings el al., 1987; Seelmeir ef al., 1988], pois estas proteinas
tém mostrado propriedades inibidoras sobre protease que $30 crucias para o ciclo de vida de

microorganismos causadores de tais doengas.

O CLTI foi submetido a trés testes de atividade biologica: atividade anticoagulante,
atividade inibitoria sobre serinoproteases ¢ atividade antifungica. Os testes de atividade
anticoagulante mostraram que O inibidor prolonga significativamente 0 tempo de coagulagdo
sangilinea, portanto esta proteina interfere em algumas enzimas envolvidas na cascata de
coagulagdo, provavelmente sobre aquelas da familia das serinoproteases (calicreina, trombina,
plasmina e os fatores XIII, X1I entre outros). No entanto, 0s estudos in vitro mostraram que O
CLTI possui propriedades inibidoras sobre tripsina e quimotripsina, sendo sua especificidade
cerca de 8 vezes maior para tripsina, inibindo fracamente calicreina e ndo possui atividade
sobre elastase. A literatura mostra que um grande numero de inibidores tipo Kunitz s&o
potentes inibidores de tripsina, mas inibem quimotripsina em graus variados [Bode et al.,
2000; Laskowski Jr & Quasim, 2000]. Os testes realizados para determinar a atividade
antifingica mostraram que O inibidor apresenta propriedades fungicidas para as cepas de

Fusarium testadas e atividade fungistatica para as cepas de Colletotrichum. Inibidores de
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protease tém sido apontados como uma nova classe de proteinas que apresentam propriedades
antifungicas, podendo ser aplicados como ferramentas biotecnologicas, conforme

argumentado anteriormente.

A seqiiéncia N-terminal e os métodos espectroscopicos utilizados (CD e fluorescéncia)
permitiram conhecer alguns aspectos estruturais sobre o CLTI, bem como demonstrar sua
estabilidade frente a condi¢des ndo favoraveis de pH e temperatura. A determinagdo do N-
terminal da cadeia P e os resultados de CD, aliados aos resultados sobre inibigdo de
serinoproteases, permitiram classificar o CLTI como inibidor do tipo Kunitz, semelhante aos
oriundos de outras sementes de leguminosas descrito na literatura. Os resultados de CD e
emissdo de fluorescéncia, em fungdo de pH e temperatura, mostraram a faixa de estabilidade
do CLTI em fungdo da temperatura, bem como a discreta alteragdo conformacional em
condi¢des extremas de pH (acido e basico). Estes dados corroboram com as propriedades
descritas para inibidores da familia Kunitz, os quais mantém 50% de sua atividade inibidora
apos serem submetidos a 60°C por 20 minutos e, quando submetidos a pHs extremos por até
30 minutos, ocorre pouca perda de sua atividade biologica [Macedo et al., 2000, Mello et al.,

2002; Haq et at., 2003; Teles et al., 2004].

As perspectivas futuras a respeito deste trabalho podem ter como objetivo obter esta
proteina de forma independente da maturagdo das sementes de Cassia leptophylia, realizando

a clonagem e expressdo heterologa do inibidor, facilitando o estudo dos seguintes aspectos:
- conhecer sua seqiiéncia primaria completa,
- obter cristais, difrata-los e resolver sua estrutura tridimensional;
- investigar, se possivel, para qual das enzimas da coagulagdo ocorre a seletiva atividade
inibitoria;

- estudar suas a¢es sobre outros microorganismos patogenos € fitopatogenos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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