UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
CENTRO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA

SHEYLA VARELA LUCENA

PURIFICACAO, CARACTERIZACAO E AVALIACAO DA
ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DE UM INIBIDOR DE
QUIMOTRIPSINA TIPO KUNITZ DE SEMENTE DE
Erythrina velutina

NATAL/RN
2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



SHEYLA VARELA LUCENA

PURIFICACAO, CARACTERIZACAO E AVALIACAO DE
ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DE UM INIBIDOR DE
QUIMOTRIPSINA TIPO KUNITZ DE SEMENTE DE Erythrina
velutina

Dissertacao apresentada ao
Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal do Rio Grande do
Norte como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Mestre em
Bioquimica.

Orientador: Prof. Dr. Mauricio
Pereira de Sales

NATAL/RN
2010



Catalogacdo da Publicacdo na Fonte. UFRN / Biblioteca Setorial do Centro de
Biociéncias

Lucena, Sheyla Varela.

Purificagdo, caracterizac¢do e avaliacdo da atividade antiproliferativa de
um inibidor de quimotripsina tipo kunitz de semente de Eryhrina velutina /
Sheyla Varela Lucena. — Natal, RN, 2010.

77 f. . 1L
Orientador: Mauricio Pereira de Sales.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal do Rio Grande do Norte.
Centro de Biociéncias. Departamento de Bioquimica.

1. Cancer — Dissertacdo 2. Citotoxicidade — Dissertacdo. 3. Erythrina

velutina — Dissertagdo. 1. Sales, Mauricio Pereira de. II. Universidade
Federal do Rio Grande do Norte. III. Titulo.

RN/UF/BSE-CB




SHEYLA VARELA LUCENA

PURIFICACAO, CARACTERIZAGAO E AVALIACAO DE
ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DE UM INIBIDOR DE
QUIMOTRIPSINA TIPO KUNITZ DE SEMENTE DE Erythrina

Aprovada em:

velutina

Dissertacao apresentada ao
Departamento  de  Bioquimica  da
Universidade Federal do Rio Grande do
Norte como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Mestre em
Bioquimica.

Orientador: Prof. Dr. Mauricio Pereira
de Sales

Banca Examinadora

11



Dedico esta obra

Aos meus amados pais Sinval e Suerda pelo apoio e incentivo, por abrirem mdo
da minha presenga, mesmo em momentos tdo importantes e necessdrios.

A todos os meu demais familiares, por todo o auxilio nessa jornada.

iv



Agradecimentos

A Deus por seu amor infinito e por todas as gragas derramadas na minha vida.
“Tudo posso naquele que me fortalece.” (Filipenses 4:13)

Ao professor Dr. Mauricio Pereira de Sales por quem tenho imenso respeito. Agradeco pela confianga e pelos
valiosos conhecimentos transmitidos.

A professora Dra Adriana Uchéa do Departamento de Biologia Celular e Genética e ao professor Dr Hugo
Rocha e Dra Adeliana Oliveira do departamento de Bioquimica pelas sugestoes durante a banca de

qualificagdo deste trabalho.

Dra. Giselle Zenker Justo do Departamento de Bioquimica da UNICAMP pelo auxilio na realizagdo dos
experimentos essenciais para a conclusdo deste trabalho.

Ao professor Elizeu pela calma e pela disponibilidade sempre que qualquer aluno, ndo so eu, precisasse.

Aos companheiros da minha GRANDE turma de mestrado: Jailma, Leandro, Ligia, Cleysyvan e Katrine
sinto saudade da nossa época de disciplinas.

A minha irmd de coragdo, Daysoca (Felicia), que adora um café leite... Obrigada pela amizade sincera.

As minhas MAs Lady e Roberta, vocés foram essenciais nos momentos mais dificeis. Ndo sei o que seria de
mim sem VOCEs.

A “fada” Rafaela, pelo carinho e por sempre se mostrar tdo prestativa.
A minha amiguinha Jailma, por todas as consultorias “powerpontisticas’.

A minha amiga grande Virginia, sempre tdo empenhada em me levar para o shopping. Obrigada por cada
sorriso e cada ldgrima compartilhada.

A amiga mais elegante Patricia, sempre disposta a ajudar.
Ao Jannison pelos momentos irreverentes e pelo apoio nas horas apropriadas.

A Gigi e familia (Augusto e Manu) que me receberam tdo bem durante a minha estadia em Sdo Paulo.

Aos colegas do LQFPB da Velha guarda: Adeliana, Leonardo Pepino, Fabiano, Ludovico, Rodrigo,
Fabiola, Fabinho, Cleysyvan, Aninha, Norba, Paulinha, Tici e Raphael.
Nova guarda: Richele, Kaline, os Alexandres, Leal, Ana Paula, Luciana e Felipe.

A todos aqueles que fazem parte do Departamento de Bioquimica, que de alguma forma contribuiram para a
realizagdo deste trabalho.

A CAPES pelo apoio financeiro com a manuten¢do de bolsa concedida ao Programa de Pos-
Graduagdo em Bioquimica da Universidade Federal do Rjo Grande do Norte



“ A vida é uma peca de teatro que ndo permite ensaios.
«

or isso, cante, chore, dance, sorria e viva intensamente antes que a

cortina se feche e a peca termine sem aplausos.”

Charles Chaplin

vi



RESUMO

Um inibidor de quimotripsina do tipo Kunitz foi purificado de sementes de Erythrina
velutina por fracionamento com sulfato de aménio, cromatografias de afinidade
Tripsina-Sepharose, Quimotripsina-Sepharose e cromatografia de Fase Reversa C-
18 no sistema FPLC/AKTA. O inibidor, denominado de EvCl, apresentou uma massa
molecular de 17 kDa, determinada por SDS-PAGE. A andlise por eletroforese
bidimensional (2D) revelou quatro isoinibidores (valores de pl: 4,42, 4,63, 4,83 e
5,06). Todos os isoinibidores apresentaram massa molecular de 17 kDa. A
sequéncia aminoacidica dos peptideos oriundos da digestdo enzimatica de EvCI
analisada por MALDI-TOF-MS apresentou 100% de identidade com o inibidor de
quimotripsina ECI de Erythrina variegata. EvCl inibiu competitivamente a atividade
de quimotripsina com Ki de 4 x10® M, mas nao inibiu tripsina, elastase pancreatica,
bromelaina ou papaina. Contudo, inibiu elastase de neutréfilos em 35,91 %. A
atividade inibitéria de EvCIl sobre quimotripsina foi estavel em uma ampla faixa de
pH e temperatura. Na presenca de 100 mM de DTT por 120 min, o inibidor perdeu
50% de sua atividade. A citotoxicidade do inibidor foi avaliada nas linhagens de
células HelLa, MDA, HepG2, K562 e PC3 apds exposicao a concentracdes variando
de 0,0005 a 200 pg/mL, por 72 horas. O EvCl inibiu o crescimento celular de células
HelLa com um IC 5o de 50 pg/mL. Os resultados obtidos na avaliacao de inducao de
morte celular e efeitos sobre o ciclo celular em células Hela, indicam que o principal
efeito do inibidor é a inducao de parada do ciclo celular, sendo, portanto, citostatico.
Os dados sugerem que o EvCl pode ser um composto promissor para ser estudado
no futuro como agente citostatico na terapia antitumoral combinada.

Palavras Chaves: Cancer, Citotoxicidade, Erythrina velutina, Hela, Kunitz,
Quimotripsina.
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ABSTRACT

A chymotrypsin inhibitor was purified from Erythrina velutina seeds by ammonium
sulphate fractionation, affinities chromatographies on Trypsin-Sepharose,
Quimotrypsin-Sepharose and reversed phase C-18 FPLC/AKTA system. The
inhibitor, named EvCI, shown molecular mass of 17 kDa, as determined by SDS-
PAGE. 2D-PAGE showed four isoinhibitors with pl values of 4,42, 4,63, 4,83 and
5,06, with molecular mass of 17 kDa each. The aminoacid sequence of EvCIl was
determined by MALDI-TOF-MS and showed a high similarity with other Kunitz-type
inhibitor of Erythrina variegata. EvC| competitively inhibited chymotrypsin, with Ki of 4
x10® M, but did not inhibited trypsin, pancreatic elastase, bromelain and papain. The
inhibitory activity of EvCl was stable over wide pH and temperature ranges. In the
presence of DTT 100 mM for 120 min, EvCI lost 50 % of activity. Cytotoxicity was
studied in HeLa, MDA, HepG2, K562 and PC3 cells after 72’h incubation period.
EvCl inhibited HeLa cells growth with an ICsy value of 50 ug/ml. Subsequent studies
in HelLa cells analysis of cell death by annexin V/PI double-staining and cell cycle,
using flow cytometry. The results provide evidence for a cytostatic activity of EvCI
and support further studies on potential application of this inhibitors as an
antiproliferative agent in combined therapy against cervical cancer.

Key words: Cytotoxicity, Cancer, Chymotripsin, Erythrina velutina, HeLa, Kunitz.
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideracoes gerais

A natureza constitui uma fonte abundante de produtos naturais
biologicamente ativos com propriedades promissoras (Ferreira et al., 2006). Na
sociedade pré-industrializada e em sociedades agrarias, compostos naturais
derivados de plantas foram usados por populacdes indigenas como forma de terapia
para uma grande diversidade de patologias. Atualmente, muitos desses compostos,
produzidos por plantas, fungos, bactérias, protozoarios, insetos e outros organismos,
terrestres e marinhos, ja foram isolados, identificados e caracterizados biolégica e
farmacologicamente. De acordo com (Newman; Cragg, 2007)) mais de 60% dos
farmacos com atividade anticancer foram isolados de fontes naturais ou
relacionados a elas. Aproximadamente um quarto de todos os medicamentos
fabricados e consumidos hoje possuem substancias derivadas de plantas. Segundo
a Organizacdo Mundial de Saude, de 252 medicamentos considerados basicos e
essenciais, 11% s&o exclusivamente extraidos de plantas e outra importante
proporcao é derivada de precursores naturais extraidos de plantas (Rates, 2001). As
plantas tém sido descritas como uma das principais fontes de novas moléculas
anticarcinogénicas. Evidéncias epidemioldgicas indicam que o consumo de plantas
da familia Leguminosae (feijdes, ervilhas, soja) esta associado a baixas taxas de
incidéncia e mortalidade por cancer, especialmente para os canceres de mama,
célon e prostata (Kennedy, 1998b).

A importancia de compostos extraidos de plantas chamou a atencao dos
Estados Unidos da América (National Cancer Institute ) que, entre 1960 e 1982,
realizaram testes anticarcinogénicos com mais de 35.000 amostras de plantas
(Mann, 2002). Apesar do potencial efeito citotéxico desses compostos contra células
de cancer, muitos deles ainda apresentam efeitos colaterais severos (Fallowfield et
al., 2004; Mortimer et al., 1999). Consequentemente, a busca por novas moléculas
anticarcinogénicas extraidas de plantas continua. Plantas consumidas normalmente
na dieta dos seres humanos contém diversas moléculas com potencial
anticarcinogénico com chances de normalizar efeitos colaterais (Kennedy, 1998b).
Atualmente, hd uma intensa busca por moléculas potencialmente efetivas contra o
desenvolvimento do cancer e nao-indutoras de efeitos colaterais severos. Dentro

Sheyla Varela Lucena Programa de Pés-Graduagdo em Bioquimica/ UFRN
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desse contexto, moléculas purificadas de sementes de plantas da familia
Leguminosae, com destaque para os inibidores de protease, tém sido bastante
investigadas (Kennedy, 1998b).

Nas plantas superiores, varias familias de inibidores de proteases,
particularmente inibidores de tripsina, tém sido extensivamente estudadas
(Laskowski Jr.; M.; Kato, 1980). Do ponto de vista histérico, os inibidores de
protease sao considerados fatores antinutricionais das sementes de leguminosas e
de cereais, devido a sua capacidade de diminuir a digestibilidade das proteinas da
dieta (Forster et al., 1999). Porém, essas moléculas tém atraido a atencdo de muitos
pesquisadores devido as suas atividades biolégicas (Magni et al., 2007). Elas
apresentam um papel importante na defesa das plantas contra insetos pragas e sao
conhecidas por estarem envolvidas em algumas fungdes biolégicas e heterbélogas
tais como coagulacdo sanguinea, agregacao plaquetaria e anticarcinogénese
(Kennedy, 1998b; Oliva et al., 2000).

1.2 Cancer cervical

O cancer esta incluido entre as principais causas de morte mundial. No ano
de 2005, de um total de 35 milh6es de mortes ocorridas no mundo, o cancer foi
responsavel por 7,6 milhdes, representando 21,7% de todas as mortes (Who, 2005).
Estima-se que em 2020, o niumero de novos casos anuais seja da ordem de 15
milnbes e até 2030 o cancer devera alcancar a maior taxa de mortalidade
comparada a outras doencas, até entdo consideradas como de maior ocorréncia
(Jemal et al., 2008).

O cancer de colo do utero apresenta alta incidéncia em todo o mundo,
principalmente nos paises em desenvolvimento. Nestes, ocupa o primeiro lugar em
ocorréncia, com grande impacto na mortalidade (Pisani et al., 1999). No Brasil sdo
esperados 18.430 casos de cancer de colo do utero em 2010, com risco estimado de
18 casos a cada 100 mil mulheres. Este tipo de cancer é, na maioria dos casos,
associado a fatores extrinsecos, isto é, relacionados ao ambiente e aos habitos de
vida da populagédo. A relagdo entre cancer do colo uterino e os habitos sexuais
(promiscuidade, grande numero de filhos, inicio precoce da atividade sexual e
infecgdes ginecoldgicas repetidas) levou a identificacao do Papillomavirus humano
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(HPV) como um fator causal desta doenca (Cavalcanti et al., 1996; Munoz et al.,
2003). Diversos fatores do meio ambiente, destacando o

estilo de vida, tém importancia no favorecimento de condi¢cdes propicias a
prevaléncia do virus e os tratamentos mais utilizados atualmente para esta doencga

sao cirurgia, quimioterapia, radioterapia.

1.3 Proteases e seus inibidores proteicos

Proteases sao enzimas que degradam proteinas, e sao classificadas, de
acordo com seu mecanismo de acdo e a presenca de residuos especificos de
aminoacidos em seus sitios ativos em: serinicas, cisteinicas, asparticas, metalo-
proteases (Rawlings; Barrett, 1994) (Tabela 1) e, mais recentemente, treonina-
proteases. Essas enzimas se encontram subdivididas em duas grandes classes, as
exopeptidases, que participam da degradacdo de proteinas clivando ligacdes
peptidicas entre aminoacidos da extremidade amino terminal e c-terminal das
proteinas e as endopeptidases ou proteinases que da degradam de proteinas
clivando ligacbes peptidicas internas (Fan; Wu, 2005; Storey; Wagner, 1986).
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Tabela 1 - Classificagcdo das endopeptidases ou proteinases

Familias Faixade Residuos do Enzimas Principais Sitios de Acéao
pH Sitio Ativo
6timo
Serinica 7,0-9,0 Asparagina Tripsina Arginina e Lisina
(E.C. 3.4.21) Serina Quimotripsina Triptofano, Tirosina,
Histidina Fenilalanina, Leucina,

Metionina, Isoleucina, Serina,
Treonina, Valina e Histidina.

Elastase Alanina, Serina e Glicina.
Cisteinica 40-7,0 Cisteina Papaina Ampla especificidade, mas
(E.C. 3.4.22) Aspartato Catepsinas (B, H, preferencialmente clivam
Histidina L) ligagOes peptidicas de
Ficina aminoacidos basicos.
Bromelaina (Arginina e Lisina).
Aspartica <5,0 Aspartato Pepsina Alanina, Valina, Triptofano,
(E.C. 3.4.23) Catepsina D Fenilalanina, Tirosina,
Leucina e Isoleucina.
Renina Leucina
Metalo- 7,0-9,0 fon metalico Carboxipeptidase Ligagao amino de residuos
protease alifaticos
(E.C. 3.4.24) Termolisina Leucina e Fenilalanina

E.C., cédigo dado as enzimas pelo Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular 3, representa a classe = hidrolase; 4, sub-classe = enzimas que hidrolisam
ligagbes peptidicas; 21, sub sub-classe das proteases serinicas; 22, proteases cisteinicas, 23,
proteases asparticas; 24, metalo-proteases.

Fontes: (Storey; Wagner, 1986); NC-IUMBM, 1992;

Inibidores de proteases (IPs) sdo moléculas, como por exemplo, proteinas e
peptideos, que diminuem ou cessam a atividade de enzimas proteoliticas (Bode;
Huber, 1992; Haq; Atif; Khan, 2005). Esses inibidores ja foram descritos em todos os
reinos (Ishihara et al., 2006; Katunuma et al., 2003; Sano et al., 2005). Em plantas
eles foram detectados, isolados e purificados de diferentes tecidos e 6rgaos
vegetais, como em polpa de frutas (Araujo et al., 2004), raizes, caules, folhas, frutos
e sao, particularmente abundantes em tubérculos e sementes (Brzin; Kidric, 1995;
Ussuf; Laxmi; Mitra, 2001). Os inibidores de proteases vegetais atuam como
proteinas de reserva, como reguladores de enzimas endogenas, e estdo envolvidos
nos processos de defesa de plantas contra o ataque de pragas e/ou patdégenos
(Park et al., 2000; Solomon et al., 1999; Valueva et al., 1998; Walker et al., 1997;
Xavier-Filho, 1993). Eles constituem um grande e complexo grupo que tém em
comum a habilidade de formar complexos com proteases, inativando-as (Fan; Wu,
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2005). Esses inibidores sao capazes de inibir proteases das quatro classes
(cisteinicas, serinicas, asparticas e metaloproteases), sendo denominados inibidores
de proteases cisteinicas, serinicas, asparticas e de metaloproteases (Ryan, 1990)
respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2 - Familia de inibidores de proteases de plantas

Proteases Classes de inibidores Familias de inibidores
Bowman-Birk, Kunitz,Batata |, Batata I,
Proteases o . . ) ) )
N Inibidores de proteases serinicas  Superfamilia de Cereais, Taumatina, Ragi
Serinicas .
[-2/milho
Proteases Inibidores de proteases o o
o . Cistatinas de planta (Fitocistatinas)
cisteinicas cisteinicas
Proteases Inibidores de proteases . .
o o Inibidores de proteases asparticas
Asparticas asparticas
Metaloproteases Inibidores de metaloproteases Inibidores de carboxipeptidases Ae B

Os IPs também sao subdivididos de acordo com a similaridade da sequéncia
primaria, a massa molecular, o nimero e a posicao de pontes dissulfeto, a posicao
do sitio reativo e a especificidade inibitéria (Habib; Fazili, 2007; Koiwa et al., 1997;
Laskowski Jr.; M.; Kato, 1980; Neurath, 1996). A classe dos inibidores de protease
serinicas € composta por sete familias: Bowman-Birk, Kunitz, Batata |, Batata II,
Superfamilia de cereais, Taumatina e Ragi 1-2 milho. E entre essas familias, os
inibidores da familia Bowman-Birk e Kunitz sdo os mais investigados (Baudys et al.,
1991; Kelloff et al., 2000; Koiwa, et al., 1997; Lawrence; Koundal, 2002; Ritonja et
al.,, 1990; Ussuf; Laxmi; Mitra, 2001). Normalmente os inibidores protéicos sao
moléculas de baixa massa molecular, variando entre 6 e 50 kDa, sendo que a
maioria tem entre 8 e 25 kDa podem ser formados por uma ou mais cadeias
polipeptidicas e possuem grande estabilidade sob condigdes desnaturantes fisicas
e quimicas (Richardson, 1991)

1.3.1 Familia Bowman-Birk

A familia Bowman-Birk é a segunda classe de inibidores de proteases serinicas
mais estudada e € comumente encontrada em sementes de leguminosas. Foi

inicialmente isolada da soja e posteriormente encontrada em outras plantas, como
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arroz, batata e feijao. Em geral, esses inibidores sdo moléculas de baixo peso
molecular entre, 8 e 10 kDa, de cadeia Unica, com dois sitios reativos e apresentam
um padrdao caracteristico de 14 residuos de cisteina, todos formando pontes
dissulfeto intracadeia (Chaudhary et al., 2008; Prakash et al., 1996; Richardson,
1991; Scarafoni et al., 2008). Esse arranjo conservado de sete pontes dissulfeto
desempenha um papel importante na estabilizagcdo da estrutura tridimensional da
molécula (Qi; Song; Chi, 2005; Scarafoni, et al., 2008).

Nas monocotiledéneas, os inibidores Bowman-Birk podem ser divididos em
duas classes, em uma delas os inibidores possuem aproximadamente 8 kDa, 5
pontes dissulfeto e apenas um sitio reativo. Na outra classe, as moléculas sao de
aproximadamente 16 kDa com 10 pontes dissulfeto e dois sitios ativos. Nas
dicotiledéneas, os inibidores Bowman-Birk tém aproximadamente 8 kDa, 14 pontes
dissulfeto e dois sitios ativos (Qi; Song; Chi, 2005).

Um dos membros mais estudados dessa familia € o Bowman-Birk Inhibitor
(BBI), também denominado de “BBI classico” (Qi; Song; Chi, 2005). O BBl € um
inibidor purificado de sementes de soja (Glycine max), com baixa massa molecular
(aproximadamente 8 kDa) e alta estabilidade em diferentes condicbes de
temperatura e pH. Esse inibidor é formado por uma cadeia de 71 residuos de
aminoacidos com sete pontes dissulfeto (Birk, 1985).

Os inibidores Bowman-Birk inibem simultaneamente tripsina e quimotripsina
(Birk, 1985). Recentes estudos tém demonstrado que esses inibidores podem
desempenhar importantes papéis na cura e/ou prevencdo de diversas doencas
(Scarafoni, et al., 2008), sendo utilizados como ferramenta alternativa no tratamento
de patologias humanas tais como hemorragias, inflamacao e cancer (Chen et al.,
2005; Fook et al., 2005; Oliva, et al., 2000).

1.3.2 Familia Kunitz

Os inibidores do tipo Kunitz sdo amplamente distribuidos em plantas e foram
descritos em leguminosas, cereais e tubérculos (Xavier, 1998), e também
detectados em plantas das familias Solanaceae, Gramineae, Araceae e
Alismataceae (Richardson, 1991; Ryan, 1990). Além disso, eles foram encontrados
em outros 6rgaos, tecidos e exsudados das plantas, como latex do mamao (Azarkan
et al., 2006; Odani et al., 1996), rizomas tuberosos de varias araceas (Oliveira, 2001;
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Sumathi; Pattabiraman, 1979) e tubérculos de solanaceas (Valueva, et al., 1998;
Valueva; Revina; Mosolov, 1997).

Os inibidores Kunitz sao caracterizados por serem proteinas com massa
molecular entre 18 e 26 kDa, com aproximadamente 180 residuos de aminoéacidos e
baixo conteudo de cisteina, sendo normalmente quatro residuos formando duas
pontes dissulfeto intracadeias. A maioria dos inibidores do tipo Kunitz apresenta um
Unico sitio reativo, por isso sdao denominados “single-head” (Richardson, 1991) e
podem ser constituidos por uma ou duas cadeias polipeptidicas. Em relacdo a
especificidade, os membros da familia Kunitz possuem maior atividade inibitéria
contra as proteases serinicas, principalmente tripsina e quimotripsina. No entanto,
eles também inibem outras proteases, incluindo a protease aspartica Catepsina D e
a protease cisteinica Papaina (Habib; Fazili, 2007; Oliveira, 2001).

1.4 Inibidores de proteases contra o cancer

O uso de produtos naturais como agentes quimioterapicos tem uma longa
histéria, que teve inicio com a medicina popular e que através dos anos tem sido
incorporada na medicina tradicional e alopatica. Varias drogas usadas atualmente no
tratamento contra o cancer foram isoladas de espécies de plantas ou de seus
derivados (Costa-Lotufo et al., 2005).

Sementes de plantas leguminosas produzem uma grande variedade de
proteinas biologicamente ativas, incluindo lectinas (Wong; Ng, 2005), proteinas
antifungicas (Wong; Ng, 2005), inibidores de alfa amilase (Le Berre-Anton, 1997),
arcelinas (Paes et al., 2000), proteinas inativadoras de ribossomos (Lam, 1998) e
inibidores de proteases (Rao et al, 1999; Ye; Ng; Rao, 2001). A maioria dessas
proteinas tem a funcdo de defesa em plantas, por exemplo, protecdo contra
microrganismos patogénicos e insetos predadores.

Inibidores de proteases sdo considerados uma classe de proteinas altamente
promissoras como agentes quimioterapicos. Existem evidéncias de que esses
inibidores suprimem varios estagios da carcinogénese, incluindo iniciacao, promoc¢ao
e progressdao. Embora varios tipos de inibidores de protease apresentem a
capacidade de prevenir processos carcinogénicos, os mais potentes sdao aqueles
com a capacidade de inibir quimotripsina (Kennedy, 1998a; Zhang et al., 1999)

Sheyla Varela Lucena Programa de Pés-Graduagdo em Bioquimica/ UFRN




INTRODUCAO 21

A incidéncia de cancer e a taxa de mortalidade variam muito, e fatores
dietéticos tém uma importante funcdo nessa variacdo (Kelloff, et al, 2000).
Diferentes estudos epidemiol6gicos sugerem que alimentos de origem vegetal,
particularmente as leguminosas (Correa, 1981), ttm um papel benéfico, diminuindo a
incidéncia de diferentes tipos de cancer. Existem varios inibidores de protease que
fazem parte da dieta humana e que tém a capacidade de inibir enzimas do tipo
quimotripsina. Um potente inibidor de quimotripsina de soja conhecido como (SBBI)
tem sido extensivamente estudado devido a capacidade de prevenir carcinogénese
tanto in vitro como in vivo (Kennedy, 1998b). SBBI tem sido testado tanto purificado
como na forma de extrato enriquecido com SBBI chamado de concentrados (CBBI).

Embora muitos estudos tenham sido realizados para determinar o0s
mecanismos que explicariam os efeitos anticarcinogénico dos inibidores de protease
0S mecanismos precisos pelo quais os inibidores de protease suprimem a
carcinogénese sdo desconhecidos. Varias hipdteses, sobre a atividade
anticarcinogénica dos inibidores de protease, sao discutidas (Kennedy Ar. New York:
Plenum Press, 1993) e diferentes mecanismos foram propostos. Um dos
mecanismos que poderia explicar a atividade anticarcinogénica do SBBI é sua
toxicidade seletiva para células premalignas e certas células malignas (Kennedy,
1998b). Muitas teorias para explicar os mecanismos de acdo anticarcinogénica dos
inibidores de proteases estdo relacionadas ao fato de esses agentes prevenirem o
aumento de radicais superdxidos e peroxido de hidrogénio em leucdcitos
polimorfinucleares que funcionam como agentes protumorais. O excesso de radicais
livres € uma das causas de cancer, sobretudo, na promocado e inicio do
desenvolvimento do tumor. Alimentos antioxidantes s&o aqueles ricos em
substancias que podem eliminar os radicais livres evitando danos a membrana
celular, proteinas e o DNA da célula. Os IPs funcionam como antioxidantes
prevenindo a producdo de radicais livres nas células e, consequentemente,
diminuindo o dano oxidativo (Frenkel et al., 1987).

As proteases apresentam papel central na regulacdo da expressao génica.
Varios trabalhos tém indicado que inibidores de protease naturais interrompem o
processo de transformagdo maligna revertendo a expressao dos proto-oncogenes c-
myc e c-fos (Dittmann; Mayer; Rodemann, 2003). Estudos mostraram que os
inibidores reduzem o nivel de expressdao de c-myc em células tratadas com
carcinégenos(Kennedy, 1993), além de normalizar niveis de c-myc elevado por
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carcindégenos. Acredita-se que os IPs afetam um ou mais pontos de checagem
central envolvidos no processo de transformacdo maligna (Kennedy, 1998a). Um
modelo proposto para explicar como os |IPs podem afetar a expressao de c-myc esta
demonstrado na (Figura 2). Nesse postulado assume-se que radiacao e
carcindgenos quimicos induzem a atividade proteolitica envolvida na regulacao do c-
myc (Billings et al., 1987; Messadi et al., 1986). Neste caso, as proteases sao
capazes de destruir a proteina regulatéria envolvida na regulagdo de c-myc que se
ligaria a regidao promotora do gene. A hip6tese é que tratamentos com carcinégenos
aumentariam os niveis de proteases, que levaria a diminuicdo da proteina
regulatéria, culminando com o aumento de c-myc. Os IPs anticarcinogénicos
atuariam inibindo as proteases que destroem a proteina regulatéria, reduzindo os
niveis elevados de c-myc, induzido pelos carcindégenos in vivo (Messadi, et al., 1986)
e in vitro (Billings, et al., 1987) (Tabela 3 ). Outra hip6tese mostrou que os BBIs
afetam diretamente fatores de crescimento necessarios para o0 crescimento de
células malignas e este efeito esta correlacionado com a inibicao do crescimento de
células cancerosas de pulmdo em humanos (Clark et al., 1993).

Ainda ha muito a ser explorado no estudo de IPs como agentes
anticarcinogénicos. Considerando-se o potencial de aplicagdo desses inibidores no
tratamento de cancer, mais estudos precisam ser realizados, visando a identificacao
e avaliacdo de outros representantes de IPs isolados de outras sementes que

possam atuar como agentes anticarcinogénicos terapéuticos.
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Figura 1. Modelo proposto para explicar como os IPs podem afetar a expresséo de c-myc.
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Tabela 3 - Modelo para radiagéo e efeito do inibidor de protease na expresséo de c-myc

Niveis de Proteina regulatoria (RP) Niveis de
protease expressao de c-
myc
Regulacédo normal do ! RP-ativada ligacao ao promotor l
gene c-myc 0 RP-desativada n&o ocorre ligagdo 1
ao promotor
Radiacdo TT2 RP destruido pela protease, T1
RP néo ligado ao promotor
Radiacao e Inibidores de l3 RP sendo destruido pelo aumento l
protease nos niveis de protease; sé RP pode
anticarcinogénico se ligar ao promotor

Modelo ilustrando a interagao entre uma protease, inibidores de protease anticarcinogénicos e c-myc.
Evidéncia de apoio ao modelo proposto: 1, c-Myc aumenta a expressdo da radiacao induzida por

tumores in vivo (Sawey et al., 1987); 2 e 3,
aumento dos niveis de protease em tecido cancerigeno tratados in vivo (Messadi et al., 1986);
protease anticarcinogénica e inibidores da protease retornando aos

niveis normais (Messadi et al., 1986).

A purificacdo e caracterizacdo de um inibidor de quimotripsina presente em
sementes de Erythrina velutina é um potencial candidato a ser avaliado como agente
anticarcinogénico terapéutico. Tornando-se mais uma molécula bioativa de origem
natural que pode ser testada e utilizada posteriormente no combate de diversos tipos

de cancer.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Purificar e caracterizar um inibidor protéico de quimotripsina presente nas
sementes de Erythrina velutina (EvCl) e avaliar o seu efeito citotdxico em linhagens

de células tumorais.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a presenca de atividade inibitéria das enzimas tripsina e quimotripsina nas
fracOes protéicas da semente de E. velutina.
e Purificar o inibidor de quimotripsina presente na semente de E. velutina.
e Caracterizar o inibidor quanto a:

- Massa molecular

- Cinética da inibicao

- Ponto isoelétrico e presenca de isoformas

- Estabilidade a agentes desnaturantes fisicos e quimicos.

- Determinar a especificidade do inibidor quanto a:

- Proteases serinicas e cisteinicas
e Avaliar a citotoxicidade do EvCl em linhagens de células tumorais, empregando o
ensaio de reducao do sal de tetrazolio para anélise da viabilidade celular.

e Avaliar a inducédo de morte celular e os efeitos sobre o ciclo celular, empregando-

se marcagao com anexina V/Pl e analise por citometria de fluxo

Sheyla Varela Lucena Programa de Pés-Graduagdo em Bioquimica/ UFRN




MATERIAIS E METODOS 25

3. MATERAIS E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Sementes

As sementes de Erythrina velutina foram gentilmente fornecidas pela Divisdo

Técnica do Setor de Sementeiras do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA),
Natal-RN.

3.1.2 Reagentes

Proteases serinicas: Tripsina, quimotripsina, elastase de pancreas bovino,
elastase neutrofilica — neutréfilo humano.
Protease cisteinica: Papaina — latex de mamao
BApNA: Benzoilarginina nitroanilida

BANA: Benzoilarginina beta-naftilamida
SAAVNA: N-succinil-ala-ala-val-p-nitroanilida
Azocaseina

BSA (albumina sérica bovina)

DMSO (dimetilsulfoxido)

DTT (ditiotreitol)

EDTA (acido etileno diaminotetracético)
Sepharose-4B

SDS (dodecil sulfato de s6dio)

TEMED — N, N, N-tetrametiletilinodiamino

Esses reagentes foram obtidos de Sigma Aldrich

Padrao de massa molecular (Fermentas life sciences):
TCA (acido tricloroacético) - VETEC Quimica Fina LTDA
Todos os outros reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico,

sendo manuseados segundo recomendacgao do fabricante, quando especificado.
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3.1.3 Equipamentos

» Agitador Magnético Tecnal TE-081

» Espectrofotébmetro Femto 700 plus

» Banho — Maria Tecnal — Te 056

= Balanga analitica eletrénica Tecnal classe |l

» Centrifuga HITACHI CR 21

= Coletor de fragcdes Radifrac da Pharmacia Biotech

= Concentrador 5301 Eppendorff

» FPLC/AKTA Purifier — GE Helthcare Bio-Sciences Corp.

= Microcentrifuga Eppendorf 5410

* Phmetro PHTEK

= Sistema de Eletroforese Unidimensional

= 4700 Proteomic Analyser (Applied Biosystems, Foster City, CA).

= Citémetro de fluxo FACSCalibur

» Fluxo laminar horizontal, da Veco (Campinas ,SP,Brasil)

* Incubadora de temperatura controlada e atmosfera de CO, modelo 315,
acopladas a torpedos de CO, por Gas Guards modelo 3030, da forma
Scientific (Marietta, OH EUA)

= Leitor de Elisa Victor ? (1420 multilabel counter) da Wallac (Turku, Suécia)

3.2 Métodos

3.2.1 Preparacao dos extratos protéicos de E. velutina

As sementes foram descascadas e o0s cotilédones triturados em um
processador até a obtencdo de uma farinha de granulagdo fina. Em seguida, a
farinha foi homogeneizada em tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, na proporcao 1:10
(p/v), sob agitacao constante por 3 horas a temperatura ambiente. O homogenato foi
centrifugado a 8.000 x g por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante resultante dessa

centrifugagéo foi denominado extrato bruto (Figura 2).
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3.2.1.1 Fracionamento proteico com sulfato de amoénio

O extrato bruto foi fracionado com sulfato de aménio em trés etapas de
saturacdo: 0 — 30%, 30 — 60%, 60 — 90%. Apbs cada etapa de saturacdo, a
suspensao permaneceu a 4 °C por aproximadamente 20 horas e posteriormente foi
centrifugada a 8.000 x g por 30 minutos a 4 °C. Os precipitados resultantes de cada
fracionamento foram ressuspensos em tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 e
submetidos a dialise por aproximadamente 20 horas contra o0 mesmo tampao. Apds
a dialise as fragdes foram denominadas de acordo com o grau de saturagéo (F 1, F2
e F3) e congeladas para utilizacao posterior (Figura 2).

Farinha de sementes
de Erythrina veluntina

Extragao: tampao Tris-HCI, 50 mM, pH 7,5 - 3 horas.
Farinha: tampé&o de extra¢éo (1:10, m/v).
Centrifugagao: 8000 x g — 30 min, 4 °C.

Precipitado

Precipitagao proteica com sulfato de amonio final 30%
Reservadas por cerca de 20 horas

Centrifugac&o: 8000 x g — 4 °C por 30 min
Ressuspensas em tampao de extragdo

Didlise contra tamp&o de extragao.

F 0-30 Sobrenadante

Precipitagao proteica com sulfato de aménio final 60%

Reservadas por cerca de 20 horas
Centrifugagéo: 8000 x g — 4 °C por 30 min
Ressuspensas em tampao de extragao
Didlise contra tampé&o de extragao.

F 30-60 | et Sobrenadante Precipitag&o proteica com sulfato de aménio final 90%
Reservadas por cerca de 20 horas

Centrifugac&o: 8000 x g — 4 °C por 30 min
Ressuspensas em tampéo de extragao

Didlise contra tamp&o de extragao.

F 60-90 ey Sobrenadante

Figura 2. Esquema de extragao e fracionamento com sulfato de aménio.
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3.2.2 Quantificacao de proteinas

As proteinas foram quantificadas pelo método de (Bradford, 1976), utilizando

albumina sérica bovina (BSA) como padrao.

3.2.3 Ensaios de inibicao

3.2.3.1 Preparo dos substratos

Azocaseina a 1% (substrato protéico) foi solubilizada em 100 mL de tampéao
Tris-HCI 50 mM, pH 7,5. A solugédo foi fervida por cerca de 15 minutos. Apds
resfriamento o volume foi completado com agua destilada. A solucao foi conservada
a -20 °C até sua utilizacao.

BApNA (substrato sintético) a 1,25 mM foi dissolvido em 1 mL de DMSO
(Dimetilsulféxido) e o volume completado para 100 mL com tampao Tris-HCI 50 mM,
pH 7,5.

BANA (substrato sintético) a 1 mM foi dissolvido em 1 mL de DMSO
(Dimetilsulféxido) e o volume completado para 100 mL com tampao fosfato 250 mM,
pH 6,0.

SAAVNA foi dissolvido em XN’N'—Xdimetilformamida 100% para uma

concentracao final de 300 mM.
3.2.3.2 Atividade anti-quimotriptica

A atividade inibitéria sobre a quimotripsina foi determinada utilizando 20 uL de
solugcdo de quimotripsina bovina (0,1 mg/mL em tampéao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5,
contendo CaCl, 20 mM) pré-incubada em tampéao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, contendo
CaCl, 20 mM e 100 pL do inibidor por 15 minutos a 37 °C. Apds esse periodo, a
reacdo foi iniciada adicionando-se 200 uL de azocaseina 1%. Decorridos 30
minutos, a reacgao foi interrompida adicionando-se 300 uL de solugédo de TCA 20%.
A mistura de reacéao foi centrifugada a 12000 x g por 10 minutos e o sobrenadante
alcalinizado com NaOH 2N na proporcao de 1:1. A absorbancia foi medida em
espectrofotobmetro a 440 nm. Provas em branco foram realizadas e os ensaios foram

feitos em triplicata.
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3.2.3.3 Atividade anti-triptica

A atividade anti-triptica foi determinada utilizando BApNA como substrato
(Erlanger; Kokowsky; Cohen, 1961). Aliquotas de 10 uL de solucdo de tripsina
bovina (0,3 mg/mL em tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5) foram pré-incubadas por 10
minutos a 37 °C, com 120 pL de HCI 2,5 mM, 270 pL de tampao Tris-HCI 50 mM pH
7,5 e 100 pL do inibidor. Apés esse periodo a reacao foi iniciada adicionando-se 500
uL de BapNA. A reagéo prosseguiu por mais 15 minutos nas mesmas condi¢des de
incubacgédo, sendo interrompida adicionando-se 120 uL de acido acético 30%. A
quantidade de p-nitroanilina foi determinada em espectrofotometro a 410 nm. Provas

em branco foram realizadas e os ensaios foram feitos em triplicata.
3.2.4 Isolamento e Purificacao

3.2.4.1 Cromatografia de Afinidade em coluna de Tripsina acoplada a
Sepharose 4B

A cromatografia de afinidade de Tripsina-Sepharose foi realizada utilizando
uma coluna montada da seguinte forma: a tripsina bovina foi acoplada a uma resina
de Sepharose 4B ativada com brometo de cianogénio, seguindo manual do
fabricante. Para seu preparo, pesou-se 1 g da Sepharose para cada 3,5 mL final de
gel. O pé foi ressuspendido em 50 mL de HCI 1mM, lavado por 15 min, filtrado varias
vezes com auxilio de bomba a vacuo e retirado do filtro, adicionando-se 15 mL de
HCI 1mM. A tripsina para a ligacao foi preparada dissolvendo-se 10 mg de enzima
por mL de gel, em tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,3, contendo NaCl 500 mM. A
solucdo de tripsina foi entdo adicionada ao gel e incubou-se por 16 h a 4 °C.
Decorrido o tempo, lavou-se o excesso de ligante (tripsina) com 5 volumes de
tampéao Tris-HCI 50 mM, pH 8,3, contendo NaCl 500 mM. Em seguida, o gel foi
transferido para um recipiente contendo tampao Tris-HCI 100 mM, pH 8,0, por duas
horas para bloquear quaisquer grupos ativos remanescentes na resina. Decorrido
esse tempo, o gel foi lavado com 5 volumes de tampao acetato de sédio 100 mM
contendo NaCl 500 mM, pH 4,0, seguido por 5 volumes de Tris-HCI 100 mM
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contendo NaCl 500 mM, pH 8,0. Apds este procedimento, o gel foi transferido para
uma coluna (10 cm x 1,5 cm) e equilibrada com tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5.
Para a remocdo do inibidor de tripsina presente na fracdo 30-60% de
Erythrina velutina, essa fragdo foi aplicada na coluna de afinidade de Tripsina-
Sepharose 4B. A concentracdo de proteina que nao saturava a coluna foi
determinada pela aplicacdo de trés concentracdes de proteinas distintas: 7 mg, 21
mg e 35 mg de proteina da fracdo 30-60%. O material nao-retido na coluna foi eluido
com o tampéao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5. J& as proteinas retidas na matriz, por sua
vez, foram eluidas com HCI 5 mM. O perfil proteico foi acompanhado por

espectrofotometria com leitura a 280 nm.

3.2.4.2 Cromatografia de Afinidade em Quimotripsina-Sepharose

Para a cromatografia de afinidade em Quimotripsina-Sepharose foi montada
uma coluna acoplando-se quimotripsina bovina a resina Sepharose 4B ativada com
brometo cianogénico seguindo manual do fabricante. Para montar a coluna foi
utiizado o procedimento descrito anteriormente para a coluna de Tripsina-
Sepharose (item 3.2.4.1).

O material ndo-retido na coluna de Quimotripsina-Sepharose foi eluido com o
tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5. As proteinas adsorvidas na matriz foram eluidas
com HCI 5mM em seguida dialisadas contra agua destilada e liofilizadas. O peffil
proteico foi acompanhado por espectrofotometria com leitura a 280 nm.

O pico proteico retido foi submetido a ensaio de inibicdo de tripsina e de
quimotripsina utilizando BApNA e Azocaseina 1% como substratos respectivamente.
Em seguida, todo o material foi dialisado e congelado para posterior utilizacao.

3.2.4.3 Cromatografia de Fase reversa C18 em sistema de purificacao
FPLC/AKTA

Para a purificacdo do inibidor, as proteinas adsorvidas na cromatografia
quimotripsina-Sepharose foram submetidas a cromatografia de fase reversa C18 em
sistema FPLC/AKTA. A coluna foi previamente equilibrada com TFA 0,1% em agua.
A fase liquida era formada por dois solventes aquosos, denominados solugdao A
(acido trifluoroacético 0,1% [TFA 0,1%]) e solucédo B (80% de acetonitrila [ACN 80%)]
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em TFA 0,1%). As proteinas foram eluidas em trés passos : 0 primeiro passo com
50% de B, no segundo com um gradiente linear de 50-70% e o ultimo passo com
100% de B.

3.2.5 Caracterizacao bioquimica

3.2.5.1 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida Descontinuo e Desnaturante
(SDS-PAGE)

Com o intuito de avaliar o grau de pureza das amostras proteicas, as mesmas
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% em presencga de
SDS, de acordo com a metodologia descrita por (Laemmli, 1970). O gel de
separacao foi preparado com 1,25 mL de acrilamida-bisacrilamida 30%; 1,25 mL de
tampao Tris-HCI 1,5M, pH 8,8; 2,425 mL agua destilada; 50 uL de SDS 10%; 5 uL de
TEMED e 25 pL de persulfato de aménio 30%. O gel de concentragéo continha 0,33
mL de acrilamida-bisacrilamida 30%; 625 uL de tampao Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8; 1,5
mL de agua destilada; 25 uL de SDS 10%; 5 uL de TEMED e 12,5 uL de persulfato
de amdnio. O tampéao de corrida consistia de Tris 25 mM; glicina 192 mM e SDS
10%. Uma vez diluida em tampao de amostra Tris-HCI 0,0625 M, SDS 2%, glicerol
10% v/v, 0,01% de azul de bromofenol, num volume de 20 uL, a aliquota foi aplicada
no gel (10 x 14 cm, com espacadores de 0,75 mm), o qual foi submetido a uma
corrente constante de 20 mA por, aproximadamente 2 horas. Apds a eletroforese, o
gel foi corado segundo procedimento descrito por Weber e Osborne (1969). A
solucao corante foi preparada usando-se Comassie Blue R-250 a 1%, metanol 40%
e acido acético 10% em agua destilada. O descoloramento foi feito com uma solucao
contendo acido acético 10% e etanol 30%. Para determinar a massa molecular da
proteina isolada, foram utilizados padrbes de proteinas com massas moleculares

conhecidas.
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3.2.5.2 Determinacao do ponto isoelétrico e da presenca de isoformas

Para a determinagdo do ponto isoelétrico (pl) e presenca de isoformas em
EvCl foi realizada uma eletroforese bidimensional (O'farrell, 1975). A primeira
dimensao, focalizagéo isoelétrica (IEF) das proteinas, foi realizada em uma tira de 7
cm com gradiente imobilizado de pH 3 — 10 linear em gel de poliacrilamida fixado em
plastico (GE Healthcare). Cerca de 10 ug de EvCl foram misturados com 125 pL de
solucao de reidratagao (8 M uréia, 0,5% CHAPS, 0,2% de tampéo IPG, 15 mM DTT
e tracos de azul de bromofenol) (Gorg et al., 1998). A tira foi reidratada diretamente
com a amostra em sarcofago por 16 horas. Apds a reidratacdo, a focalizacao
ocorreu em trés etapas de 500Vhr, 1000Vhr e 8000Vhr, totalizando 15500Vhr. Apds
a |IEF a tira foi imediatamente equilibrada em solucado contendo 6 M uréia, 30% (p/v)
glicerol e 2% (p/v) SDS em 50 mM de tampéo Tris-HCI, pH 8,8 e 50 pL de solugdo
de azul de bromofenol 0,25% (p/v) em duas etapas de 15 minutos cada. Na primeira
foram adicionados 50 mg de DTT a solucéo de equilibrio e ao segundo passo foram
adicionados 125 mg de iodoacetamida a mesma solugcdo. Apds os dois passos de
equilibrio, a tira foi lavada com agua destilada, submersas por alguns minutos em
tampao de corrida (Laemmli, 1970) e imediatamente submetida a segunda
dimensao.A eletroforese (segunda dimensdo) das proteinas presentes na tira
ocorreu em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE), utilizando a
metodologia descrita por (Laemmli, 1970) na concentragcdo de 12,5 % de
poliacrilamida. A corrida foi realizada em dois passos, o primeiro passo ocorreu a 10
mA/gel por 15 minutos, em seguida o segundo passo foi a uma corrente de 30
mA/gel, até o azul de bromofenol atingir o limite inferior do gel.

Apés a corrida eletroforética, o gel bidimensional foi visualizado por meio de
coloragao com Coomassie Blue. O gel foi fixado e corado por 12 horas em solucéo
de Coomassie Brilliant Blue R-250 0,1% em metanol 40% e acido acético a 10 %, e
foi descorado em solugao de 40 % etanol e 10% acido acético. A imagem do gel
bidimensional foi digitalizada utilizando o scanner Labscan. A analise do gel
bidimensional para a determinacdo das massas e pls dos pontos protéicos foi
realizada no programa ImageMaster 2D Platinum, versdo 6.0, adquirido da GE
Healhtcare. A deteccdo de pontos proteicos foi feita automaticamente seguida de

corregOes manuais.
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3.2.5.3 Determinacao da identidade do inibidor por espectrometria de massas
MALDI-TOF-MS

As amostras para analise por meio de MALDI-TOF-MS (lonizacao/Dessorcao
de Matriz Assistida por Laser- Espectrémetro de Massa por Tempo-de-Vdo) foram
preparadas conforme o protocolo, modificado de (Friedman; Hoving; Westermeier,
2009). A excisao de proteinas para posterior analise por espectrometria de massa foi
feita com auxilio de ponteiras de 100 pL novas e estéreis, com a ponta cortada. As
proteinas foram retiradas e armazenadas em tubos de 500 pL. Para remocao dos
corantes os pedacgos de gel contendo as proteinas foram lavados em 200 uL de
solugdo 25 mM de bicarbonato de aménio em acetonitrila 50%. A suspensao foi
agitada em agitador de tubos do tipo vortex, e deixada em repouso durante 10
minutos. Este procedimento foi repetido até total descoloracdo do gel. Os géis foram
desidratados por trés lavagens com 25 uL de acetonitrila 100% e em seguida os géis
foram secos em sistema de centrifugacao a vacuo durante 25 minutos. Na etapa de
digestao enzimatica os géis foram rehidratados com solucdo contendo tripsina (10
Hug/mL) em 40 mM de tampao bicarbonato de aménio, pH 8,0. A solu¢gao com enzima
foi aplicada a frio (4°C), as amostras permaneceram em banho de gelo durante 45
minutos e em seguida foram colocadas em estufa a 37°C durante 16 horas. Apds
este periodo, os peptideos, produtos da digestdo com tripsina, foram extraidos pela
adicao de 20 pL de solugado bicarbonato de aménio 50 mM aos pedacos de géis,
seguidos de ultrassom durante 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 20 pL de
TFA 0,1% as amostras e estas foram colocadas em banho de ultrassom por 10
minutos. A solucdo sobrenadante foi coletada e o procedimento de adicdo de TFA
0,1% e banho de ultrassom foram repetidos 2 vezes, sendo que em cada passo foi
feita a coleta da solucao sobrenadante. Os peptideos presentes no sobrenadante
foram adsorvidos em ZipTip C18, para concentra-los e remover contaminantes. Os
peptideos foram eluidos com acetonitrila 50 % em TFA 0,1%. Apés a eluicdo, a
solucdo foi evaporada em sistema a vacuo. Os peptideos derivados da digestao
triptica e eluicdo dos Ziptips foram enviados para o Instituto Oswaldo Cruz (IOC-
FIOCRUZ), Laboratério de Toxicologia, onde, 0,3 uL de amostra foram co-
cristalizados com 0,3 uL de matriz (10 mg/mL de acido a-ciano-4-hidroxicinaminico
em solugcédo de TFA 0,1 % com ACN 50%) diretamente na placa do MALDI para as
analises espectrométricas. Para a identificacdo das proteinas foi utilizado o 4700
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Proteomic Analyser (Applied Biosystems, Foster City, CA). Os dados de MS foram
adquiridos modo positivo e reflexivo usando laser de neodimio (Nd*") inserido em
granadas cristalinas de itrio e aluminio (ND-YAG). Os valores das massas tripticas,
obtidas pelas analises espectrométricas em MALDI-TOF e os valores de ponto
isoelétrico (pl) e massa molecular (MM) calculados pelo programa ImageMaster
Platinum, foram utilizados no sitio MASCOT (disponivel em: <http://www.
matrixscience.com/cgi>) e na base de dados NCBInr, para determinagdo da
identidade das proteinas.

3.2.5.4 Propriedades inibitorias e determinacao da constante de inibicao
3.2.5.4.1 Determinacao do ICs

A concentragédo de EvCl que inibe 50% da atividade da quimotripsina (1Csp) foi
determinada pela construgdo de uma curva de titulacdo que relaciona percentual de
inibicdo da quimotripsina e concentracdo de EvCl. Na construcdo dessa curva,
aliqguotas com concentracdes crescentes de inibidor (0,027 uM, 0,053 uM, 0,27 uM,
0,58 uM, 0,9 uM) foram incubadas com aliquotas de 20 pyL de quimotripsina (0,08
MM) e o ensaio foi realizado como descrito no item 3.2.3.2. O percentual de inibicéo
da atividade da quimotripsina para cada concentracao de inibidor foi utilizada para
na construcao de uma curva de titulacao e determinacéo do ICsg.

3.2.5.4.2 Determinacao da relacao molar inibidor-enzima

A relacao estequiométrica entre EvCI e quimotripsina também foi determinada
construindo uma curva de titulacdo, relacionando a atividade residual da
quimotripsina e a relacdo molar inibidor-enzima. Para a construcdo da curva foram
utilizadas concentragdes crescentes de inibidor (0,026 uM; 0,053 uM; 0,1 uM; 0,21
MM; 0,26 uM; 0,37 uM; 0,48 uM; 0,64 uM) e uma concentracéo fixa de quimotripsina
(0,08 uM), o ensaio foi realizado como descrito no item 3.2.3.2. A extrapolagcédo da
curva de titulacdo (atividade residual da quimotripsina x relacdo molar inibidor

enzima) indica a estequiometria de ligagao entre inibidor e enzima.
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3.2.5.4.3 Determinacao da constante de inibicao e do mecanismo de inibicao

Para determinar o mecanismo de inibicdo foi construido o grafico de
Lineweavar-Burk, onde o eixo das abscissas (X) corresponde ao inverso dos valores
da concentracdo de substratos e o eixo das ordenadas (Y) corresponde ao inverso
do valores da velocidade maxima.

Para a construcéo do grafico, aliquotas de 50 uL, 100 uL, 150 pL, 200 puL, 250
uL e 300 uL da solucdo com EvCI, correspondendo a 1,1 uM; 2,2 uM; 3,3 uM; 4,4
MM; 5,5 uM e 6,6 uM de proteina respectivamente, foram incubadas com 20 uL de
solucdo de quimotripsina (0,1 mg/mL Tris-HCI, 50 mM, pH 7,5, contendo CaCl, 20
mM ) e 200 uL de solucao de Azocaseina com concentracdes crescentes (0,02 mM,
0,03 mM, 0,04 mM, 0,06 mM, 0,08 mM e 0,13 mM). Para o controle positivo,
aliquotas de 20 uL de solucao de quimotripsina (0,1 mg/mL Tris-HCI, 50 mM, pH 7,5
contendo CaCl 20 mM) foram incubadas com as concentracdes crescentes de
Azocaseina em volumes de 200 ul, sem a adi¢do da fracédo inibidora. Os ensaios
foram realizados como descrito em 3.2.3.

O valor da constante de inibicao (K;) foi determinado de acordo com Dixon et
al.,, 1979. O ensaio enzimatico com quimotripsina para a determinacao de Ki foi
realizado na presenca de concentracdes crescentes de EvCl (1,1 uM; 2,2 uM; 3,3
MM; 4,4 uM; 5,5 uM e 6,6 M) e duas diferentes concentracées de Azocaseina (0,02
mM e 0,08 mM). O valor de K; foi obtido da intercessdo de duas linhas
correspondentes as concentragdes do substrato.

3.2.5.5 Especificidade do inibidor para proteases serinicas e cisteinicas

3.2.5.5.1 Inibicao da tripsina

Para avaliar a atividade anti-triptica do inibidor foi utilizado o ensaio com
Bapna descrito anteriormente.
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3.2.5.5.2 Inibicao da papaina

A atividade inibitoria sobre a papaina foi mensurada utilizando ensaio com o
substrato sintético especifico (BANA).

Para o ensaio com BANA, a enzima foi pré-incubada por 10 minutos a 37°C
em tampao fosfato 250 mM, pH 6,0, solucéo ativadora para papaina (tampao fosfato
de sédio 250 mM, pH 6,0, contendo 3 mM de DTT e 2 mM de EDTA) e 100 uL do
inibidor (4,8 ug de proteina). A reacgao foi iniciada com a adicao de 200 uL de BANA,
prosseguindo por 20 minutos. Para parar a reacao, foram utilizados 500 uL de HCI
2% em etanol. Em seguida, foi adicionado o corante (0,06 % de p-
Dimetilaminocinamaldeido em 100 mL de etanol). O resultado do ensaio foi

mensurado utilizando a absorbancia de 540 nm..

3.2.5.5.3 Inibicao da elastase pancreatica

A atividade inibitéria sob elastase pancreatica foi avaliada utilizando-se ensaio
com Azocaseina. Cerda de 20uL da enzima (2,9 mg/mL) foi incubada por 15
minutos em tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 e 100 puL do inibidor (4,8 ug de
proteina). A reagéo foi entdo iniciada adicionando-se 200 puL de Azocaseina 1%. A
reacao foi finalizada ap6s 30 minutos com 300 pL de TCA 20%. O material foi entao
centrifugado por 10 minutos a 12000 x g e depois o sobrenadante foi alcalinizado

com NaOH 2N. Foi realizada a leitura no espectrofotometro a 440 nm.

3.2.5.5.4 Inibicao para elastase neutrofilica

Para o ensaio de inibicdo, a solucdo contendo a enzima elastase neutrofilica
foi centrifugada por 10 minutos a 10000 x g a 4 °C. O sobrenadante foi entdo
utilizado para o ensaio. Uma aliquota de 100 uL da enzima (0,5 pg/ulL) foi incubada
com 100 pl de inibidor (3,2 ug) e 350 uL de tampao fosfato de sdédio monobasico e
dibasico (1:1), pH 7,4, por 15 minutos a 37 °C. Em seguida, a reacao foi iniciada com
a adicao de 5 pL de substrato SAAvpNA (125 uM). Apos 75 minutos a reagao foi
parada com a adicdo de 250 uL de acido acético 2%. Os tubos foram centrifugados
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por 10 minutos, a 10000 x g a 4°C, e entdo foi realizada a leitura no

espectrofotémetro a 405 nm.

3.2.5.6 Estabilidade do inibidor em diferentes valores de pH

Para determinar a atividade inibitéria em diferentes valores de pH, aliquotas
de 2,5 mL do inibidor foram dialisadas por 16 horas contra tampdes com pH entre 2
e 12. Em seguida, as amostras foram incubadas a 37 °C por 60 minutos nos mesmos
tampdes. Os tampdes utilizados foram: Glicina-HCI (pH 2 e 3), Fosfato de Sédio (pH
6 e 8) e Glicina-NaOH (pH 11 e 12). A concentracdo de todos os tampdes foi de 100
mM. Apds quatro horas de didlise contra Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, a atividade
inibitéria foi testada utilizando 14 pg do inibidor em 300 pL. O ensaio foi realizado

como descrito no item 3.2.3.2, em triplicata

3.2.5.7 Estabilidade térmica do inibidor

Para avaliar a influéncia da temperatura sobre a atividade inibitéria, aliquotas
de 2,5 mL de EvClI foram incubadas em banho-maria por 30 minutos nas seguintes
temperaturas: 37 °C (controle), 40°C, 60 °C, 70 °C, 90 °C e 100 °C. Apos
resfriamento das amostras a 4 °C, aliquotas de 300 uL (14 pg de proteina) foram
utilizadas no ensaio anti-quimotriptico como descrito no item 3.2.3.2, para avaliagao
da estabilidade térmica de EvCI. Provas em branco foram realizadas e os ensaios
foram feitos em triplicata.

3.2.5.8 Estabilidade na presenca do agente redutor DTT

Para avaliar a estabilidade do inibidor de quimotripsina de sementes de E.
veluntina (EvCl) na presenca de agente redutor, seguiu-se a metodologia descrita
por (). Amostras de inibidor (2,0 mL, contendo 480 ug de proteina) foram incubadas
a 37 °C em solugdes de DTT em concentragdes finais de 1 mM, 10 mM e 100 mM
por 15, 30, 60 e 120 minutos. A reacéo foi parada pela adicdo de iodoacetamida, na
quantidade de duas vezes a concentracdo final de DTT. Apds o periodo de
incubacédo, a mistura de reacdo (300 pL da mistura de reacdo contendo 14 ug do
inibidor) foi submetida ao ensaio de atividade anti-quimotriptica para avaliar a

Sheyla Varela Lucena Programa de Pés-Graduagdo em Bioquimica/ UFRN




MATERIAIS E METODOS 38

capacidade inibitoria de EvCI. Os estudos para avaliacao da estabilidade de EvCl na
presenca de DTT foram realizados em triplicata (item 3.2.3.2.), com provas em

branco e acompanhados por controle sem DTT.

3.2.6 Cultura de células

As linhagens de células HeLa, MDA e HepG2 foram cultivadas em meio
DMEM , enquanto que K562 e PC3 foram cultivadas em RPMI| 1640 ambos
suplementados com 10% de SFB, 100 U/mL de penicilina, e 100 pg/mL de
estreptomicina a 37°C em atmosfera Umida de 5% de CO2. As células HelLa, MDA e
HepG2 foram semeadas (3 x 10° células/mL), K562 (2 x 10*) e PC3(2 x 10%) em
microplacas de cultivo de 96 poc¢os e incubadas por um periodo de 72 horas com
concentracdes de EvCI que variaram de (0,0005 a 200ug/mL).

3.2.7 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada pelo teste de redugcéo do brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT). O teste do MTT avalia a integridade
mitocondrial das células testadas baseado na redug¢do enzimatica do corante até o
produto chamado formazan pelas desidrogenases mitocondriais. Ap6s o periodo de
tratamento de 72 horas com as diferentes concentragdes de EvCl, as células foram
incubadas em meio de cultura contendo 1 mg/mL de MTT por 3 horas e
posteriormente lavadas com etanol por cinco minutos para solubilizagcdo do

formazan. A absorbancia das amostras foi monitorada a 570 nm.
3.2.8. Analise por citometria de fluxo
3.2.8.1. Avaliacao de morte celular utilizando-se marcacao com anexina V/PI

Apos exposicao a 0,005 ug/mL e 50 pug/mL de inibidor por 72 h, as células
Hela foram coletadas e lavadas com PBS gelado. A seguir, 1x10° células foram
ressuspendidas em 100 uL de Binding buffer 1X [0,1 M Hepes (pH 7,4); 1,4 M NaCl;
25 mM CaCly] e transferidas para tubos de citometria. As amostras foram incubadas
com 3 uL de anexina V conjugada com FITC e 25 ug/mL de Pl por 15 minutos a

temperatura ambiente e protegidas da luz. A seguir, foram adicionados 300 pL de
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Binding buffer 1X e as amostras foram analisadas (10.000 eventos por amostra) em
citbmetro de fluxo FACSCalibur usando-se o programa CellQuest 2.8. (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA). A analise da porcentagem celular das diferentes
populacbées marcadas foi realizada utilizando-se o programa CellQuest 2.8. Os
dados foram representados como média + DP e os testes foram realizados em

duplicata
3.2.8.2. Avaliacao do ciclo celular

Para avaliagdo dos efeitos do inibidor sobre o ciclo celular, as células HelLa
foram incubadas por 24 h em meio DMEM sem soro para sincronizagdao, em estufa
Umida a 37°C contendo 5% de CO,. A seguir, o meio foi removido e as células foram
tratadas por 72 h com 0,005 ug/mL e 50 ug/mL de inibidor em meio de cultura
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). Ap6s o tratamento, as células
foram coletadas, lavadas 2 vezes com PBS gelado e transferidas para tubos tipo
Eppendorf. Para andlise do ciclo celular, 1x10° células foram fixadas com
paraformaldeido 2% em PBS (v/v) a 40C, permeabilizadas com saponina 0,01% e
tratadas com 4 ug/mL de RNase por 1 h a 37°C. A seguir, as células foram
ressuspendidas em PBS em tubos de citometria, marcadas com 25 ug/mL de Pl e
analisadas (10.000 eventos por amostra) em citbmetro de fluxo FACSCalibur
usando-se o programa CellQuest 2.8 (BD). O conteudo de DNA foi avaliado
utilizando-se um detector FL2 em escala linear. Para eliminar agregados celulares, a
populacdo celular a ser analisada foi selecionada de um histograma mostrando a
area (FL2A) versus a largura (FL2W) do sinal FL2. A analise da porcentagem celular
nas diferentes fases do ciclo celular (sub-G1, G0/G1 e S/G2/M) foi realizada
utilizando-se o programa WinMDI 2.8. Os dados foram representados como média +
DP e os testes foram realizados em duplicata.

3.2.9. Analise estatistica.

Todos os dados representam pelo menos trés experimentos independentes e
foram expressos com média £ DP (Desvio Padrao) exceto fosse indicado de outra

maneira. As diferengas entre os grupos foram comparadas pelo teste ANOVA e pelo
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teste de Tukey e Teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunns. Foram
consideradas diferencas significativas quando o valor de p foi inferior a 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Isolamento e purificacao do inibidor de quimotripsina de sementes de E.

velutina

4.1.1 Determinacdo da atividade inibitéria sobre as proteases serinicas,

tripsina e quimotripsina, nas fracoes protéicas de E. velutina

O extrato de proteinas totais da semente de E. velutina foi fracionado de
acordo com a percentagem de saturagado de sulfato de aménio nas fracées F1 (0-
30%), F2 (30-60%) e F3 (60-90%). Apds o fracionamento, foi avaliada a atividade
inibitéria sobre tripsina e quimotripsina no extrato bruto e nas diferentes frages.

O extrato bruto inibiu em 90,69 % + 2,12 a atividade da quimotripsina. E
dentre as fracées, F1 e F2 apresentaram percentuais de inibicdo muito
semelhantes, no entanto F2 teve maior atividade inibitéria sobre a quimotripsina
com um percentual de inibicdo de 90,26 % + 0,5. (Figura 3A).

Em relag&o a inibicdo da tripsina, o extrato bruto inibiu em 100 % a atividade
da enzima, e a fracdo que apresentou o maior percentual de inibicao foi a F3 (94,84
% + 3,24) (Figura 3B).
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Figura 3. Inibicdo da atividade de quimotripsina e tripsina pelas fracdes protéicas de sementes de E.
velutina. A. Inibicdo da quimotripsina, utilizando-se 100 pyL de cada fragcdo protéica e Azocaseina
1%, pH 7,5 como substrato protéico. B. Inibicdo da tripsina, utilizando-se 100 pyL de cada fragédo
proteica e BApNA como substrato.

4.1.2 Cromatografia de afinidade em coluna de Tripsina-Sepharose CL 4B

A fracao F2 foi dialisada contra Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, e entao aplicada
na coluna de afinidade Tripsina-Sepharose, previamente equilibrada com o
mesmo tampdo. Esse passo da purificacdo teve como objetivo excluir os
inibidores de tripsina presentes na fracdo F2 que poderiam inibir também
quimotripsina e, consequentemente, serem adsorvidos na coluna de afinidade de
Quimotripsina-Sepharose, o segundo passo de purificacdo. Para determinar a
capacidade da coluna, foi feita uma curva com a coluna de Tripsina-Sepharose
aplicando diferentes quantidades de F2. As quantidades de proteinas escolhidas
para aplicar na coluna foram 7 mg, 21 mg e 35 mg. O material nao-retido na
coluna foi eluido com tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 e o retido com HCI 5 mM.
Apé6s a afinidade, para avaliar a presenga do inibidor de tripsina no eluato da
coluna, foi realizado o ensaio de inibicdo para tripsina. Também foi feito o ensaio
de inibicdo para quimotripsina para avaliar a atividade inibitéria para quimotripsina
no eluato.

As fracoes ndo-retidas das afinidades nas quais foram aplicadas 21 mg e
35 mg de proteina apresentaram inibicdo para tripsina com picos de 38,23% e
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98,37%, respectivamente (Figuras 4A e 4B). Apenas o ndo-retido da afinidade
onde foi aplicado 7 mg de proteina ndo apresentou inibicdo da tripsina, sendo a
quantidade de proteina que nao satura a coluna (Figura 4C). Nas trés
cromatografias, o material retido na coluna inibiu aproximadamente 100 % da
atividade para tripsina, o que comprova a ligacao do inibidor de tripsina a matriz
da coluna (Figura 4).

Em relacdo a atividade inibitéria da quimotripsina, os nao-retidos das trés
afinidades inibem a quimotripsina (Figura 4). Isso demonstra que o responsavel
pela atividade inibitéria da quimotripsina presente em F2 nao se liga a coluna de
Tripsina-Sepharose.

Apoés ser constatado que o ndo-retido da afinidade onde foi aplicado 7 mg
de proteina apresentava apenas atividade anti-quimotriptica, essa concentragéo
foi ultilizada no passo seguinte de purificacdo, a coluna de afinidade de
Quimotripsina-Sepharose.
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Figura 4. Perfil de Eluigdo de F2 em Coluna de Afinidade Tripsina-Sepharose: A coluna foi
previamente equilibrada com tampao Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5. Proteinas adsorvidas foram eluidas
com HCI 5 mM e as fragbes proteicas (2,0 mL/tubo) foram monitoradas a 280 nm. A atividade
inibitoria sobre a tripsina foi avaliada, com BApNA como substrato; e para quimotripsina, utilizou-
se Azocaseina como substrato. Utilizou-se 100 uL das fragdes para os ensaios de inibicdo. A
foram aplicado 35 mg de proteina; B 21 mg de proteina e C 7 mg de proteina.
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4.1.3 Cromatografia de afinidade em coluna de Quimotripsina-Sepharose 4B

Apoés a aplicagao de 7 mg de proteina da fragdo F2 na coluna de afinidade
de Tripsina-Sepharose, as proteinas nao retidas nessa coluna e eluidas com Tris-
HCI 50 mM, pH 7,5 foram aplicadas na coluna de afinidade de Quimotripsina-
Sepharose. A coluna foi previamente equilibrada com o mesmo tampao.

As proteinas retidas na coluna e liberadas apés a aplicacao de HCI 5 mM
formaram um pico Unico com leitura de absorbancia maxima de 0,105 a 280 nm
(Figura 5). O material desse pico foi dialisado contra Tris-HClI 50 mM pH 7.5 e foi
entdo realizado o ensaio de inibicao da quimotripsina. Foram utilizados 100 uL do
inibidor e Azocazeina como substrato protéico. Como resultado obteve-se um pico
de inibicdo de 86,15 % da atividade da quimotripsina (Figura 5).

- 100
0,1 -
- 80
0,08 -
E )
c
2 e §
0,06 - 2
o £
g N Q
2 0,04 - 403
2 )
HCI 5 mM.
0,02 l - 20
0 TTTTT T T T T I T T I T T I T T P T T T T T T T T T T I T T T T T T T T I T T T T T I T T I T T T TIT T T T 0
1 11 21 31 41 51 61
tubos
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Figura 5. Perfil de eluigdo do material ndo-retido em Tripsina-Sepharose de F2 em coluna de
Quimotripsina-Sepharose. Foram aplicados aproximadamente 4 mg de proteina. A coluna foi
previamente equilibrada com tampéao Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5. Proteinas adsorvidas foram eluidas
com HCI 5 mM e as fragdes proteicas (2,0 mL/tubo) foram monitoradas a 280 nm. A atividade
inibitéria sobre a quimotripsina foi realizada usando 100 pL do inibidor para os ensaios de inibigao
com Azocaseina como substrato.
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4.1.4 Cromatografia de fase reversa em coluna uRPC18 (Sistema de
Purificacao FPLC/AKTA)

A fracao proteica correspondente ao material retido na coluna de afinidade
de quimotripsina foi aplicada na coluna de fase reversa uRPC18, no sistema
FPLC/AKTA, previamente equilibrada com TFA 0,1% (em H»O). Um pico proteico
predominante, com atividade anti-quimotriptica, foi eluido com gradiente linear de
acetonitrila de (50-70%), que corresponde ao inibidor de E. velutina purificado, foi

denominado EvCI. (Figura 6).
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Figura 6. Perfil Cromatogréfico de EvCl na Coluna de Fase reversa C18 em sistema de FPLC-
AKTA. A coluna foi previamente equilibrada com 0,1% TFA em H.0. As fragdes (0,5 mL/tubo)
foram monitoradas a 215nm. O pico, indicado pela seta, apresentou atividade inibitéria contra
quimotripsina, representando o inibidor purificado.

4.2 Purificacao do inibidor de quimotripsina de EvCI

A partir dos volumes das fracées obtidas em cada passo de purificagdo, de
suas respectivas quantificacbes de proteina e unidades inibitérias (Ul) foi
construida uma Tabela de purificagcdo de EvCl (Tabela 4). O extrato bruto (EB),

obtido na primeira etapa do processo de purificacao, foi utilizado como parametro
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para as demais fracoes protéicas. O valor de purificacdo 1 e o rendimento de
100% foram atribuidos a essa fracdo. O grau de purificacdo das demais fracoes
foi calculado como sendo a razado entre sua atividade especifica e a do extrato
bruto. E a percentagem de rendimento das demais fracdes foi calculada com base
na razao entre a sua atividade inibitéria e a atividade inibitéria do extrato bruto. A
atividade especifica foi calculada como a razdo entre a atividade inibitéria da
fracdo e o valor da proteina total dessa fracdo. A Tabela 4 mostra que o grau de
purificacao de EvCI foi de 375 vezes, com uma recuperacao de 0,002% no ultimo

passo de purificacao.

Tabela 4 — Etapas de purificacao de EvCI.

Etapas Volume Proteina Atividade  Atividade Purificacdo Recuperacao
(mL) total inibitoria  Especifica (X) (% UI)
(mg) total (Ul/img)
Extrato Bruto 160 1862,4 3648 2 1 100
F2 51 407,18 1158 2,9 1,5 22
Afinidade tripsina 47 3,84 712 185,4 92,7 0,2
(Nao-retido)
Afinidade 11 0,385 165 428.,6 214,3 0,02
Quimotripsina
Fase reversa C18 2,0 0,04 30 750 375 0,002

Uma unidade de inibidor foi definida como a quantidade de inibidor que diminui a atividade da
enzima em 0,01 da absorbancia a 410 nm.

4.3 Caracterizacao bioquimica
4.3.1 Eletroforese

As diversas etapas de purificacdo do inibidor de E. velutina foram
analisadas por eletroforese em condi¢des desnaturantes SDS-PAGE 12% (Figura

7). Uma unica banda corada por Comassie blue foi observada, revelando que, de

fato, o inibidor foi purificado.
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Figura 7. Eletroforese em gel de poliacrilamida 1- marcador. Marcadores moleculares: (a) B-
galactosidase (116,0); (b) Albumina Sérica Bovina (66,2); (c) Ovalbumina (45,0); (d) Lactato
desidrogenase (35,0), (e) Endonuclease de restricao BAP 981 (25,0); (f) B-lactoglobulina (18,4) e
(9) Lisozima (14,4). 2 Extrato Bruto; 3 F2; 4 Nao Retido de Tripsina; 5 Retido quimotripsina; 6
EvCl purificada.

4.3.2 Determinacao da massa molecular

A massa molecular aparente de EvCl foi calculada a partir da corrida
eletroforética no ultimo passo da purificacdo (Figura 7). Por SDS-PAGE foi
possivel observar uma banda proteica que apresentou uma massa molecular de
aproximadamente 17 kDa, calculada por regresséao linear (Figura 8 ), tendo por
base padrdes proteicos de massas moleculares conhecidas.

Sheyla Varela Lucena Programa de Pés-Graduagdo em Bioquimica/ UFRN




RESULTADOS 49

25 y = -0,0153x + 2,1445
‘ b R? = 0,979

s
go 1,5 -
h
- EvCl
0,5
0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Distdncia percorrida (mm)

Figura 8. Determinacdo da massa molecular aparente das cadeias polipeptidicas de EvCl a partir
de migracdo em gel de poliacrilamida SDS-PAGE. (a) B-galactosidase (116,0); (b) Albumina
Sérica Bovina (66,2); (c) Ovalbumina (45,0); (d) Lactato desidrogenase (35,0), (e) Endonuclease
de restricao BAP 981 (25,0); (f) B-lactoglobulina (18,4) e (g) Lisozima (14,4). As proteinas foram
coradas com Comassie blue. Determinacdo da massa molecular das subunidades de EvCI
(~17,89 kDa). Log Mr — logaritmo da massa molecular, De/D0 — relagdo entre a distancia
percorrida pela proteina no gel e o comprimento total do gel.

4.3.3 Determinacao do ponto isoelétrico (pl) e sequéncia do inibidor

Para determinar se EvCl apresenta isoformas e se ele é um inibidor acido
ou basico foi realizada uma eletroforese bidimensional. A focalizagdo isoelétrica
mostrou a presenca de quatro isoformas, todas com pls acidos: 5,06; 4,42; 4,63 e
4,83 (Figura 9 ). Todas apresentaram massa molecular de 17 kDa .

A identificacdo do inibidor de quimotripsina de sementes de Erythryna
velutina pela “impressao digital” de peptideos, analisada por espectrometria de
massa, mostra 100% de identidade com a sequéncia de ECI, inibidor de
quimotripsina de E variegata. A proteina total apresenta 179 aa (NCBI identidade
de acesso @i|l2129823). Os peptideos correspondem a 13,96 % (25 aa) da

proteina total (Figura 10).
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Figura 9. Eletroforese bidimensional. M — marcador Marcadores moleculares: B-galactosidase
(115,5 kDa); Albumina sérica bovina (98,2 kDa); Ovalbomina (51,3 kDa); Anidrase carbodnica (37,2
kDa); Inibidor de Tripsina da soja (29,04 kDa); Lizosima (19,7 kDa); Aprotinina (6,65 kDa).
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1 QPLVDLEGNL VENGGTYYLL PHIWALGGGI EAARTGKETC PLTVWQSPFE VSNGEPIRIA 60
61 SQFLSTFIPD GSPYAIGFAN PPSCAASPWW TWETSEGLA VKLLEHKTPE EDDTKFKFQK 120
121 VSSPNRYVYN LSYCQREDDD LKCDQYIGIR RDAKGYRRLY VINDNPLELY LVKANSPSQ 179

Figura 10 - Identificacdo de EvCI por impressao digital de peptideos (peptides fingerprint analysis). A - Espectro de fragmentacao por espectrometria de
massas do peptideo (MS). B — Sequéncia de amino&cidos do inibidor de quimotripsina, ECI, de sementes de E. variegata, os peptideos em vermelho
correspondem aos peptideos coincidentes com os obtidos do inibidor de E. velutina, com 100% de identidade, os residuos sublinhados correspondem
aos sitios de clivagem da tripsina, utilizada na digestdo enzimatica. Identificagdo do inibidor de quimotripsina de sementes de Erythyna velutina por
impressao digital de peptideos A proteina total apresenta 179 aa (NCBI identidade de acesso gi|2129823). Os peptideos correspondem a 13,96 % (25
aa) da proteina total.
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4.3.4. Determinacao do ICs

Para determinar qual a concentracao de EvCI que inibe 50% da atividade da
quimotripsina (ICsp) foi construida uma curva de titulagdo. Na construgdo dessa

curva, aliquotas com concentragdes crescentes de inibidor (0,027 uM, 0,053 uM,
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Figura 11. Determinagdo do ICsy de EvCIl. Curva de titulagdo utilizando concentragdes
crescentes de EvCl: 0,027 uM, 0,053 uM, 0,27 uM, 0,58 uM, 0,9 uM e concentracao fixa de
quimotripsina.

0,27 uM, 0,58 pM, 0,9 uM) foram incubadas com aliquotas de 20 uL de quimotripsina
(0,08 pM). Foi determinado o percentual de inibicdo da atividade da quimotripsina
para cada concentracao de inibidor utilizada e construida a curva de titulagcao (Figura
11). De acordo com a titulagdo, o IC s, de EvCl é de 1,3 x 107M. Outro ponto
importante determinado pela curva de titulacdo € que o percentual maximo de

inibicdo da quimotripsina atingido por EvCl € em torno de 89%.
4.3.5. Determinacao da relacao molar inibidor-enzima

A relacao estequiométrica entre EvCI e quimotripsina também foi determinada
construindo uma curva de titulagdo com concentragdes crescente de inibidor (0,026
pMM; 0,053 pM; 0,1 uM; 0,21 uM; 0,26 uM; 0,37 uM; 0,48 uM; 0,64 uM) e uma
concentragao fixa de quimotripsina (0,08 uM). Foi feita a relagdo molar entre inibidor
e enzima para cada concentracao de inibidor utilizada. De acordo com a curva de
titulacéo (Figura 12), a relagdo estequiométrica entre EvCIl e quimotripsina é de 1:1.
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Figura 12. Determinacéo da relagdo molar entre EvCl e a quimotripsina. Curva de titulagao
construida com concentragdes crescentes de inibidor (0,026 pM; 0,053 uM; 0,1 uM; 0,21 puM;
0,26 uM; 0,37 uM; 0,48 uM; 0,64 uM) e concentragao fixa de quimotripsina (0,08 pM) .

4.3.6 Determinacao da constante de inibicao e do mecanismo de inibicao

Apos realizagdo de ensaios com concentragdes variaveis de inibidor e
substrato (Azocaseina) foi construido o grafico duplo reciproco de Lineweaver-Burk,
para a determinagdo do tipo de inibicdo proporcionado por EvCl sobre a
quimotripsina. A Figura 13 mostra que EvCI inibiu a quimotripsina de modo
competitivo. Esse tipo de inibicdo é caracterizado pela inalteragdo da velocidade
maxima (dada pela intersec¢ao da reta com o eixo Y) e mudanca no valor de Km
(Constante de Michaelis-Menten), dada pela interseccéo da reta com o eixo X.

Para a determinacao do valor da constante de inibicao (K;) foi feito o grafico
de Dixon (Dixon et al., 1979). Nesse grafico (Figura 14) esta representada a inibicao
da quimotripsina por EvCIl (concentracdes crescentes) em ensaios utilizando
Azocaseina com concentragdes de 0,02 mM e 0,08 mM. A andlise do gréfico
confirma que EvCl inibe a quimotripsina de modo competitivo e com um valor de K;
de 4 x 10 M.
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Figura 13. Mecanismo de inibicdo de EvCl sobre a atividade da quimotripsina. A atividade
inibitéria de EvCI foi determinada por ensaio cinético utilizando varias concentracdes de
Azocaseina (0,02 mM, 0,03 mM, 0,04 mM, 0,06 mM, 0,08 mM e 0,13 mM) e ilustrada através

do grafico duplo reciproco de Lineweaver-Bu
V=D0440/h/mL.
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Figura 14. Determinacéao do valor de K; de EvC

I. A constante de inibicao (Ki) de EvCl sobre a

quimotripsina foi determinada pelo método de Dixon et al./, 1979. O valor de Ki foi obtido dos

interceptos das retas das duas concentragbes
foi determinado por V=D0O440/h/mL.
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4.3.7 Especificidade para proteases serinicas e cisteinicas

Para determinar a especificidade do inibidor de EvCl foram realizados ensaios
de inibicdo contra as demais enzimas serinicas e cisteinicas utilizando 4,8 pg do
inibidor. Como pode-se observar na Tabela 5, a maior atividade inibitéria de EvCl é
para a quimotripsina (89,16% + 6,31). Apds a quimotripsina, 0 segundo maior
percentual de inibicdo é para a elastase neutrofilica (35,91% + 7,91). EvCIl nédo
apresentou inibicao significativa sobre as outras proteases serinicas (tripsina e
elastase pancreatica). Em relagcdo as proteases cisteinicas, também ndo ha uma
diminuicao consideravel da atividade da papaina (Tabela 5).

Tabela 5 — Especificidade de EvCI para enzimas serinicas e cisteinicas.

Enzima Inibicao
Quimotripsina 89,16% + 6,31
Tripsina 6,30 + 3,92
Papaina ND'
Elastase Pancreatica ND’
Elastase Neutrofilica 35,91 + 7,91

*ND- ndo detectado

4.3.8 Estabilidade em diferentes valores de pH

A atividade inibitéria de EvCl permaneceu estavel nos diferentes valores de
pH. O maior percentual de inibicao (89,16 % + 2,42) foi em pH 8. Em pH 2, 0 mais
acido, a inibicao foi de 83,84% + 0,26 e em pH 12, o mais alcalino, foi de 79,57% +
0,26 (Figura 15). Este resultados demonstraram que variagcbes de pH néo
influenciam a atividade inibitéria de EvCI.
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Figura 15. Estabilidade do inibidor EvCl a variagdo do pH.
pH: 2, 3, 6, 8, 11, 12. Foi utilizado 14 pg do inibidor para o ensaio de inibi¢céo.

4.3.9 Estabilidade térmica

Na Figura 16 é possivel observar que o EvCl mostrou-se altamente estavel
quando submetido a tratamento térmico. A amostra controle de EvCl, ndo submetida
ao tratamento térmico, inibiu a quimotripsina em 82,83% + 0,74. A amostra
submetida a temperatura de 100 °C inibiu 84,99 + 2,87 e todas as outras amostras
submetidas ao tratamento térmico apresentaram percentuais de inibicao entre 83% e
86% (Figura 16). Em nenhum dos tratamentos houve perda significativa de atividade
inibitéria demonstrando que EvCl possui grande estabilidade térmica.

Sheyla Varela Lucena Programa de Pés-Graduagdo em Bioquimica/ VFRN




RESULTADOS 57

100
E = - N —=—3F
80 ~
g 60 -
§
) 40 ~
£
20 -
O T T T T T T 1
30 40 50 60 70 80 90 100
temperatura (°C)

Figura 16. Estabilidade do inibidor de quimotripsina EvCl em diferentes temperaturas (37 °C,
40°C, 60°C, 70°C, 90°C e 100°C). Foi utilizado 14 pg do inibidor para o ensaio de inibigao.

4.3.10 Estabilidade na presenca de DTT

O DTT, nas concentragbes de 1 mM e 10 mM, néo influencia a atividade
inibitéria de EvCI. Para essas concentracdes, nao houve diminuicdo do percentual
de inibicdo em nenhum dos tempos de incubac¢ao. Em relagédo a maior concentracéao
de DTT, 100 mM, ndo houve alteracdo da atividade inibitéria até 60 minutos de
incubagéo. No entanto, quando o inibidor foi incubado por 120 minutos com 100 mM
de DTT houve uma reducédo de sua atividade inibitéria em aproximadamente 50%
(Figura 17).

Esse resultado mostra que EvCI possui grande estabilidade ao agente redutor
DTT, ja que apenas na maior concentracdo do DTT e no maior tempo de incubagéao
houve diminuicdo na sua atividade inibitoria.
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Figura 17. Estabilidade de EvCIl ao agente redutor DTT. A atividade inibitéria para quimotripsina
foi ensaiada na presenca de diferentes concentragbes de DTT (1mM, 10mM, e 100mM) em
diferentes tempos de incubagéo (15min, 30min, 60min e 120min). Foram utilizados 14 ug de EvClI.

4.3.11 Citotoxicidade do EvCl em diferentes linhagens de células tumorais.

A viabilidade de células HeLa, MDA, K562, PC3 e HepG2 foram analisada
apos incubacgao por 72 horas com concentracoes crescentes de EvCl (0,0005 a 200
pg/mL). Apds este periodo foi possivel observar a diminuicdo da viabilidade das
células HelLa de maneira dose dependente em resposta a EvCI. O valor de I1Cs (a
dose que diminui a viabilidade celular em 50%) foi obtido com a concentracdo de
EvCl em 50 pg/mL (Figura 18). Também apresentou um baixo efeito na viabilidade
celular de células MDA. Entretanto ndo promoveu alteragao na proliferagcao de K562,
PC3 e HepG2.

Sheyla Varela Lucena Programa de Pés-Graduagdo em Bioquimica/ VFRN




RESULTADOS 59

120%
*
100% ~I~
o B g

3 8% *
[<}]
® * .
® 60%/
K]
2
; 40% 4

20% |

0%
0 0,0005 0,005 0,5 5 50 200
Concentracoes de EvCl (ug/ml)
O MDADO K562 B PC3 B Hela

o

Figura 18. Citotoxicidade do EvCl em células HeLa e MDA avaliada pelo teste de reducao de MTT.
As células foram tratadas com diferentes concentragdes de EvCl (0,0005-200 ug/mL) por 72 h em
microplacas de cultura. A viabilidade das células tratadas com EvClI foi expressa como porcentagem
da viabilidade das células controle nao tratadas. Os resultados foram representados como média *
DP da triplicata. *p<0,05 em relagéo ao controle (Teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunns).

4.3.12 Efeitos do inibidor sobre a inducao de apoptose/necrose em células
HelLa

Diante do efeito citotoxico do EvCl em células Hela, investigou-se a
possibilidade de inducdo de apoptose/necrose pela dupla marcacdo com anexina
V/Pl e analise por citometria de fluxo. As células foram cultivadas por 72 horas na
presenca de 0,005 ug/mL e 50 ug/mL inibidor. A Figura 19 resume os dados
obtidos.

Os dados mostraram uma pequena, mas significante, diferenca nas
porcentagens de células em apoptose (An*Pl’) e necrose/apoptose tardia (An*PI*)
guando submetidas ao tratamento com 50ug/mL de EvCI. No entanto este efeito ndo
foi comparavel aos resultados obtidos no ensaio de viabilidade pela reducao do

MTT. Indicando que o inibidor ndo é citotéxico
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Figura 19. Avaliacao da morte celular apés exposicao de células HelLa a 0,005 e 50 ug/mL de inibidor
por 72 h. As populagdes com marcagio positiva para anexina V-FITC (An*), iodeto de propideo (PI*)
e dupla marcagdo (An*Pl*) foram analisadas por citometria de fluxo (10.000 eventos/amostra). Os
resultados foram representados como média = DP da duplicata. *p<0,05 em relacdo ao controle
(ANOVA; teste de Tukey).

4.3.13 Efeitos do inibidor sobre o ciclo celular em células HelLa

Com o intuito de verificar alteracées na distribuicdo das células HelLa nas
diferentes fases do ciclo celular. As células foram, sincronizadas e incubadas com
EvCl a seguir por 72 horas . Apo6s este periodo, o DNA celular foi marcado com Pl e
a porcentagem de células nas diferentes fases do ciclo celular analisadas em
citometro de fluxo.

Nas culturas de células Hela tratadas com 50 pug/mL do inibidor por 72 h
observou-se reducdo significativa (p<0,05) das células na fase GO0/G1,
acompanhada de aumento significativo da populacdo em S/G2/M (p<0,05) (Figura
20). Nenhuma alteragéo estatisticamente significativa foi observada em sub-G1 apos
tratamento das células com o inibidor (Figura 20), confirmando os resultados obtidos
na analise de indugédo de morte celular por citometria de fluxo ap6s dupla marcagéao
com anexina V/PIl. Ademais, a exposicao das células a uma concentragédo de inibidor
4 vezes superior (200 ug/mL) nao provocou reducado significativa na proliferacéo
celular, avaliada pelo ensaio de reducdo do MTT, comparada ao tratamento com 50
ug/mL pelo mesmo periodo, sugerindo uma modesta atividade antiproliferativa

nestas células, ainda que significativa. Em conjunto, estes resultados indicam que o
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principal efeito do inibidor é a inducdo de parada do ciclo celular, sendo, portanto,
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Figura 20. Populagées de células HelLa nas diferentes fases do ciclo celular apés 72 h de tratamento
com 50 pg/mL de inibidor. Apos o tratamento, as células foram marcadas com Pl e analisadas em
citbmetro de fluxo (10.000 eventos/amostra). Os resultados foram expressos em porcentagem e
representam a média £ DP da duplicata. *p<0,05 (teste #Student).
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5 DISCUSSAO

De acordo com a literatura varios inibidores de leguminosas do género
Erythrina ja foram purificados. Dentre eles, quatro inibidores de Erythrina caffra,
sendo um especifico para tripsina, um especifico para quimotripsina e dois que
inibem tanto tripsina como quimotripsina (Joubert, 1982a). Nas espécies Erythrina
acanthocarpa e Erythrina latissima foram purificados dois inibidores de cada uma,
um especifico para tripsina e outro especifico para quimotripsina (Joubert, 1982b;
Joubert; Carlsson; Haylett, 1981).

No presente trabalho, o inibidor de quimotripsina de Erythrina velutina
denominado EvCI, foi purificado a partir extratos totais de sementes, precipitacdo
com sulfato de aménio, (F30-60%) e cromatografias de afinidade e fase reversa em
coluna C18 (sistema FPLC/AKTA). Estas técnicas sdo amplamente utilizadas no
processo de purificacdo de inibidores (Richardson, 1991). Por exemplo, inibidor de
tripsina e quimotripsina de Caesalpinia bonduc (Bhattacharyya; Babu, 2009) e
Solanum tuberosum (Kim et al., 2005), inibidor tipo Kunitz de Archidendron
ellipticum (Bhattacharyya et al., 2006), Tamarindus indica (Araujo et al., 2005)
Crotalaria pallida (Gomes et al., 2005) e Entada scandens (Lingaraju; Gowda, 2008).
A recuperacéao no ultimo passo foi de 0, 002% (Tabela 3), resultado esse inferior aos
encontrados para outros inibidores tipo Kunitz (Bhattacharyya, et al., 2006;
Bhattacharyya; Rai; Babu, 2007; Gomes, et al., 2005; Macedo et al., 2007; Mello et
al.,, 2001). Ja a purificacao foi de 365 vezes, valor superior ao encontrado por
(Gomes, et al., 2005) para o inibidor de tripsina de sementes de C. pallida, purificado
180 vezes. O inibidor de tripsina de sementes de A. ellipticum, AeTl foi purificado
124 vezes (Bhattacharyya, et al., 2006). Portanto a pureza de EvCl é maior do que a
de outros inibidores similares da literatura.

As sequéncias dos peptideos oriundos da digestdo enzimatica de EvCI
analisadas por espectrometria de massas apresentaram 100% de identidade com a
sequéncia de ECI inibidor de quimotripsina de Erythrina variegata (lwanaga;
Yamasaki; Kimura, 1998). A andlise eletroforética do EvCI revelou a presenca de
uma unica banda protéica, com massa molecular (MM) aparente em torno de 17 kDa
e pela eletroforese bidimensional e espectrometria de massas MALDI-TOF-MS
quatro isoformas com massa molecular de 17 kDa. Isto estd de acordo com as

massas moleculares determinadas para os seguintes inibidores de quimotripsina ja
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purificados: Lens culinaris 16 kDa (Cheung; Ng, 2007), Schizolobium parahyba 20
kDa, (Teles et al., 2004) e Psophocarpus tetragonolobus, 21 kDa (Kortt, 1980). Dos
mais estudados, apenas os inibidores de quimotripsina de Oesophagostomum
radiatum 32 kDa (Willadsen, 1977), Erythrina variegata 40 kDa (lwanaga; Yamasaki;
Kimura, 1998), Acacia confusa 70 kDa (Lam; Ng) e o inibidor de tripsina-
quimotripsina de Acacia confusa 42 kDa (Lin et al., 1991), tém massas moleculares
superiores a 25 kDa.

De acordo com a focalizacao isoelétrica, EvCI possui quatro isoformas, todas
com pls &cidos de 5,06; 4,83; 4,63; 4,42. A natureza acida e a presenga de
isoinibidores sao caracteristicas comuns em inibidores tipo Kunitz (Bhattacharyya;
Babu, 2009; Bhattacharyya, et al., 2006; Macedo et al., 2000). Nao esta definido o
papel fisiolégico das isoformas, mas elas devem potencializar a defesa das plantas
(Bhattacharyya, et al., 2006). Alguns outros inibidores purificados que também
apresentam isoformas e possuem p/ acidos sido os inibidores de tripsina das
sementes de Archidendron ellipticum, de Dimorphandra mollis, (Bhattacharyya, et
al., 2006; Macedo, et al., 2000) e Derris trifoliata Lour (Bhattacharyya; Babu, 2009).
Em contraste, o inibidor de quimotripsina de sementes de Schizolobium parayba,
apresenta pl acido e nao possui isoformas (Souza et al., 1995).

Em relagéo a especificidade, EvCl inibe a quimotripsina com um ICsp de 1,3 x
107 M, nao afetando porém a atividade da tripsina e da elastase pancreatica, e inibe
apenas moderadamente a atividade da elastase neutrofilica. Inibidores que possuem
atividade anti-quimotriptica, mas nado afetam a atividade da tripsina ja foram
purificados de sementes de outras espécies do género Erythrina (Joubert, 1982a;
Joubert, 1982b; Joubert; Carlsson; Haylett, 1981), de Acacia confusa (Lam; Ng)),
Schizolobium parayba (Souza, et al., 1995) e Psophocarpus tetragonolobus (Kortt,
1980). Os inibidores isolados de Derris trifoliata Lour (Bhattacharyya; Babu, 2009),
Caesalpinia bonduc (Bhattacharyya; Rai; Babu, 2007), Archidendron ellipticum
(Bhattacharyya, et al., 2006) e Acacia confusa (Lin et al., 1991) séo inibidores que
tém a capacidade de inibir tanto tripsina como quimotripsina.

EvCl também n&o possui atividade inibitéria sobre a protease cisteinica
papaina; portanto, ele ndo apresenta a caracteristica da bifuncionalidade que esta
presente em alguns inibidores de proteases serinicas, como o inibidor isolado de
Crotalaria pallida (Gomes, et al., 2005) e os inibidores isolados de Pithecellobium
dumosum, PdKI, PdKI-2 (Oliveira et al., 2007a; Oliveira et al., 2007b). Portanto EvCl
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€ um inibidor especifico para quimotripsina, indicando que esse inibidor pode
desempenhar um importante papel na cura e/ou prevencado de diversas doencas.
(Champ, 2002; Duranti, 2006; Scarafoni, et al., 2008).

Os experimentos de cinética indicam que EvClI inibe a quimotripsina de modo
competitivo. Resultados semelhantes sdo encontrados para os inibidores isolados de
Archidendron ellipticum (Bhattacharyya, et al., 2006), Derris trifoliata Lour
(Bhattacharyya; Babu, 2009), que inibem a quimotripsina de forma competitiva e
para os inibidores de tripsina PdKI de Pithecellobium dumosum e o inibidor isolado
de semente de Piptadenia moniliformis, que também apresentam esse mecanismo
de inibicao (Cruz, 2008; Oliveira, et al., 2007b). Por outro lado, os inibidores de
quimotripsina e de tripsina-quimotripsina de Acacia confusa (Lam; Ng 2009; Lin et
al, 1991) que apresentam um mecanismo nao-competitivo. EvCl forma um
complexo com a quimotripsina do tipo 1:1. Essa estequiometria € a mesma do
inibidor purificado de Schizolobium parayba (Souza, et al., 1995) e do Derris trifoliata
Lour (Bhattacharyya; Babu, 2009). J4 o inibidor de Psophocarpus tetragonolobus
apresenta uma relacdo estequiométrica de 1:2 com a quimotripsina (Kortt, 1980).
Enquanto que o inibidor de quimotripsina e de tripsina-quimotripsina de Acacia
confusa (Lam; Ng, 2009; Lin et al., 1991) possuem uma relacao estequiométrica com
a quimotripsina de 2:1, provavelmente devido a sua estrutura dimérica. O que difere
do inibidor AeTl de sementes de Archidendron ellipticum que possui uma relacéao
molar menor do que 1 com a quimotripsina (Bhattacharyya, et al., 2006)

O valor da constante de inibicdo (Ki) calculado para EvCl foi de 4 x 10 M.
Outros inibidores que inibem quimotripsina, mas sao especificos para esta enzima,
como o inibidor de Derris trifoliata Lour, Plathymenia foliosa e o inibidor de
Caliandra selloi, possuem Ki de 1,25 x 10" M, 1,4 x 10° M e 4,95 x 10" M
respectivamente (Bhattacharyya; Babu, 2009; Ramos Vda et al, 2008). O Ki
encontrado para EvCl é inferior ao encontrado para o inibidor especifico de
quimotripsina SPCI, que cujo valor é de 5,85 x 10® M (Souza, et al, 1995),
mostrando que a afinidade de EvCI pela quimotripsina € maior do que a afinidade
deste inibidor por essa enzima.

Os inibidores possuem como uma de suas caracteristicas a alta estabilidade
funcional (Mello, et al., 2001). Deste modo, eles conservam grande parte da
atividade inibitéria mesmo na presenca de agentes desnaturantes, tanto fisicos
(temperatura e pH), como quimicos (DTT). EvCl ndo apresentou reducdo da
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atividade inibitéria quando exposto a temperatura de 100 °C por 30 minutos,
demonstrando assim ser altamente termoestavel. Essa alta estabilidade térmica é
encontrada também no inibidor de Poecilanthe parviflora, que mantém sua atividade
apds ser exposto a 100 °C (Garcia et al., 2004). No entanto, a estabilidade térmica
de EvCl é maior do que a encontrada em muitos outros inibidores purificados
(Gomes, et al., 2005; Macedo, et al., 2007; Souza, et al., 1995).

A atividade inibitéria de EvCI também néo foi influenciada pelo pH. Nao houve
decréscimo da atividade inibitéria de EvCI quando ele foi exposto a uma faixa de pH
de 2 — 12. Resultados similares foram encontrados para outros inibidores Kunitz tais
como, ILTI de Inga laurina, CpaTl de Crotalaria pallida, SPCI de Schizolobium
Parayba, PDTI de Pithecellobium dulce, DMTI-Il de Dimorphandra mollis e PDKI — 2
de Pithecellobium dumosum (Gomes, et al., 2005; Macedo, et al., 2007; Oliveira, et
al., 2007a; Souza, et al., 1995)). Esta estabilidade é provavelmente devido ao fato do
inibidor apresentar uma baixa massa molecular.

EvCl também foi resistente a acdo do agente redutor DTT. A atividade
inibitéria foi alterada apenas quando EvCl permaneceu por 2 horas em solucédo de
DTT na concentragdo de 100 mM, na qual houve uma reducdo de 50% do
percentual de inibicdo. Resultado semelhante é encontrado para o inibidor de Inga
laurina, ILTI, que perde 56% da atividade inibitoria quanto exposto a 100 mM de DTT
por 2 horas (Macedo, et al, 2007). No entanto, essa alta estabilidade ao DTT é
superior a encontrada em outros inibidores de sementes de Derris trifoliata Lour.
Entada scandens, Poecilanthe parviflora e Pithecellobium dulce (Bhattacharyya;
Babu, 2009; Garcia, et al., 2004)). Normalmente, a alta estabilidade dos inibidores
aos agentes desnaturantes é atribuida a presenca de pontes dissulfeto
intramoleculares (Garcia, et al., 2004; Macedo, et al., 2007). Entretanto, a
estabilidade de EvCl pode nédo estar relacionada apenas com pontes dissulfeto, ja
que o agente redutor DTT apesar de desfazer as pontes dissulfeto, ndo diminui a
atividade inibitéria de EvCI ou as pontes dissulfeto intramoleculares do EvCl estao
distantes do sitio reativo, determinando a estabilidade funcional do mesmo.
Resultado semelhante a esse foi encontrado para o inibidor de tripsina de E. caffra,
ETI, cujas pontes dissulfeto também ndo estavam relacionadas com sua
funcionalidade (Lehle; Wrba; Jaenicke, 1994).

Diversos compostos purificados de plantas também estdo sendo avaliados
quanto as suas aplicacdes bioquimicas e terapéuticas. Assim, o potencial citotoxico
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foi do EvClI foi analisado em diferentes linhagens de células tumorais: Hela, HepG2,
MDA, PC3 e K562. O EvCl inibiu a proliferacéao celular de células HeLa com um ICsg
de 50 pg/mL; no entanto, ndo apresentou efeito tdxico em outras linhagens de
células tumorais (K562, PC3 e HepG2). O EvCIl mostrou uma atividade antitumoral
especifica, o que € similar a outros inibidores de protease ja analisados, por
exemplo, inibidor de quimotripsina de Acacia confusa 9(Lam; Ng)

O EvClI reduziu a viabilidade celular analisada pela metabolizagdo de MTT e
induziu alteragdes no ciclo celular. Nenhuma alteracdo estatisticamente significativa
foi observada em sub-G1 apés tratamento das células com o inibidor, confirmando
os resultados obtidos na andlise de inducdo de morte celular. A analise por
citometria de fluxo ap6s dupla marcacdo com anexina V/Pl mostrou uma reducao
significativa (p<0,05) das células na fase GO/G1 e o aumento na proporcao de
células nas fases S e G2/M (p<0,05) do ciclo celular, sugerindo assim um efeito
citostatico em células HelLa (Figura 20). Da mesma forma que IPBBIls que
apresentaram efeito citostatico no ciclo celular de células de osteosarcoma (Saito et
al., 2007). Outro exemplo é o inibidor BBI classico que teve um efeito significativo na
reducao da proliferacao de células MCF-7 (Chen, et al., 2005). Efeitos citostaticos de
inibidores de IPBBIs em células tumorais cultivadas in vitro ja foram descritos na
literatura. Tais efeitos foram observados em células de cancer de préstata (Kennedy;
Wan, 2002; Wan et al., 1998), ovario (Wan, et al., 1998), mama (Zhang, et al., 1999),
colon (Clemente et al., 2005), osteosarcoma (Saito, et al., 2007), boca (Zhang, et al.,
1999) e outros (Kennedy, 1998b).

Células tumorais apresentam diversas alteragdes na regulacdo do ciclo
celular. Alteracbes em vias de transdugdo de sinal, importantes na regulacdo do
ciclo celular e da sobrevivéncia da célula, sdo obrigatérias para o estabelecimento
de todos os tipos tumoral. (Evan; Vousden, 2001). O controle da proliferacéao celular
em células tumorais é considerado uma eficiente estratégia para prevenir ou retardar
o crescimento tumoral (Molinari, 2000).

No presente trabalho, obeservou-se um efeitos citostatico de EvCl em células
Hela, apontando este inibidor como possivel agente terapéutico alternativo ou
complementar aos tratamentos convencionais como cirurgia, radioterapia e

quimioterapia as quais, apresentam eficiéncia moderada e efeitos colaterais.
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6 CONCLUSOES

Um inibidor de quimotripsina foi purificado de sementes de Erythrina velutina.
EvCl tem massa molecular de 17 kDa, apresenta isoformas com pls &cidos,
sequéncia de peptideos tripticos com 100% de identidade com inibidor de
quimotripsina de Erythrina variegata, inibe a quimotripsina de modo competitivo e
com um Ki da ordem de 10® M, indicando que EvCl pertence a familia Kunitz.

O EvCI apresenta alta estabilidade a variagdbes de temperatura, pH e ao
agente redutor DTT.

EvCl apresentou um efeito antiproliferativo seletivo para linhagens de células
HelLa, com um ICso de 50 pg/mL.

Os resultados obtidos na avaliacdo da viabilidade celular e dos efeitos sobre o
ciclo celular indicam que o principal efeito do inibidor é a inducao de parada do ciclo
celular, sendo, portanto, citostatico. Estes dados sugerem que o EvCl pode ser um
composto promissor para ser estudado como potencial agente anticarcinogénico no

futuro.
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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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