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“Gatinho de Cheshire”, comecon, muito timidamente, por ndo
saber se ele gostaria desse tratamento: ele, porém, apenas alargon
um pouco mais o sorriso. “Otimo, até aqui estd contente”,
penson Alice. E prosseguin: “V'océ poderia, por favor, me dizer
qual € o caminho para sair daqui?” “Depende muito de onde
vocé guer chegar”, disse o Gato. “Ndo me importa muito
onde...”, foi dizendo Alice. “Nesse caso nao faz diferenga por
qual caminho vocé va”, disse o Gato. ‘.. desde que eu chegne a
algum lugar”, acrescenton Alice, excplicando. “Oh, esteja certo de
que 1550 ocorrerd”, falon o Gato, “desde que vocé caminbe o

bastante”

[Lewis Carroll — Alice no Pais das Maravilhas]



" Foi o tempo que perdi com a minha rosa

que a fex tao importante.”

[Antoine de Saint-Exupéry]



RESUMO

Sementes de leguminosas sdo conhecidas como uma rica fonte de
inibidores de proteinases, destacando-se dentre estes o inibidor de tripsina da
soja (SKTI) que € uma proteina amplamente estudada e caracterizada para
muitas propriedades biol6gicas. Entretanto seus efeitos aplicados a desordens
inflamatorias ainda sdo pouco conhecidos. SKTI foi purificado a partir de uma
fracdo comercial de soja através de cromatografia de troca aniénica em
Resource Q. A proteina purificada foi capaz de inibir a elastase de neutroéfilos
humanos (ENH) e a tripsina bovina. O valor da sua ICs, foi de 8 ng.mL™ (0.3
nM) e nessa concentragcdo o SKTI ndo foi capaz de provocar efeitos
hemoliticos ou citotoxicos sobre as populagdes celulares sanguineas humanas.
Por meio do modelo de toxicidade sistémica aguda, utilizando camundongos,
também ndo foram observados efeitos deletérios sobre 6rgaos, células
sanguineas e alterac6es nos niveis das enzimas hepaticas aspartato amino
transferase (AST) e alanina amino transferase (ALT). Neutréfilos humanos
incubados com SKTI na concentragéo de 0.3 nM apresentaram uma diminuicao
da liberagdo de ENH quando estimulados pelos ativadores PAF e fMLP (83,1%
e 70 %, respectivamente). Estes resultados mostram que o SKTI foi capaz de
afetar ambas as vias PAF/fMLP de liberagdo de ENH, sugerindo esta proteina
como um possivel antagonista dos receptores PAF/fMLP. Modelos in vivo de
injuria pulmonar aguda mediante estimulacdo por LPS de Escherichia. coli
demonstraram uma supressao significativa dos eventos inflamatérios atribuidos
a atividade elastasica de forma dose dependente. Cortes histolégicos corados
por hematoxilina e eosina confirmaram a diminuigdo da inflamacéo tecidual.
Estes resultados sugerem que o SKTI pode ser indicado como um potencial
agente farmacoldgico na terapia de muitas doencas inflamatérias.

Palavras chave: Elastase neutrofilica. SKTI. Kunitz. Glycine max. Injuria
pulmonar.



ABSTRACT

Seeds from legumes including the Glycine max are known to be a rich source of
protease inhibitors. The soybean Kunitz trypsin inhibitor (SKTI) has been well
characterised and has been found to exhibit many biological activities. However
its effects on inflammatory diseases have not been studied to date. In this
study, SKTI was purified from a commercial soy fraction, enriched with this
inhibitor, using anion exchange chromatography Resource Q column. The
purified protein was able to inhibit human neutrophil elastase (HNE) and bovine
trypsin. . Purified SKTI inhibited HNE with an ICs value of 8 ug (0.3 nM). At this
concentration SKTI showed neither cytotoxic nor haemolytic effects on human
blood cell populations. SKTI showed no deleterious effects on organs, blood
cells or the hepatic enzymes alanine amine transferase (ALT) and aspartate
amino transferase (AST) in mice model of acute systemic toxicity. Human
neutrophils incubated with SKTI released less HNE than control neutrophils
when stimulated with PAF or fMLP (83.1% and 70% respectively). These results
showed that SKTI affected both pathways of elastase release by PAF and fMLP
stimuli, suggesting that SKTI is an antagonist of PAF/fMLP receptors. In an in
vivo mouse model of acute lung injury, induced by LPS from E. coli, SKTI
significantly suppressed the inflammatory effects caused by elastase in a dose
dependent manner. Histological sections stained by hematoxylin/eosin
confirmed this reduction in inflammation process. These results showed that
SKTI could be used as a potential pharmacological agent for the therapy of

many inflammatory diseases

Keywords: Neutrophil elastase. SKTI. Kunitz. Glycine max. Pulmonary injury.
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1 INTRODUCAO

1.1 INIBIDORES PROTEICOS DE ENZIMAS PROTEOLITICAS

Inibidores de enzimas hidroliticas s&o proteinas glicosiladas ou néo
(AZARKAN ET AL., 2006 ;CAVALCANTI ET AL., 2002), que ocorrem naturalmente
em animais, microorganismos e plantas (BRZIN & KIDRIC, 1995 ;NEURATH,
1989; RYAN, 1990). Em vegetais superiores, os inibidores de proteinases foram
isolados e purificados de diferentes espécies de monocotiledbéneas e
dicotiledbneas. Entre as monocotileddneas, as investigacdes foram dirigidas
particularmente para os vegetais da familia das gramineas, atualmente
denominada familia Poaceae, tendo como principais representantes, arroz,
cevada, milho, trigo, centeio e sorgo. Entre as dicotiledéneas, a familia das
solanaceas, representada pelo tomate, batata e tabaco, e a familia das
leguminosas (ou familia Fabaceae), representada pelos feijoes, soja e ervilha, tém
recebido especial atencdo (BRZIN & KIDRIC, 1995; RICHARDSON, 1991;
SCHULER ET AL., 1998).

Em diferentes tecidos e 6rgados vegetais foram detectados, isolados e
purificados inibidores de proteinases como em polpa de frutas (ARAUJO ET AL.,
2004), raizes, caules, folhas, frutos e, particularmente, em tubérculos e sementes
(BRZIN & KIDRIC, 1995; GOMES ET AL., 2005a; GOMES ET AL., 2005b;
OLIVEIRA ET AL., 2007, 2009). Estes dultimos tecidos sao ricas fontes de
inibidores, correspondendo de 1 a 10% do total de proteinas (USSUF; LAXMI;
MITRA, 2001). Os niveis desses inibidores nos vegetais sao variaveis e dependem
do estagio de maturacao, da sua localizacdo nos tecidos, do tempo de colheita e
de armazenamento, como, também, da variedade da planta, podendo coexistir
diferentes classes de inibidores em um unico tecido ou 6rgédo (BRZIN & KIDRIC,
1995; RYAN, 1990; RICHARDSON, 1991). Os inibidores de enzimas proteoliticas
encontrados em sementes sao importantes devido ao potencial efeito deletério na
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nutricdo animal e humana, bem como por seu papel de defesa em plantas contra
microorganismos e insetos (Xavier-Filho, 1993).

1.2 INIBIDORES DE PROTEINASES - CLASSIFICACAO

Inibidores de proteinases de plantas sdo primeiramente classificados de
acordo com a classe mecanistica das enzimas que eles inibem. Dessa forma,
quatro classes de inibidores de proteinases foram estabelecidas: inibidores de
proteinases serinicas, cisteinicas, asparticas e de metalo-proteinases, sendo os
inibidores de proteinases serinicas os mais estudados (RICHARDSON, 1991;
RYAN, 1990). Muitos inibidores de proteinases cisteinicas também foram
caracterizados (BODE & HUBER, 1992, 2000; MARGIS; REIS; VILLET, 1998;
OLIVEIRA; XAVIER-FILHO, SALES, 2003), enquanto os inibidores de metalo-
proteinases e de proteinases asparticas sdo os estudados em menor escala. Estes
inibidores sao agrupados em familias (Tabela 1), sendo a classe dos inibidores de
proteinases serinicas composta por sete subfamilias e as demais compreendem
apenas uma familia (BODE, HUBER, 1992, 2000; KOIWA, BRESSAN,
HESEGAVA, 1997; MARGIS; REIS; VILLET, 1998). Os inibidores de proteinases
serinicas sao agrupados com base na similaridade de seqiiéncia primaria, massa
molecular, numero de residuos de cisteina e pontes dissulfeto (KOIWA,
BRESSAN, HESEGAVA, 1997; RICHARDSON, 1991;).
TABELA 1. Familia de inibidores de proteinases de plantas

Proteinases Classes de inibidores Familias de inibidores

Bowman-Birk

Serinicas Inibidores de proteinases g:gi; |
serinicas
Batata Il
Superfamilia de Cereais
Taumatina
Ragi I-2/milho
Cisteinicas Inibidores de proteinases Fitocistatinas
cisteinicas
Asparticas Inibidores de proteinases Inibidores de proteinases
asparticas asparticas
Metalo-proteinases Inibidores de metalo- Inibidores de carboxipeptidases A
proteinases eB

FONTES: Ryan, 1990; Richardson, 1991
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1.3 INIBIDORES DE PROTEINASES SERINICAS

Apesar da grande variedade de familia de inibidores de proteinases
serinicas, os mais estudados pertencem as familias Kunitz e Bowman-Birk
(ARAUJO ET AL., 2004; RITONJA ET AL., 1990; BAUDYS ET AL., 1991; GOMES
ET AL., 2005b; LAWRENCE, KOUNDAL, 2002; KOIWA, BRESSAN, HESEGAVA,
1997; USSUF; LAXMI; MITRA, 2001). Os estudos sao principalmente,
direcionados para aqueles encontrados em sementes das subfamilias das
leguminosas (NORIOKA ET AL., 1988). Norioka e colaboradores (1988) sugeriram
a existéncia de uma relagao entre inibidores de proteinases serinicas de sementes
de leguminosas e a evolucdo destas plantas. Nesse estudo, foi investigada a
presenca de inibidores de proteinases serinicas da familia Bowman-Birk e Kunitz
em sementes de 34 espécies de leguminosas. Em sementes das subfamilias de
leguminosas mais primitivas (Caesalpinoideae e Mimosoideae), foram
encontrados principalmente inibidores da familia Kunitz, no entanto, na subfamilia
Papilionoideae que € mais recente evolutivamente, foram encontrados apenas

inibidores da familia Bowman-Birk.

Os inibidores de Kunitz sdo proteinas com massa molecular que variam de
18 a 26 kDa, distribuidos em, aproximadamente, 180 residuos de aminoacidos,
possuindo baixo contetdo de residuos de cisteina envolvidos em pontes dissulfeto
(BATISTA ET AL., 1996 ;RICHARDSON, 1991) e, em geral, possuindo apenas um
sitio reativo. Devido a este aspecto estrutural, eles sdo conhecidos como
inibidores de uma cabeca (“single headed) (RICHARDSON, 1991). Entretanto,
poucos representantes desta familia foram caracterizados como inibidores que
possuem dois sitios reativos. Dentre eles, o inibidor Kunitz purificado de soja
(Glycine. max), denominado SKTI, apresentou forte atividade inibitéria sobre a
tripsina, mas também foi capaz de suprimir, fracamente, a atividade da
quimotripsina, sugerindo a presenca de dois sitios reativos na estrutura da
proteina (BOSTERLING , QUAST, 1981).

Inibidores do tipo Kunitz podem ser constituidos por uma ou duas cadeias
polipeptidicas. Os Inibidores encontrados nas subfamilias Caesalpinoideae e
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Papilionoideae, geralmente, tém uma cadeia polipeptidica enquanto que aqueles
da subfamilia Mimosoideae séo constituidos duas cadeias polipeptidicas unidas
por pontes dissulfeto, sendo caracterizados como proteinas diméricas (BATISTA
ET AL., 1996 ;RICHARDSON, 1991). Inibidores com uma cadeia polipeptidica,
possuindo cerca de 180 residuos de aminodacidos, deram origem aqueles com
duas cadeias polipeptidicas, apos clivagem nos residuos de aminoacidos da
posicdo 140 ou em sua vizinhanca, seguido de reducdo de pontes dissulfeto,
originando, dessa forma, os inibidores com duas cadeias polipeptidicas (BATISTA
ET AL., 1996; RICHARDSON, 1991).

A presenca de carboidratos ndo é uma caracteristica comum para inibidores
da familia Kunitz. Todavia, existem alguns relatos sobre este aspecto estrutural.
Bhat e Pattabiraman (1989) purificaram uma glicoproteina de sementes de jaca
(Artocarpus integrifolia) de 26 kDa, apresentando inibicdo sobre a atividade
catalitica da tripsina e quimotripsina. A presenca de galactose, glicose, manose,
frutose, xilose e glicosamina foram identificadas como sendo unidades de
acucares constituintes desse inibidor. Manose, xilose, fucose e outros agucares
foram detectados na estrutura do inibidor Kunitz purificado do latex de mamao
(Carica papaya), denominado PPl (ODANI ET AL., 1996). Aclcares também foram
detectados como um constituinte da estrutura de outros inibidores Kunitz, incluindo
os inibidores purificados de sementes de pata de vaca (Bauhinia rufa)
(SUMIKAWA ET AL., 2006) e de jacarandd branco (Swartzia pickelli)
(CAVALCANTI ET AL., 2002). Entretanto, o papel destes carboidratos na estrutura
de inibidores da familia Kunitz ainda nao foi esclarecido.

Os inibidores do tipo Kunitz podem ser agrupados de acordo com o tipo de
proteinase que inibem: inibidores de tripsina, inibidores de quimotripsina,
inibidores de elastase pancredtica e, mais recentemente, inibidores de elastase de
neutrofilos (SIEDLE ET AL., 2003). Apesar de detectada presenca dos inibidores
protéicos de elastase em extratos de mais de 30 espécimes vegetais (HOJIMA,
PISANO, COCHRANE, 1983), a caracterizacao bioquimica destes inibidores ainda
nao foi bem realizada em comparacdo com os inibidores protéicos de tripsina,
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restando apenas indicios sobre sua possivel utilizacdo como promissores agentes
terapéuticos em diversas fisiopatologias de carater inflamatério, coagulagcéo e
fibrindlise.

1.4 ELASTASE NEUTROFILICA HUMANA (ENH)

A elastase de neutréfilos humanos (ENH: EC 3.4.21.37) € uma proteinase
serinica da familia das quimotripsinas, que é armazenada nos granulos azuroéfilos
dos neutrofilos polimorfonucleares sendo o principal produto secretado quando
estes se encontram ativados. E uma enzima fortemente basica e tem
especificidade por aminoacidos hidrofébicos (SIEDLE ET AL., 2003). Sua
atividade, como em todas as proteinases serinicas, depende da triade catalitica
conservada, composta de aspartato, histidina e de serina (BODE, MEVYER,
POWERS, 1989). O gene da elastase € primariamente traduzido em uma pré-
proteina de 267 residuos aminoacidicos a qual sofre um processamento durante a
fase de montagem nas extremidades N e C terminais.

A analise por SDS-PAGE da elastase purificada de neutréfilos revelou que
a enzima apresenta trés isoformas majoritarias com massas moleculares variando
entre 29,3 kDa e 32 kDa que diferem em sua composicao por diferentes padrdes
de glicosilacao (TWUMASI, LIENER, 1977; WATOREK, HALBEEK, TRAVIS,
1994), mas tal caracteristica parece nao alterar sua especificidade para diferentes
substratos e inibidores (GREEN ET AL., 1991).

O papel primordial da elastase em seu estado intracelular parece ser
hidrolisar proteinas exdgenas e microorganismos durante o processo de
fagocitose dos neutréfilos. Entretanto, a nivel extracelular (Tabela 2), ela
apresenta uma propriedade peculiar de degradar componentes da matriz
extracelular, como elastina, fibronectina, laminina, proteoglicanos e o colageno
(OWEN, 1995; SIEDLE ET AL., 2003). Outras funcbes também sao atribuidas a
essa protease, como a degradacao de proteinas plasmaticas, propriedades
bactericidas, degradacao de mediadores de inflamacéo, receptores de membrana,
surfactantes pulmonares, ativacdo de linfécitos e plaquetas, ativacdo de outras
proteases, inativacdo de inibidores enddgenos de proteinases, inducdo da
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producao de citocinas e estimulacao da secrecao de muco pelo epitélio pulmonar
(CARDEN ET AL., 1998; GINZEBERG ET AL., 2001; LIAU, CAMPBELL, 1995;
SHAPIRO ET AL., 2003). Outra intrigante caracteristica da elastase neutrofilica é

sua capacidade, uma vez acoplada a membrana dos neutréfilos, de servir como

um “path clearer” no processo de migracdo destas células pelos tecidos

conectivos e no processo de diapedese dos leucécitos, uma vez que esta enzima

ird agir sobre a liberacdo dos receptores CD11b/18 das moléculas de adesédo
vascular conhecida por ICAM (SHAPIRO, 2003).

TABELA 2. Substratos naturais e células alvo da elastase de neutrdfilos

Classe

Proteinas/Células alvo

Fungao resultante

Proteinas da matriz

Proteinas plasmaticas

Imunoglobulinas

Proteases

Inibidores de proteases

Elastina, coldgeno ( tipos I-IV),
Proteoglicanos, Trombomodulina,
Surfactantes pulmonares, Caderinas
Fibronectina, Laminina.

Fatores de coagulacao
(v, VI, XI, XII1)
Fatores do complemento
(C1s, C2-5, C9)
Inativador C1
Fibrinogénio, a2-plasmina
1gG, IgM

Quininogénio, Colagenase, Gelatinase

TIMP

Perda da fungao.

Quimiotaxia neutrofilica.
Perda da funcao.

Ativagao da cascata do
complemento.

Quimiotaxia neutrofilica.
Ativagao de neutréfilos e
macrofagos.
Ativacao de enzimas.
Perda da fungao.

Citocinas IL-1, IL-2 e IL-6, TNFa Perda da funcao.
Receptor plaquetario lIb/Illa, Perda da fungao.
ICAM-I
Linfécitos Ativacgao.
Plaquetas Agregacao.
Outros Células epiteliais Liberagao de IL-6, IL-8 e
GM-CSF.
Liberagao de TGFB e
mucina.
Fonte: Kazuhito Kawabata, Tetsuya Hagio, Shozo Matsuoka, 2002.
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1.5 PATOLOGIAS RELACIONADAS A DISFUNCAO DA ELASTASE DE
NEUTROFILOS

A atividade proteolitica da elastase neutrofilica liberada para o meio
extracelular € cuidadosamente regulada por inibidores macromoleculares
enddgenos, incluindo o al-anti-tripsina (60 kDa) e a2-macroglobulina (725 kDa), e
pelo inibidor de leucoproteinases de secrecdo SLPI (11 kDa) (KORKMAZ,
MOREAU, GAUTIER., 2007; SULLIVAN ET AL., 2008; VIRCA ET AL,
1983,1984;). Entretanto, em alguns estados inflamatérios onde ocorre um grande
influxo de leucécitos, sendo estes ativados por estimulos, tais como peptideos N-
formil bacterianos ou fMLP (N-formil-methionil-leucil-fenilalanina), PAF (Fator
ativador de plaquetas), lipopolissacarideos bacterianos (LPS) e moléculas do
sistema complemento, ha uma exocitose anormal em grande quantidade das
enzimas de granulos como a elastase neutrofilica e, em menor escala, catepsina
G, granzimas e proteinase 3. Além disso, ocorre uma explosdo de compostos
altamente oxidativos provocando um desequilibrio elastase-inibidores endégenos
nessas regides levando a danos teciduais severos (GADEK, PATCH,1990;
HIEMSTRA ET AL., 1993), e o desenvolvimento de doencgas tais como: choque
séptico, faléncia hepatica, artrite reumatdide, psoriase, céncer de pele,
arteriosclerose, glomerulonefrites, rejeicdo aguda de transplantes, pancreatite
aguda, expansado e agravamento do processo de carcinogénese entre outras
(DORING ET AL., 1994; JOHANSSON, 2002; SIEDLE ET AL., 2003; RAO,

REDDY, COHEN, 1996). Nos pulmdes este processo inflamatério exacerbado esta

envolvido em diversas doencas como: fibrose pulmonar e enfisema (SHAPIRO ET
AL., 2003; ISHIZAWA ET AL., 2004), sindrome do desconforto respiratério agudo
(CARNEY ET AL., 2001; GOSSAGE ET AL., 1993; MCGUIRE ET AL., 1982;
NAKAYAMA ET AL., 2002), asma e doenca pulmonar obstrutiva crénica
(HIROYKI, 2002), bronquite severa crénica (LAl ET AL., 2004; MOODLEY,
KRISHNAN, LALLOO, 2000), fibrose cistica (GREER ET AL., 2004;
HANSEN,1995; MCGARVEY ET AL., 2002; O'CONNER ET AL., 1993), além de

outras injurias teciduais.
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1.6 ENVOLVIMENTO DOS NEUTROFILOS POLIMORFONUCLEARES NO

PROCESSO INFLAMATORIO

Neutréfilos polimorfonucleares (PMNs) sdo a classe predominante de
leucdcitos que se encontram em circulacdo no sangue, constituindo cerca de 50 a
70% da totalidade dos glébulos brancos. Estas células sdo a primeira linha de
defesa contra infeccées bacterianas, fungicas e virais, € sua capacidade de
fagocitar e eliminar microorganismos invasores é vital para o sucesso da
imunidade inata na defesa do individuo. Quando estimulados durante um processo
infeccioso, os neutréfilos fagocitam os patégenos e os mantém alojados no interior
de uma organela membranosa, denominada fagossomo, onde posteriormente, 0s
microorganismos serdo destruidos por um arsenal molecular composto de
espécies reativas de oxigénio, de proteases e de peptideos microbicidas,
auxiliados por fatores como baixo pH e deplecdo de nutrientes no espaco intra-
organela (REEVES, 2002; STUART; EZEKOWITZ, 2005).

Os neutréfilos apresentam diferentes tipos de granulos citoplasmaticos que
sao classificados em azurdfilos ou primarios, especificos ou secundarios, granulo
de gelatinases ou terciarios e por fim, granulos secretorios ou quaternarios
(FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003). As proteinases serinicas sdo produzidas
quando o neutrdéfilo ainda se encontra no estagio de promielécito, fase esta em
que os granulos primarios estdo sendo formados (TAKAHASHI ET AL., 1988). As
proteinases serinicas sao sintetizadas na forma de zimogénios que necessitam de
duas modificacées proteoliticas na porcdo N-terminal para se tornarem ativas.
Apos a remogdo do peptideo sinal, a pro-enzima é, em seguida, processada pela
protease catepsina C, durante seu trajeto em direcdo ao granulo azuréfilo, onde
sao armazenadas na forma de enzimas ativas (ADKISON ET AL., 2002).

Apés a sua maturacdo na medula 6ssea vermelha, os neutrofilos sdo
liberados para a circulagdo, onde terdo uma vida média curta em torno de 48 h
(HIEMSTRA, 1993). O recrutamento de neutréfilos para os sitios de inflamacao se
da através de trés etapas bem conhecidas e que caracterizam o fendmeno da
diapedese: rolamento, adesao e transmigracao através do endotélio. O rolamento
dos neutrofilos circulantes sob a parede do endotélio caracteriza o evento inicial
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do recrutamento celular para os sitios de inflamagdo. Nesta etapa, ocorrem
diversas ligagbes reversiveis com glicoproteinas adesivas denominadas
selectinas. Elas estdo presentes tanto nas superficies leucocitarias quanto no
interior dos vasos sanguineos (BEVILACQUA; NELSON, 1993; LASKY, 1992).
Existem trés tipos de selectinas, a selectina L (leucécitos), a selectina P
(plaguetas) e a selectina E (endotélio). Todas compartilham de um dominio do tipo
lectina na sua extremidade C-terminal o que permite a elas interagirem com
carboidratos especificos, principalmente oligossacarideos similares a sialo-mucina
(VARKI, 1997).

O processo de adesdo ocorre ap6s o rolamento dos neutrofilos. Sob
condi¢coes normais, a forca de ligacdo com as selectinas, durante o rolamento, ndo
¢é forte o suficiente para induzir uma aderéncia forte, mas, apds a estimulacao dos
PMNs ocorre um aumento na afinidade destas ligacdes. Isto acontece devido a
interacdo de quimiocinas com os receptores neutrofilicos, levando a fosforilagdo
da selectina L, culminando com o aumento de sua afinidade pelo seu ligante
(HARIBABU ET AL., 1997). O envolvimento das selectinas dos neutréfilos e a
presenca de moléculas pré-inflamatdrias resultardo no aumento da expresséao e da
capacidade de ligacdo de moléculas denominadas integrinas, essenciais para o
processo de adesao dos neutréfilos ao endotélio (GOPALAN ET AL., 1997;
SIMON ET. AL., 1999). As integrinas sao um grupo de glicoproteinas
transmembrana e heterodiméricas encontradas em neutrofilos e em outras células
agindo como mediadoras nos processos de adesao célula-célula e célula-matriz
(VAN DER FLIER; SONNENBERG, 2001). Devido a esta forte capacidade de
ligacao, elas desempenham um papel fundamental nos processos inflamatérios,
garantindo o sucesso do neutréfilo na migragcéao trans-endotelial. A transmigracao
endotelial € uma etapa que ocorre apds o rolamento e a adesado neutrofilica
(SPRINGER, 1994). O fenébmeno da transmigracdo pode se dar via trés rotas, a
paracelular, migracao entre juncdes endoteliais, ou pela via transcelular a qual os
PMNs passam para a matriz extracelular através do citoplasma.

Os neutrofilos sao direcionados a locais especificos através de um

gradiente quimico constituido por algumas substancias que se acumulam nos
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sitios inflamatérios. Estas substincias sdo denominadas fatores quimiotaticos.
Todos os granulécitos, mondcitos e, em menor extensdo, linfécitos, respondem
aos estimulos quimiotaticos com diferentes taxas de velocidade. Tanto
substancias exdgenas como enddégenas podem agir como quimiotaticos. Os
agentes exdégenos mais comuns sao o0s produtos bacterianos como
lipopolissacarideos e alguns peptideos que possuem o aminodcido N-formil-
metionina terminal. Os agentes enddgenos incluem componentes do sistema
complemento, especialmente C5a, produtos da via da lipoxigenase, especialmente
leucotrieno B4 (LTB4), produtos do metabolismo fosfolipidico como fator ativador
de plaquetas (PAF) e citocinas, em particular as que pertencem a familia das
quimiocinas como as interleucinas 1 e 8 (BARRINGTON ET AL, 2001;
JOHNSTON; BUTCHER, 2002). Tais agentes quimiotaticos se unem a receptores
especificos ligados a proteina G. Os sinais iniciados por estes receptores resultam
no recrutamento de mais proteinas G e na ativacdo de outras moléculas efetoras
como fosfolipase C, fosfoinositol-3 cinase, assim como no recrutamento de
proteina tirosina cinase. Tais mensageiros atuam no fosfatidil inositol da
membrana celular a fim de gerar mensageiros lipidicos secundarios que
aumentam as concentracdes citoplasmaticas de calcio ativando GTPases da
familia Rac/Rho/cdc42, assim como varias cinases. As GTPases induzem a
polimerizacdo da actina no pélo estimulado da célula fazendo com que os
leucocitos se movam, estendendo pseuddépodes que puxam a parte anterior na
direcdo da extensado (RICKERT ET AL, 2000; STOSSEL, 1999).

Ap6s sua estimulagdo, ativacdo e locomocdo, os neutréfilos finalmente
chegam ao foco da inflamacdo, onde ird ocorrer a liberacdo de enzimas dos
granulos e a fagocitose, que resultard na eliminacdo de agentes nocivos e
infecciosos; um dos maiores beneficios do acumulo leucocitario neste local. Uma
vez exterminado o agente causador da estimulacdo dos neutréfilos, eles poderao
entrar na fase de apoptose, onde os corpos apoptéticos remanescentes serao
fagocitados pelo sistema mononuclear fagocitario, 0 que garante que os produtos
toxicos dos granulos neutrofilicos ndao sejam liberados na matriz extracelular
(HIEMSTRA,1993).
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Apb6s o processo fagocitario, o ciclo da resposta inflamatéria chega ao seu
fim, em parte devido a meia-vida curta ou a rapida degradagcao enzimatica dos
mediadores da inflamacgao (principalmente pelas enzimas elastase, trombina e
plasmina), producdo de citocinas antiinflamatérias como TGF-B (secretado por
macréfagos e outras células), inibicao da liberacdo de TNF-a a nivel de
macréfagos, mudanca nos derivados da lipoxigenase, de leucotrienos para
lipoxinas, e pela acdo de inibidores de enzimas que degradam a matriz
extracelular, principalmente elastase neutrofilica, catepsina G e proteinase 3
(CHRISTINE ET AL., 2007; NATHAN, 2002). Até que um novo estagio inflamatério
seja desencadeado o sistema imune e os tecidos normalmente irdo permanecer
em um equilibrio fisiopatolégico oscilante, que s6 sera rompido mediante nova
estimulacado inflamatéria como infeccoes (bacterianas, virais ou parasitarias),
toxinas microbianas, traumas, queimaduras, congelamento, radiacdes, necrose
tissular, corpos estranhos (farpas e suturas), reagdes de hipersensibilidade, etc
(WEISMAN, 1992).

Em algumas situagdes, os neutrofilos podem ocasionar lesbes tissulares
relacionado ao seu mau funcionamento, tanto por falhas relacionadas a
fagocitose, excesso de infiltrado leucocitério devido a estimulagdo exacerbada
pelos mediadores da inflamacdo, quanto por defeitos de carater genético
(JAESCHKE; SMITH, 1997). Todos estes fatores irdo recorrer para a insurgéncia
de doencas inflamatoérias relacionadas a protedlise exacerbada pela elastase de
neutrofilos, como descrito anteriormente (JOHANSSON, 2002; RAO, REDDY,
COHEN, 1996).

1.7 INJURIA PULMONAR

A injuria pulmonar caracteriza-se por intensa permeabilidade vascular com
rapida formacdo de edema, grande influxo de leucdcitos, substituicdo do tecido
pulmonar por tecido fibroso, eventos hemorragicos e perda da estrutura natural dos
alvéolos pulmonares comprometendo a complacéncia do 6rgao (WIENER-KRONISH,

GROPPER, MATTHAY, 1990). No pulméo, encontra-se um ambiente ideal para

eventos continuos de destruicdo e remodelamento tecidual envolvendo a elastase
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neutrofilica, tanto devido a matriz rica em elastina, colageno, proteoglicanos e
surfactantes, substratos altamente suscetiveis a acdo desta enzima, assim como
pelo fato do tecido pulmonar ser uma fonte constante de contato com agentes
microbianos e toxinas do ambiente, que servem de estimulo e atrativos para as
células leucocitarias podendo desencadear eventos inflamatérios de diversas
gravidades. Os neutréfilos, em particular, sdo as primeiras células recrutadas em
resposta a estimulos infecciosos e inflamatérios atuando como a primeira linha de
defesa imune inata do organismo, tendo como atividades microbicidas sequestro
intracelular de microorganismos dentro dos fagossomos, fusdo dos grénulos
neutrofilicos com os fagolisossomos, liberacdo de proteinases e peptideos anti-
microbianos e uma grande quantidade de espécies reativas de oxigénio geradas
através da ativacdo do sistema NADPH oxidase associado a membrana celular
(NATHAN, 2006), culminando com a destruicdo do patégeno. Entretanto, o sistema
de defesa descrito, em particular as proteinases serinicas neutrofilicas, também
estdo envolvidas em varios processos inflamatérios nao infecciosos. A elastase
representa uma importante enzima envolvida em diversos processos de injuria
pulmonar incluindo enfisema (SNIDER, 1989), injuria pulmonar aguda (LEE;
DOWNEY, 2001) e diversas doencas inflamatorias crénicas envolvendo as vias
aéreas (FISCHER; VOYNOW, 2002). Nestes eventos de injuria a elastase tem
recebido uma atencao especial, por ser uma enzima capaz de degradar praticamente
todas as proteinas da matriz extracelular pulmonar, assim como uma grande
quantidade de proteinas plasmaticas (HAVEMANN; GRAMSE, 1984). Outra
agravante do prolongamento do processo inflamatério desencadeado pela atividade
proteolitica descontrolada da elastase neutrofilica consiste na capacidade desta
enzima induzir a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como a interleucina 6
(BEDARD ET AL., 1994) e a interleucina 8 (NAKAMURA ET AL., 1992). Outro
aspecto interessante a ser considerado, sao os produtos da atividade proteolitica
desta enzima sobre a matriz extracelular como a fibrina (CEPINSKAS,
NOSEWORTHY, KVIETYS, 1997) e a laminina (STEADMAN ET AL., 1993), que
atuam como agentes quimiotaticos para neutréfilos. Estudos anteriores também
comprovaram a interacdo da ENH com a integrina CR3 (CAl; WRIGHT, 1996),
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promovendo uma maior migragdao dos neutrofilos dos sitios de adesao endoteliais
para o tecido pulmonar.

Os fluidos broncoalveolares apresentam uma elevada concentracdo de
inibidores endégenos de elastase para garantir um perfeito equilibrio neste duplo
papel destruicdo e reparo tecidual. Ha algum tempo atras ndo se sabia como este
perfeito sistema de equilibrio protease/antiprotease conseguia ser burlado gerando
as injurias pulmonares e, consequentemente, as doencas relacionadas a proteodlise
exacerbada atribuida a esta enzima. Estudos realizados por Lee et al., (1981)
amostras do lavado broncoalveolar de pacientes acometidos de edema pulmonar,
sindrome do desconforto respiratério agudo, enfisema e fibrose pulmonar revelaram
uma elevada atividade elastasica, dando espaco para novas hipéteses e possiveis
mecanismos moleculares que explicassem a ineficiéncia deste equilibrio fisiol6gico
atribuido aos inibidores endogenos.

Ohlsson e Olsson (1974) mostraram que havia diversos mecanismos pelos
quais a ENH escapava por diversos meios da regulacao pelos inibidores endégenos.
Primeiro, os principais inibidores endogenos al-antitripsina e a2-macroglobulina
apresentam elevado peso molecular, ndao conseguindo penetrar nos microambientes
entre os neutréfilos e seus substratos teciduais devido a limitagdes estéricas, nao
neutralizando a acdo desta proteinase por completo. Outro aspecto interessante
demonstrado foi que mesmo havendo inibicdo da elastase pela a2-macroglobulina,
isso ndo era suficiente para inativar completamente esta enzima, que ainda,
permanece capaz de clivar pequenos substratos (STONE ET AL., 1982). Tal fato
também é considerado um agravante em injurias pulmonares como o enfisema e até
na artrite reumatéide (MOORE ET AL., 1999). O segundo mecanismo de escape se
dar pelo fato de o principal inibidor a1-antitripsina é rapidamente inativado através de
processos oxidativos no seu motivo de ligacdo a elastase (residuo de metionina na
posicao 358) devido as espécies reativas de oxigénio derivadas dos neutrofilos
ativados (MATHESON ET AL., 1979). Estudos posteriores também mostraram que
os inibidores a2-macroglobulina e SLPI também sofriam inativacdo por um
mecanismo semelhante (WEISS, 1989; KRAMPS, VAN TWISK, DIUKMAN, 1987). O
terceiro mecanismo de escape se da pela incapacidade de inibicdo da elastase
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neutrofilica associada a membrana dos neutréfilos ativados ou ligada a substratos,
sendo estes, capazes apenas, de inibir a elastase livre nos fluidos pulmonares
(KAWABATA, MOORE, WILLOUGHBY, 1996; OWEN, 1995). Tais mecanismos
descritos foram de importante esclarecimento para o entendimento das doencas
pulmonares relacionadas, reforcando a hipbétese da superproducdo de elastase
neutrofilica em detrimento de sua efetiva inibicao (CAMPBELL ET AL., 1999). Estas
evidéncias foram de fundamental importancia para a busca de inibidores de
proteases naturais de facil obtencdo e administragdo, através de aerossodis ou
injecdes subcutaneas, com pequeno tamanho, especificos para ENH, provenientes
de fontes seguras, livre de impedimentos estéricos e resistentes a oxidacao e
oscilagbes de pH e temperatura nos microambientes de injaria pulmonar
(EDWARDS; BERNESTEIN, 1994; FOOK ET AL., 2005; GONZALEZ ET AL., 2006;
HOJIMA, PISANO, COCHRANE, 1983; LARINOVA ET AL., 1996; WILLIAM;
NORTON, 1999).

1.8 CONSIDERACOES FINAIS

Nas Ultimas décadas, a busca por alimentos funcionais de origem vegetal,
tem aumentado consideravelmente em todo o mundo. A soja (Glicine max), uma
leguminosa da subfamilia Papilionoidae, tem sido um dos principais alimentos
incluidos na dieta humana em muitos paises, devido aos seus efeitos benéficos na
saude humana além de suas inUmeras aplicagdes na industria de combustiveis e
extracdo de Oleos. A soja consiste em uma excelente fonte de proteinas de
apreciavel valor nutricional, aliada a suas propriedades terapéuticas na prevencao
de doencas cardiovasculares (ANDERSON; MAJOR, 2002), auxilio no controle da
glicemia (HOLT, MUNTYAN, LIKYER, 1996), prevencdo da osteoporose e
sintomas da menopausa (SETCHELL; CASSIDY, 1999), diminuicdo nos indices de
cancer de célon, mama e préstata (MESSINA, 1994), além de suas atividades
anti-inflamatérias (SCHEPPACH, LUETHRS, MELCHER, 2004).

Os inibidores de proteases da soja tém atraido a atencao de pesquisadores
em todo o mundo devido a suas inumeras aplicagcdes biomédicas. Foi observado

que extratos protéicos da soja apresentavam forte atividade inibitéria para tripsina,
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quimotripsina e enzimas da secrecao neutrofilica, como catepsina G e elastase
neutrofilica (LARIONOVA ET AL., 1993), mostrando a presenca de inibidores
protéicos em sua semente. Recentemente o inibidor Bowman-Birk (LARIONOVA
ET AL 1997) e SKTI foram indicados como alvos promissores para o
desenvolvimento de terapias contra diversas patologias em que a elastase
neutrofilica apresenta papel preponderante no seu desenvolvimento. Sendo assim,
a soja, por apresentar uma rica fonte de inibidores naturais para elastase, aliada a
seus compostos funcionais e sua forte aceitacdo mundial, & dentre as muitas
sementes de leguminosas, ainda uma das mais promissoras para estudos
farmacolégicos.

Atualmente a industria farmacéutica demonstra um forte interesse nos
inibidores protéicos naturais que inibam diretamente a elastase neutrofilica ou
interfiram em suas vias de liberacao (fMLPR, PAFR) e que sejam mais eficazes e
especificos que os tratamentos vigentes. Por isso, a constante busca por
inibidores extraidos de fontes seguras, que possibilitem uma produgcdo em larga
escala, seja através da sintese de recombinantes dos motivos de ligacao
previamente conhecidos nos inibidores, como os das familias Kunitz, Bowman-Birk
e Kazal, para o emprego no desenvolvimento de novos farmacos anti-
inflamatoérios, em novas terapias preventivas ou paliativas mais eficazes no
tratamento de individuos geneticamente deficientes em a1anti-tripsina, acometidos

de fibrose cistica e nas mais diversas doengas relacionadas a injurias pulmonares.
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2 OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

e Avaliar o potencial farmacolégico do SKTI como agente terapéutico em

modelos animais de injdria pulmonar aguda.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Purificar o SKTI a partir de uma fracdo comercial enriquecida com este
inibidor.

e Realizar sua caracterizagdo bioquimica quanto a sua especificidade para a
elastase de neutréfilos humanos, através da I1Csy e também para outras
proteinases serinicas e cisteinicas;

e Avaliar seu potencial citotoxico para celulares sanguineas humanas através
do método de citometria de fluxo;

e Avaliar a inibicdo da liberagao da elastase de neutrofilos humanos, in vitro,
mediante estimulacdo por N-formil-methionil-leucil-phenilalanina (fMLP) e
fator ativador de plaguetas (PAF).

e Determinar o potencial anti-inflamatério do SKTI no modelo de injuria
pulmonar aguda induzida por lipopolissacarideos em camundongos.

e Avaliar o possivel efeito téxico do inibidor de tripsina tipo Kunitz da soja, a
nivel sistémico e sanguineo, apds administracdo por via subcutanea de

doses elevadas deste inibidor.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 MATERIAL BIOLOGICO

36

Aliquotas de sangue humano foram obtidas de individuos adultos

saudaveis da cidade de Natal, RN. Camundongos swiss machos (6 semanas)

foram obtidos do Biotério Central da UFC (Fortaleza, Brasil), com acesso a agua e

alimentos ad libitum.Todos os experimentos envolvendo animais estao de acordo

com as normas do comité de ética para pesquisa com animais do Hospital

Universitario Onofre Lopes (HUOL) — Universidade Federal do Rio Grande do

Norte sob numero de aprovagao 082/07.

3.1.2 - Reagentes

Fragédo de SKTI tipo Il (Sigma-Co.);

Papaina (Sigma-Co);

Quimotripsina (Sigma-Co);

Tripsina (Sigma-Co);

Elastase de leucocitos humanos(Sigma-Co);

Elastase pancreatica bovina (Sigma- Co);

Calicreina pancreatica bovina (Sigma-Co);

Calicreina plasmética (Sigma-Co);

Bromelaina (Sigma-Co);

Citocalasina B (Sigma-Co);

Azocaseina 1% (Sigma-Co);

Bapna (N-a-benzoil-arginina-p-nitroanilida / Sigma-Co);
SAAVNA (N-succinil-L-alanil-L-valina-p-nitroanilide (Sigma-Co);
LPS (Lipopolissacarideos de E. coli/ Sigma-Co)

PAF (fator de ativacao plaquetaria /Sigma-Co);

fMLP (N-formil-methionil-leucil-phenilalanina/Sigma-Co);
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Dimetilformamida (Sigma-Co);

Albumina sérica bovina - BSA (Sigma-Co);

DMSO (dimetilsulféxido/BDH GPR);

SDS (dodecil sulfato de sddio - Reagen);

Acrilamida e N’N-metilenobisacrilamida (Sigma-Co);
TEMED - N, N, N’,N*-tetrametiletilinodiamino — (Sigma-Co);

Padrées de massa moleculares para eletroforese (Fermantas life sciences);
Coomassie Blue G-250 e R-250 (Sigma-Co);

Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico e obtidos

comercialmente.

3.1.3 Equipamentos

Sistema de cromatografia liquida AKTA purifier (GE);
Espectrofotémetro U-2000 (HITACHI);

Banho-Maria Te 056 (Tecnal);

Balanca analitica eletrénica AS 210 (SCIENTECH);
Micro centrifuga 5410 (Eppendorf);

Centrifuga CR 21 (HITACHI);

Bomba Pump-1 (Amersham Biosciences)

Coletor de fragbes REDIFRAC modelo 2112 da LKB (Bromma, Suécia).
Citdmetro de fluxo Sysmex XT-1800i (Sysmex Lab).

Microscépio biol6gico molecular E-100 (Nikon)

Liofilizador L108 (Tecnal)

Purificador de agua Milli-Q® Water System da Millipore Corp. (Bedford,MA,
USA);
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3.2 METODOS.

3.2.1 Preparo da fragcao rica em SKTI.

A fracdo comercial, rica em SKTI foi pesada, solubilizada em tampao
Tris-HCI 20 mM pH 8,0, na proporgéao de 1:1 mg/mL, centrifugada a 14.000 g e
0 sobrenadante reservado para os posteriores passos de purificagdo no
sistema de cromatografia liquida AKTA purifier utilizando a coluna
cromatografica de troca aniénica Resource Q 1mL.

3.2.2 Determinacao da concentracao de proteinas.

As proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (1976),
utilizando-se albumina sérica bovina (BSA) como padrdo. Medidas de
densidade éptica a 280 nm foram mensuradas para acompanhamento de

cromatografias.
3.2.3 Purificacao do inibidor de elastase de neutréfilo.

Cromatografia de Troca aniénica em Resource Q 1mL:

A preparacéo obtida a partir da fracao comercial de SKTI foi submetida a
uma cromatografia de troca anibnica em coluna de Resource Q (1 mL). A
coluna foi equilibrada com o tampéao utilizado na dissolu¢do da amostra. A
eluicdo do material retido foi realizada com o mesmo tampdo acrescido de
NaCl em um gradiente linear de (0-1 M), sob o fluxo de 2 mL por minuto
durante 40 minutos. Ensaios de inibicao para tripsina e elastase de neutréfilos
foram realizados e o pico contendo atividade inibitéria para ENH foi reunido,
concentrado e aplicado em uma cromatografia de desalinizagdo Hitrap
Desalting (5 mL). O material livre de NaCl foi submetido a liofilizagdo e utilizado

nos ensaios posteriores (Fig.01).
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3.2.4 Preparo das solucoes usadas como substrato nos ensaios de

atividade enzimatica

a) Azocaseina a 1%:

A solucgéao foi preparada pesando-se um grama desta substancia que foi
suspensa em 100 mL de tampao PBS 0,1 M pH 7,4. A suspenséo foi fervida
por 15 minutos e apds resfriamento o pH foi ajustado. O volume foi completado
com agua destilada para 100 mL. A solugao foi reservada em congelador até a

sua utilizagao.

b) SAAVpNA 150 mM:

Para o preparo deste substrato 7,2 mg de SAAVpNA foram pesados e
dissolvidos em 100 pL de DMSO P.A.

c) BApNA 1,25 mM:

BApNA a 1,25 mM foi dissolvido em DMSO (Dimetilsulfoxido 1% do

volume final) e o volume completado com tampéao PBS 0,1 M, pH 7,4.

3.2.5 Determinacao da atividade anti-elastasica neutrofilica

Para determinacao da atividade anti-elastasica de neutréfilos, 10 uL da
elastase leucocitaria obtida comercialmente foi pré-incubada com 450 pL de
tampao PBS 0,1 M pH 7,4 e 50 pL das fragdes protéicas de SKTI por 15 min. A
reacao foi iniciada apés adicdo de 5 pL de SAAVNA 150 mM. O tempo de
reacdo do ensaio foi de 1 hora, a temperatura de 37°C. A reacdo foi
interrompida com a adicdo de 250 pL de solugdo de acido citrico 2,0 %. Os
produtos de reagdo foram lidos a 405 nm. Os ensaios foram realizados em

triplicata incluindo provas em branco.
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ACAO RICA SKTI
TIPO 11 THs-HCIZ0MmMpHE.0

RESOURCE Q 1mL Tris-HCI 20mM pHE.0(0-1MNaCl)
AKTA PURIFIER

HiTrap Desalt. SmL
AKTAPurifier

ENSAIO LIBERACAO
SDS/PAGE

ENH (PAF e fMLP)

ENSAIOS
DE INIBICAO CITOTOXICIDADE

Fig. 01. Esquema de purificagdo e caracterizacao do inibidor de tripsina de soja
(SKTI).

3.2.6 Caracterizacao do inibidor de ENH purificado

a) Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

As anadlises eletroforéticas da fracao rica em SKTI e da fragao purificada
de SKTI foram realizadas segundo o método desenvolvido por Laemmli (1970).
Foram utilizadas placas de vidro de dimensdes 10x14 cm, espacadores de 0,75

mm. O gel de separagéo foi preparado numa concentracao de 12 % contendo:
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0,372 mL de agua destilada, 1,25 mL de tampéao Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8, 50 uL
de SDS 10%, 3,3 mL de solu¢do estoque de acrilamida/bisacrilamida (30:2), 25
uL de persulfato de aménio (10%) e 3,0 uL de temed concentrado. O gel de
concentracao foi preparado com 1,5 ml de agua destilada, 0,625 mL de tampéao
Tris-HCI 1,5 M, pH 6,8, 25 uL de SDS 10 %, 0,33 ml de solucdo estoque de
acrilamida/bisacrilamida (30:2), 12,5 uL de persulfato de aménio (10%) e 2,5 uL
de temed concentrado. Tampao de amostra constituido de Tris-HCI 0,0625 M,
SDS 2%, sacarose 10% v/v, 0,01% de azul de bromofenol foi adicionado as
fracoes protéicas. O tampao de corrida continha trizma base 0,025 M, glicina
0,192 M e SDS 10 %. A eletroforese foi realizada sob corrente constante de 30
mA por aproximadamente 1 hora. Apds o marcador de corrida (azul de
bromofenol) atingir o final do gel, a eletroforese foi encerrada. Apds a
eletroforese os géis foram corados segundo procedimento descrito por Weber
& Osborne (1969). A solugéo corante foi preparada usando-se Coomassie Blue
R-250 a 1 %, metanol 40 %, acido acético 10 % em agua. O descoramento foi

feito com uma solugédo contendo acido acético 10 % e etanol 30 %.

b) Especificidade SKTI para enzimas de diversas fontes (XAVIER;
CAMPOS,1984):

b.1 Ensaio de inibicao para papaina :

Para determinacdo da atividade anti-papainasica, 15 uL da solucédo de
papaina (1,0 mg/ mL tamp&o PBS 0,1 M, pH 7,4) foram pré-incubadas com 40
uL de solugéo ativadora contendo L-cisteina 0,05 M e EDTA 0,02 M pH 8,0, 40
uL de tampédo PBS 0,1 M, pH 7,4 por um periodo de 10 minutos a 37 °C. Apés
este periodo, foi acrescentado, 50 uL do SKTI e 345 uL do mesmo tampéao
utilizado anteriormente. Passados mais 15 minutos, a reacdo foi iniciada
acrescentando-se 200 uL de solugdo de azocaseina 1 %. Apds 10 minutos, a
reacao foi interrompida com 300 uL de TCA 20%, seguidos de centrifugacao a
13000 x g e o sobrenadante alcalinizado com 400 ul NaOH 2 N. O ensaio
controle foi realizado na auséncia do inibidor, nas mesmas condi¢cdes acima
descritas. Os ensaios foram realizados em triplicata, incluindo provas em

branco.. A absorbancia foi medida a 440 nm.
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b.2 Ensaio de inibicdo para bromelaina:

Para determinacao da atividade inibitéria para a bromelaina, 20 pL de
solugdo da enzima (1 mg/ml de tampéao acetato de sddio, pH 5,6) foram pré -
incubadas com 40 pL de solug&o ativadora contendo L-cisteina 0,05 M e EDTA
0,02 M e 40 uL de tampao acetato de sodio, pH 5,6 por um periodo de 10
minutos a 37 °C. Apés este periodo, foram acrescentados 50 uL do SKTI e 335
uL do mesmo tampao utilizado anteriormente. Passados mais 15 minutos, a
reacao foi iniciada acrescentando-se 200 pL de solugcdo de azocaseina 1 %. A
reagao foi paralisada com 300 uL de TCA 20%, apdés 10 minutos de reacao,
seguida de alcalinizagdo com 400 pL NaOH 2 N. O ensaio controle foi realizado
na auséncia da fragao inibidora, nas mesmas condi¢cdes acima descritas. Os

ensaios foram realizados em triplicata,incluindo provas em branco.

b.3 Ensaio de inibicao para tripsina:

Para determinacao da atividade inibitéria contra a tripsina, 10 uL de
solugdo de tripsina (0,1 mg/ml de tampao PBS 0,1 M, pH 7,4) foram pré-
incubadas com 460 pL de tampéao PBS 0,1M, pH 7,4, 120 uL de HCI 2,5 mM e
50 ul do SKTI por um periodo de 10 minutos a 37 °C. Apds esse periodo, a
reacao foi iniciada acrescentando-se 500 uL de solucao de BApNA 1,25 mM
nos tubos teste. A reacado foi paralisada com 120 uL de &cido acético 30%,
apdés 15 minutos de reacdo. O ensaio controle foi realizado na auséncia da
fracdo inibidora, nas mesmas condi¢des acima descritas. Os ensaios foram
realizados em triplicata e provas em branco incluidas. Absorbancia foi medida a
440 nm.

b.4 Ensaio de inibicdo da quimotripsina:

Para determinagé&o da atividade inibitéria contra a quimotripsina, 40 pL
de solugéo de quimotripsina (0,1 mg/mL de tampao PBS 0,1 M, pH 7,4) foram
pré-incubadas com 410 uL de tampao PBS 0,1 M, pH 7,4 e 50 uL do SKTI por
um periodo de 15 minutos a 37 °C. Apds este periodo, a reagdo foi iniciada
acrescentando-se 200 uL de solucdo de azocaseina 1 %. A reagao foi
paralisada com 150 puL de TCA 20 % ap6s 30 minutos e alcalinizada com 400

uL de NaOH 2 N. O ensaio controle foi realizado na auséncia da fragéo
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inibidora, nas mesmas condigdes acima descritas. Os ensaios foram realizados

em triplicata e provas em branco incluidas. Absorbancia foi medida a 440 nm.

b.5 Ensaio de inibicao para elastase pancreatica:

Para determinagao da atividade inibitoria para a elastase pancreatica, 40
uL de solucéo de elastase (0,1 mg/mL de tampao PBS 0,1 M, pH 7,4) foram
pré-incubadas com 410 uL de tampao PBS 0,1 M, pH 7,4 e 50 uL do SKTI por
um periodo de 15 minutos a 37 °C. Apds este periodo, a reagdo foi iniciada
acrescentando-se 200 pL de solugdo de azocaseina 1 %. A reagao foi
interrompida com 150 pL de TCA 20 % apoés 30 e alcalinizada com 400 pL de
NaOH 2 N. O ensaio controle foi realizado na auséncia da fragdo inibidora, nas
mesmas condi¢cdes acima descritas. Os ensaios foram realizados em triplicata

e provas em branco foram incluidas. Absorbancia foi medida a 440 nm.
b.6 Ensaio de inibicao para calicreina pancreatica:

Para determinagdo da atividade inibitéria para a calicreina pancreatica,
20 pL de solugao (0,5 mg/mL de tampao PBS 0,1 M, pH 7,4) foram pré-
incubadas com 410 uL de tampao PBS 0,1 M pH 7,4 e 50 uL do SKTI por um
periodo de 30 minutos a 37 °C. Apds esse periodo, a reacdo foi iniciada
acrescentando-se 200uL de solucdo de azocaseina 1%. A reacdo foi
interrompida com 150 pL de TCA 20 % ap6s 30 minutos e alcalinizada com 400
uL de NaOH 2 N. O ensaio controle foi realizado na auséncia da fragéo
inibidora, nas mesmas condi¢des acima descritas. Os ensaios foram realizados
em triplicata e provas em branco foram incluidas. Absorbancia foi medida a 440
nm.

c) Determinacédo da ICsodo SKTI:

Para determinagcdo da ICsy do inibidor de elastase dos neutréfilos
humanos foi construida uma curva de inibicdo, para a qual foram utilizados
concentragOes crescentes do inibidor (1, 3, 6, 12 e 25 pg/mL de ensaio) nos
ensaios, descritos no item 3.2.6.b .Todos os ensaios foram feitos em triplicata e
provas em branco foram incluidas. O valor da ICs foi utilizado como padréo

para os demais ensaios in vitro.
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3.2.7 Ensaio de citotoxicidade e atividade hemolitica para SKTI

Os efeitos do SKTI sobre a viabilidade celular foram avaliados sobre
células do sangue periférico de humanos. Cerca de 1 mL de sangue total foi
incubado com SKTI por 15 minutos a 37°C para avaliar possiveis alteragdes
hematoldgicas. A viabilidade das células foi analisada por citometria de fluxo
(Sysmex XT-1800i).

3.2.8 Efeito sobre a liberacao de ENH por PAF e fMLP.

O ensaio de liberacdo de elastase de neutréfilos foi feito segundo o
método descrito por Johansson et al. (2002), no qual foram utilizados 25 pL de
suspensao de leucécitos (5 x 10° cel/mL) e a esta adicionados: 470 uL de PBS
0,1 M, pH 7,4; 2,5 uL de citocalasina B 0,965 mg/mL e 5 yL de SAAVpNA 150
mM nos tubos teste. Esta solugdo foi homogeneizada cuidadosamente e
mantida por 5 minutos a 37°C. Apds este periodo, 100 yL dos indutores PAF
(50 yM em DMSO 20%) ou fMLP (50 pyM em etanol) foram acrescentados.
Depois de 10 minutos a reacao foi interrompida com 250 pyL de acido citrico
2%. Em seguida, o SAAVpNA foi acrescentado aos tubos brancos. Os tubos
foram centrifugados a 12.000g por 10 minutos e lidos em 405 nm. Tubos teste
com PAF ou fMLP, bem como seus brancos, foram feitos em paralelo. Para o
ensaio de inibicao foi seguido o procedimento acima descrito, porém 50 uL de
SKTI e 393 pL de PBS 0,1 M pH 7,4 com 2,5% de BSA foram inicialmente

adicionados aos 25 pL de suspensao de leucdcitos.
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Fig. 2 Esquema dos ensaios biolégicos com o inibidor protéico SKTI.

3.2.9 Injuria pulmonar aguda em camundongos induzida por LPS

A habilidade do SKTI na prevencao da injaria pulmonar aguda induzida
por LPS foi avaliada utilizando camundongos swiss machos (6 semanas; n= 11
por grupo). Os camundongos foram anestesiados por inalacdo de halotano e,
em seguida, 100 puL de solugao salina 0,9 % NaCl (controles) ou SKTI (50 and
100 pg/kg) em salina foram injetados intraperitonialmente. Ap6s 30 minutos da
injecdo do inibidor, 50 uL de solucao salina com LPS de E. coli (10 mg/Kg)
foram administradas por inje¢do intrapulmonar. Para o grupo controle negativo
foram administrado apenas 50 pL do veiculo. Apds 4h, os animais foram
mortos por asfixia em atmosfera de CO, os pulmdes excisados, pesados
(obtengéo do peso Gimido), rapidamente congelados a -80° C e, posteriormente,
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liofilizados. Apés a liofilizagcdo, os pulmdes foram novamente pesados para a
obtencdo do peso seco, visando avaliar a massa do conteudo de agua ou a
razdo peso Uumido/peso seco correspondente ao edema (M.E.= P.U.- P.S.). Os
pulmdes foram macerados e extraidos na propor¢do 1:10 (m/v) em tampao
PBS 0,1 M pH 7.4, centrifugados & 3000 x g por 15 minutos a 4° C e o
sobrenadante utilizado nos experimentos subseqlientes. Para as anélises
histologicas pulmbes Umidos recém excisados foram escolhidos de forma
randémica (n=3 por grupo) e preparados cortes histoldégicos subsequentemente
corados através do processo de hematoxilina e eosina.

3.2.10 Hemorragia pulmonar em camundongos induzida por LPS

A capacidade do SKTI em proteger os animais dos efeitos hemorragicos
pulmonares provenientes da indugdo por LPS foi avaliada por
espectrofotometria. Cada pulmao foi macerado individualmente e dissolvido na
propor¢ao 1:10 (m/v) em tampao PBS 0,1 M (pH 7.4). Aliquotas previamente
obtidas dos sobrenadantes pulmonares foram centrifugadas a 12.000 x g por
30 minutos a 4°C, e, em seguida, 50 pL deste sobrenadante foram
homogeneizados com 950 puL de solugéo salina. O conteudo de hemoglobina
nas amostras foi determinado de forma espectrofotométrica a 541 nm e

expressa em unidades oticas.
3.2.11 Medicao da atividade elastasica dos extratos pulmonares

A atividade elastasica dos extratos pulmonares foi avaliada usando
SAAVpPNA como substrato. Aliquotas de 50 pyL de sobrenadante dos extratos
pulmonares previamente obtidas foram incubadas com 450 uL de tampao PBS
por 30 minutos a 37°C. As reagGes foram iniciadas com a adigdo de 5 pul de
uma solugdo de SAAVpNA 150 mM. Apds 60 minutos a 37°C a reagéao foi
paralisada com a adi¢do de 250 pL de &cido citrico a 2%. As amostras foram
centrifugadas e a absorbancia dos sobrenadantes foi aferida a 405 nm. Os
resultados foram expressos em unidades de atividade enzimatica (1 U.A.
representa 0 aumento de uma unidade de absorbancia a 405 nm em um

periodo de 60 minutos). Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata.

3.2.12 Ensaio de toxicidade aguda sistémica
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Para analisar os efeitos do inibidor administrado em elevadas
concentragbes, camundongos Swiss machos, com aproximadamente 6
semanas (n=10 por grupo), foram injetados por via subcutanea com 100 pl de
solugcdo salina estéril (grupo controle) ou com o mesmo volume de SKTI nas
concentrag6es de 100 ug/kg e 1000 pg/kg, em intervalos de 24 horas, durante
7 dias seguidos, para observacdo de possiveis efeitos toxicos nos 6rgaos
(aspectos macroscopicos e massa), contagem total e diferencial das
populacdes celulares sanguineas e niveis séricos de transaminases hepaticas.
No oitavo dia, os camundongos foram mortos por asfixia em atmosfera de COs,.
O sangue dos animais foi coletado por puncado cardiaca e armazenado em
tubos de hemodlise contendo EDTA. As populacbes celulares sanguineas
(eritrécitos, plaquetas e leucocitos) foram estimadas por contagem em camara
de Neubauer. A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada através de
microscopia optica, apds analise de laminas de esfregaco sanguineo utilizando
panético como coloracdo, com aumento de 100X. Amostras sanguineas
também foram submetidas a ensaios enzimaticos para alanina amino
transferase (AST) e aspartato amino tranferase (ALT) (Labtest diagnostic kit
transaminases). Os 6rgados incluindo coragao, pulmdes, bacgo, figado e rins
foram excisados, pesados e comparados com o grupo controle (salina).

3.2.12 Analises estatisticas

As diferencas entre os grupos foram comparadas utilizando analise de
variancia (ANOVA) para amostras repetidas e, em seguida, o teste de Tukey-
Kramer para comparagdes multiplas. Os niveis de significancia foram

determinados com o programa GraphPad InStat.

4 RESULTADOS

4.1. PURIFICACAO, CARACTERIZAGAO E ENSAIOS IN VITRO
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4.1.1 Cromatografia de troca aniénica em RESOURCE Q.

A fracdo de soja foi dissolvida em tampé&o Tris-HClI 20 mM pH 8,0 na
concentracdo de 1 mg/MI, e submetida a cromatografia de troca anibnica
em Resource Q. O material ndo retido foi eluido com tampao Tris-HCI 20
mM pH 8,0 e o retido eluido com um gradiente linear de 0-1 M NaCl no
mesmo tampao de eluicdo (Fig.3). Todos os picos protéicos retidos na
coluna apresentaram inibicao para tripsina, mas apenas 0 pico majoritario
foi capaz de inibir ambas as enzimas, tripsina e ENH em 100% e 85%,
respectivamente. As fragbes inibitérias para elastase foram coletadas,
concentradas e aplicadas na coluna Hitrap Desalting, sendo posteriormente

liofilizadas para os demais ensaios.
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Fig. 3. Perfil de eluicdo e inibicao da fracdo comercial de SKTI apés
cromatografia de troca aniénica em Resource Q (1mL) usando gradiente salino
de 0-1 M NaCl. Absorbanica 280 nm em azul, inibicdo para tripsina em laranja
e inibicdo para elastase de neutréfilos em lilas. Linha verde gradiente linear

salino.
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4.1.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida do SKTI

Amostras de 15 pg do inibidor purificado foram submetidas a SDS-PAGE
a 12 %, apresentando um perfil eletroforético no qual foi observado uma Unica
banda protéica de aproximadamente 20 kDa tanto em redutoras (B-

mercaptoetanol) como em nao redutoras (Figura 4).

(kDa)
116 ——
66 -
45 -
25 R—
18.6 . - e
14 -

Fig. 4. Eletroforese das etapas de purificacdo do SKTI (SDS-PAGE 12%)
corado com comassie blue R-250; (M) Marcadores de massa molecular: -
galactosidase (116 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa), ovalbumina (45
kDa), lactato desidrogenase (35 kDa), REase (25 kDa), B-lactoglobulina (18,6
kDa) e lisozima (14 kDa); (1) Fragcéo rica em SKTI; (2) SKTI Resource Q; (3)
SKTI Resource Q em condi¢des redutoras.
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4.1.3 Determinacao da massa molecular por SDS-PAGE

A massa molecular do SKTI foi determinada, analisando a sua mobilidade
eletroforética em relagdo a massa dos marcadores (Figura 5), correspondendo
a 19,7 kDa.

1,6

Log MW (kDa)

08

0.4 y=-0,092x+ 2,096

Fig. 5. Determinagcdo da massa molecular de SKTI através da curva de
calibracao dos padrées moleculares de proteinas, determinada por SDS-PAGE.
1- 116 kDa; 2- 66 kDa; 3- 45 kDa; 4- 35 kDa; 5- 25 kDa; 6- 18,9 kDa (SKTI em
vermelho); 7- 18,6 kDa; 8- 14,4 kDa,da esquerda para direita.

4.1.4 Determinacao da massa molecular por filtracao em gel Shepadex 75
10 300 GL (AKTA purifier).

A massa molecular do SKTI foi também estimada, por filtragdo em gel, e
corresponde a 19,5 kDa de acordo com a curva de calibracéo (Figura 6).

2,5
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Fig. 6. Determinagdo da massa molecular de SKTI através da curva de
calibracdo com marcadores de massa molecular obtidos por filtracdo em Gel
Sephadex 75 10 300 GL: 1- Conalbumina 75 kDa; 2- Ovalbumina 44 kDa; 3-
SKTI 19,5 kDa (em vermelho); 4- Citocromo C 13 kDa; 5- Aprotinina 6,5 kDa,
da esquerda para a direita.
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4.1.5 Determinacao da ICs, do SKTI para elastase de neutréfilos humanos

Para determinacdo da ICso do inibidor de elastase dos neutrofilos
humanos foi construida uma curva de inibicdo onde foram utilizadas
concentragbes crescentes do inibidor (1, 3, 6, 12 e 25 ug/ml de ensaio). Na
figura 7 observa-se que a concentracdo de inibidor que diminui a atividade da
enzima em 50% (ICsp) foi de 8 pg ( 0,3 nM). Esta concentracdo foi utilizada

como padrao para os demais ensaios in vitro.

RT

ATIVIDADE ENZINATICA

01 23415467 28 0101112131115161718102021222324252427

INIBIDOR (ng)

Fig. 7. Curva de inibigdo da ENH com concentragdes crescentes de SKTI. A
ICs0 corresponde a concentracao de inibidor que diminui a atividade da elastase
em 50%.

4.1.6 Especificidade do SKTI para enzimas proteoliticas

A partir da concentracao correspondente a ICsp,determinado para ENH,
ensaios de inibigdo para algumas enzimas proteoliticas serinicas e
cisteinicas foram realizados e apresentaram um percentual de inibicao de
98 % para tripsina, 37,8 % para quimotripsina e 16 % para elastase

pancreatica. O SKTI ndo apresentou inibicao para as proteinases cisteinicas
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papaina e bromelaina nem para calicreina pancredtica e plasmatica.
(Tabela 3).

TABELA 3 - Inibigao para enzimas proteoliticas serinicas e cisteinicas

*A concentracdo de 0.3 nM foi usada como padrédo. N.D. (ndo detectada).

4.1.7 Citotoxicidade e atividade hemolitica do SKTI sobre células do
sangue periférico humano.

As células do sangue periférico humano ndo sofreram acao citotéxica e
as hemé@cias ndo foram hemolisadas como visto por citometria de fluxo, quando

na auséncia e presenca do SKTI (figura 8A e 8B respectivamente).

Jannison Karlly Cavalcante Ribeiro 52



A B 53
DIFF WBC/BASO DIFF WBC/BASO
& i L g

- & 3
b - x

| 5 2 s » " AR
RBC PLT RBE PR
AR INER TR AR

éﬁ; ¢ : fl S i
l‘.
. \ | 181
| ! :___ | I\ajf‘- ;__ mu’J_L-—-

Fig. 8. Andlise do efeito citotéxico e hemolitico de SKTI sobre sangue periférico
total: (A) sem SKTI e (B) com SKTI. DIFF, contagem diferencial de leucécitos;
WBC/BASO, contagem de basofilos; RBC e PLT, contagem de eritrocitos e
plaquetas, respectivamente.

4.1.8 Ensaio da inibicao da liberacao de ENH mediante estimulacao por
PAF e fMLP.

Na figura 9 observa-se a inibi¢cdo da liberacao da elastase dos neutrofilos
humanos que foram isolados de sangue humano fresco. PAF e fMLP foram
utilizados para iniciar a exocitose da elastase in vitro. O resultado revelou que o
SKTI foi capaz de inibir fortemente ambas as vias de liberacdo de ENH
estimuladas no ensaio. Os valores de inibicdo foram de 83.1% e 70%,

comparados com os controles positivos PAF e fMLP, respectivamente.

200+
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Ativadores Neutrofilos

Fig. 9. Ensaio de inibicdo da liberacdo de ENH mediante estimulacao por
fMLP e PAF.
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4.2 ENSAIOS BIOLOGICOS
4.2.1 Injuria pulmonar aguda em camundongos induzida por LPS

A habilidade do SKTI na diminuicdo dos eventos hemorragicos foi
avaliada através do ensaio de injuria pulmonar aguda em camundongos
induzida por LPS. Injecoes (50 pL) intrapulmonares de LPS (10 mg/kg) foi
capaz de induzir um aumento significativo na massa umida pulmonar (184 + 8,7
mg) quando comparadas com a do grupo que recebeu apenas salina (152 £ 5,0
mg). Tratamentos com SKTI nas doses de 50 e 100 pg/kg resultaram em um
decréscimo na massa umida dos pulmdes (166 + 4,1 mg e 153 + 2,9 mg
respectivamente). Todos os tratamentos com SKTI foram significativos para
P<0,01 quando comparados com o controle positivo, de maneira dose
dependente (Figura 10A). Os pulmbes liofilizados de todos os grupos foram
pesados individualmente e tiveram suas massas subtraidas da massa Uumida
para a obtencado da massa do conteudo de agua referente ao edema produzido
devido a injuria por LPS. Os valores de massa de agua obtidos para os
tratamentos com SKTI nas concentragdes de 50 e 100 pug/kg de SKTI foram de
31,65 £ 2,7 mg e 25,33 = 2,2 mg, respectivamente. A massa do conteudo de
agua do grupo salina foi de 24,75 £ 1,6 mg e do grupo que recebeu somente
LPS de 41,06 + 3,6 mg. Essa diminuicdo na massa do edema foi significante
para P<0,01, quando comparado com os grupo controle (Figura 10B).
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Fig.10 Injaria pulmonar aguda induzida por LPS. (A) Massa umida dos

pulmdes. (B) A massa do conteudo de &gua, determinada depois de subtraido
da massa umida. Valores sao médias com desvio padrao para 10 animais(* P<
0,01 vs. LPS).
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42.2 Avaliacao da hemorragia pulmonar induzida por LPS em

camundongos tratados com SKTI

O emprego do SKTI na diminuicdo do efeito hemorragico ocasionado
pela elastase de neutrofilo apds a indugao por LPS foi analisado. O grupo LPS
apresentou niveis elevados de hemoglobina nas amostras aferidas a 541 nm
(3159 + 251 unidades) em relacdo ao grupo onde foi administrado apenas
salina (1545 £ 193 unidades). Os tratamentos com SKTI nas concentragdes de
50 e 100 pg/kg reduziram significativamente as unidades de absorbancia
referentes a hemoglobina. As unidades de absorbancia foram de 2106 + 868 e
1860 = 286 respectivamente (Figura 11). Esses valores foram significantes
para P <0,05 quando comparados com o grupo controle. Nao houve diferenca
estatistica para P<0,05 entre as concentragdes testadas.

UNIDADES ABS 541nm

SKTI 50ug/Kg SKTI 100 ug/Kg

LPS 10 mg/Kg

Fig.12. Efeito anti-hemorrdgico do SKTI mediante atividade da ENH induzida
por LPS. Os valores sé@o representados em unidades éticas de absorbancia a
541nm. Os valores séo representados como médias e seus respectivos desvios

padrées (n=10 por grupo).

4.2.3 ATIVIDADE ELASTASICA RESIDUAL DOS EXTRATOS PULMONARES
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Os niveis de atividade elastasica dos homogenatos dos tecidos
pulmonares submetidos ao estimulo por LPS foram medidos. A atividade do
grupo LPS sem tratamento (controle positivo) foi de 115 U.A. = 17,5, enquanto
o do grupo salina (controle negativo) foi de 47 U.A. £ 9,9. Os valores obtidos
para os grupos tratados com SKTI nas concentragées de 50 e 100 pg/kg foram
de 72 U.A. £ 15,2 e 52 U.A. + 7,3, respectivamente. Apenas o tratamento com
100 ug/kg de SKTI apresentou significancia para P <0,05 quando comparado

com o controle positivo (Figura 12).

1404
1204
100-
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60-
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SALINA SKTI 50ug/Kg SKTI 100ug/Kg

LPS 10 mg/Kg

Fig.12. Efeito do tratamento com diferentes concentracées de SKTI sobre a
atividade elastasica dos extratos de pulmdes estimulados por LPS. SAAVpNA
foi utilizado como substrato colorimétrico. Os resultados foram expressos em
unidades de atividade enzimatica. Os valores sdo médias de grupos com seis

animais com seus respectivos desvio padrao.

4.2.4 Analises histopatoldgicas

Laminas de tecido pulmonar inflamado foram realizadas e submetidas a
analises histopatolégicas (figura 13). Secg¢des dos pulmdes submetidos a
estimulo por LPS (controle positivo) e dos pertencentes ao grupo no qual foi
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administrado apenas salina (controle negativo) foram coradas e analisadas por
microscopia optica (Fig. 13A e 13B). A mesma indug&o da injuria por LPS foi
realizada nos grupos que receberam SKTI nas concentragdes de 50 e 100
ug/kg (Fig.13C e 13D). A andlise cuidadosa dos pulmodes induzidos por LPS
revelou areas alveolares nao uniformes, que apresentavam infiltracdo de
células leucocitarias e uma morfologia severamente alterada, demonstrando
danos consideraveis ao tecido pulmonar. Em aumento de 100 vezes (detalhes
de imagens no canto inferior esquerdo da figura 13), também foi possivel
observar com mais clareza uma formacao de exsudato com muitos infiltrados
de neutréfilos. As paredes alveolares circundantes dos alvéolos estavam
dilatadas (perda da complacéncia) e com a presenca de eritrécitos. Os
tratamentos com as concentragées de SKTI (50 e 100 pg/kg) mostraram uma
protecao/diminuicdo efetiva, de forma dose dependente. Tratamentos com
SKTI reduziram significativamente o influxo de células inflamatérias e dano
tecidual, formagéao excessiva de exsudato, assim como eventos hemorragicos
ocasionados pela atividade proteolitica da elastase aumentando a preservacao
da forma dos alvéolos.
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SALINA SKTI 50 pg SKTI 100 pg

Fig.1 3 Andlises histopatologicas de tecidos pulmonares referentes a0 ensao de injuna pulmonar aguda indizida por LPS e
coradas com H&E . (A) Salina (B) LPS 10 mglkg (C) SKTI 50 palkg (D) SKTI 100 pakg (Caixas maicres: A bama de 1 mm

represeta 100 ym em um aumento de 10 x, Imagensreduzidas: Abama de 1 mm representa 25 pm em um aumento de 40 x)
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4.2.5 Ensaio de toxicidade aguda sistémica em camundongos

Os grupos tratados com SKTI nas concentracées de 100 pg/kg e 1000

ug/kg nao demonstraram diferengas significativas quanto a massa dos 6rgaos,

contagem de eritrocitos, plaquetas, leucdcitos e transaminases para P <0,01,

quando comparados com o grupo controle (salina) (Tabela 4).

Tabela 4. Analise da possivel toxicidade aguda do SKTI sobre orgaos

e populacdes celulares.

ANALISES SALINA SKTI 100 pg/Kg SKTI 1000 ug/Kg
Massa dos orgaos (g)

CORACAO 0,126 £ 0,076 0,121 £ 0,007 0,123 + 0,008
PULMOES 0,173 £0,019 0,167 £ 0,019 0,169 £ 0,018
FIGADO 1382 + 0,085 143 £ 0,162 138 + 0,092
BACO 0,129 £ 0,019 0,148 + 0,03 0,152 + 0,008
RINS 0,378 £ 0,032 0,405 + 0,078 0,374 £ 0,032

Contagem geral sanguinea
PLAQUETAS

1.350,000 + 242,712

1.437.714 + 368,702

1.218,857 £ 334,972

ERITROCITOS 8.563,143 + 809,425 7.804,286 + 836238 7.557,143 + 467,465
LEUCOCITOS 7.264 + 485 7.492 + 280 5.928 + 996
Contagem diferencial de
leucécitos

NEUTROFILOS 12+59 13,2147 148 +45
LINFOCITOS 81+6,5 78 +4,7 75,8 + 3,3
MONOCITOS 5+1,7 75+27 75433
EOSINOFILOS 1,5+0,5 1,16+ 0.4 1,711
BASOFILOS 0+0 0+0 0+0
Transaminases hepaticas (U.A)
ALT 32,8 £1,17 35,25 £ 2,31 34,4 +£ 0,68
AST 39,1 £2,74 42 + 4,24 38,41 £ 3,91

*Nivel de significancia p < 0,01
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5 DISCUSSAO

Varios estudos foram executados utilizando plantas como fonte de
inibidores de proteinases, especialmente em sementes de leguminosas
(BATISTA ET AL., 1996; MACEDO ET AL., 2000a; MACEDO ET AL., 2000b;
PAIVA ET AL., 2006; RICHARDSON, 1991; TRONCOSO, ZOLEZzZI,
HELLMAN, 2003). Estas sementes possuem inibidores de proteinases
serinicas que pertencem as familias de inibidores de Kunitz, Bowman-Birk,
Batata | e Il, entre outros (Richardson, 1991). Inibidores de Kunitz e de
Bowman-Birk estdo envolvidos em muitos processos fisioldgicos e, por isso,
sdo os mais estudados como candidatos para possiveis drogas. Extratos
protéicos de varias leguminosas, como feijao lima (Phaseolus limensis), feijao
comum (Phaseolus vulgaris), feijao adzuki (Phaseolus angularis), lentilha (Lens
culinares), ervilha (Pisum sativum) e, mais recentemente o tamarindo
(Tamarindus indica) apresentaram-se como ricas fontes de inibidores de ENH
(FOOK ET AL. 2005; HOJIMA, PISANO, COCHRANE, 1983; SIEDLE ET AL.,
2003). Estes inibidores de elastase pertencem a familia de inibidores de Kunitz
e/ou a familia de Bowman-Birk. Os inibidores do tipo Bowman-Birk parecem ter
uma caracteristica intrinseca de inibir a ENH assim como quimotripsina, mas
devido a suas recentes e promissoras propriedades anti-carcinogénicas,
estudos relacionados a esta propriedade ainda ndo se encontra como foco
principal de suas aplicagées (KENNEDY, 1998; RUI-FENG, SONG, CHI, 2005).
A sua aplicacdo na terapéutica das doencas antiinflamatérias tem perdido a
cena para inibidores do tipo Kunitz, serpinas e Kazal, o que tem tornado a
busca por inibidores exdgenos, ndo sé de ENH, mas também de outras
enzimas relacionadas com o processo inflamatério, com o intuito de minimizar

tais moléstias relacionadas a destruicao tecidual por proteases.

A ENH é uma proteinase serinica que tem a capacidade de degradar
elastina, fibronectina, proteoglicanos e proteinas do plasma. Ela é também um
modulador das fung¢des inflamatorias de células, tais como a ativagcado de
linfocitos e agregacdo de plaquetas (OWEN, 1997). Quando a liberagédo de
elastase € intensa, este fato resulta num desequilibrio entre a quantidade de
elastase e seu inibidor endégeno, o aianti-tripsina (SIEDLE ET AL., 2003). A

acumulacdo anormal desta enzima causa varias doencas inflamatorias
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severas, crénicas e ou agudas (BERNSTEIN, EDWARDS; WILLIANS, 1994).
Por esta razéo, a deteccao e purificacdo de inibidores exdgenos especificos
para elastase de neutréfilos tém aumentado devido a suas aplicacdes
terapéuticas nessas patologias (STERNLICHT ET AL., 1999).

Neste estudo o inibidor de tripsina de soja SKTI foi isolado e purificado
através da cromatografia de troca aniénica Resource Q e sua aplicagdo nos
processos de injuria pulmonar aguda avaliada. Na purificacdo, foi observada a
presenca de cinco picos protéicos majoritarios durante a eluicdo com gradiente
salino, sendo o ultimo pico eluido em torno de 0,3 M de NaCl. Este foi o Unico
pico capaz de inibir de maneira acentuada a elastase neutrofilica. Todos os
demais picos protéicos inibiram significamente a tripsina pancreatica bovina.
Tal comportamento de ligacdo dos inibidores do tipo Kunitz de sementes a
colunas de carga positiva parece ser uma caracteristica comum, o que nos leva
a sugerir uma carga liquida protéica negativa de grande parte destes inibidores
(BHATTACHARYYA ET AL., 2006, 2007; LINGARAJU; GOWDA, 2008;
MACEDO ET AL., 2007; NAVNEET ET AL., 2008; PAIVA ET AL., 2006).

O pico protéico com atividade anti-elastasica foi reunido, concentrado,
desalinizado e utilizado para os ensaios posteriores. Este material foi analisado
por SDS-PAGE, onde foi observada a presenca de uma uUnica banda protéica
com massa molecular de 19,7 kDa, e por filtragdo em gel, que revelou uma
massa molecular de 19,5 kDa, uma caracteristica extremamente importante
quanto a difusdo e diminuicdo de impedimento estérico dentro de micro sitios
de inflamacdo inacessiveis para os inibidores enddgenos de alta massa
molecular.Os valores de massa molecular diferem bastante para os inibidores
de elastase pois estes ndo se comportam de maneira homogénea,
apresentando valores de 7, 14 e 17 kDa para Boophilus microplus (SASAKI;
TANAKA, 2008), 18 kDa para o inibidor de Bauhinia bauhinoides (HANSEN ET
AL.,2007), 22,4 kDa para o de Cenchritis muricatus (GONZALEZ ET AL., 2006)
e 11,6 kDa para o de Tamarindus indica (FOOK ET AL., 2005).

O SKTI purificado apresentou forte especificidade para ENH e tripsina e
baixa atividade para quimotripsina. Especificidades de inibicdo diferentes foram
encontrados para inibidor de Kunitz isolado de tubérculos de batata, como
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PSPI-21, com massa molecular de 21 kDa, que se comportou como um potente
inibidor de ENH e um inibidor de tripsina e quimotripsina (VALUEVA, REVINA,
MOSOLQV, 1997). Para o inibidor purificado de tamarindo foi observado
especificidade para ENH e tripsina pancreética bovina (FOOK ET AL., 2005) .

A 1Cs para o SKTI foi de 8 ug.mL™(0,3 nM). Este valor foi menor do que
aqueles encontrados por Johansson (2002), quando analisaram extratos
protéicos de mais de 96 espécies de plantas com propriedades fitoterapicas. A
ICs0 do SKTI foi bastante inferior quando comparada ao do inibidor de elastase
de tamarindo purificado por Fook et al. (2005), que foi de aproximadamente 55

ug.mL", ressaltando uma forte afinidade do SKTI para a ENH.

A atividade hemolitica e a citotoxicidade sobre as células do sangue
humano periférico foram avaliadas e ndo foram observados efeitos deletérios
sobre as populagdes celulares, sanguineas nem plaquetéarias, na concentragéao
utilizada (ICsp) revelando indicios de baixa citotoxicidade.

A citocalasina B foi usada juntamente com estimuladores PAF e fMLP nos
ensaios de liberacdo de ENH. O efeito foi monitorado pela diminuicdo da
formacdo de pNA (p-nitroanilida), produto de degradagcdo do substrato
colorimétrico SAAVpNA, especifico para o ensaio da elastase de neutrdfilo
(Johansson, 2002). Na presenca dos neutréfilos, muitas substancias como
fMLP, LPS, PAF e PMA sao capazes de estimular a liberacao das enzimas de
granulo e/ou radicais superoxidos. A estimulagao por PAF resultou na ativacao
da cascata intracelular via p42/44, que culmina com os produtos de liberagéo
de forma semelhante pelos indutores de receptores fMLP (Nick et al., 1997;
Patrick, 2000). No ensaio de liberagcédo de elastase, SKTI, na concentragéo 0.3
nM, inibiu a liberagdo de ENH em 70% e 83,1% quando os neutrdfilos foram
estimulados por fMLP e PAF, respectivamente. Esses resultados, bastante
semelhantes de inibicdo por fMLP e PAF, demonstraram que ambas as vias
sao indiferentemente afetadas. A inibicdo da liberacao da elastase é um forte
indicativo de um composto anti-inflamatério que atua através da interagdo com
0s receptores testados. Este resultado foi diferente dos demonstrados por Fook
et al. (2005), em que o inibidor denominado ITT preferencialmente afetou a via
de ativagcdo p38 MAPK, a qual é observada na ativagdo celular por PAF.
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Atualmente, a pesquisa por compostos sintéticos ou naturais que atuem com
tais receptores com o intuito de desenvolver novos compostos anti-
inflamatérios sdo uma das areas de maior investimento da industria

farmacéutica a nivel mundial.

Os ensaios in vivo de indugao da injuria pulmonar aguda por LPS em
camundongos resultaram em inflamag¢des pulmonares severas acompanhadas
da formacdo de edema, hemorragias e aumento da atividade elastasica de
acordo com modelos realizados anteriormente (BARTALESI ET AL., 2005;
LUCATTELLI ET AL., 2005). Os resultados mostraram uma atividade
significativamente suprimida pelos tratamentos com SKTI. A diminuigdo dos
danos teciduais pulmonares foi confirmada por cortes histolégicos, corados por
hematoxilina-eosina, dos grupos controle e dos tratamentos por SKTI. Estes
resultados demonstram o efeito terapéutico do SKTI sobre disfungdes
pulmonares relacionadas a protedlise exacerbada pela ENH. Em outro estudo
de injuria pulmonar aguda, cobaias submetidas a inalagdo de LPS exibiram um
aumento elevado nos niveis de atividade elastasica aferidos nos lavado
broncoalveolares dos animais (NAGAI ET AL., 1991). A estimulacdo dos
neutrofilos por LPS resulta na ativagao de receptores de membrana (Toll-like),
principalmente TLR-2 (via p65/p50) seguida de translocagao para o nucleo do
complexo NF-KB, resultando numa rapida degranulagdo enzimatica e formacéao
de espécies reativas de oxigénio (KURT-JONES ET AL., 2002).

A auséncia de efeitos citotoxicos e hemoliticos do SKTI sobre as
populagbes celulares sanguineas foi observada tanto nos ensaios in vitro
(sangue humano) como in vivo (sangue camundongos), além de aspectos
normais dos orgaos avaliados e as enzimas hepaticas. Uma baixa toxicidade
nas concentracoes avaliadas demonstra o potencial extremamente viavel do
SKTI como um agente bioativo contra as doencas inflamatorias relacionadas a
disfungdo corporal, no controle da protedlise exacerbada da elastase
neutrofilica. Estudos adicionais sdo necessarios para confirmar a seguranga
deste inibidor como um agente farmacolégico.
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6 CONCLUSOES

e O inibidor de tripsina de soja altamente especifico para ENH (ICso 0.3
nM) foi purificado através de um Unico passo cromatografico: troca

anidnica em coluna de Resource Q;

e A analise do efeito citotdxico e/ou hemolitico do SKTI sobre populacdes
celulares do sangue total de individuos sadios mostrou a ndo toxicidade
deste inibidor;

e O SKTI foi capaz de inibir ambas as vias de liberagdo de ENH
estimuladas por PAF e fMLP (83,1% e 70 %, respectivamente),
tornando-o um forte candidato para o desenvolvimento de drogas e uso
em terapias que possam auxiliar no tratamento de doencgas inflamatorias

cronicas e agudas de carater infeccioso ou nao infeccioso;

e O SKTI foi eficaz no processo de injuria pulmonar aguda induzida por
LPS, diminuindo o edema pulmonar, eventos hemorragicos e niveis de
atividade elastasica, reduzindo significativamente o influxo de células

inflamatorias, dano tecidual e formagéao excessiva de exsudato;

e O SKTI nao revelou efeitos toxicos ou deletérios em ensaios de
toxicidade aguda em camundongos, ndao demonstrando alteragcdo na
massa dos 0rgaos, contagem celular sanguinea e niveis séricos de
transaminases, demonstrando sua baixa toxicidade quando administrado

periodicamente em concentragdes de até 1000 pg/kg.
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