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RESUMO

As técnicas utilizadas no esclarecimento de estruturas macromoleculares estio situadas
em campos interdisciplinares, onde os pesquisadores encontram-se unidos por um interesse
comurm, no sentido de detalhar o entendimento da fungéo bioldgica e a relacio com sua estrutura
primaria e tridimensional. Os inibidores de sementes de leguminosas sdo encontrados sob varias
isoformas. Alguns métodos, como a espectrometria de massas, determinagéo da seqiiéncia N-
terminal e eletroforese bidimensional, vém sendo amplamente explorados com o propésito de
caracterizar melhor as isoformas presentes em sementes.

A eletroforese bidimensional do inibidor de tripsina de Copaiba (CTI) revelou a presenga
de varios spots na faixa de 11 e 9 kDa. CTl foi resolvido em dois picos (CTI-l e CTI-ll) quando
submetido & cromatografia de fase reversa em coluna C18 em sistema HPLC. Esses picos
distintos foram submetidos a eletroforese bidimensional sendo trés spofs observados para CTi-
com pi de 8.0, 85 e 9.0 e trés spots para CTI-Il com pi de 4.7, 4.6 e 4.3. A analise por
espectrometria de massa foi realizada para as subunidades CTI-l e CTI-1l objetivando determinar
as massas moleculares acuradas e provaveis numeros de isoformas para cada subunidade. Os
espectros confirmaram uma heterogeneidade para CTI-f e CTI-Il com predominancia dos picos
de massa 10.719 e 8.244, respectivamente.

A impossibilidade em seqtienciar todos os spofs para cada subunidade de CTI, norteou a
escotha dos spofs A e F de forma continuar os estudos de sequenciamento. Os spots Ae F
foram submetidos a digestées enzimaticas com as proteases tripsina, SV8 e clostripaina. A
massa exata dos peplideos de cada digesto foi determinada por espectrometria de massas
utilizando MALDI-TOF. Os peptideos mais intensos foram purificados e segiienciados em um
HPLC capilar acoplado ao espectrometro de massas ESI QTOF.

A estrutura primaria final de CTI, determinada a partir da massa dos peptideos das
digestbes enzimaticas e da seqiiéncia obtida por espectrometria de massas indicou 182 residuos
de aminoacidos, apresentandc elevado grau de homologia em reiagéo a outros inibidores de
fripsina do tipo Kunitz de vegetais; inclusive com o residuo de arginina na posicdo do sitio
reativo. A estrutura cristalografica CTI foi resolvida, revelando que este inibidor € composto por
duas cadeias polipeptidicas ndo covalentemente ligadas e possui apenas uma ponte dissulfeto.
Apesar dessas diferengas estruturais, CTI € um inibidor efetivo de tripsina com uma constante de
dissociagdo de 1,2 nM, da mesma ordem de grandeza que os inibidores padrées como STI, ETI



ou WCI. Sua estrutura tridimensional revela que isso se deve ao fato de que as discrepancias
estruturais ndo afetam a conformacao candnica do seu loop reativo.

A comparacédo entre a seqiiéncia deduzida dos mapas experimentais da densidade
eletronica e a seqiiéncia determinada por 2D-PAGE e espectrometria de massas MALDI-TOF e
ESI-QTOF, mostra um acordo de aproximadamente 75%, que pode ser devido a presenca de
varias isoformas que € um aspecto comum das proteinas extraidas de sementes. Experimentos
objetivando a determinag&o dos residuos de aminoacidos importantes na atividade inibitoria de
CT1 foram realizados utilizando reagentes modificadores especificos. O inibidor CT} foi inafivado
em 48 e 81% por EDC e PGO, respectivamente. Esses compostos atuam em grupos carboxila
de Asp e Giu (EDC) e residuos de arginina (PGO), indicando funcionalmente a importancia do
residuo de arginina na interagdo do inibidor com a protfease.

Estudos da estabilidade conformacional em diferentes pHs, temperaturas e agentes
caotropicos fomecem importantes informagdes sobre a biogénese e estrutura das proteinas. Um
estudo verificando o efeito de agentes fisico-quimicos (pH, temperatura, DTT, uréia e cloreto de
guanidina) na estabilidade conformacional do inibidor de tripsina {(CTI) purificado de sementes de
Copaifera langsdorffii foi realizado. CTI, um inbidor atipico da familia Kunitz, demonstrou ser
resistente em sua estabilidade funcional, apesar de sofrer prejuizos na estrutura quatemaria
apos redugdo em 1mM DTT como evidenciado por SDS-PAGE, gel filtragio em protein-pack,
experimentos cinéticos, espectros de fluorescéncia e de dicroismo circular.

Os experimentos de desnaturagdo em fungdo dos agentes caotropicos foram
monitorados pela intensidade de fiuorescéncia dos residuos de triptofano. A desnaturagéo de CTi
na presenca de agentes caotrépicos mostrou ser um processo reversivel apés dialise, para
estrutura e funcao no caso da uréia e do cloreto de guanidina. Os resultados indicaram que a
desnaturagio de CTl envolve pelo menos dois estagios: nativo e desnaturado. A presenca de 3.5
M de uréia ou GdnHCI inibiu 50% e 100% da atividade inibitGria, respectivamente. Ambos
agentes caotropicos promoveram um desiocamento do centro de massa. O calculo da
estabilidade conformacional AG (H;0) foi feito tomando-se o deslocamento nos comprimentos de
onda maxima de emissdo de fluorescéncia como pardmetro. O AG (H,0) em fungdo da
concentragao de uréia e guanidina foi de 63.0 e 54.0 Kcal mol-1, respectivamente. Os calculos
de centro de massa foram tomados em fungo da concentragio do agente desnaturante em
ambos 0s casos.



ABSTRACT

The techniques used in the clarification of macromolecular structures are situated in
interdisciplinary fields, where the researchers find themselves uniied by a common interest in
detailing the agreement of the biological function and the relation with its primary and three-
dimensional structure. The inhibitors of leguminous seeds are found under severa! isoforms.
Some methods, as the mass spectrometry, determination of the N-terminal sequence and
bidimensional electrophoresis have been widely expiored with the purpose of betier
characterizing these isoforms in seeds.

The bidimensional electrophoresis of the Copaiba trypsin inhibitor (CTI) disclosed to the
presence of several spots in the 9 and 11kDa. CTl was resolved in two peaks (CTIl-l and CTII)
when submitted to the reverse phase chromatography in C18 column in HPLC system. These
distinct peaks had been submitted to bidimensionai electrophorese, 3 spots had been observed
for CTI-! with pl of 8.0, 8.5 and 9.0 and three spots for CTI-ll with pl of 4.7, 4.6 and 4.3. The
analysis for mass spectrometry was carried through for subunits CTI-| and CTI-li objectifying to
determine the accurate molecular masses and probable numbers of isoforms for each subunit.
The specters had respectively confirmed microheterogeneity for CTI-l and CTI-Il with
predominance of the peaks of mass 10,719 and 8,244, respectively.

The impossibility to sequence all spots for each subunit of CTI guided the choice of spots
more intense (A and F) to continue the sequence studies. Spots A and F had been submitted to
the enzymatic digestions with proteases trypsin, SV8 and clostripain. The accurate mass of the
peptide of each digest was determined by mass spectrometry using MALDI-TOF MS. The most
intense peptides were been purified and sequenced in a LC connected to the spectrometer of
mass ESI QTOF.

The primary structure of CTl, determined from the mass of the peptide of the enzymatic
digestions and the sequence gotten for mass spectrometry indicated 182 residues of amino acids,
presenting a raised degree of similarity to other Kunitz-type inhibitors of the plant, also with the
residue of arginine in the position of the reactive site. The crystallographic structure of CTI
inhibitor was solved and reveals that, CT! is composed by two non-covalently bound polypeptide
chains and only one disulfide bridge. In spite of these structural differences, CTl is an effective
trypsin inhibitor with a dissociation constant of 1.2 nM, a value comparable to other standard
Kunitz-type inhibitors like ST, ETI or WCI. It three-dimensional structure reveals that this is
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because the structural discrepancies do not affect the canonical conformation of reactive loop of
CTL

The comparison between the sequence deduced from the experimental electron density
maps and the sequence determined using 2D-PAGE, MALDLTOF and ESQTOF mass
spectrometry shows an agreement of about 75%, which can be due to the presence of various
isoforms that is a common aspect of proteins extracted from seeds. Experiments objectifying the
determination of the important amino acid residues in the inhibitory activity of the CTI were
perfomed using specific modifying reagents. The CTl inhibitor was inactivated in 48 and 81% for
EDC and PGO, respectively. These composites act in carboxyl group of Asp and Glu (EDC) and
residues of arginine (PGO), indicating functionally the importance of the arginine residue in the
interaction of inhibitor with protease.

Studies of the conformacional stability in different pHs, temperatures and chaotropic
agents have given a wealth of information on the structure and biogenesis of proteins. A study
verifying the effect of physico-chemical agents (pH, temperature, DTT, urea and guanidine
hydrochioride) in the conformacional stability of trypsin inhibitor (CT1) purified from seeds from
Copaifera langsdorffii was camied through. CT! an atypical inhibitor of the Kunitz family
demonstrated to be resistant in its functional stability, although suffering from damages in the
quatemary structure with reduction in 1mM DTT as evidenced for SDS-PAGE, gel filtration in
protein-pack, kinetic experiments, spectrum of fluorescence and circular dichroism.

The denaturation experiments in function of the chaotropic agents were monitored by the
intensity of the fluorescence of tryptofan residues. The CTI denaturation in the presence of
chaotropic agents showed to be a reversible process after dialysis, for structure and function in
the case of the urea and guanidine chloride. The results had indicated that the denaturation of
CTl involves at least two steps: native and denatured. The presence of 3.5 M of urea or GdnHCl
inhibited 50% and 100% of the inhibitory activity, respectively. Both chaotropic agents had
promoted a displacement of the mass center. The conformational stability calculations AG {(H0)
were made by taking the wavelengths corresponding fo the maximum fluorescence emission as a
parameter. The AG (H:O) value in function of the concentration of urea and guanidine chloride
were 63,0 and 54,0 Kcal mol-1, respectively. The calculations of center of mass were taken as a
function of the denaturating agent concentration in both cases.
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65 ANOS DE HISTORIA DOS INIBIDORES DE SERINOPROTEASE TIPO KUNITZ

A primeira indicagio de um inibidor de protease foi publicada em 1938. Esses
pesquisadores observaram que um extrato aquoso de farinha de soja inibia a capacidade da
tripsina de dissolver a gelatina. A fragdo do extrato responsavel por esse efeito foi entdo
purificada em 1944. Entretanto, o interesse por essas valiosas moléculas despontou no final
da década de 40, iniciado por Kunitz, com um estudo sistematico da caracterizagio estrutural
de um inibidor de tripsina bovina em sementes de soja.

Desde entado, muitos inibidores designados por Inibidores de tripsina da familia
Kunitz tém sido purificados e caracterizados em diversos artigos € em muitas familias de
vegetais. Diversas pesquisas vém sendo realizadas com o objetivo de determinar um papel
biolégico para os inibidores naturais de proteases em plantas. As dificuldades na
determinagao do significado fisiolégico dessas proteinas parecem sugerir a possibilidade dos
inibidores exercerem uma multiplicidade de papéis.

Outras pesquisas tém buscado, nos mais diversos campos, aplicagdes para estas
moléculas biologicas que podem inibir uma diversidade de proteases com especificidade e
constante de inibicio variadas. Embora a literatura sobre as propriedades dos inibidores de
enzimas proteoliticas seja ampla, esta introducio demonstra a necessidade de uma revisio
sobre os aspectos funcionais, estruturais, conformacionais e evolutivos, revelando o
potencial de aplicagdo em campos diversos e propondo uma questio interessante. Por que
essas moléculas semelhantes estruturaimente entre si funcionam diferentemente do ponto de
vista biolégico? E de interesse ampliar as possibilidades de aproveita-las da melhor forma
possivel como ferramentas na investigagio dos mecanismos cataliticos de muitas enzimas,
como aquelas envolvidas em processo digestivo, coagulagio sanguinea e na carcinogénese.
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PROTEASES E SEUS INIBIDORES

As enzimas proteoliticas ou proteases constituem um grupo altamente especializado
de proteinas que catalisam a clivagem de ligacGes peptidicas especificas, participando da
regulacio de diferentes processos essenciais nos organismos como: a coagulagéo
sanguinea; a fibrindlise; processamento de maturagdo hormonal; fertilizagao; fagocitose;
germinagao; digestdo proteolitica; processos tumorais e inflamatérios (DeClerck & Imren,
1984; Neurath, 1993; Kennedy, 1998; Schmaier, 2000; Bode & Huber, 2000).

As proteases s&o classificadas de acordo com a sua especificidade, ou seja, frente
as diferengas dos sitios cataliticos em serinicas, asparticas, cisteinicas e metaloproteinases.
As serinoproteases representam a principal familia, caracterizada pela presenga de um
mecanismo catalitico comum que envolve um residuo de aminoacido serina (Richardson,
1977, Neurath, 1983, Laskowski & Cassim, 2000).

Nessa familia estéo incluidas enzimas de procariontes e eucariontes (quimotripsina,
tripsina, subtilisina e elastase), importantes na digestao, na coagulagio sanguinea, nos
processos inflamatorios e no desenvolvimento celular. A tripsina, uma das serinoproteases
digestivas mais conhecida, catalisa a hidrélise de ligagbes peptidicas, sendo especifica para
dois residuos carregados positivamente (arginina e lisina). Em adicional a serina reativa,
também se observa a presenca de uma histidina cataliticamente essencial e um residuo de
acido aspartico (Figdra 01). Esses trés residuos altamente conservados, chamados de triade
catalitica, sao importantes para formagéo da estrutura secundaria através de interacdes por
pontes de hidrogénio (Laskowski & Cassim, 2000).

As proteases devem ser reguladas para prevenir digestdo ao acaso de proteinas
intracelulares. Os dois principais métodos de regulagdo de protease sdo a ativacdo de
zimogénio e a interagao protease-inibidor. No Ultimo caso, os inibidores associam-se se com
as enzimas, de acordo com o mecanismo padrao, onde a enzima reage com a molécula do
inibidor como se fosse o proprio substrato. Devido a ampia versatilidade e grande
participagido das proteases sobre diversos processos metabdlicos, observa-se um aumento
no interesse em compreender melhor as estruturas dessas enzimas e dos mecanismos de
controle das mesmas, incluindo os inibidores naturais e artificiais de proteases, os quais sé@o
capazes de modular as atividades dessas proteinas (Bode & Huber, 2000; Laskowski &
Cassim, 2000).
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Os inibidores s&o classificados de acordo com a sua especificidade frente as
diferentes classes mecanisticas de enzimas proteoliticas {serinicas, aspariicas, cisteinicas e
metaloproteinases) por eles inibidas (Laskowski Jr. & Kato, 1980). Os inibidores de
serinoproteases t&m sido classificados em familias, de acordo com a sua homologia na
estrutura primaria; localizag&o e nGimero das pontes dissulfeto; posicéo do sitio reativo e pela
massa molecular, de tal forma que os inibidores pertencentes a mesma familia sdo
relacionados evolutivamente. S8o conhecidas varias familias de inibidores de
serinoproteases em plantas, sendo as mais importantes as dos inibidores da familia Kunitz,
Bowman-Birk, Batata | e ll e os inibidores da familia Squash. Diversos artigos tém
evidenciado uma ampla aplicabilidade para os inibidores, principalmente para aqueles da
familia Kunitz (Richardson, 1991; Ryan, 1990).

~ PROTEASE

INIBIDOR

TRIPSINA

Figura 01 — A) Estrutura da serinoprotease Tripsina Bovina, evidenciando o sitio catalitico
constituido por His, Ser e Asp. B) Estrutura do complexo Inibidor — Protease (Voet et al.,
2000).
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INIBIDORES DE KUNITZ

A primeira indicagdo de um inibidor de protease foi publicada em 1938 com a
observacdo de que o extrato aquoso de farinha de soja inibia a capacidade da tripsina de
dissolver a gelatina (Read & Haas, 1938). A fragdo do extrato responsavel por esse efeito
inibitorio, foi entao purificada por Ham et al. (1945) ¢ Bowman (19486).

O interesse por essas valiosas moléculas despontou no final da década de 40,
quando Kunitz (1945) isolou e purificou uma proteina termo-l4bil de soja que inibia a tripsina.
Um passo significativo foi dado em 1847 com um estudo sistematico de caracterizago
estruturai de um inibidor de tripsina purificado em sementes de soja (Kunitz, 1947). A priori, o
interesse pelos inibidores de origem vegetal foi motivado pelo seu provave! significado
nutricional. A presenga desta proteina, n3o desnaturada adequadamente em sementes de
legumes e em graos de cereais contribui demasiadamente para diminuir o valor nutricional de
derivados destas sementes.

Estudos relatam que alimentacdo a base de soja crua ou produtos derivados de
leguminosas que contém altos niveis de inibidores de proteases, quando testados em
animais experimentais (ratos e pintos) conduz ao aumento de depressdo, hipertrofia efou
hiperplasia pancreatica, bem como decréscimo na taxa de crescimento (Richardson, 1991;
Birk & Aplleubam, 1994; Liener, 1996; Pisulewska & Pisulewski, 2000).

OCORRENCIA NOS VEGETAIS

Os inibidores de Kunitz séo de ocorréncia muito ampla entre os vegetais. Entre as
dicotiledbneas, as familias Leguminosae e Solanaceae englobam o maior nimero de
espécies contendo esses inibidores. Nas monocotiledéneas eles sdo mais amplamente
distribuidos entre as Poaceae (Gramineas). Ocorrem predominantemente em sementes,
porém nao estdo restritos apenas a essa fonte, pois, ja foram encontrados em tubérculos de
batatas, folhas, frutos e em alguns cereais.

Apesar de sua ocorréncia generalizada, a quantidade de inibidores presentes nas
diversas espécies ¢ extremamente variavel, mesmo entre espécies do mesmo género e até
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entre variedades de uma mesma espécie (Valueva, et al., 2000; Ryan, 1990; Richardson,
1991; Taschiro et al., 1987, Ohtsubo & Richardson, 1992).

As sementes, em especial das leguminosas, apresentam altas concentragdes de
inibidores, cujo papel fisiologico tem sido objeto de muita especulagdo. Entre as
leguminosas, os inibidores da familia Kunitz tém sido relatados nas trés subfamilias. Nas
Papilonoideae eles foram observados principalmente em Glycine max (soja), Psophocarpus
tetragranulobus, Erythrina latissima, E. caffra, E. variegata, Crotalaria paulinia entre outras
(Koide & lkenaka, 1973; Koide et al., 1973; Shibata et al., 1986; Joubert & Sharon, 1985;
Kouzuma et al., 1997; Pando et al., 1999).

Nas Mimosoideae, os inibidores de Kunitz tém sido relatados em Adenathera
pavonica, Enterolobium contortisiliquum, Acacia confusa, Prosopis julifrora, Dimorphandra
mollis entre outras (Richardson, 1986; Batista et al., 1996; Wu & Lin, 1993; Monte-Negreiros
et al., 1991; Macedo et al,, 2002a; Melio et al., 2001). Nas Caesalpinoideae, os inibidores de
Kunitz tém sido observados na maioria das espécies do género Bauhinia (B. petandra, B.
bauhinoides, B. variegata, B. rufa, B. forfificata, B. ungulata), entre outras espécies de outros
géneros (Peltophorum africanum, P. dubium, Schizolobium parahyba, Copaifera landsdorifi,
Delonix regia, Swartizia pickelliiy (Oliva et al.,, 1996; Di Ciero et al., 1998; Joubert, 1981;
Troncoso et al., 2003; Souza et al., 1995; Silva et al., 2001; Pando et al., 2001; Cavalcanti et
al., 2002).

ASPECTOS ESTRUTURAIS

Pontes Dissulfeto

O primeiro inibidor do tipo Kunitz, de origem vegetal, a ter sua estrutura primaria
estabelecida foi aquele isolado de sementes de soja designado por SBT! (lkenaka et al,,
1974). ApGs trés décadas de estudos, a literatura recente aos poucos vem demonstrando
através do uso de técnicas modernas, que essas moléculas apresentam uma enorme
diversidade estrutural que implica na multiplicacdo das suas provaveis fungdes biologicas e
aplica¢bes em diversos campos.
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Uma das principais caracteristicas dos inibidores de Kunitz diz respeito a presenca
de residuos de cisteinas estabelecendo pontes dissulfeto, que estabilizam regides
moleculares mantendo a conformago responsavel pela atividade inibitéria. Na maioria
desses inibidores ha quatro residuos de cisteina que formam duas pontes dissulfeto,
independentemente da subfamilia de leguminosa da qual foram purificados e caracterizados
(Ryan, 1990; Richardson, 1991).

Os inibidores de Kunitz purificados das sementes de Papilonoideae e Mimosoideae
apresentam no maximo quatro residuos de cisteina, que podem formar uma ou duas pontes
dissulfeto estabilizando a sua estrutura (Ryan, 1990; Richardson, 1991; Batista et al_, 1996).

Ao que tudo indica, os inibidores observados na subfamilia Caesalpinoideae das
leguminosas parecem ser andmalos em relagdo 3 presenca e quantidade das pontes
dissulfeto em sua estrutura. Inibidores purificados e caracterizados de sementes de Bauhinia
rufa (BrTls) e Bauhinia bauhinioides demonstraram ser ausentes de residuos de cisteinas a
partir da sequiéncia primaria e analise por espectrometria de massa.

Cavalcanti et al. (2002) purificaram um inibidor de tripsina (SWTI) em sementes de
Swartzia pichelli que apresentava somente uma ponte dissulfeto. Recentemente, também
tém sido descrito inibidores do tipe Kunitz (em batata) ausente da segunda ponte dissulfeto,
mas efetivamente funcional para seus sitios (Vaiueva et al., 2000).

Sitio Reativo

O sitio reativo na maioria dos representantes da familia Kunitz localiza-se na posicao
homologa & do classico inibidor de soja, apresentando residuos bésicos na posicdo P1 (Arg®
— 1e%). Em geral, este sitio & a regido da molécula que define a sua especificidade e
encontra-se em uma alca estabilizada por uma ponte dissulfeto e por um conjunto de
interagGes fracas do tipo ponte de hidrogénio, conferindo ao inibidor uma conformagao
candnica apropriada para a sua melhor interagdo com a enzima aivo.

Entretanto, os inibidores isolados recentemente da subfamilia Caesalpinoideae tém
evidenciado residuos de aminodcidos diferentes daqueles observados para o SBTI. Pando et
al. (2001) demonstraram a presenga de &cido glutamico e serina para o inibidor de Delonix
regia, enquanto, Cavalcanti et al. (2002) identificaram um residuo de glutamina na posicao da
Arg®. O inibidor de Acacia confusa da subfamilia Mimosoideae mostrou-se diferente por
apresentar os residuos de Arg™- lle® no seu sitio reativo (Wu & Lin, 1993). Estas diferencas
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nos residuos de aminoacidos corroboram para o methor entendimento do mecanismo e forca
de interac&o entre estas moléculas e as proteases.

Estrutura Primaria e Tridimensional

A realizagdo de estudos da estrutura primaria de proteinas isoladas de diversas
familias de plantas tem permitido estabelecer dominios com significativo grau de homologia
entre estas e os classicos inibidores de tripsina do tipo Kunitz. Os inibidores isolados e
caracterizados em gréos de cereais (trigo, arroz e cevada) exibem um grau de homologia
{20-30%) com os classicos inibidores do tipo Kunitz, mas inibem preferencialimente outras
serinoproteases que n&o a tripsina (subtilisina, catepsina-D), entre outras enzimas como o-
amilase em sitios distintos.

Assim, temos os inibidores de cevada (Hejgaard et al., 1994; Svendsen et al., 1986),
trigo (Maeda, 1986) e arroz (Ohtsubo & Richardson 1992), que foram denominados
bifuncionais devido & capacidade de inibir subtilisina e a-amilase. Do mesmo modo, certos
inibidores de subtilisina purificados das sementes de Canavalia lineata foram classificados
como inibidores do tipo Kunitz, devido & homologia da estrutura priméria, apesar da presenca
incomum de cinco residuos de meia cistina e um residuo Gnico de cisteina (Terada et al,
1984).

Sob o ponto de vista da estrutura tridimensional, o inibidor de tripsina da familia
Kunitz melhor caracterizado até o momento foi aquele purificado de sementes de Erythrina
caffra, pois este tem sido objeto de indmeros estudos através dos quais foi determinada a
sua estrutura cristalografica. O estudo da estrutura tridimensional do inibidor de E. caffra
revelou a presenca de 12 fitas antiparalelas, das quais, aparentemente 6 formam uma
estrutura semelhante a um barril, e as 6 fitas restantes constituem uma tampa (Song & Suh,
1988).

Além disso, foi verificada a existéncia de algumas algas na molécula e uma delas
engloba a regido do sitio reativo. Esta estrutura & semelhante & interleucina-18, proteina que
atua em processos inflamatérios, porém, ndo apresenta atividade inibitdria (Finzel et al,,
1989; Heussen-Schenner et al., 1991; Onesti et al, 1990).

A analise cristalografica da estrutura do complexo formado pelo inibidor tipo Kunitz e
a protease fornecem bases para estudos de modelagem sobre o modo de interagao entre

inibidores homélogos e proteases, como foi revelada nos estudos de interagdo entre um
7



L INTRODUCAO

inibidor homéologo de Erythrina caffra (ETi) ativador de plasminogénio. Esses dados tém
demonstrado que o complexo (enzima-inibidor) € um excelente modelo de investigagdo dos
principios bioquimicos e biofisicos fundamentais da interago proteina-proteina (Song & Suh,
1998; Yang et al., 1896).

Quando se analisou o complexc SBTI-fripsina suina, obtido através de cristalografia,
foi verificado que, além do residuo P1, aguele normaimente basico e que define a
especificidade e afinididade inibidor-protease, os residuos P3, P2, P1’' e P2 s3o muito
importantes para a interagdo enzima-inibidor {Joubert et al., 1987). Em geral, as regides
proximas a extremidade N-terminal dos inibidores s&o muito conservadas e apresentam alto
grau de homologia. O “docking”, ou seja, a sobreposicdo das estruturas tridimensionais, tem
permitido inferir as regides de contato entre as estruturas protéicas associadas, como as
enzimas e seus inibidores.

Destes estudos tem emergido a hipotese de que o residuo Asni4 é essencial para a
atividade inibitdria, pois, promove a formagéo de trés pontes de hidrogénio com os residuos
Thriag, Tyris1 @ Gluigz da molécula de tripsina. Este fato evidencia a importancia da regido N-
terminal da molécula dos inibidores na interacdc com a tripsina, como observado por
Ravichandran et al. (2001).

Os inibidores de Kunitz foram inicialmente caracterizados como cadeia polipeptidica
unica com massa molecular de aproximadamente 20kDa, correspondendo a cerca de 180
residuos de aminodcidos. Ha muito tempo, aceita-se que aqueles inibidores de massa
molecular relativamente alta em gel de eletroforese e cromatografia de excluso,
apresentam-se na forma polimérica, associados em dimeros ou tetrAmeros, cujos
mondmeros possuem uma massa molecular relativa de aproximadamente 20kDa
(Richardson, 1991; Lehle et al., 1996).

Os inibidores de Kunitz purificados e caracterizados em sementes da subfamiiia
Mimosoideae da familia Leguminosae e aqueles purificados de batatas da familia
Solanaceae s&o normalmente detectados como heterodimeros, que apresentam duas pontes
dissulfeto estabilizando a sua estrutura composta por duas cadeias, uma cadeia maior de
16kDa e uma menor de 5kDa (Batista et al, 1996; Bode & Huber, 1992). Segundo
Richardson (1991) essas duas cadeias resultam de um processamento proteolitico de um
precursor de cadeia Unica, mas as causas que determinam esta clivagem unicamente nas
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espécies da subfamilia Mimosoideae e em alguns representantes da familia Solanaceae sao
ainda desconhecidas.

Isoformas e Isoinibidores

A presenga de isoformas para os inibidores de Kunitz tem sido amplamente
divulgada, sendo a origem e o papel fisiologico em plantas pontos ainda ndo esclarecidos.
Wilson & Chen (1983) mostraram que as isoformas resuitam do processamento proteolitico
pés-traducional da regigo N e C-Terminal.

Mosolov (1895 isolou trés isoformas reativas para tripsina em sementes da
leguminosa Gleditsia triacanthos que revelaram ter alto grau de homologia em suas
estruturas primarias e compieta similaridade em suas propriedades estruturais e funcionais.
Di Ciero et al. (1998) isolaram um inibidor do género Bauhinia, da subfamilia
Caesalpinocideae que demonstrou a presenca de trés isoformas em focalizagdo isoelétrica.

Alguns métodos, como a espectrometria de massas, determinagio da sequéncia N-
terminal, eletroforese bidimensional e técnicas em biologia molecular, vém sendo
amplamente exploradas com o propdsito de caracterizar e determinar a funcgao bioldgica para
as isoformas presentes em sementes. Nao muito raro, vérios autores tém isolado e
caracterizado mais de um inibidor em uma Gnica semente, os quais podem ser designados
por isoinibidores.

Em Sotanaceae, foram detectados trés isoinibidores com 21, 22 e 23 kDa que
apresentaram homologia na seqiéncia N-terminal com outros inibidores de Kunitz, porém
diferindo em numero de subunidades e especificidade inibitdria. O inibidor de 21kDa
apresentou dupla cadeia polipeptidica, que the permitia atuar efetivamente sobre a elastase
de leuctcitos humanos e tripsina. Os inibidores de 22 e 23kDa apresentaram uma unica
subunidade e especificidade inibitdria para tripsina e proteases cisteinicas tipo papaina e
bromelaina (Valueva et al., 1997).
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ASPECTOS FUNCIONAIS

Os inibidores s@o moléculas protéicas capazes de se associarem 3 proteases,
formando complexos estequiométricos, e inibindo competitivamente todas as funcdes
cataliticas das enzimas. A regido do inibidor que entra em contato com a protease €
designada por sitio reativo, a qual compreende uma pequena sequéncia de residuos de
aminoécidos em um dominio formado a partir de uma ponte dissulfeto, caracteristica de
todos os inibidores de Kunitz.

O contato entre estas moléculas se da através de numerosas interacSes resultando
em um ajuste excelente. A determinagdo das constantes de inibicdo tem sido uma das
formas possiveis para estudar os meio de interagdo entre os inibidores e suas enzimas alvos
{Laskowski & Kato, 1980). A especificidade parece ser uma caracteristica marcante no
estudo das interacbes entre enzimas e inibidor. Ela é determinada pela termodinamica das
interagbes envolvidas e pela estrutura nativa do inibidor e da enzima (Bode & Huber, 1992).
Vale lembrar, que no universo da proteina nada é regra, e muitos inibidores de Kunitz sdo
multifuncionais.

Assim, o inibidor de mitho € capaz de inibir tanto tripsina quanto alfa-amilase. Os
inibidores de batatas inibem as serinoproteases e as cisteinoproteases (Papaina, Catepsina
D) e outras proteinas com homologia significativa para o inibidor de Kunitz, como por
exemplo: albuminas; esporamina de batata-doce e miracolina de Richardella dulcifica ndo
apresentam atividade inibitéria. Ha ainda, os inibidores bifuncionais que sdo capazes de inibir
diferentes classes de enzimas ao mesmo tempo, os inibidores de arroz e cevada apresentam
inibicdo para alfa-amilase e subtilisina. Qutros ainda inibem elastase, trombina, plasmina e
calicreina (Oliva et al., 2001).

Os inibidores compostos por duas cadeias polipeptidicas se diferenciam do classico
SBTI por apresentarem mais de um sitio reativo para proteases, evidenciando uma constante
de inibicdo relativamente baixa (107"?M). Os inibidores isolados e caracterizados em
sementes de Albizzia julibrissin, da subfamilia Mimosoideae, mostraram-se capaz de inibir
tripsina e quimotripsina em um dos sitios e elastase e quimotripsina no outro sitio reativo
(Odani et al., 1979).

Alguns inibidores de Kunitz da subfamilia Mimosoideae parecem exercer atividade
tanto sobre serinoprotease quanto sobre cisteinoprotease, aparentemente no mesmo sitio
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reativo, como tem sido observado para o inibidor de Kunitz de sementes de Prosopis juliflora,
sendo incapaz de inibir tripsina e papaina simultaneamente {Franco et al., 2002; Oliveira et
al., 2002).

Dominio de Liga¢do a Carboidrato

Um ponto sobre o aspecto estrutural e funcional dos inibidores de Kunitz tem
despertado muita atengio dos pesquisadores recentemente, sendo este a presenca de um
possivel dominio de reconhecimento para carboidrato, ocorrendo a caracterizacdo de
inibidores na forma glicosilada. Trés formas de SWTI da subfamilia Caesalpinoideae foram
atualmente definidas com o auxilic de espectrometria de massa, sendo duas formas
glicosiladas de aproximadamente 20.200kDa e uma deglicosilada de 19.016, contendo
residuos de metionina na posigéc 130 (Cavalcanti et al., 2002).

Paiva et al. (2003) e Troncoso et al. (2003) evidenciaram a presenca de dominios
nestes inibidores que sao especificos para o reconhecimento de carboidratos. A confirmacio
destas caracteristicas despontou a partir da publicagéo de um novo inibidor de tripsina em
sementes de Pelfophorum dubium, que apresentou propriedades de lectinas-iike. A presenca
de um dominio nos inibidores do tipo Kunitz, capaz de interagir com carboidratos foi
confirmada a partir de estudos de Macedo et al. (2002a) que indicaram a interacdo do
inibidor de tripsina de Dimorphandra mollis com quitina.

Essa hipdtese ganhou reforco com o artigo de Paiva et al. (2003) que usaram
cromatografia de afinidade com isolectinas de Cratylia mollis imobilizadas para purificar
inibidores de tripsina em sementes de Echhinodorus paniculatus. Esses autores ainda
confirmaram que a atividade inibitéria para tripsina mostrava-se dependente da ligagéo do
carboidrato aoc dominio de reconhecimento.

Tais descobertas podem vir a explicar diversas fungbes, até entdo, pouco esclarecida
para os inibidores de tripsina em sementes. Por ditimo, salientamos que um inibidor de
Dimorphandra mollis mostrou ser eficaz em inibir o desenvolvimento do Gorgulho
Callosobruchus maculatus e que o mesmo apresentou alta afinidade por ligar na resina de
quitina (Macedo et al., 2002a).

§ ‘j &
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ESTABILIDADE E ASPECTOS CONFORMACIONAIS

A maioria das proteinas pequenas pode ser reversivelmente desenovelada elevando-
se a temperatura, ou pela adicdo de um agente desnaturante como uréia cu cloreto de
guanidina. Diferentes indicadores da conformacgio protéica evidenciam que pelo menos dois
estados conformacionais estéo presentes em quantidades aprecidveis nas proteinas: um
estado nativo @ um estado desenovelado, que se encontram em rapido equilibrio. Contudo,
as proteinas exibem um estado adicional sob certas condigbes de desnaturacio denominado
de estado de glébulo amorfo ou fundido, onde se destaca a natureza flutuante das interacdes
de unidades da estrutura secundaria. De fato, o gidbulo amorfo é um intermediario
prontamente observavel entre as formas nativa e a desenoveladas de muitas proteinas
(Hammarstrom et al., 2001; Jaenicke, 1999).

Uma das principais caracteristicas dos inibidores de Kunitz diz respeito & presenca
de residuos de cisteinas estabelecendo pontes dissulfeto, que exercem a funcéo teérica de
estabilizar a conformacéo candnica responsével pela atividade inibitoria. A presenca de
pontes dissulfeto parece ser de suma importancia na projecéo de residuos criticos do sitio
reativo destes inibidores que irdo interagir com as proteases.

Muito ainda precisa ser esclarecido sobre o real papel destes residuos na estrutura e
atividade dos inibidores. Ramasarma et al. (1995) observaram que os inibidores de Bowman-
Birk sdo altamente resistentes a agentes desnaturantes. Porém, sua estrutura nativa e
funcional € decisivamente prejudicada na presenga do agente redutor DTT, sugerindo que a
reducido das pontes dissuifeto promove uma desestabilizagdo significativa da estrutura
terciaria sem afetar consideravelmente a estrutura secundaria.

Dois trabalhos detathando a estabilidade conformacional dos inibidores tém
demonstrado resultados interessantes. Grinberg et al. (2000) discutiram a desnaturacdo
térmica e a contribuicio das ligagbes de hidrogénio na estabilizacio do estado nativo de um
inibidor de tripsina do tipo Kunitz (KTI), encontrado em sementes de soja, utilizando o método
de calorimetria diferencial de ailta sensibilidade (HS-DSC do inglés: High-Sensitiviy
Differential Scanning Calorimetry). No mesmo ano De Souza et al. (2000) observaram os
efeitos de agentes desnaturantes na atividade inibitéria e na estabilidade conformacional do
inibidor de quimotripsina de sementes de Schizolobium parahyba da subfamilia
Caesalpinoideae. |
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Lehle et al. (1996) evidenciaram, através de mutacio sitio-dirigida, expressao,
purificacao e caracterizacgio fisico-quimica do inibidor de Kunitz recombinante de Erythrina
caffra, que as pontes dissulfeto retém a estrutura nativa da molécula de inibidor, sem ser tio
importante para a atividade inibitéria. Minuth et al. (1998) observaram que o inibidor
recombinante de tripsina de E. caffra (recSerET1), com residuo N-terminal valina substituido
por serina, apresentava propriedades estruturais e funcionais muito semethantes as do
inibidor ndo recombinado, observando, contudo, uma diminuigio da estabilidade
conformacional frente ao desenovelamento térmico e ao agente desnaturante GdnHCI.

ASPECTOS EVOLUTIVOS

Com o objetivo de esclarecer os processos evolutivos, estudos de homologia
seqlenciais da estrutura primaria dos inibidores de diferentes espécies t&m sido utilizados
(Figura 02). As relagbes filogenéticas entre inibidores s3o de interesse para varios grupos de
pesquisadores. Um conhecimento adequado dessas relagbes no caso dos inibidores de
Kunitz, encontrados em sementes de plantas de leguminosas esclareceria efou reforcaria
posicdes sistematicas estabelecidas tendo como base caracteres morfologicos.

As leguminosas (Fabaceae) sdo classificadas morfologicamente, em trés
subfamiiias: Caesalpinoideae, Mimosoideae e Papilonoideae, sendo as Mimosoideae as
mais primitivas, Papilonoideae as mais evoluidas e as Caesalpinoideae pertencentes a um
estagio intermediario de evolugdo (Cronquist, 1988). Na Figura 02 nota-se uma relagio entre
o aspecto funcional-estrutural dos inibidores de Kunitz e os grupos taxonémicos de plantas
{Mukhopadhyay, 2000).

De acordo com pesquisas realizadas sobre a estrutura dos inibidores, Norioka et al.
(1988) estabeleceram uma teoria detalhando a evolugdo nas Leguminosas. Os
representantes da Subfamilia Caesalpinoideae sao normalmente caracterizados por
apresentar, com algumas excegdes, inibidores da familia Kunitz, que normalmente s3o de
cadeia polipeptidica Gnica. Nas Mimosoideae encontram-se inibidores do tipo Kunitz sendo
estes normalmente poliméricos (Batista et al., 1996).

Esse fato sugere que ha alguma relagio entre os inibidores encontrados em
sementes de leguminosas e a evolugio da plantas. Segundo Noricka et al. (1988), as
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leguminosas primitivas inicialmente apresentavam apenas inibidor da familia Kunitz de
cadeia tinica e, ao longo da evolugao de arvores para arbustos, adquiriram inibidores do tipo
Kunitz de cadeia polimérica e aqueles de outra familia, & medida que se adaptavam ao
ambiente.

Precursor do Inibidor de Catepsina U de Batata (Sofanum tubsrosumn
Inibidor de cisteinoprotease de Batata {Solanurm tuberosum)

Precursor de Miracolin de Richadeifa dukcifica

1 Proteina Albumina Precursora 21 kDa de Theobroma cacao

’__[E inibidor de Quimotripsina de Winged bean (Psophocarpus tetragonoiobus)

Inibidor de Quimotripsina de Erythrine variegata

(IT-1A} inibidor de Tripsina de Winged bean {Psophocarpus tetragonoiobus)

{IT2} Inibidor de Tripsina de Winged bean {(Psophocarpus tetragonoiobus)

(IDE3) Inibidor de Tripsina Enythrina caffra

Inibidor de Tripsina de Adenanthera pavonica

Inibidor de Tripsina de Prosopis juliflora

Precurser do Inibidor de Tripsina de Acacia confusarosopis

Precursor do Inibidor de Tripsina de soja Glyeine max

Albumina inibidor de Subtilisina de Winged bean (P. tetragonclobus)

Precursor do Inibidor de Tripsina tipa Kunitz de soja (Glyecine max)

Sporamin, precursor o Inibidor de batata-doce (Ipomea batatis)

__{: Inibidor de: de alfe-amilase ¢ Subtlising de Cevada (Hordeum vulgare)
Inibidor de de afa-amilase e Subtiising de Armoz (Oryzia sativa)

Proteina precursora do Inibidor de Tripsina em plantas

Figura 02 - Possivel arvore filogenética dos inibidores do tipo Kunitz observados em
sementes (Adaptado de Mukhopadhyay, 2000).

FUNGOES BIOLOGICAS & APLICABILIDADES

A presenca dos inibidores em plantas, ha muito tempo, tem atraido a atengdo de
muitos pesquisadores. O interesse observado foi inicialmente baseado na aceitacdo de que
os inibidores de proteinases sdo parcialmente responséveis pelo baixo valor nutritivo dos
alimentos, frutos e sementes que apresentam tais substancias.
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As demais pesquisas sobre os inibidores deram origem a vérios artigos, abordando a
sua distribuicdo, propriedades fisicas e quimicas, biossintese e degradacdo na planta, bem
como seus efeitos nutricionais em animais. Parte significativa dessas investigacbes, ndo
obstante os diferentes enfoques convergem para o mesmo objetive — o de esclarecer o
significado fisiolégico da ocorréncia e da ampla distribuicdo dessas moléculas entre os seres
vivos {Silva et al., 2001).

As dificuldades na determinacao do significado fisiolégico dessas proteinas parecem
sugerir a possibilidade dos inibidores exercerem uma multiplicidade de papéis. Entre as
fungbes biologicas propostas para os inibidores, incluem o envolvimento nos processos de
regulagio de proteases endoégenas, atuacio como proteinas de reserva entre outras
(Richardson, 1991).

Uma das fungbes mais atrativas dos inibidores é a atuacio no mecanismo de defesa
de plantas contra o ataque de patdgenos e herbivoros. Dados relatando possiveis papéis,
antifingico e antimicrobiano para os inibidores de tripsina, vém sendo cada vez mais
detathados (Lorito et al., 1994). O levantamento de mais particularidades funcionais e
esiruturais sobre os inibidores de Kunitz, muito contribuiré na construgio de substratos
sintéticos baseados nessas moléculas de origem vegetal, para o estudo cinético e funcional
de proteases envolvidas em processos biologicos vitais.

Estudos recentes sugerem que os inibidores de proteases atuam como agentes
anticarcinogénicos, prevenindo e suprimindo tumeres cancerigenos no célon, na mama e em
prostata. A associagao de sementes ricas em inibidores de proteases com a prevengdo de
cancer humano vém estimulando a discussdo da possivel ag¢do dos inibidores como agentes
quimopreventivos para o céncer (Kennedy, 1998; Ohba et al., 1998).

PERDAS NA PRODUGAO DE GRAOS

A populagao mundial tem expandido assustadoramente durante as Ultimas décadas
e um desafio emerge com a necessidade de aumentar a produgdo da agricultura mundial
para satisfazer a demanda progressiva da populago. A situacgo fica ainda mais complicada
ao considerar que 60% da populacdo mundial tem toda sua alimentag&o concentrada em
quatro produtos basicos: trigo, milho, arroz e feijio.
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Nos paises em desenvolvimento, a caréncia de proteinas de origem animal
apresenta-se como o pivd motivador de pesquisas sobre a natureza de proteinas vegetais.
Com o crescimento desenfreado da populagdo mundial, sera necessario multiplicar o
suprimento de proteinas, principalmente, aquelas de origem vegetal, que passam a
desempenhar um papel de grande importancia como fonte de aminoacidos (Hilder & Boulter,
1999).

Em muitos paises em desenvolvimento, inclusive ¢ Brasil, as proteinas de plantas ja
constituem a principal fonte de aminoacidos na dieta de populagdes menos favorecidas, onde
variedades de feijao (Vigna unguiculata e Phaseolus vulgaris) sao os graos que representam
uma grande parte da fonte protéica na alimentagido humana e de animais {Duranti & Gius,
1997).

Uma grande parte da produgdo destes graos € perdida durante o armazenamento
por causa de danos ocasionados por diversas pragas, principalmente por insetos designados
por Caruncho ou Gorgutho (Callosobruchus maculatus) que representam a principal praga
durante o armazenamento destes feijdes (Macedo et al., 2002a; 2002b). Em periodos
severos de infestacdo, a perda destes feijdes amrmazenados apds colheita, pode atingir até
100% em seis meses, devido ao ataque do bruquideo (Hall et al., 1997).

MECANISMO DE DEFESA DE PLANTAS

Diferente dos animais, as plantas ndo possuem um sistema imunolégico para a sua
defesa contra microrganismos e demais pestes patogénicas. Entretanto, devido a sua
imobilidade absoluta, as plantas ndo podem evitar ou escapar do ataque destas pragas.
Assim, elas tém realmente um outro sistema de defesa o qual puderam desenvolver no curso
de sua evolugio.

As plantas apresentam um arsenal de defesa contra ataques de insetos e
microrganismos, dentre estes, as proteinas sdo consideradas armas poderosas, e cresce
progressivamente 0 ndmero de artigos que investigam o papel das proteinas de reserva
(lectinas, inibidores de proteases) no mecanismo de defesa de plantas (Oliveira et al., 2002;
Macedo et al., 2002a; 2002b). No acirrado combate estabelecido entre vegetais, insetos e
microrganismos causadores de doengas, os inibidores de proteases sdo considerados uma
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arma eficaz, constitutivamente expressa pelos vegetais, para antecipar um ataque por
patbégenos e predadores.

Em plantas, os inibidores de proteases atuam, aparentemente, em duas direcdes,
regulando a atividade de proteases endégenas e suprimindo a atividade de proteases
exdgenas de patdgenos e herbivoros predadores. A hipétese de que os inibidores estio
envolvidos no mecanismo de defesa contra insetos foi primeiramente sugestionada por
Green & Ryan (1972).

Dois artigos recentes de Oliveira et al. (2002) e Macedo et al. (2002a), voltaram a
discutir este assunto polémico iniciado na década de oitenta e cercado de varios conflitos e
interesses sobre o papel dos inibidores de tripsina de sementes no mecanismo de defesa de
plantas. Gatehouse (1979) sugeriu que a resisténcia em cultivar de feijdo-de-corda (TVu
2027) ao ataque do gorgulho (Callosobruchus maculatus) era devido a alta concentragao de
inibidores de serinoproteases. Essa hipotese recebeu expressivo reforgo quando Ryan
(1981) conseguiu isolar um polipeptidio sinalizador denominado por fator indutor de inibidor
de protease (PIIF), liberado no local do ferimento.

Esse fator € altamente ativo e capaz de desencadear a reaggo de estresse em folhas
de varias plantas (tomateiro, batata e tabaco), acumulando inibidores de proteases que
atuam contra as injdrias provocadas pelo ataque de insetos. Os desencontros na literatura
iniciam quando Xavier-Filho et al (1989) deflagram, a partir de um minucioso estudo,
comparando trés cultivares resistentes com trés cultivares suscetiveis quanto aos niveis de
inibidores e performance do Gorgulho nas sementes.

Neste estudo sugere-se que nenhum dos inibidores estudados (de tripsina, de
quimotripsina, de subtilisina e de papaina) seriam responsaveis pela tal resisténcia
observada para o cultivar de feijao-de-corda (TVu 2027), uma vez que, os cultivares
suscetiveis apresentaram teor comparavel de inibidores. Estes resultados n&o descartaram a
possibilidade de que os inibidores desempenhariam um papel de protegdo, mas indicaram
que no desenvolvimento da resisténcia ao ataque dos insetos em questao, fatores outros que
nao apenas os inibidores estariam relacionados (Xavier-Filho et al., 1996).

Os inibidores de Kunitz tém sido largamente administrados em dietas artificiais
inibindo o desenvolvimento e crescimento de larvas de insetos de Leptdopteras e
Coleopteros (Figura 03). Varios artigos demonstraram a atividade inibitéria in vitro das
proteases observadas em diferentes classes de insetos. E provavel que o mecanismo de
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acéo dos inibidores ocorra através de uma inibigdo competitiva, bloqueando parcialmente a
protedlise.

A ingestao desses inibidores nao eliminaria por completo a digestéo proteolitica no
intestino médio dos insetos. Tem-se na verdade, uma hiperproducido desordenada de
proteases digestivas para compensar o efeito da inibigdo, ocasionado & deficiéncia de
aminoacidos na sintese de outras proteinas, afetando assim o crescimento e o
desenvolvimento larval destes insetos (Broadway & Duffey, 1988; Markwick et al., 1995;
Ceciliane et al., 1998; Gatehouse et al., 1993; Johnson et al., 1995; Shewry & Lucas, 1997).

Muitos insetos que se alimentam de sementes, como por exemplo, aqueles da
familia Bruquideae dos Coleopteras utilizam principalmente proteases cisteinicas e
asparticas na digestao das proteinas, desta forma, muitos pesquisadores tém demonstrado
especificamente neste grupo de insetos, que os inibidores de tripsina tipo Kunitz nao
poderiam apresentar um papel na defesa de vegetais contra os Coleopteras (Xavier-Filho &
Coelho, 1980; Gatehouse et al., 1985; Kitich & Murdick, 1987).

Figura 03 — Exemplos de algumas pragas economicamente importantes. A esquerda
observa-se o Gorgulho Callosobruchus maculatus e a direita tem-se o inseto Lepdotptero
Anagasta Kuehniella.
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As pragas encontraram diversas maneiras de evitar os efeitos negativos dessas
proteinas de defesa em suas plantas hospedeiras como o uso de proteases para as quais a
planta ndo tem inibidores, a degradagio proteolitica dos inibidores e a ocorréncia de
mutacdes, conferindo as proteases dos insetos maior resisténcia, sem a perda da sua
atividade catalitica (Jongsma & Bolter, 1997).

Embora muitos pesquisadores estejam investigando os efeitos desses inibidores
como um mecanismo de defesa de plantas, muito ainda precisa ser esclarecido. Primeiro, os
inibidores de proteases encontrados em sementes s3o efetivos in vitro contra algumas das
enzimas digestivas encontradas no trato intestinal de insetos (Ceciliani et al., 1997) ou como
dieta artificial (Oliveira et al., 2002; Macedo et al., 2002a), mas ainda falta ser demonstrado
se estes inibidores servem como defesa das sementes in vivo.

Segundo, a eficacia destes inibidores depende da compatibilidade estrutural do
inibidor com a protease do organismo alvo, visto que existem insetos que possuem proteases
serinicas que nao sdo suscetiveis aos inibidores; das condigdes fisiolégicas internas do
intestino (pH); da qualidade da dieta deste inseto, ou seja, a concentragio do inibidor e a
constante de interacdo deste com a protease; e por fim da habilidade dos insetos de se
adaptarem a inibigdo das proteases pela modulagdo da expressio do gene da protease
(Broadway, 1995; Oppert et al., 1993; Christeller et al., 1992).

Dois artigos recentes (Oliveira et al., 2002; Macedo et al., 2002a) demonstraram
efeitos negativos no desenvolvimento larval do Gorgutho Callosobruchus maculatus sob
alimentagao artificial com inibidores de tripsina tipo Kunitz. Oliveira et al. (2002) propde que o
efeito deletério sobre este inseto esteja relacionado com uma possivel atividade de
cisteinoproteases para o inibidor de Kunitz.

Macedo et al. (2002a) tém associado os efeitos de resisténcia ao desenvolvimento
larval do Gorgulho ao fato destes inibidores de Kunitz reconhecer e se ligar a polissacarideos
do tipo quitina encontrado no intestino médio destes insetos diminuindo a absorgdo de
nutrientes. Ao que tudo indica, varios fatores devem ser levados em consideracéo ao avaliar
os efeitos negativos dos inibidores de Kunitz sobre esses insetos.

19



il. OBJETIVOS

il. OBJETIVOS

Varias familias de inibidores ja foram descritas e estudadas sobre diversos aspectos. Os
inibidores de serinoproteases (iripsina), na atualidade, sd3o os mais estudados, principaimente, em
sementes de Leguminosae, em virtude da sua provavel influéncia no valor nutritivo destas sementes
entre outras atividades fisiologicas. Contudo, esparsos s@o os dados sobre os inibidores de tripsina
em plantas do Cerrado. Assim, esta tese teve por objetivos:

» Realizar a caracterizagdo estrutural das isoformas do inibidor CTi purificado de sementes de
Copaiba, estabelecendo os pontos isoelétricos e quantidades de isoformas através de eletroforese
bi-dimensional e espectrometria de massas, caracterizando a composigao global de aminoacidos e
realizando um alinhamento da regido N-terminal das subunidades de CTIl determinando e
comparando as massas dos peptideos gerados por digestdo triptica das isoformas das
subunidades do inibidor CTI por espectrometria de massa (MALDI-TOF);

» Determinar a estrutura primaria do inibidor de tripsina CTl-1 de sementes de Copaifera langsdorffii
utilizando como plataforma experimental gel de eletroforese de duas dimensdes e espectrometria
de massa (MALDI-TOF e ESI-QTOF) e realizar um estudo comparativo de homologia seqiiencial
com outros inibidores do tipo Kunitz da literatura;

> Obter cristais da proteina purificada e determinar o modelo da estrutura tridimensional do inibidor
CTI por biocristalografia, por intermédio da colaboragéo interdisciplinar, esclarecendo aspectos
instigantes que ajudaram a compreender em parte o comportamento bioquimico desses inibidores;

> Entender os padrbes comuns, do ponto de vista da estrutura primaria e tridimensional, e
correlacionar regides eletronicamente ativa que definem particularidades funcionais do inibidor
CTI, determinando as constantes de inibigdo para a enzima tripsina e verificando se os residuos de
aminoacidos existentes nos sitios reativos séo efetivamente funcionais;

» Realizar um estudo minucioso da estabilidade estrutural e funcional do inibidor CTl, verificar a
acao de agentes caotropicos, (uréia e cloreto de guanidina), do agente redutor (DTT) e sob
variadas condicbes de pH em temperaturas diferentes, através de gel de eletroforese, ensaios
cinéticos, cromatografia de gel filtragdo, dicroismo circular e fluorescéncia como técnicas de
monitoramento de alteragbes na estrutura secundaria e terciaria.
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A PLANTA - SEMENTE DE COPAIBA (Copaifera langsdorffii)

Copaifera langsdorffii Des., vulgarmente conhecida por Copaiba ou Oleo-de-copaiba
(Figura 04), € uma leguminosa da Subfamilia Caesalpinoideae tipica do cerrado ou de areas
de transicéo entre o cerrado e florestas latifoliadas semideciduas. Essa planta apresenta
uma ampla distribuicdo geografica, ocorrendo principalmente nos estados de Sao Paulo e
Mato Grosso do Sul. Alcangam uma altura de 10-15 metros, com tronco de 50 a 80 cm de
didmetro, folhas compostas pinatifidas, com 3-5 foliolos alternos ou opostos, de 4-5 cm de
comprimento (Lorenzi, 1992).

Figura 04 - Arvore e semente de Copaifera langsdorffii (Lorenzi, 1992).
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A arvore é majestosa e elegante, além de proporcionar é6tima sombra, pode ser
utifizada com sucesso no paisagismo e, em geral, sdo Uteis para plantios em areas
degradadas de preservagéo permanente (Lorenzi, 1992). Essa planta chama muita atengdo
por fornecer o balsamo ou 6leo, produto de interesse comercial; um liquido transparente e
terapéutico, que € a seiva extraida mediante a aplicagdo de furos no tronco até atingir o
cerne. Paiva et al. (1998) analisaram os efeitos deste élec na protegdo confra danos
gastricos ocasionados por etanol e stress, e sugerem que este fradicional remédio
apresenta-se como um potencial gastroprotetor.

Normalmente floresce durante os meses de dezembro a margo. Os frutos
amadurecem durante os meses de agosto a setembro, com a planta quase totalmente
despida de folhagem. Suas sementes s&o duras e envolvidas por um arilo amarelo, servindo
de alimento para muitos passaros, que atuam como dispersores dessas sementes (Lorenzi,
1992). Pesquisas nos bancos de dados revelam auséncia de estudo das proteinas de
sementes de Copaifera langsdorffii. As sementes de Copaiba foram coletadas na regido de
Trés Lagoas, no Estado de Mato Grosso do Sul.

O inibidor CTl foi purificado de farinha de sementes de Copaiba através da extragéo
em tampéo fosfato de potassio pH 7,6, NaCl 0,2M, seguido de precipitagdo com sulfato de
ambnio e cromatografia em coluna de afinidade Sepharose-Tripsina como descrito por Silva
et al. (2001).

REAGENTES

Todos os reagentes utilizados no presente trabalho apresentam grau analitico. DTT,
iodoacetamida, fosfato de sodio dibasico foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO); éacido triflucroacético (TFA) da Fluka Chemical Corp. (Milwaukee, WI); tripsina
modificada, clostripaina and endoproteanase Glu-C de Staphylococcus aureaus (todas grau
de sequéncia) foram obtidas da Promega, Madison, WI, U.S.A. Acetato de aménio,
bicarbonato de aménio, fosfato de sodio, acido acético glacial, acetonitrila, € metanol foram
adquiridos da Mallinckrodt Baker, Inc. (Phillipsburg, NJ). Todos os procedimentos de
extracao e purificagao do inibidor estdo descritos em Silva et al. 2001.
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IV. METODOS

A metodologia foi descrita considerando cinco aspectos que serdo apresentados na
forma de resultados obtidos seguidos de uma discussdo relacionando caracterizagdo
estrutural das isoformas, sequenciamento de uma das isoformas de CTI, cristalizagdo e
determinagdo da estrutura tridimensional, caracterizagcado funcional e caracterizagdo da
estabilidade conformacional do inibidor CTl. Em alguns momentos, foi necessério
acrescentar a descricdo metodologica, uma breve fundamentagdo tedrica sobre algumas
técnicas quimicas e biofisicas atuais de forma delinear os aspectos mais elementares. Para
maiores informagoes € fortemente recomendado que a literatura referenciada seja
consultada.

01. CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL DAS ISOFORMAS DO INIBIDOR DE TRIPSINA CTI

REDUCAO E CARBOXIMETILAGCAO DAS SUBUNIDADES DE CTI

Uma quantidade aproximada de 3 mg das subunidades de CTI provenientes da
cromatografia de fase reversa (HPLC) foi dissolvida em tampao de redugdo (Guanidina 6M,
Tris 0,6M, EDTA 0,1M) e adicionada uma solugdo de DTT a concentragio final de 5mM
incubando-se a amostra por uma hora sob atmosfera de nitrogénio. A proteina reduzida foi
carboximetilada com iodoacetamida 0,1 M por trés horas a temperatura ambiente. A
dessalificagao da amostra foi realizada em Sephadex G-25 equilibrada em acido acético 1,0
M. Os tubos contendo proteinas, monitoradas a 280 nm, foram liofilizados e utilizados para a
determinacgéo da composicio de aminoacidos e da estrutura priméria da regiao N-terminal.

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA — TRICINA

Um gel de eletroforese SDS-Tricina foi usado para verificar e diferenciar o perfil da
massa molecular das subunidades de CTl cromatografadas em coluna de fase reversa C18.
O método utilizado foi essencialmente aquele descrito por Shagger et al. (1987) com
modificagdes, para detectar proteinas de baixa massa molecular.
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O gel de poliacrilamida foi preparado a partir de uma solugao estoque de acrilamida -
bisacrilamida (49.5%T; 3%C) e tampao para gel (buffer gel). O gel de corrida foi composto de
4,0 g de glicerol 89%, em 10 mL de tampéo para gel (Tris-HCI, 3 M, SDS 0,3%, pH 8,43),
PSA 0,025% (100 mg/mL), 6,1 mL de solugao estoque e TEMED 0,05%, em volume final de
30 mL para cada gel. O gel de separacéo (spacer gel) foi preparado com tampao de gel 10
mL, solugdo estoque de acrilamida 10 mL para um volume final de 30 mL com &agua
desionizada.

Apés a polimeralizagdo por 12 horas, os géis de corrida e separagdo foram
adicionados simultaneamente entre as duas placas de vidro (sistema duplo de placas SE 250
Mighty Small - Hoefer Scientific Instrumentos, San Francisco, USA) devidamente limpas com
alcool, o gel superior foi confeccionado usando 1,0 mL de solugédo estoque de acrilamida em
3,1 mL de buffer gel, 100 pL de PSA (100 mg/mL) e 0,1 % de TEMED, em um volume final
de 12,5 mL.

As amostras (10 a 50 pg de proteinas) foram dissolvidas em tampdo de amostra
comercial (sample buffer, Laemmli - Sigma). No caso das amostras reduzidas, foi empregado
DTT (100 mg/mL) no mesmo tamp&o e, em seguida, aplicado no volume maximo de 15 pL. A
corrida eletroforética foi desenvolvida a temperatura ambiente, em tampao catodo Tris-HCI
0,1 M/ SDS 0,1 % pH 8,25 e tampao para o &nodo Tris-HCI 0,2 M pH 8,9, com duragéo
aproximada de 7 horas sob corrente de 25 mA.

Ap6s a corrida, o gel foi retirado das placas e colocado em uma solugdo contendo
coomassie blue R-250 0,25% em metanol, acido acético e agua (40:10:50, v:v), para
coloragéo das proteinas. A descoloragdo do gel, para remogdo do excesso de corante e
visualizag&o das bandas de proteinas, foi efetuada por lavagem na mistura de metanol, acido
acético e agua (40:10:50, v:v).

DETERMINACAO DA SEQUENCIA N-TERMINAL DE AMINOACIDOS

Degrada¢cao automatica de Edman

Este método foi utilizado para a determinagio da porgdo N-terminal do inibidor. O
sequenciador automatico de proteinas e peptideos usa a técnica de degradagdo de Edman
(Edman & Begg, 1967) para remover e identificar aminoacidos a partir da porgio N-terminal

de um polipeptidio (Figura 05). Apés a ativagdo de um filtro composto de papel e fibra de
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vidro, a proteina é covalentemente unida a este suporte e, em seguida, colocada na camara
de reacgdo. Depois de cada ciclo degradativo, o aminoacido N-terminal é removido da cadeia
polipeptidica na forma p7 3 derivada de anilinotiazolinona (ATZ). O ATZ aminoacido é
automaticamente transferido para uma segunda camara de reagao, onde ocorre a conversao
para um derivado mais estavel, na forma de feniltioidantoina do correspondente aminoéacido
(PTH). O PTH aminoacido é transferido para um sistema de cromatografia liquida de alta
presséo onde a identificacdo é realizada em comparagdo a uma cromatografia de um padréo
de PTH aminoacidos.
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Figura 05 - Esquema simplificado do sequenciamento N-terminal dos residuos de
aminoacidos de um polipeptidio a partir da Degradagdo de Edman. A identificacdo é
realizada por cromatografia de fase reversa em HPLC em comparagao com um padrao.
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Reagentes e tampé&o s&o transferidos para a camara de reagio e conversido por
controle automatico através de um micro processador, permitindo seqiiéncias automaticas
em alta sensibilidade entre 10 - 500 picomoles de proteinas ou peptideos. Os reagentes
utilizados foram: R1, 5 % fenilisotiocianato (PITC) em n-heptano; R2, 12.5 % trimetilamina
(TMA) em agua; R3, acido trifluoroacético (TFA), com 0.002 % de ditiotreitol (DTT); R4, 25 %
TFA em agua com 0.01 % DTT; Rb5, acetonitrila, com 0.001 % DTT; S1 n-heptano; S2,
etilacetato; S3, 1-clorobutano; S4, 20 % acetonitrila em agua.

Aplicagdo da amostra

15 ug das subunidades de CTI reduzidas e carboximetiladas foram ressuspensas em
30 uL de solugdo de TFA 0,1 M e aplicados ao seqiienciador para que fosse obtida a
seqgiiéncia de aminoacidos da regido N-terminal.

Pesquisa da Homologia Seqiiencial

A seqiiéncia N-terminal das subunidades de CTI foi pesquisada, quanto sua
homologia com outros inibidores de seqiiéncias conhecidas usando os servigos eletronicos
BLAST - NCBI (Altschul et al., 1990) e BLITZ EMBL (Collins & Coulson, 1990).

ESTUDO DA COMPOSICAO DE AMINOACIDOS

15 ng das subunidades de CTI reduzidas e carboximetiladas foram dissolvidas em
agua e acetonitrila (1:1, v/v) e transferidas para tubos de reagdo em um volume de 20 pL.
Estas foram colocadas dentro do frasco de reagdo, o qual possui tampa especial para
conex&ao com o sistema de vacuo e atmosfera de nitrogénio que foram submetidas a hidrolise
acida e a derivatizacgéo.

Hidrélise Acida

A hidrolise foi efetuada colocando-se no fundo do frasco de reagso 200 uL de uma
solugéo de HCI 6 M Fenol 0,1% para evitar a formagao de clorotirosina. Deve-se evitar que o
acido caia dentro dos tubos de reagdo. Em seguida foi feito vacuo proximo 1-2 Torr até o
inicio do borbulhamento do HCI. Fechado o vacuo deixou-se entrar nitrogénio (SS — Ultra
puro) por 5 segundos. Repetiu-se essas etapas 3 vezes, sendo a Ultima o vacuo mantido até
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1 Torr, fechando o frasco de reagdo e levando-o até o forno para hidrolise a 106 °C por 24
horas. ApOs este periodo, os tubos de reagdo foram resfriados a temperatura ambiente,
sendo as paredes dos tubos de reacdo lavados e estes transferidos para um frasco de
reacdo limpo. O contetido dos tubos foi mantido a vacuo até 65 mTorr para secagem das
amostras hidrolisadas.

Derivatizagao

As amostras hidrolisadas foram ressuspensas em 20 yL de uma solucéo de metanol
trietilamina (2:2:1, v.v). Subseqiientemente, os tubos de reagdes foram agitados,
centrifugados e colocados para evaporar sob vacuo até a leitura de 65 mToor. Este
procedimento foi realizado por trés vezes para remover sais que poderiam estar adsorvidos
nos aminoacidos.

O PITC foi removido com a utilizacdo de metanol, trietilamina e feniltiocianato na
relagado 7:1:1:1 (v/v), sendo adicionado 20 pL a cada tubo de reacdo e deixados a
temperatura ambiente por um periodo de 30 minutos. Ap6s isso, as amostras foram secas a
vacuo até a leitura de 50 mTorr para a completa remogao de todo o PITC. Cada amostra foi
dissolvida em 50 pL de uma solugéo de 0,4 mM fosfato de sédio pH 7,4 acetonitrila 5%.

15 pg de amostra, apds hidrolise e derivatizagio, foram aplicados a uma coluna C18
para cromatografia de fase reversa em sistema HPLC a fim de realizar a analise dos PITC
aminoacidos, através de um gradiente linear de 20,5 minutos de 0 a 100 % de acetonitrila
(60) % durante a corrida. A identificagao de cada aminoacido foi feita através de uma corrida
padrao de PITC aminoacidos.

ELETROFORESE BIDIMENSIONAL E ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Algumas estratégias amplamente utilizadas nos estudos de proteoma foram
importadas para a quimica de proteina, com o objetivo de caracterizar os pormenores das
isoformas para o inibidor CTI purificado de sementes de Copaiba. Entre elas estio a
eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE), a espectrometria de massas
e a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas.
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Focalizagao Isoelétrica (Primeira Dimenséo)

40 pg de cada subunidade de CTI, obtidos diretamente da cromatografia de fase
reversa, foram solubilizadas em solugdo 50 mM Tris-HCI (pH 8,8), 100 mM DTT, 0,5 % SDS.
Essa solucéo foi aquecida a 95°C por § minutos e adicionada a solucio contendo 8 M uréia,
4 % CHAPS, 70 mM DTT, 0,8 % ampholinas (IPG buffer, pH 3-10 nao linear, Amersham
Pharmacia Biotech) mais 0,005 % azul de bromofenol.

Apbs a agitagdo por um minuto, adicionou-se 2 mL de 6leo mineral (“Fluid Cover”,
Amersham Pharmacia Biotech) as fitas IPG para se evitar a evaporagio dos reagentes
durante a rehidratacdo. As fitas IPG de 18 cm com gradiente de pH 3-10 nao linear foram
rehidratadas no aparato para a focalizagdo isoelétrica (IPGphor, Amersham Pharmacia
Biotech) durante 14 horas, em temperatura ambiente.

Nos estagios de focalizacgao isoelétrica, utilizou-se diferente voltagem durante 1 hora,
indicando o primeiro (150 V), o segundo (350 V) o terceiro (500 V) e o quarto estagio (1000
V). No quinto estagio utilizou-se 5000 V, por 12 horas, ou até atingir 60 kVh. Apés a
focalizacio isoelétrica, as fitas IPG foram lavadas com agua bidestilada (ddH20) e
equilibradas em duas solugées redutoras de pontes de dissulfeto.

A primeira solugdo de equilibrio era composta por 50 mM Tris-HCI (pH 6,8), 6 M
uréia, 30 % (v/v) glicerol, 2 % SDS e 2 % DTT. A segunda solugio era composta por 50 mM
de Tris-HCI (pH 6,8), 6 M uréia, 30 % (v/v) glicerol, 2 % SDS, 2,5 % iodoacetamida e 0,05 %
azul de bromofenol. As fitas IPG foram equilibradas por 12 minutos em cada solugao.

SDS-PAGE (Segunda Dimensao)

A segunda dimensao da eletroforese foi feita em um gel de poliacrilamida vertical
homogéneo, com sistema descontinuo, conforme descrito por Laemmli (1970) e modificado.
O gel foi preparado com 12,5 % bis-acrilamida (37, 5:1, m:m), 1,5 M Tris (pH 8,8), 0,1 %
persulfato de aménia, e 0,05 % TEMED. Apés o equilibrio as fitas IPG foram colocadas sobre
o gel da segunda dimensdo e cobertas com uma solugao de agarose 0,5 % em tampao Tris-
glicina (Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM e /SDS 0,1%).

O tampdo de corrida utilizado foi Tris-glicina. A separagéo eletroforética das
proteinas foi feita a 10 °C, em cuba SE 600 (Amersham Pharmacia Biotech). Na primeira
etapa, utilizou-se 90 V fixos durante 30 minutos e na segunda etapa, 30 mA por gel, durante
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aproximadamente 3-4 horas. Em seguida, os géis foram lavados em agua bidestilada por 5
minutos e as proteinas foram entao coradas com prata.

Coloragao das Proteinas por Impregnag¢ao com Prata

A coloragao das proteinas foi efetuada segundo Blum et al. (1987) com modificacoes.
As solugbes foram preparadas imediatamente antes do uso e utilizadas seqliencialmente,
conforme descrito a seguir. Solugdo fixadora (metanol 50 %, acido acético 12 % e
formaldeido 0,028%) por 12 h; 50/5 etanol, 3 x 20 min; solugdo de sensibilizagdo (0,2/5
tiossulfato de sodio) por 1 min. Agua bidestitada 3 x 20s; solugdo de impregnagao (nitrato de
prata 0,2 %, formaldeido 0,028 %) por 20 min; agua bidestilada 3 x 20s; solugéo reveladora
(carbonato de sédio 6 %, tiossulfato de sédio 0,4 %; formaldeido 0,018 %) até o
aparecimento dos spots e solu¢ao de paralisagao (5 % acido acético) por 10 min.

Digestao triptica das isoformas das subunidades de CTI

Os seis spots derivados do gel de eletroforese SDS-PAGE 2D das subunidades CTI-1
e CTI-ll foram submetidos a digestdo com tripsina e as massas dos peptideos foram
analisadas por espectrometria de massa. Apods a eletroforese, as proteinas foram coradas
com coomassie blue R-250 (Bio-Rad), metanol 50 % e acido acético 10 % e descorado com
metanol 40 % e acido acético 10 %. |

A digestao triptica das proteinas no gel foi efetuada com modificagdes dos métodos
descritos por Rosenfeld et al. (1992) e Jend et al. (1995). Acetonitrila 100 % foi adicionado
por duas vezes aos fragmentos do gel, contendo as proteinas de interesse, e incubado por
10 minutos sendo posteriormente evaporada utilizando um evaporador rotativo Speed Vac
Plus, (Savant).

Os fragmentos acima tratados foram imersos em uma solugdo de tripsina 250 pg/mL”
! em bicarbonato de aménio 50 mM e incubados por 40 minutos no gelo, sendo em seguida
colocados em banho-maria por 12 horas. A agdo da tripsina foi bloqueada com uma solugao
de acetonitrila 50 % e acido formico 5 %. Acrescentou-se entdo bicarbonato de aménio 20
mM e incubou-se por 30 minutos. Os peptideos foram retirados da matriz de acrilamida com
trés lavagens de 10 minutos com acetonitrila 50 % e acido férmico 5 %. Os peptideos
extraidos e armazenados foram, posteriormente, sonicados por 10 minutos e 0 excesso de
acetonitrila evaporado no Spped Vac Plus (Savant).
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Espectrometria de massas das subunidades de CTI

Determinacéo da Massa Acurada das Isoformas

A espectrometria de massas foi utilizada para realizar a determinagio acurada da
massa molecular do inibidor CTl, de forma a compreender melhor a organizacido das
subunidades de CTI. A massa molecular das subunidades de CTI foi determinada usando
espectrometro Voyage-RP (PerSeptive Biosystems, USA) matrix-assisted laser desorption
and ionization timt-oh-flight mass spectrometer (MALDI-TOF-MS). A calibragdo externa foi
feita com albumina bovina. A leitura das massas de peptideos foi realizada no LAQUIP,
UNICAMP.

As amostras foram dissolvidas com a fase mavel (acetonitrila: H,0, 1:1) e injetadas
com uma bomba de perfusdo a um fluxo de 5 ul/min. Para tais analises, utilizou-se como
matriz o acido a-ciano-4-hidroxicinnamico. A fase movel foi acidificada com formato a 0,5 %
para os experimentos realizados no modo positivo. Os experimentos no modo negativo foram
realizados com uma outra fase mével (H,O: Propanol e amdnia 1%, 1:1).

As amostras analisadas foram diluidas para obter-se uma concentragso entre 20 e
30 pmoles/ul. As otimizagdes dos parametros para as aquisicdes dos dados da proteina pura
foram realizadas, a uma resolugéo de 2Da a meia altura do pico. A aquisicio dos dados foi
verificada pela programacéo do monitoramento MS1 sobre a amplitude de massa de 1100 a
2500 m/z a 10 segundos / esquadrinhamento com um retardo de leitura de 0,1 segundos e
coletando-se dados de 10 esquadrinhamentos.

O instrumento foi calibrado com BSA (albumina bovina sérica) a uma amplitude de
900 a 2500 m/z de acordo com as especificacdes do manual no modo de esquadrinhamento
ou estatico. Todos os espectros obtidos tanto no modo negativo como positivo, foram
elaboradas utilizando-se o pacote de programas da MASSA-LINX.

Determinacéo de Residuos de Cisteinas

A reducao e S-carboxiamidometilagdo da proteina CTI foi usada para se determinar
as pontes dissulfeto. A redugdo das pontes dissulfeto da proteina foi realizada utilizando-se o

composto DTT dez vezes a razdo molar do nimero de meia cistina esperada para os
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inibidores do tipo Kunitz, em tampao bicarbonato de aménio (pH 8,0), por trinta minutos a
37°C. A S-carboxiamidometilagao foi realizada com iodoacetamida 5 vezes a razdo molar do
nimero de grupos tidis, no escuro por uma hora. A proteina reduzida, S-
carboxiamidometilada e reduzida e carboxiamidometilada foi dessalificada por precipitagdo
por etanol e acetona. O precipitado resultante foi concentrado em Speed Vac Plus. Cada
mistura foi dissolvida em 0.1 % de TFA e analisada por espectrometria de massa MALDI-
TOF.

Espectrometria de massa dos digestos a partir do gel de duas dimensoes

Um décimo do volume dos peptideos extraidos e armazenados foi purificado usando
Zip Tip C18 (Millipore) e misturado com de acetonitrila 60 % e acido trifluoroacético 0,1 %
(TFA). As amostras foram misturadas na proporgao 1:1 com a matriz a-ciano (CHCA), e
aliquotas de 1 pL foram aplicadas na placa de leitura do espectrdmetro Voyager™
Biopectrometry (Applied Biosystems) operando em modo refletor positivo.
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02. DETERMINACAO DA ESTRUTURA PRIMARIA DO INIBIDOR DE TRIPSINA (CTI)

CONCEITOS FUNDAMENTAIS DE ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas tem sido uma ferramenta indispensavel na quimica de
proteinas. As moléculas ao serem analisadas s3o inicialmente ionizadas. Quando as
moléculas, agora carregadas, s&o introduzidas em um campo elétrico e/ou magnético, suas
trajetorias através do campo s@o uma fungdo de sua razao massal/carga, m/z (Figura 06).
Esta propriedade mensuravel das espécies idnicas pode ser usada para deduzir com grande
precisao a massa (M) da substancia a ser analisada (Siuzdak, 1994; Andersen et al., 1996;
Bischoff & Luider, 2004).

Embora a espectrometria de massas esteja em uso ha varios anos, ela nao podia ser
aplicada & macromoléculas como proteinas e acidos nucléicos. As determinacdes de m/z sdo
feitas em moléculas na fase gasosa e o calor ou outro tratamento necessario para levar uma
macromolécula para a fase gasosa, geralmente causava sua rapida decomposicdo. Em
1988, duas técnicas diferentes de ionizacao foram desenvolvidas para superar essa
dificuldade (Andersen et al., 1996; Siuzdak, 1994).

miz= (M+3HY3 miz= (M+H)

[ty
[ l

miz= (M +aH)4 miz= (M+2HY2

(3] | -

Figura 06 - Esquema simplificado de ionizacdo de uma macromolécula protéica. A proteina

pode receber diferentes numeros de proétons, resultante em cargas distintas. Abaixo,

visualizago do espectro de massa de uma mesma proteina ionizada com cargas diferentes.
| 32



V. METODOS

A espectrometria de massas fornece uma abundante informagdo para a pesquisa
protedmica, para a enzimologia e para a quimica de proteinas em geral. A vantagem desta
técnica relaciona-se com a pequena quantidade de amostra necessaria no experimento, de
modo que podem ser facilmente aplicadas a pequenas quantidades de proteinas extraidas
de geéis de eletroforese bidimensionais. Uma vez que a massa de uma proteina seja
precisamente conhecida, a espectrometria de massa € um método exato e conveniente para
detectar alteragbes na massa devido & presenca de co-fatores e ions metalicos ligados a
proteina (Siuzdak, 1994; Andersen et al., 1996; Bischoff & Luider, 2004).

Espectrometria de Massas por MALDI-TOF

Essa técnica € denominada por espectrometria de massas por dessorgio/ionizagéo a
“laser” auxiliado por uma matriz (Matrix assisted laser desorption mass spectrometry,
MALDITOF MS). Neste caso, a ionizagdo da amostra ocorre através de um /aser em um
suporte excitavel, onde as proteinas séo colocadas em uma matriz que absorve luz (Figura
07). Com um breve pulso de “/aser’, as proteinas s&o ionizadas e, em seguida, dessorvidas
da matriz, indo ao sistema a vacuo. Os mapas peptidicos resultantes da analise por
espectrometria de massas tipo MALDI-TOF de um digesto triptico de interesse, permitem a
identificagao de algumas proteinas quando comparados aos mapas peptidicos de proteinas
digeridas teoricamente, presentes nos bancos de dados (Mann et al., 2001).

Figura 07 - Esquema da ionizacdo por espectrometria de massa por dessorgéofionizacio a

“laser” assistido por uma matriz — MALDI-TOF (Adaptado de Siuzdak, 1994).
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Espectrometria de Massas por ESI-MS

Essa técnica & denominada por espectrometria de massas por ionizagdo e
electrospray (Electrospray ionization mass spectrometry, ESI-MS). Nesse método, as
macromoléculas em solugéo séo injetadas através de uma microseringa diretamente da fase
liquida para a fase gasosa. Uma solugéo de moléculas a ser analisada atravessa uma agulha
carregada que é mantida em elevado potencial elétrico, dispensando a solugdo em um fino
aerossol de micro gotas carregadas. O solvente que envolve as macromoléculas
rapidamente se evapora e os ions macromoleculares com cargas multiplas s&o introduzidos
na fase gasosa, sem serem destruidos. A amostra ao passar pela agulha passa por um
processo de retirada de anios deixando ela carregada positivamente. A razio m/z da
molécula pode ser analisada na cdmara a vacuo.

O processo para determinar a massa de uma proteina com ESI MS (Figura 08),
evidencia a aquisi¢ao de um numero variado de prétons, & medida que amostra & injetada na
fase gasosa. Isso cria um espectro com diferentes razées massa/carga. Cada pico sucessivo
corresponde a uma espécie que difere por apresentar diferentes nimeros de cargas. A
massa da proteina pode entdo ser determinada a partir de dois picos vizinhos quaisquer
(Andersen et al., 1996; Bischoff & Luider, 2004).
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Figura 08 - Esquema simplificado da ionizag&o por eletropulverizagéo pelo espectrémetro de
massa ESI. Abaixo, tem-se o espectro de massas convertido por software especifico.
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Espectrometria de Massas no Sequenciamento de Aminoacidos

A espectrometria de massas também pode ser usada no sequenciamento de
pequenos trechos de um polipeptidio, uma aplicagdo que surgiu como uma ferramenta
valiosa para identificar rapidamente proteinas desconhecidas. A informagéo relativa a
seqliéncia é obtida usando-se uma técnica denominada MS seqiiencial ou MS/MS.

Uma solugéo, que contém a proteina sob investigagéo, é inicialmente tratada com
uma protease ou reagente quimico, a fim de reduzi-la, por clivagem hidrolitica, a uma mistura
de peptideos mais curtos (Figura 09). A mistura &, a seguir, injetada em um instrumento
constituido essencialmente por dois analisadores de massas em seqiiéncia. No primeiro, a
mistura peptidica & separada e os fragmentos ionizados s@o manipulados de modo que
apenas um dos diversos tipos de peptideos produzidos pela clivagem possa emergir na outra
extremidade (Mann & Wilm 1995; Andersen et al., 1996; Mann et al., 2001; Bischoff & Luider,
2004). ’

A molécula do peptideo selecionada, que possui uma carga em alguma posicdo ao
longo de sua extens&o, percorre uma camara a vacuo entre os dois analisadores de massas.
Nessa célula de colisdo, o peptideo é fragmentado por impactos de baixa energia com um
“‘gas de colisao”, (uma pequena quantidade de um gas como argénio ou nitrogénio que é
injetado no interior da cdmara a vacuo). Esse procedimento é desenhado para fragmentar
muitas moléculas de peptideos da amostra, sendo cada peptideo clivado. A maioria das
quebras ocorre nas ligagbes peptidicas. A fragmentagéo ndo envolve a adigdo de agua (é
realizada em quase vacuo), de modo que os produtos podem incluir grupos moleculares
como os grupos carbonila (Mann & Wilm 1995; Andersen et al., 1996; Mann et al., 2001;
Bischoff & Luider, 2004).

A massa do peptideo original é retirada em um dos fragmentos gerados a partir dele.
O segundo analisador de massa mede as razdes m/z de todos os fragmentos carregados
(fragmentos n&o carregados nao sdo detectados). Isso gera um ou mais conjuntos de 'picos,
que consistem de todos os fragmentos carregados que foram gerados pelo rompimento do
mesmo tipo de ligagdo (mas em diferentes pontos do peptideo) e derivados do mesmo lado
da quebra da ligagéo, seja o carboxiterminal ou o aminoterminal. Cada pico sucessivo em um
determinado conjunto possui um aminoacido a menos que o pico anterior. A diferenca na
massa entre os ions permite identificar o aminoacido que foi perdido em cada caso,
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revelando dessa forma, a seqiéncia do peptideo. As Gnicas ambigiidades envolvem a
leucina e a isoleucina, glutamina e a lisina que possuem massas moleculares similares.
Deve-se tomar cuidado com aqueles residuos que somados dao a impress&o de somente um
residuo (Mann & Wilm 1995; Andersen et al., 1996; Mann et al., 2001; Bischoff & Luider,
2004).

Com o avango de algumas tecnologias a analise direta de misturas complexas de
peptideos obtidos por digestéo enzimatica de determinadas proteinas foi muito facilitada pela

hY

cromatografia liquida acoplada & espectrometria de massa (liquid chromarography-mass
spectrometry, LC-MS-MS). Através dessa técnica, peptideos com tempos de eluigio
similares podem ser selecionados, isolados e fragmentados seqiencialmente e,
automaticamente, dentro do espectrémetro sem sobreposicéo dos padrées de fragmentagao.
Assim, informagdes de seqliéncias para milhares de peptideos podem ser obtidas em um

Unico ensaio LC-MS/MS.

Célula
de colisido
e N

7 WLEH FDIPVPEPKA NELLINVEYS GVCHTDLHAY HODUPLPS 2B i
CIGDYAST RULNGSCHAC ETCELGNESN CPHADLSGYT HDGSFOUYAT ADAV mz?

Figura 09 - Esquema simplificado do funcionamento do espectrdmetro de massa MS
sequiencial ou MS/MS no sequenciamento de pequenos trechos de um polipeptidio.
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SEQUENCIAMENTO DO INIBIDOR CTI

O sequenciamento dos residuos de aminoacidos da estrutura primaria do inibidor CTl
foi realizado combinando-se técnicas de eletroforese de duas dimensées, digestao in gel e
espectrometria de massas (MALDI-TOF e ESI-QTOF), como evidenciado pela Figura 10.
Devido a impossibilidade de seqiiénciar todos os spots, observados em gel de eletroforese
de duas dimensodes, escolheu-se os spots A e F. Procurou-se simplificar a interpretagéo dos
dados da espectrometria de massas para sequénciar peptideos nao conhecidos usando
como referencial SBTI, outros inibidores de seqliéncia conhecida e os dados da seqiiéncia
prevista por densidade eletrnica a partir dos cristais obtidos de CTI. A estrutura primaria de
CTI-1 foi obtida de acordo com os passos experimentais abaixo:

>  Separagédo das isoformas das subunidades de CTI-l e CTI-ll por gel de eletroforese
bidimensional e selegdo dos spots para cada subunidade de CTI:

»  Clivagem enzimética dos spots selecionados com as enzimas: tripsina, clostripaina e
protease SV8;

»  Determinagdo do mapa de peptideos dos digestos por espectrometria de massas
(MALDI-TOF) e sequenciamento por HPLC capilar acoplado a um espectrometro de
massa ESI-QTOF;

>  Estudo de sobreposigéo dos peptideos, a partir da massa determinada por MALDI-TOF
e da seqiiéncia determinada;

>  Alinhamento dos fragmentos peptidicos e comparagéo da homologia seqiiencial com a
seqliéncia primaria de outros inibidores disponiveis na literatura.

OBTENCAO DE PEPTIDEOS POR DIGESTAO ENZIMATICA IN GEL

Os spots A e F do gel de eletroforese bidimensional realizado segundo descrito
anteriormente nas paginas 26 e 27 (A e F) para cada subunidade do inibidor CTI foram
recortados e tratados com proteases. Os spofs selecionados foram submetidos a digestao
com trés proteases diferentes. Apés a eletroforese, as proteinas foram coradas com
coomassie blue R-250 (Bio-Rad), metanol 50 % e acido acético 10 % e descorado com
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metanol 40 % e acido acético 10 %. A digestdo das proteinas no gel foi efetuada segundo
Rosenfeld et al. (1992) e Jend et al., (1995), seguindo algumas modificacdes.

2D SDS-PAGE |

MALDI-TOF NS

SpotsAeF

Digestiu

o ke s G W s S AR I we s e ws mv me o owm e m

ESI-QTOF MS

- S Massa do peptideo

—~——— | Sequencia do Peptideo

| Sequencia da Proteina | =

Figura 10 - Plataforma experimental utilizada no sequenciamento dos spots mais intenso (A

e F) para cada subunidade (CTI-l e CTI-lIl) do inibidor CTl purificado de sementes de
copaiba.
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Acetonitrila 100 % foi adicionada por duas vezes aos fragmentos do gel contendo
proteinas de interesse e incubados por 10 minutos sendo, posteriormente, a amostra
evaporada utilizando um evaporador rotativo Speed Vac Plus (Savant). Utilizou-se tripsina,
endoproteases Glu-C de Staphylococcus aureus e clostripaina. Para a tripsina e clostripaina,
a razao molar proteina/protease foi de 10:1. Os spots tratados com as proteases (na
concentracao final de aproximadamente 6 pg/mi) foram incubados em tampéao bicarbonato de
amonio 40 mM por 12 horas a 37°C. Para a endoprotease Glu-C, os spots foram digeridos
em tampao bicarbonato de amdnio 50 mM na razdo molar enzimalsubstrato de 1:50 a 37 °C
por 6 horas.

A acdo das proteases foi bloqueada com uma solugéo acetonitrila 50 % e 5 % &cido
formico. Acrescentou-se entdo, bicarbonato de aménio 20 mM e incubou-se por 30 minutos.
Os peptideos foram retirados da matriz de poliacrilamida com trés lavagens de 10 minutos
com acetonitrila 50 % e acido formico 5 %. Os peptideos extraidos e armazenados foram,
posteriormente, sonicados por 10 minutos e o excesso de acetonitrila foi evaporado no
Speed Vac Plus (Savant). Em todas as digestdes, a solucdo de protease foi evaporada. Os
spots foram ressuspensos em TFA 0,1 %. O digesto foi purificado usando Zip Tip C18
(Millipore) e misturado com de acetonitrila 60 % e acido trifluoroacético 0,1 % (TFA).

USO DA ESPECTROMETRIA DE MASSAS NO SEQUENCIAMENTO DE CTI

Espectrometria de Massas por MALDI-TOF

Uma aliquota dos peptideos extraidos do gel bidimensional, apds a digestéo
proteolitica, foi analisada no espectrometro de massas MALDI-TOF de forma obter o mapa
peptidico das subunidades de CTI. As amostras (diluidas 1:200) foram misturadas na
proporcdo 1:1 com a matriz a-ciano (CHCA), e aliquotas de 1 pL foram aplicadas
diretamente na placa de leitura do espectrometro Voyager™ Biopectrometry (Applied
Biosystems) operando em modo refletor positivo. A calibracdo interna foi executada usando
produtos da autodigestdo da tripsina (842.509, 1045.563 e 2211.104 m/z).
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Espectrometria de Massas por ESI-MS

A seqléncia dos peptideos foi determinada para os digestos enzimaticos que foram
analisados por nanocromatografia liquida acoplada a fragmentacdo via espectrometro de
massa, nano-LC/MS/MS, usando um aparelho hibrido Q-TOF micromass. Aliquotas de 50 pL
de cada amostra foram colocadas em um carregador automatico e injetado em um ‘“trap”
capilar (0,5 x 2 cm) com fluxo constante de 15 pl/min para concentrar e dessalinizar as
amostras. Em seguida, o “frap” capilar foi ligado em série a uma coluna (17 um x 15 cm) C18
de fase reversa (PepMap, LC Packings, USA) acoplado diretamente ao espectrometro de
massa. Os peptideos foram eluidos com gradiente de solucdo B por 80 minutos, onde a
solugdo A consistiu de agua 98 %, acetonitrila 2 %, &cido férmico 0.1 % e TFA 0.01 %,
usando um fluxo de 300 uL/min e uma saida de 300 nL/min para a coluna.

Os espectros de massas ESI dos peptideos foram obtidos a partir de um
espectrometro de massas Q-TOF Micromass usando a escala de 700-2100 de m/z. O
instrumento foi calibrado usando os ions do trifluoroacetato de sédio. Apés a calibragdo, o
espectrometro de massa foi capaz de determinar a massa acurada dos peptideos com a
exatidao de pelo menos 0.007 % para o espectro deconvoluido.

Cada espectro de massa resultante, que contém uma distribuicdo de estados de
carga para cada espécie de peptideo na amostra, foi obtido acumulando vérios espectros (no
minimo 10 varreduras). Entdo, o espectro de massa do ESI foi deconvoluido usando o
software MassLynx da Micromass de forma obter a massa molecular de cada peptideo. }

Nitrogénio e argbnio foram usados como gases para nebulizacdo e coliséo,
respectivamente. A voltagem de energia de colisio era ajustada automaticamente e
manualmente dependendo do valor m/z e carga do ion precursor. A escala de massa (m/z)
foi externamente calibrada pelas medidas (MS/MS).
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03. ESTUDOS CRISTALOGRAFICOS E ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL

CONCEITOS FUNDAMENTAIS DE CRISTALOGRAFIA DE PROTEINAS

Para determinar a forma de objetos a nossa volta, basta simplesmente olhar para
eles. Se eles forem muito pequenos, basta buscar um microscopio. Entretanto, existe um
limite para 0 qudo pequeno um objeto possa ser para a visualizagdo em um microscopio
optico. Esse limite, o limite de difracdo, é dado pelo comprimento de onda da luz usada, pois
ndo é possivel formar a imagem de um objeto muito menor do que esse comprimento de
onda. O comprimento de onda para a luz visivel € da ordem de centenas de nandmetros
enquanto os atomos sdo separados por distancia da ordem de 0,1 nandmetro ou 1A
(Kendrew, 1961; Branden & Tooze, 1991; Bella et al., 1994).

Assim, objetos menores do que a metade do comprimento de onda da luz incidente,
nao podem ser resolvidos. Para resolver objetos tdo pequenos, quanto uma proteina, devem-
se utilizar raios-X, cujos comprimentos de ondas situam-se na faixa adequada de 0,7 a 1,5 A
(0,07 a 0,15 nm). Entretanto, ndo existem lentes que possam recombinar os raios X para
formar uma imagem,; por isso, o padrao de raios X difratados é diretamente recolhido e uma
imagem é reconstruida por técnicas matematicas (Matthews, 1977).

O conhecimento da estrutura tridimensional e da fungio das proteinas foi muito
enriquecida pela cristalografia com raios X, uma técnica que pode revelar as posicbes
tridimensionais da maioria dos atomos em uma molécula de forma precisa. A estrutura
terciaria de uma proteina descreve assim, o dobramento dos elementos secundarios e
especifica as posi¢cées de cada atomo na molécula proteica, incluindo as cadeias laterais
(Matthews, 1977; Kendrew, 1961). As coordenadas atomicas da maioria dessas estruturas
obtidas por cristalografia de raio-X estdo depositadas em bancos de dados como o Protein
Data Bank (PDB). Tais dados podem ser acessados via Internet (http://www.pdb.bnl.gov),
permitindo a analise e a comparagdo das estruturas tercidrias de uma variedade de

proteinas. A caracteristica comum da estrutura terciaria das proteinas revela muitas
informacdes sobre suas fungdes bioldgicas e suas origens evolutivas. Os trés componentes
de uma analise cristalografica com raios-X sdo: um cristal de proteina, uma fonte de raios X e
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um detector (Matthews, 1977; Kendrew, 1961; Bella et al., 1994). Consideremos alguns
aspectos basicos desse poderoso método.

O cristal

A quantidade de informagio obtida a partir da cristalografia de raios X depende do
grau de ordem estrutural da amostra. Informa¢des mais detalhadas sobre a estrutura
tridimensional das proteinas requerem cristais altamente ordenados, ou seja, os cristais da
proteina de interesse devem apresentar todas as moléculas com uma orientagao precisa. Os
Cristais s&o obtidos pela adigdo de um precipitante em solugo concentrada de proteina, o
que reduz a sua solubilidade. Esse processo lento favorece a formac3o de cristais altamente
ordenados em vez de precipitados amorfos. Algumas proteinas cristalizam-se prontamente,
enquanto outras, s6 o fazem depois de muitos esforcos despendidos para encontrar as
condi¢cbes ideais (Rhodes, 1993; Kyte, 1995).

A producao de raios-X

Quando uma particula se move no vacuo, com auséncia de forca, sua energia se
conserva. Porém, se ela chocar-se com um obstaculo, ou for freada, parte de sua energia se
transforma em radiagbes eletromagnéticas, mais precisamente em um féton de radiacdo. O
comprimento de onda da radiacdo emitida depende da quantidade de energia perdida pela
particula. Quanto maior essa energia, maior a freqiéncia da radiacdo emitida e menor,
portanto, seu comprimento de onda (Figura 11).
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Figura 11 - Representacgo da producdo de uma radiacdo eletromagnética
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Um elétron livre, movendo-se no espaco, ao ser acelerado por um canhao eletrénico
ou outro tipo de acelerador, pode assumir qualquer valor de energia cinética. Inversamente,
pode perder uma quantidade de energia ao sofrer um freamento. Por isso, pode emitir raios-
X dotados de qualquer valor de fregiéncia. Freando diversos elétrons, todos dotados de
energias diferentes (0 que se consegue muito simplesmente mediante o choque com um
solido), obtém-se uma radiagdo X que contém todos os comprimentos de onda e é
denominada de radiagdo continua (Matthews, 1977; Kendrew, 1961).

Pode-se imaginar que os elétrons de um atomo giraram em tornoc do nicleo em
diversas Orbitas circulares. Os elétrons cujas 6rbitas estdo mais proximas ao nucleo séo
ligados mais fortemente a ele. Retirando-se um desses elétrons, o atomo fica instavel e,
rapidamente, outro elétron, que anteriormente estava livre ou situado em uma érbita mais
externa, toma seu lugar. Nesse processo libera-se energia, que é emitida pelo atomo sob
forma de radiacdo X. A frequéncia dessa radiacdo depende da estrutura atdmica e da
posicéo de onde provinha o elétron livre ou ligado que efetuou a troca (Matthews, 1977;
Kendrew, 1961).

Atomos iguais emitem raios X de mesmo comprimento de onda quando o elétron
préximo ao nucleo € extraido. As radiagbes emitidas possuem comprimentos de onda bem
definidos, e ndo em toda a faixa, como é o caso da radiacao de frenamento. Observa-se,
entdo, que o espectro de emissdo da radiacdo caracteristica dos atomos & composto de
diversas radiagdes distintas, de comprimentos de onda bem definidos, em contraposicéo ao
espectro de radiagio de frenamento, que é um espectro continuo (Matthews, 1977).

Os raios-X s&o invisiveis, mas podemos detecta-los de trés maneiras: primeiro, eles
ionizam o ar e outros gases; por conseguinte, podemos usar um detector; segundo, por
enegrecer os filmes fotogréficos, do mesmo modo que a luz; terceiro, eles fazem alguns
materiais fluorescer, ou seja, emitir luz.

Determinacéao da estrutura tridimensional

Apbs a obtencdo de um cristal, este é colocado perante um feixe de raios X entre a
fonte dos raios e um detector. O espacamento dos atomos em uma grade cristalina pode ser
determinado pelas medidas de localizagdo e intensidades das manchas regulares
denominadas reflexdes, produzidas em filme fotografico por um feixe de raios X de um
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determinado comprimento de onda, apos este ser difratado pelos elétrons dos atomos que
constituem uma molécula (Kendrew, 1961; Branden & Tooze, 1991; Bella et al., 1994).

O espagamento dos diferentes tipos de atomos em moléculas organicas complexas,
mesmo as de tamanho muito grande como as proteinas, pode ser também analisado por
métodos de difragcdo de raios X, embora de forma bem mais trabalhosa do que para 0s
cristais de sais simples. Quando o padréo repetitivo em um cristal € uma molécula tdo grande
como uma proteina, os numerosos atomos da molécula geram milhares de padrées de
difracdo que devem ser analisadas por programas de computadores (Branden & Tooze,
1991; Bella et al., 1994).

As intensidades de difragdo maximas (intensidade dos pontos escuros no filme) sdo
utilizadas para construir matematicamente uma imagem tridimensional da estrutura do cristal.
Os raios X interagem quase exclusivamente com os elétrons na matéria, ndo com o nucleo
atomico. Uma estrutura por raios-X é, portanto, uma imagem da densidade eletrénica do
objeto em estudo. Um mapa de densidade eletronica da proteina é reconstituido a partir do
padrao global de difragdo utilizando-se técnicas matematicas. Assim, um computador atua
como uma lente computacional. Um modelo da estrutura consistente com o mapa de
densidade eletronica €, ent&o, obtido. A Figura 12 representa apenas uma pequena porgéo
da informacé&o total da difracéo disponivel para o cristal de uma proteina pequena (Kendrew,
1961; Branden & Tooze, 1991; Bella et al, 1994).

As estruturas por raios-X de moléculas organicas pequenas podem ser determinadas
com uma resolugdo da ordem de 1A. Poucos cristais de proteinas possuem esse grau de
organizagdo. Além disso, nem todas as proteinas podem ser cristalizadas, ou seja, podem
precipitar em arranjos tridimensionais ordenados. Os cristais de proteinas que sao formados
diferem dos da maioria das moléculas orgénicas pequenas por serem altamente hidratados;
cristais de proteinas contém normalmente um volume de 40 a 60 % de agua (Rhodes, 1993;
Kyte, 1985).

O grande contetdo de solvente confere aos cristais de proteina uma consisténcia
mole e gelationosa, de forma que as moléculas sdo normalmente desordenadas em alguns
poucos angstrons. Isso limita sua resolugdo de 2 a 3,5 A, embora uns poucos cristais de
proteina sejam melhor coordenados (tém resolugdo mais elevada).

A resolucdo de poucos angstrons é muito grosseira para revelar claramente a
posicéo de atomos individuais, mas a forma do esqueleto polipeptidico pode, geralmente ser
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tragcada. As posigbes e as orientacdes das suas cadeias laterais podem, desse modo, serem
deduzidas. Entretanto, uma vez que muitas cadeias laterais tém tamanho e formas
semelhantes, o conhecimento da estrutura primaria das proteinas é necessario para ajustar a
seqiiéncia de aminoacidos ao mapa de densidade eletrénica (Voet et al., 2000).

Outra conseqiiéncia do grande conteido de aguas nos cristais de proteinas é a
manutengao da conformacéo nativa e funcional. De fato, o grau de hidratagdo de proteinas &
semelhante ao da célula. Logo, as estruturas de cristalografia por raios-X de proteinas
freqiientemente provéem uma base para o entendimento das suas atividades biolégicas. As
estruturas cristalinas tém sido utilizadas como pontos de partida para o desenvolvimento de
farmacos que podem interagir especificamente com proteinas-alvo em condi¢des fisiol6gicas
(Kendrew, 1961; Branden & Tooze, 1991; Bella et al., 1994).
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Figura 12 - A) Esséncia de uma analise cristalografica com raios X: um feixe de raio X, cristal
e um detector. B) Fotografia de precessédo de raios X de um cristal. C) Mapa de densidade
eletrdnica.
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CRISTALIZACAO DO INIBIDOR CTi

Os experimentos de cristalizagéo e obtengio do modelo estrutural do inibidor CTI
foram realizados a partir da valiosa colaboragio com o grupo de Cristalizagio de Proteinas
liderado pelo Prof® Igor Polikarpov e sua aluna Sandra Krauchenco. O inibidor CTl foi
cristalizado pelo método difusdo de vapor em gota pendente a 18°C sistema “hanging drop”
(McPherson, 1982).

Nesta técnica (Figura 13), uma gota de 2 a 10 pL da amostra de proteina foi
misturada com o mesmo volume da solugdo de cristalizagdo (geralmente tampao, sal e
precipitante) e colocada em uma laminula siliconizada. A laminula foi entao invertida e selada
com graxa de silicone sob um reservatério contendo 500 a 1000 uL de solugdo de
cristalizagéo. A diferenga de concentragdo entre a gota e o reservatério permitiu ao sistema
atingir o equilibrio por difuséo, levando a formagéo de cristais.

SOLUCAO DE CRISTALIZACAO
«0,02M TAMPAO

«0.1 M SAL

< 0.01M RECIPITANTE

2 a 10ul. da amostra de proteina é
misturada com o mesme volume da
solucido de cristalizagio e colocada
em uma laminula siliconizada.

7
&

e -—-&%ﬁ.—-

A laminula entioe é invertida e selada
com graxa de silicone sob um
reservatério contendo 500 a 1000 ul de
solugio de cristalizagiio

A diferenca de concentracie entre a gota e o reservatério faz
com que o sistema atinja o equilibrio por difusiic, podendo ou
ndo levar a formacio de cristais (Bergfors, 1989).

Figura 13 - Esquema do Método de difuséo de vapor em gota pendente para a obtengdo de

cristais de proteinas.
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As laminulas utilizadas nesse trabalho foram primeiramente lavadas com agua
destilada e, apds isso, deixadas por 3 minutos numa solugdo 2 % de silicone. Passado esse
tempo, as laminulas foram retiradas dessa solucdo e enxaguadas rapidamente em agua. A
secagem dessas laminulas foi realizada com jatc de ar comprimido. O inibidor foi dissolvido
em tampao fosfato de potassio 25 mM em concentraggo final de 22mg/mL. Posteriormente,
10 pL desta solucdo foi misturada com igual quantidade de PEG 6000 7.5 % em tampéao
fosfato de potassio 12 mM, cujo pH variou entre 5,4 e 6,3. Apos centrifugagao (4000 x g), por
S minutos, gotas de 18 uL da solugdo resultante foram equilibradas contra 1 mL num

reservatdrio contendo 15 % de PEG 6000 em 100 mM do tampéo fosfato de potassio, pH 6,0.

PREPARACAO DE DERIVADOS DE CRISTAIS DE CT!

Os métodos tradicionais de preparacéo de derivados consistem em colocar o cristal
nativo em uma solugéo de baixa concentracdo de atomos pesados (normaimente em torno
de 5 mM) por um periodo prolongado de tempo (normalmente horas ou mesmo dias). Assim,
espera-se que apenas alguns sitios de ligaco especificos sejam preenchidos pelos atomos
pesados. Muitas vezes durante este processo, os cristais sdo afetados e nao resistem, ndo
sendo utilizados para a coleta.

Para o inibidor CTl aplicous-se 0 método chamado “quick cryo soaking” (Nagem et
al., 2001), onde o processo de derivatizagdo é acelerado, pois ao invés de usar uma baixa
concentracdo de atomos pesados na solugio de derivatizacdo, esta concentragao foi
aumentada aigumas ordens de grandeza (utilizou-se em torno de 0,25-1,0 M). O cristal foi
deixado por um periodo de tempo bem menor nesta solucéo (cerca de 15-300 segundos
foram suficientes para a incorporacdo dos atomos pesados).

Os cristais submetidos & derivatizagdo foram preparados pelo método de difusdo a
vapor em gota pendurada, usando o segundo lote de inibidor purificado e liofilizado. Os
cristais adequados a preparagéo de derivados foram crescidos a 291 °K em 0,1 M de tampao
acetato de sédio com pH entre 4 e 4,5 usando PEG 4000 20-25 % como precipitante. As
gotas consistiam de iguais volumes de proteina a 10 mg/mL e solug3o do pogo.
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COLETA E PROCESSAMENTO DOS DADOS

Dois procedimentos de coletas dos cristais poderiam ser realizados: coleta com
capilar e coleta Cryo-data {crio-cristalizagdo). Na primeira coleta utiliza-se um capilar de
quartzo 0,8 mm de diametro. Um adaptador flexivel (pequeno tubo de borracha) é acoplado a
ele e a uma seringa (3 mL). Com auxilio de um esteriomicroscopio, o cristal é visualizado e
coletado pelo capilar, por diferenca de press&o. Na técnica de crio-cristalizagéo, crioloops de
0,2-0,3 mm embebidos em solugdo de cristalizagao com 5 % de glicerol sdo utilizados para a
coleta do cristal. O glicerol atua como agente protetor do cristal quando este entra em
contato com o nitrogénio. Ele impede que se formem cristais de agua, pois estes podem
atuar na difrag&o dos raios-X causando erros na interpretacio dos dados.

Foram coletados dados para um cristal nativo montado num Joop de rayon, imerso
por 30 segundos numa solugéo crio protetora (20% etileno glicol misturado no liquido mae) e
rapidamente congelado a 80 °K no feixe de nitrogénio. Preparou-se um derivado com césio e
outro com iodo usando a técnica “quick cryo soaking” que também foram coletados. Toda a
coleta dos dados de difragao foi feita na linha de Cristalizago de Proteinas (Polikarpov et al.,
1998, Polikarpov et al., 1997) no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (Campinas-Brasil),
usando uma placa de imagem MAR345. Os dados foram auto-indexados e integrados com o
programa Scalepack (Otwinowski, 1993). A incorporagdo dos atomos pesados dentro do
cristal foi inicialmente checada através da andlise do sinal anémalo.

DETERMINACAO DA SUBESTRUTURA DOS ATOMOS PESADOS

ApGs a coleta dos dados de difragdo, a proxima etapa é determinar para cada
derivado, a posigdo ou a subestrutura dos atomos pesados. Para isso, utiliza-se o sinal
andmalo presente no conjunto de dados ou pode-se comparar cada derivado como o cristal
nativo e usar as diferencas isomorfas para estimar a posigdo dos atomos pesados. Foram
usadas as diferencas andémalas para a determinagdo das posicdes dos atomos pesados.
Para isso, analisa-se a quantidade em fungdo da resolugdo para cada derivado. As
diferencas andmalas normalizadas foram calculadas com o programa DREAR (Blessing &
Smith, 1999).
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Essas diferengas andmalas foram usadas dentro do programa SnB (Weeks & Miller,
1999) para a determinacdo da subestrutura dos atomos de césio e de iodo. Foram
localizados 7 atomos de césio e 4 4tomos de iodo sendo todos estes sitios com densidade
eletronica acima de 10 sigmas.

DETERMINACAO DAS FASES DOS FATORES DE ESTRUTURA

As posicSes dos atomos pesados encontrados pelo programa SnB foram inicialmente
refinadas usando alguns dos programas do pacote CNS (Bringer et al., 1998), sendo usados
mapas de diferenga andémala e isomorfa no refinamento. Essas posicdes refinadas foram
usadas para a determinacdo das fases dos fatores de estrutura utilizando o programa
SHARP (La Fortelle & Bricogne, 1997).

CONSTRUCAO AUTOMATICA DO MODELO

O mapa de densidade eletronica obtido para o cristal nativo usando a técnica de
MIRAS foi submetido & modificagio de densidade eletrénica com o programa SOLOMON
(Abrahams, 1997). Essa modificagdo de densidade eletrénica foi feita com o objetivo de
melhorar a qualidade e a interpretacdo visual do mapa. O novo mapa € usado para a
construcdo automética do modelo usando o programa wARP (Perrakis et al., 1997). Utilizou-
se um total de 20 ciclos de construgdo automatica no modo “warpNfrace” e nos Ultimos
ciclos, cerca de 92 % da estrutura foi tracada em 6 cadeias.

AJUSTE MANUAL DO MODELO

Apos a construgdo automatica do modelo, alguns ajustes foram necessarios para
corrigir alguns erros no modelo inicial. Em algumas posic6es construidas como uma serina
pelo programa, pode se ver a presenca de varios atomos de oxigénio, sugerindo que esse
residuo é na verdade uma fenilalanina. Estes tipos de erros podem e devem ser confirmados
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através da construcdo de um mapa de diferenca andmala que mostre se existe a presenga
dos atomos de enxofre nessa ligagdo. Isso é possivel, pois o enxofre pode ser considerado
um gtomo pesado quandc comparado ao carbono ou nitrogénio.

Assim, fez-se necessério a substituicio dos residuos cuja densidade eletrénica foi
diferente de glicina, alanina ou serina. Além disso, também foram construidos alguns joops,
cuja presenca foi indicada pela interpretag&o dos contornos do mapa de densidade eletronica
e que estariam conectando algumas cadeias. Esses ajustes, construgao e definicbes de
cadeias laterais, foram feitos manualmente usando um programa gréfico (Jones et al., 1990),
para a interpretagéo visual do mapa de densidade eletronica.

Dessa forma, toda a sequéncia de aminoéacidos foi sendo substituida através da
interpretacdo visual da densidade eletronica e a primeira estimativa da composic&o prevista
foi comparada entre a seqiiéncia primaria determinada bioquimicamente usando eletroforese
bidimensional, espectrometria de massas MALDI-TOF e ESI-QTOF.

04. CARACTERIZAGCAO FUNCIONAL DO INIBIDOR DE TRIPSINA CTI

DETERMINACAO DA ATIVIDADE INIBITORIA

A atividade inibitoria foi acompanhada nos estudos de interacdo de CTI com a
protease tripsina de acordo com método previamente descrito por Silva et al. (2001). As
amostras foram submetidas a um ensaio para se determinar a porcentagem de inibicéo da
tripsina. O inibidor foi pré-incubado com tripsina ja titulada por 20 minutos a 37°C. Decorrido
0 tempo descrito, adicionou-se 1 mL da solugdo de BAPNA (0,1 M), previamente dissolvido
em Tris-HCI 0,1 M (pH 8,0), sendo a incubago prosseguida por mais 20 minutos a 37 °C.

A reacgo foi interrompida pela adicio de &cido acético 30 % (v/v) e a hidrélise do
substrato pela enzima foi acompanhada fotometricamente em 405 nm, com a finalidade de
estimar a atividade residual da tripsina no ensaio. As constantes de inibicdo da
serinoproteinase (tripsina) empregada no estudo com as subunidades e o inibidor CTI de
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Copaifera langsdorifii, foram calculadas assumindo-se 0 mecanismo de inibicdo do tipo "slow
tight-binding" (Morrison, 1982). Os dados foram analisados no programa ENZIFTTER.

ESTUDO DA INTERACAO DE CTI COM A PROTEASE TRIPSINA

Um estudo estequiométrico de CTI foi realizado visando entender o comportamento
do inibidor na formag&o de complexo com a enzima tripsina. Solugdes com atividade inibitéria
foram analisadas por filtragdo em gel em coluna de Superdex 200 no sistema FPLC,
equilibrada em tamp&o Tris-HC! 0,01 M pH 8,0, NaCl 0,01 M, sob fluxo de 0,3 mL/min. No
complexo binario, 0,25 mg de CTI foi incubado com 0,25 mg de tripsina em 0,2 mL de
tampao Tris HCI 50 mM, pH 7,5, por 30 minutos, a 37 °C. A mistura de proteina supracitada
foi submetida a uma cromatografia na coluna prontamente equilibrada como mencionado
acima. Os picos provenientes da cromatografia do complexo CTI + Tripsina foram coletados
e submetidos a analise em gel de eletroforese Tricina-SDS como descrito anteriormente nas
paginas 23 e 24. A massa molecular relativa da proteina inibitéria CTI. da tripsina e do
complexo inibidor-protease foi determinada por comparacdo com os seguintes marcadores
de massa molecular: BSA (66 kDa), Ovalbumina (43 kDa), Anidrase carbénica (29 kDa),
Lisosima (14 kDa) e Aprotinina (6,5 kDa).

EFEITOS DE REAGENTES MODIFICADORES NA ATIVIDADE DO INIBIDOR CT1

A inibidor CT! foi pré-incubado na presenga de modificadores quimicos na
concentracdo de 10 mM, tais como, fenilglioxal (PGO), N-etiimaleimida (NEM), &cido
iodoacético (IAA), N-bromosuccinamida (NBS) e N-acetilimidazol (NAl), preparados
frescamente em 200 uL de tamp&o A (300 mM de manitol e 20 mM de Hepes-Tris pH 7,5),
por 30 minutos, a 25e 37 °C, de acordo com o método de Boivin et al. (1997). Modificadores
como dietil-pirocarbonato (DEPC), N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCCD) e 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) foram utilizados em 200 plL de tampao B (300 mM de
manitol e 20 mM de MES-NaOH pH 6,0), por 30 minutos, a 37 °C.
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Os modificadores DEPC e DCCD continham etanol na concentragéo final de 1,5%.
Estudos preliminares mostraram que o etanol, na concentracéo utilizada, ndo apresentava
efeito na atividade da enzima tripsina e do inibidor CT1. A reacéo foi paralisada apés diluigéo
de 50 vezes.

ALTERACAO FUNCIONAL — ESTUDOS CINETICOS

Nos estudos de mapeamento dos residuos de aminoéacidos importantes na
estabilidade conformacional e funcional de CTI, a atividade inibitoria foi acompanhada de
acordo com método descrito anteriormente nas paginas 50-51. As amostras foram
submetidas a um ensaio para determinar a porcentagem de inibicdo da tripsina. Uma
concentracao quatro vezes superior ao ICso de CTI foi utilizada em todos os ensaios, de
forma a diluir e diminuir a agdo dos agentes modificadores na atividade da enzima tripsina.

ALTERACAO ESTRUTURAL — MEDIDAS DE FLUORESCENCIA

A intensidade de fluorescéncia intrinseca do inibidor CTl nativo e modificado pelos
compostos acima, foi monitorada em cubetas de quartzo de 1 cm, em espectrofluorimetro
Hitachi 2000 com comprimento de onda de excitagdo de 293 nm e de emiss&o de 298 a 450
nm. A largura da fenda foi de 5 nm. As medidas de fluorescéncia foram realizadas a uma
temperatura ambiente.
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05. ESTABILIDADE FUNCIONAL E CONFORMACIONAL DO INIBIDOR DE TRIPSINA (CTI)

CONCEITOS FUNDAMENTAIS DE DICROISMO CIRCULAR E FLUORESCENCIA

As proteinas apresentam varias propriedades biofisicas que podem ser analisadas
através da interagdo com ondas eletromagnéticas e pela interacéo da proteina com o meio
soluvel no qual ela se encontra. Para a realizagio desta parte da tese, foram avaliadas
algumas propriedades biofisicas da proteina CTl em solucdo, caracterizando-se a relacdo
estrutura-estabilidade-funcéo. A seguir, é apresentada uma breve introduc3o teérica sobre as
técnicas utilizadas.

Dicroismo Circular

A técnica de dicroismo circular detecta a atividade 6ptica de moléculas quirais
originadas pela interacio de centros assimétricos com a luz circularmente polarizada. Este
fenémeno € representado pela diferenca de absorg&o entre a luz polarizada a direita e a
esquerda. No estudo de proteinas e peptideos, os cromaéforos responséaveis pelo espectro de
dicroismo s&o: a ligagéo amida, os residuos aromaticos, triptofano, tirosina e fenilalanina e as
pontes dissulfeto (Mulkerrin, 1996).

O Dicroismo Circular (CD) € um indicador sensivel da conformacdo da cadeia
principal das proteinas, representando uma express&o da atividade 6ptica. As proteinas sdo
opticamente ativas porque sdo dissimétricas, isto & n3o podem ser superpostas a suas
imagens especulares. Dois tipos de dissimetria estdo presentes: de configuracido e de
conformac&o (Woody, 1995; Kelly & Price, 1997).

Os radicais de amino&cidos, que n3o a glicina, tém atividade 6ptica intrinseca devida
a configurago L em torno de seu atomo de carbono a. A treonina e a isoleucina possuem
mais de um centro assimétrico. InteracGes de elétrons entre diferentes radicais em uma
proteina também contribuem para a atividade éptica. O sentido dextrorso de uma a-hélice,
por exemplo, da origem a uma grande contribuicio da conformagio & atividade Optica
(Woody, 1995). Os coeficientes de absorgdo para luz polarizada circularmente para a
esquerda e para a direita serdo diferentes se os elétrons que participam na transicdo, para o
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estado excitado, sentirem um ambiente dissimétrico. Essa expressao da atividade oOptica &
chamada de dicroismo circular (Kelly & Price, 1997).

O espectro de CD no ultravioleta distante, para uma proteina, é sensivel a
conformacéo de cadeia principal. A regido informativa esta entre 170 e 240 nm, onde o
grupamento amida peptidico tem multiplas faixas de absorcdo superpostas. Medidas de
polipeptidios sintéticos e de proteinas com estrutura conhecida definiram os espectros de CD
de a-hélices, temas de estrutura B, e cadeias de conformagao aleatéria. A a-hélices faz uma
contribuicido dominante, com suas faixas de CD negativo a 208 e 222 nm, e com sua faixa
positiva a 192 nm (Woody, 1995; Kelly & Price, 1997).

Uma cadeia polipeptidica com arranjo aleatério, em contraste, tem uma faixa de CD
negativo centrada em 199 nm. Estimativas do contelido em a-hélices de proteinas,
deduzidas do espectro de CD, concordam com os valores obtidos de estudos cristalograficos
com raios X. O contetido de estrutura B também pode ser avaliado com espectros de CD,
mas a incerteza € maior porque as estruturas p s&o menos regulares do que as a-hélices e
contribuem menos para o espectro de CD. Na Figura 14 est30 apresentados os espectros de
dicroismo circular das estruturas secundarias mais comuns (Greenfield & Fasman, 1969).

Aplicacédo do Dicroismo Circular

Utilizando esta técnica pode-se obter infonhagées sobre as caracteristicas
estruturais secundarias das proteinas, assim como, realizar um estudo de forma a
compreender o arranjo conformacional e elucidar mecanismo fisico-quimico do
enovelamento de proteinas. O dicroismo circular permite estudar variagdes na estrutura
secundaria, ocasionada por alguns fatores como: pH, temperatura e agentes redutores e
caotropicos (Genov et al., 1997).

Artigos tém utilizados o espectro de CD no estudo de interagBes proteinas-
carboidratos, sendo possivel, por exemplo, determinar a concentragao de carboidrato que
inibe a atividade hemaglutinante de lectinas de serpentes e plantas. Gurjar et al. (1998)
observaram por estudo de modificagdes quimicas, no CD, que os residuos de lisina e tirosina
sao essenciais para a ligagio especifica e reversivel de carboidratos nas lectinas e que as
modificacbes destes residuos provocam alteragcbes na estrutura da lectina e

consequentemente na atividade.
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O Dicroismo Circular vem sendo utilizado nos estudos de mutagées dirigidas, onde
os espectros fornecem informagdes sobre a estrutura secundaria e sua estabilidade diante
da substituicdo de aminoacidos especificos Greenfield (2004), avaliaram a contribuicdo dos
residuos aromaticos para a atividade bioldgica das proteinas, por intermédios de mutantes e
sugerem que os residuos de Trp 120 e Trp 68 tém maior contribuicdo na atividade da
interleucina 1.

Os espectros de CD também sdo importantes para se estudar o enovelamento das
proteinas, uma vez que, se conhece muito sobre estrutura primaria, terciaria e quaternaria de
proteinas, mas pouco se sabe sobre o mecanismo pelo qual as proteinas se enovelam.
Desta forma, o espectro de CD tem sido muito utilizado para examinar a renaturagdo das
proteinas frente a desnaturagédo, por cloreto de guanidina, uréia entre outros agentes
caotrdpicos (Woody, 1995; Kelly & Price, 1997).
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Figura 14 - Espectros de dicroismo circular das estruturas secundarias (a) a-hélice, (b) folha
B pregueada e (c) estrutura randémica (Adaptado de Greenfield & Fasman, 1969).
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Fluorescéncia

A Fluorescéncia é uma técnica espectrofotométrica baseada em um fendémeno
quéntico no qual um elétron de um determinado croméforo, apés absorver determinada
quantidade de energia, atinge um estado excitado e ao retornar ao seu estado fundamental,
emite parte da energia absorvida na forma de luz. O restante da energia absorvida pelo
croméforo pode ser perdida no retorno dos elétrons excitados em outros processos que a
emissao de radiagéo eletromagnética como: calor ou processos quimicos e vibracionais.
Desta forma, a quantidade de energia emitida na forma de ondas eletromagnéticas &
relativamente inferior a energia absorvida (energia de excitagéo) e A da luz emitida € maior
do que aquele da luz absorvida.

Naturalmente, existem 3 aminoéacidos, em proteinas, suscetiveis ao fendémeno de
fluorescéncia. S&o eles: principalmente triptofano, tirosina € em menor escala fenilalanina.
Porém, € possivel utilizar sondas fluorescentes ligadas a determinados aminoacidos ou
compostos que emitem fluorescéncia quando estes interagem com a proteina (Lakowicz,
1983). O aminoéacido triptofano é sensivel ao ambiente no qual ele se encontra,
apresentando diferentes caracteristicas fluorescentes que sZo dependentes do grau de
exposicao ao solvente hidrofilico ou regiées hidrofébicas da proteina. Assim, aliado ao seu
alto rendimento quéntico, sua baixa freqiiéncia em proteinas e possibilidades de excitacio
especifica, a técnica de fluorescéncia do triptofano tornou-se uma das mais utilizadas em
biofisica molecular, principalmente em estudos relacionados a mudancas conformacionais de
proteinas.

Quando o residuo de triptofano se encontra bem exposto ao solvente, ha um maior
gasto de energia no estado excitado com a reorganizagdo das moléculas de agua que o
envolvem e emite fluorescéncia em A menos energéticos (proximos a 355 nm). Ja quando o
residuo de ftriptofano se encontra em uma regido do interior da proteina, geralmente
hidrofébico e com baixa acessibilidade & agua, a emissdo de fluorescéncia ocorrera em A
mais energético (310 nm a 335 nm), pois ndo havera grande perda de energia com a
reorganizacédo de moléculas de agua. A mudanca de exposicdo do triptofano ao ambiente
pode ser induzida por desnaturante ou ligantes e fornecem informacdes sobre a estabilidade

e também sobre as mudancas conformacionais sofridas pela proteina (Lakowicz, 1983).
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Os principais A de excitagdo para o triptofano, tirosina e fenilalanina estdao no
intervalo entre 260 e 295 nm. Porém, € possivel separar bem as contribuicées nos espectros
de emiss&o entre o triptofano e tirosina. Utilizando A de excitacdo proximo a 260 nm é
possivel excitar principalmente residuos de tirosina e em 295 nm os residuos de triptofano
serao preferencialmente excitados. Se uma determinada proteina possui apenas tirosina, o
maximo de emissao de fluorescéncia se encontra em torno de 305-310 nm no estado nativo
e 335 no estado desnaturado (dependendo da exposicéo das tirosinas ao solvente). Porém,
o rendimento quéantico da fluorescéncia do triptofano é maior que para as tirosinas. Assim,
dependendo da proporgéo destes fluoréforos e da proximidade entre eles, é possivel
observar comportamentos diferenciados do espectro de emisséo, tais como: supresséo de
fluorescéncia, deslocamentoc do méximo de emissdo ou mudancas no centro de massa
espectral de fluorescéncia. A acessibilidade do solvente ao triptofano, e em menor escala a
tirosina, também podem ser determinadas utilizando agentes supressores de fluorescéncia
como iodetos e acrilamida entre outros.

DETERMINACAO CONFORMACIONAL POR DICROISMO CIRCULAR (CD)

Os espectros de CD foram obtidos em um espectropolarimetro Jasco 5.500, em
colaboragdo com o Prof. Dr. Francisco Benedito Teixeira Pessine do Instituto de Quimica
(UNICAMP). A medida da rotagéo dptica foi calibrada com &cido (d)-10-acido-canforsulfénico.
Os espectros foram adquiridos entre 190 e 250 nm, a cada 0,5 nm, com uma velocidade de
50 nm/min, com numero variado de acumulagdes. As celas utilizadas foram de 0,02 cm de
caminho 6ptico. De todos os espectros foi subtraido o branco correspondente. Os valores de
[6] sdo dados em elipticidade molar residual (deg.cm®dmol™. res™) e foram calculados a
partir da Equacgao 1.

[06] = mdeg / (10.c.n.l) (1)
onde c representa a concentragdo molar , n 0 nimero de residuos e | o caminho 6tico em
cm.

Software J-500 forecido pela Jasco Company foi usado para calcular os dados

obtidos por Dicroismo Circular. Gas Nitrogénio foi continuamente purgado no aparetho Jasco
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antes e apos os experimentos. A média dos valores da elipticidade dos residuos foi calculada
usando o valor de 110 Da, que € a média da massa molecular para os residuos de
aminoacidos. O contelido da estrutura secundaria das proteinas foi determinado pelo
programa CD PROT, por combinagéo linear, tendo por base o espectro de referéncia de
proteinas que apresente sua estrutura terciaria conhecida em banco de dados.

DETERMINACAO DA ATIVIDADE INIBITORIA DE CT!

A atividade inibitéria foi acompanhada nos estudos de estabilidade conformacional e
funcional de CTI de acordo com método descrito anteriormente na pagina 50-51. As
amostras foram submetidas a um ensaio para se determinar a porcentagem de inibicdo da
tripsina. Concentragbes quatro vezes superior ao ICsg de CTI foram utilizadas em todos os
ensaios, de forma diluir e diminuir a agdo dos agentes desnaturantes (DTT, pH, temperatura
e agentes caotropicos) na atividade da enzima tripsina.

EFEITO DO DITHIOTHREITOL (DTT)

Alteragdo Estrutural - Gel Filtragcdo e Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS Tricina

As alteracbes estruturais ocasionadas por DTT, na concentragdo final de 1 mM,
foram avaliadas em cromatografia de gel filtragdo. A massa molecular relativa de CTI foi
determinada por HPLC Water, utilizando uma coluna de filtragdo em gel Proteinpack SW-300
equilibrada com tampao fosfato de sddio 50 mM, 100 mM de NaCl pH 7.6, sob fluxo de 0,5
mL/min. Os seguintes marcadores de massa molecular foram utilizados: Blue Dextran
(200.000 kDa), Ovalbumina (43 kDa), Anidrase carbénica (29 kDa), Tripsina Bovina (24 kDa)
e Aprotinina (6,5 kDa). Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-Tricina, descrito
anteriormente nas paginas 23-24, foi utilizado na determinacdo de alteracdes estruturais nas
subunidades do inibidor CTl ap6s o tratamento com o redutor DTT.
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Alteragdo estrutural — Medidas de Fluorescéncia

A intensidade de fluorescéncia intrinseca do inibidor CTl nativo e reduzido com DTT
(1, 10 e 100 M) apdés 120 minutos foi monitorada em cubetas de quartzo de 1 cm, em
espectrofluorimetro Hitachi 2000 com comprimento de onda de excitacdo de 293 nm e
emissdo de 298 a 450 nm. A largura da fenda foi de 5 nm. As medidas de fluorescéncia
foram realizadas a temperatura ambiente.

Alteracdo Funcional — Estudos Cinéticos

O efeito do DTT na atividade de CTI foi avaliado de acordo com o método descrito
por Ramasarma et al. (1995). CTl (0,5 mg/mL) foi diluido em tamp&o Tris-HC! 10 mM pH 7.7
e tratado com DTT (nas concentragbes finais de 1, 10 e 100 mM). A reaco foi interrompida
por iodoacetamida duas vezes a concentracdo final de DTT. Aliquotas foram coletadas em
intervalos de tempo especificos (0, 15, 30, 60, 90, 120 minutos) e dialisados contra tampao
Tris-HCI 10 mM pH 7,5 por 2 horas. Estas amostras foram ensaiadas contra tripsina e
quimotripsina como descrito acima.

EFEITO DO pH EM TEMPERATURAS DISTINTAS

A estabilidade do inibidor CTI foi checada em 5 valores de pH. O inibidor (0,1 mg) foi
pré-incubado em tampdes apropriados. Foram utilizados como tampdes: KCI-HC! 0,05 M pH
2, acetato de sodio 0,05 M pH 4, 6 Tris-HCI 0,05 M, pH 8 e 10 de acordo com Terada et al.,
1994. Para cada valor de pH variou-se a temperatura nos intervalos de 0, 20, 40, 60, 80 e
100 °C. A atividade inibitéria de CTI foi avaliada apds a concentragdo do material
concentrada em Speed Vac Plus. A atividade foi determinada como descrito inicialmente em
métodos e foram realizados em ftriplicatas para diminuir a margem de erro.
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EFEITOS DOS AGENTES CAOTROPICOS

Desnaturacao por Uréia

A solugéo estoque de uréia foi preparada numa concentracdo de 9 M em tampao
Tris-HCI1 0,1 M DTT 1 mM pH 8,0 a fim de se obter, por diluigéo, concentracées de 0 a8 M. O
inibidor CTI (10 pg mi™") foi equilibrado por 24 h a 37 °C nas diferentes concentragdes de
uréia e mantida em banho a 37 °C durante o experimento. As intensidades de fluorescéncia
intrinseca do inibidor foram monitoradas em espectrofluorimetro Hitachi 2000 com
comprimento de onda de excitagdo de 293 nm e emissdo de 298 a 450 nm, utilizando
cubetas de quartzo de 1 cm e largura da fenda de 5 nm.

Desnaturacao por Cloreto de Guanidina

A solugao estoque de cloreto de guanidina foi preparada numa concentracdo de 8 M
em Tris-HCI 0,1 M DTT 1 mM pH 8,0 a fim de se obter, por diluigdo, concentragcdes de 0 a 6
M. A enzima (10 pg mi™) foi equilibrada por 55 h a 4 °C nas diferentes concentragdes de
cloreto de guanidina e mantida a 37 °C durante o experimento. As intensidades de
fluorescéncia intrinseca do inibidor foram monitoradas de acordo com o método descrito
anteriormente.

Renaturacdo

A renaturagdo do inibidor CTI foi checada pela determinagdo da porcentagem de
inibicao da protease tripsina ap6s a diluigio ou diélise por até 6 horas do inibidor tratado com
uréia 8 M ou guanidina 6 M. A renaturag&o do inibidor CTl foi acompanhada por medidas de
fluorescéncia e pela determinagéo da atividade inibitéria de aliquotas de CTl em diélise por
varios intervalos de tempo.

CALCULOS DOS PARAMETROS TERMODINAMICOS

Dos espectros provenientes de fluorimetro tanto para uréia quanto para cloreto de
guanidina foram utilizadas para o cdlculo de parametros para avaliar a estabilidade
conformacional de inibidor de tripsina CTl.
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Centro de Massa
As intensidades de fluorescéncia obtidas no espectro de emissdo foram utilizadas

para calcular o centro de massa de acordo com o método descrito por Bonafé et al. (1998).

Fracdo de Proteina Desnaturada

A fracdo de proteina desnaturada representa o percentual de inibidor desnaturado
em funcdo da concentragdo de um agente caotrpico, e é um parédmetro termodinamico
somente calculado em processos de desnaturacéo reversiveis que envolvam dois estagios,
nativo e desnaturado. Este parametro foi calculado utilizando o método de Pace (1990).
Assim, a fracdo de proteina desnaturada (CTI), Fq, foi calculada de acordo com a férmula
abaixo:

Fd = (Yn - Yubs)/ ( Yn - Yd)

onde Yous € a intensidade de fluorescéncia observada, e y, e yq4 representam os valores de y

caracteristicos a conformag&o nativa e desnaturada, obtidos de acordo com Pace (1990).

Energia Livre (AG)

A diferenga de energia livre entre o estado nativo e desnaturado (AG) foi calculada
através da féormula abaixo:

A6 = RTIn[F/(1-Fy)]

onde R ¢ a constante dos gases (1,987 cal mol™”) e T a temperatura em Kelvin. Em geral, a

variagdo de energia livre ¢ linear em relagc&o a concentragéo do desnaturante. O método de
analise dos minimos quadrados foi usado para demonstrar os valores da regido de transicéo
pela equacéo:

AG = A6 (H,0) - m [D]

onde AG (H20) é o valor de AG na auséncia do desnaturante, m é o intercepto da transigéo

desnaturante (representa a inclinagdo das retas), ou seja, a medida da dependéncia do AG

em relagdo a concentracéo do desnaturante, e [D] é a concentracdo do desnaturante.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

01. CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL DAS ISOFORMAS DO INIBIDOR DE TRIPSINA CTI

MASSA MOLECULAR DAS SUBUNIDADES DE CTiI

O inibidor CTl da serinoprotease tripsina extraido e purificado segundo Silva et al.
2001 foi analiticamente cromatografado (HPLC) em coluna de fase reversa C18 em dois
picos (CTI-l e CTI-ll) indicando que CTI apresenta estrutura tridimensional constituida por
duas cadeias polipeptidicas. Cada pico apresentou-se como uma banda unica em gel SDS
Tricina (Figura 01a e b). Essas subunidades apresentaram massa molecular aparente de
aproximadamente 11 e 9 kDa, respectivamente, em condi¢des reduzidas com DTT 0.1 M. A
eletroforese em condi¢gdes ndo desnaturantes mostrou trés bandas sugerindo, inicialmente,
pelo menos trés isoformas para o inibidor CTI (Figura. 01 ¢).
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Figure 01 - Perfil de elui¢do do inibidor CTl em uma coluna C18 e gel de eletroforese. a) A
coluna de C18 (3,9 x 300 mm) foi equilibrada em solugdo de TFA 0,1 % (Solvente A).
Amostra aplicada: 1 mg de CTI obtido em coluna de afinidade. Solvente A: TFA 0,1 %,
Solvente B Acetonitrila 66 % em TFA 0,1 %. Fluxo 1 mL/min. Absorbancia em 280 nm. b)
Eletroforese em gel de Tricina (16,5 %) em SDS da fracdo CTI, e das subunidades CTI-l e
CTI-II provenientes da coluna de fase reversa. c¢) Gel de eletroforese em condigbes néo
desnaturantes de CTI, indicando microhetogeneidade.
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ANALISE DOS AMINOACIDOS DA EXTREMIDADE N-TERMINAL DE CTI-l E CTHiI

A Figura 02 evidencia a seqiiéncia N-terminal das subunidades de CT! (CTi-1 e CTl-
i), onde nenhuma similaridade foi observada entre as subunidades de CTI. A porgao N-
terminal da subunidade CTI-l mostrou considerada similaridade com inibidores da familia tipo
Kunitz. Ja CTI-ll ndo apresentou homologia seqliencial significativa com a extremidade N-
terminal de outros inibidores descritos, porém, uma anélise cuidadosa desta seqiiéncia N-
terminal com porgdes internas dos inibidores de Kunitz, evidenciaram uma discreta
similaridade, como pode ser visualizado na figura abaixo.
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Figura 02 - a) Eletroforese em gel de Tricina (16,5%) em SDS das subunidades CTI-l e CTI-
Il provenientes da fase reversa. b) Analise da homologia comparativa da regido N-terminal de
CTI-I com outros inibidores de tripsina tipo Kunitz. ¢) Analise da homologia comparativa da
regido N-terminal de CTI-1l com outros inibidores de tripsina tipo Kunitz.
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ESPECTROMETRIA DE MASSAS DAS SUBUNIDADES DE CTI

A espectrometria de massas foi utilizada para determinar o nimero de isoformas e a
massa molecular acurada destas. Os espectros de massas (MALDI-TOF) das subunidades
do inibidor CTl purificadas em cromatografia de fase reversa em coluna C-18 (HPLC) de
acordo com Silva et al. 2001, encontram-se representados nas Figuras 03 e 04. Observou-
se uma microheterogeneidade tanto para CTI-I quanto para CTI-ll com maior intensidade os
picos de massa 10.719 e 8.244 respectivamente.

Em b das Figuras 03 e 04 observa-se que CTl apresenta aproximadamente 7 e 8
isoformas para CTI-1 e CTI-ll respectivamente. CTI-l representa uma mistura das isoformas
a, b, c d, e fegcoma e g diferenciando em 722.44 Da. Para CTI-ll foi possivel identificar
pelo menos 8 isoformas designadas por h, i, j, k, I, m, n e o, onde se observa entre as
isoformas h e o uma distingao de massa igual a 661.28 Da.

O espectro de CTl obtido no espectrometro de massa ESI-QTOF (Tabela 01) relevou
muitos ions carregados localizados na faixa de massa m/z de 400-1600. A massa média do
pico principal foi 10781.97 e de 8593.37 para CTi-l e CTI-ll, respectivamente. Tais resultados
evidenciaram uma microheterogeneidade consideravel para o inibidor CTIl, sendo constituido
de varias isoformas.

Tabela 01 - Massa molecular dos componentes de CTI por espectrometria de massa em Q-TOF.

Massas
Subunidades CTI-1 CTi-lI
Isoformas

a 10647.78 8152.66
b 10713.09 8173.83
c 10730.93 8431.04
d 10763.88 8506.06
e 10781.97 8518.11
f 10797.35 8574.80
g 10868.94 8593.37
h 10884.70 8819.09
i 10955.54 8922.87
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Figura 03 - a) Perfil do espectro da fragdo CTI-l por espectrometria de massas MALDI-TOF.
b) Melhor visualizagdo das isoformas em um zoom entre 10047.0 a 11781.0 (m/2).
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Figura 04 - a) Perfil do espectro da fragdo CTI-ll por espectrometria de massas MALDI-TOF.
b) Melhor visualizagcdo das isoformas em um zoom entre 7780.0 a 9401.0 (m/z).
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DETERMINACAO DOS RESIDUOS DE CISTEINAS EM CTiI

A presenca e quantidade de residuos de cisteinas nas subunidades de CTI foram
avaliadas por espectrometria de massas (MLADI-TOF) apdés a redugdo e S-
carboxiamidometilagao de CTl nativo com iodoacetamida. Antes do tratamento, dois picos
principais de massa molecular de 10754.3 e 8519.4 (Figura 05) foram detectados para CTI.
Quando CTI foi tratado somente com iodoacetamida, nao foi registrada nenhuma alteragso
no espectro de massa, indicando a auséncia de residuos de cisteinas livres na molécula.

A analise do espectro de massa no espectrometro MALDI-TOF, ap6s a reducdo e
carboxiamidometilagéo, detectou dois picos de massas 10870.3 e 8519.4. Essa diferencga de
massa, de 116 + 1 Da (Figura 05), sugere fortemente um aumento de massa de 58 Da para
cada residuos de cisteina que estavam formando uma ponte dissulfeto na estrutura protéica
da subunidade CTI-l reduzida e alquilada com iodoacetamida.

O espectro do MALDI-TOF permite ainda inferir a auséncia de cisteinas,
estabelecendo pontes dissulfeto na subunidade de CTI-Il (que tem massa de 8519.4 Da),
independentemente de nativa ou reduzida.
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Figura 05 - Espectro de massa (MALDI-TOF) do inibidor CTI: a) CTl n&o reduzido, b) CTI
apoés o tratamento com iodoacetamida e ¢) CTl tratado com DTT e iodoacetamida.
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ANALISE DA COMPOSICAO DE AMINOACIDOS DAS SUBUNIDADES DE CTI

A composigdo global dos aminoacidos das subunidades de CTl é mostrada na
Tabela 02. Para comparacgao, valores calculados da composi¢ao de aminoacidos a partir da
seqiiéncia de STl e BBI sdo citados. A composi¢cdo de aminoacidos de CTI-l e CTI-ll foi
bastante similar, com consideravel conteido de Asx e Gix. CTl mostrou-se rico nos
aminoacidos glicina, serina e prolina, apresentando baixos niveis de metionina e
aminoacidos aromaticos. Para o calculo da composigao de aminoacidos das subunidades,
foram utilizados os valores de massa molecular determinado por espectrometria de massas
10.719 e 8.244 kDa para CTI-l e CTI-ll, respectivamente. Acido aspartico e acido glutamico
nao foram distinguidos de asparagina e glutamina, respectivamente.

Tabela 02 - Composi¢céo de aminoacidos (mol/mol) das subunidades de CTl em comparagao
com STl e BBl de sementes de soja.

Subunidades
Aminoacido | CTI-I | CTI-l | CTI | SBTI| BBI
Asx 5 6 11 26 21
Gix 9 8 17 18 7
Ser 14 9 23 11 9
Gly 16 11 27 16 0
His 3 1 4 2 1
Arg 5 4 9 9 2
Thr 3 2 5 7 2
Ala 5 2 7 8 4
Pro 10 6 16 10 6
Tyr 3 2 5 9 2
Val 7 5 12 14 1
Met 1 0 1 2 1
Cys 2 0 2 4 14
lle 3 4 7 14 2
Leu 6 2 8 15 2
Phe 1 0 1 9 2
Lys 9 8 18 10 5
Trp n.d. n.d. n.d 2 0
Total 102 71 173 186 71

67



V. RESULTADOS E DISCUSSAO

ELETROFORESE BIDIMENSIONAL

O resultado da eletroforese bidimensional do inibidor CTI esta evidenciado na Figura
06, confirmando um padrdo bastante heterogéneo observado na espectrometria de massas.
Observa-se pelo menos seis spots concentrados na faixa de 11 a 9 kDa, sendo trés com
caracteristicas acidas e trés com caracteristicas basicas.

Na Figura 07 observa-se o gel de duas dimensbes para as subunidades CTl-l e CTI-
Il purificadas em coluna de fase reversa C18. Nessas condigdes, CTI-l apresentou trés spots
a, b e ¢ com pontos isoelétricos de 8.0, 8.5 e 9.0 e CTI-ll migrou no gel também como trés
spots d, e e f com o pl de 4.3, 4.6 e 4.7, sugerindo pelo menos trés isoformas para ambas
subunidades.

TDI DE SEMENTES DE COPAIBA

l

ELETROFORESE BI-DIMENSIONAL

Mw
11 kDa
" SpotF pi-47 Spot A pl=8.0 —
SpotE pl=486 SpotB pl=85
SpotD pl=43 SpotC pl=9.0

Figura 06 - Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (12,5 %) de CTi (10 pg). A
primeira dimensé&o foi feita em gradiente nao linear de pH 3-10 e a segunda dimenséao em
SDS-PAGE com concentragéo de bis-acrilamida 12,5%. O gel foi corado por impregnacéo
por prata. Da esquerda para a direita ha um aumento do pl e de baixo para cima a massa
molecular aumenta.
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a) CTI4
11 kDa
" Spot C pl = 9.0
Spot B pl = 8.5
Spot Apl=38.0
b) CTi-i

O kDa

— SpotF pl=43
L SpotE pl = 4.6
SpotDpl=4.3

Figura 07 - Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (12,5 %) das subunidades
purificadas. A primeira dimenséo foi feita em gradiente n&o linear de pH 3-10 e a segunda
dimensdo em SDS-PAGE com concentragdo de acrilamida 12,5 %. Da esquerda para a
direita ha um aumento do pl e de baixo para cima a massa molecular aumenta. a) CTI-I (10

1g) b) CTH-I (10 pg).
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ESPECTRO DE MASSA DOS DIGESTOS TRIPTICO DAS ISOFORMAS DE CTI

A analise dos espectros da Figura 08 confirma a presen¢a dos peptideos 01
RLVDTVGKPLENGGAAEYYILPI 25 e 01 WQLPSVKIGGEPK 12, que representam as
regiées N-terminal previamente determinadas para as subunidades CTI-I e CTI-Il nos spots a
e f. Os espectros de massa dos peptideos gerados pela digestdo das isoformas observadas
em gel 2D das subunidades de CTI com tripsina, podem ser observados nas Figuras 09 e
10. Nao foi verificado um padrdo de clivagem para as isoformas individualizadas de cada
subunidade. Os peptideos na faixa de 860.0 a 870.0 sdo comuns nas trés isoformas (spot a,
b, e ¢) da subunidade CTI-I como pode ser observado na Figura 09.

As isoformas de CTI-lIl também mostraram-se bastante divergentes em relagdo aos
espectros gerados pela digestao triptica, sendo os perfis das isoformas d e e similares.
Observa-se a predominancia dos peptideos de massa 843.37, 940.19 e 962.19 nas trés
isoformas de CTI-ll (spots d, e e f). Entretanto, os demais peptideos apresentam massas
diferentes reforcando uma certa heterogeneidade na seqiiéncia primaria destas proteinas
(Figura 10).
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Figura 08 - Espectro de massa de peptideos gerado pela digestéo triptica dos spots a e f e
identificagdo dos peptideos N-terminal das subunidades CTl-l e CTI-il.
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Figura 09 - Espectro de massa de peptideos gerado pela digestao triptica das isoformas
(spot a., b e ¢) da subunidade CTi-I do inibidor CTl de sementes de copaiba.
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Figura 10 - Espectro de massa de peptideos gerado pela digestao triptica das isoformas
(spot d, e e f) da subunidade CTI-II do inibidor CTI de sementes de copaiba.
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DISCUSSAO

A familia de inibidores do tipo Kunitz é marcada por um namero significativo de
proteinas com regibes da estrutura primaria altamente conservadas porém, com massa
molecular, numero e posicdo das pontes dissulfeto distintas entre outras caracteristicas
funcionais divergentes. Ha quem assuma que estas diferencas estruturais estejam
relacionadas filogeticamente com a evolugdo dos vegetais. A presenca de isoformas,
explicada por modificagdes pés traducionais, assim como isoinibidores, devido a duplicacéo
de familia de genes, tem sido amplamente registrada para os inibidores do tipo Kunitz (Di
Ciero et al., 1998; Macedo et al., 2002a; Valueva et al., 1997).

Os inibidores de sementes de leguminosas s&o encontrados sob varias isoformas,
como evidenciado por Kalume et al. 1995 e Di Ciero et al. 1998. Algunas técnicas, como a
espectrometria de massas, determinacdo da seqUéncia N-terminal e eletroforese
bidimensional vém sendo amplamente exploradas com o propésito de caracterizar melhor
estas isoformas presentes em sementes. Esta parte da tese discute um pouco sobre as
caracteristicas estruturais das isoformas do inibidor CTl, um atipico representante da familia
Kunitz em sementes, utilizando as técnicas de espectrometria de massas (MALDI-TOF e
ESI-QTOF), gel de eletroforese bidimensional, composicdo global dos aminoacidos das
subunidades de CTI e espectro de massas dos peptideos gerados pela digest&o triptica das
isoformas das subunidades de CT1.

Uma ampla faixa de massa molecular (5000 — 23000 Da) tem sido relatada para os
inibidores de tripsina (Tis) dependendo do método usado para estimar (ultracentrifugacao,
cromatografia de exclusdo molecular gel de eletroforese em SDS-PAGE e composigdo de
aminoacido). Programas de alinhamento das seqiéncias dos genes e de aminoacidos dos
inibidores de proteases sugerem que estes exibem forte tendéncia para formar homo ou
heterodimeros em solugbes, fato que tem dificultado a determinagéo da massa molecular e a
caracterizagdo do numero de isoformas, isoinibidores ou inibidores diferentes em sementes
(Prakash et al., 1996).

Os inibidores de Kunitz foram, inicialmente, encontrados como cadeia polipeptidica
unica, com massa molecular de aproximadamente 20 kDa e possuidores de duas pontes
dissulfeto em posi¢bes definidas. Ha muito tempo, acredita-se que aqueles inibidores de

massa molecular relativamente alta, apresentam-se na forma polimérica, associados em
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dimeros ou tetrameros, cujos mondmeros possuem uma massa molecular minima de
aproximadamente 20 kDa.

Os inibidores de Kunitz purificados e caracterizados da subfamilia Mimosoideae da
familia das leguminosas e aqueles purificados de batata da familia Solanaceae sao
normalmente detectados como heterodimeros e apresentam duas pontes dissulfeto,
estabilizando a sua estrutura composta por duas cadeias: uma cadeia maior de
aproximadamente 16 kDa e uma menor de 5 kDa (Batista et al., 1996). Segundo Richardson
(1991), essas duas cadeias resultam de um processamento proteolitico de um precursor de
cadeia unica, mas as causas que determinam esta clivagem unicamente em espécies da
subfamilia Mimosoideae e familia Solanaceae sdo ainda desconhecidas.

CTl de copaiba tem sido resolvido em dois picos distintos (CTI-I e CTI-lIl) em
cromatografia de fase reversa em coluna C18 onde ambos os picos aparentemente
apresentavam atividade anti-triptica. Gel de eletroforese SDS-Tricina de CT! também tem
demonstrado pelo menos duas bandas em condigbes reduzidas com DTT. O estudo da
homologia sequencial de ambas as subunidades para a regiao N-terminal demonstrou que,
CTI-l apresentava homologia a certos inibidores do tipo Kunitz, enquanto o CTI-ll ndo foi
homologo a regido N-terminal de nenhum inibidor ja descrito, sugerindo inicialmente a
presenca de dois inibidores de baixa massa molecular (Silva et al., 2001). Porém, quando se
comparou CTH-I com regiGes internas da sequéncia primaria dos inibidores de Kunitz
observou-se um discreto grau de similaridade, indicando que tenha ocorrido uma clivagem
proteolitica pés traducional.

CTi-l e CTHI poderiam ser fragmentos proteoliticos de uma mesma proteina
proveniente de uma coluna de fase reversa ou até mesmo devido a outras etapas de
purificag&o? Isto tem sido observado na literatura principalmente para inibidores purificados
por cromatografia de afinidade. A purificacdo dos inibidores estudados por Batista (1997) foi
realizada basicamente por cromatografia de afinidade em tripsina-sepharose. Este
procedimento pode representar risco de protedlise do inibidor caso a tripsina ndo esteja
imobilizada na sua forma inativa, podendo destruir a atividade do inibidor e ocasionar
heterogeneidade nas preparagbes obtidas (Weder & Link, 1993).

Assim, teve-se o cuidado de utilizar a resina de anidro tripsina sepharose,
metodologia desenvolvida por Xavier-Filho & Campos em 1983, para a purificacio de CTl de
sementes de copaiba, onde a enzima imobilizada possui um residuo de desidro-alanina no
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seu sitio ativo, que permite a purificacdo do inibidor e evitando a sua protedlise. Outro
aspecto que deve ser levado em consideracéo é o fato do gel de eletroforese em condigbes
desnaturantes ter demonstrado duas bandas de proteinas (11 e 9 kDa) para todos os passos
de purificagdo inclusive para o extrato bruto {(dado n&o mostrado), exceto para aquele da
coluna de fase reversa C18, onde se observou a purificagdo das duas bandas como
demonstrado na Figura 01.

Essas evidéncias sugerem que o inibidor CTIl sofreu uma clivagem proteolitica,
contudo, esta ndo teria ocorrido durante os processos de purificagdo e sim por
processamento proteolitico pés traducional de uma proteina precursora de cadeia Unica,
assim como observado em espécies da subfamilia Mimosoideae.

Gel de eletroforese SDS-Tricina e gel filtracdo em coluna de exclusdo foram
utilizados na determinacéo da massa molecular das subunidades do inibidor CTlL. A massa
molecular relativa de aproximadamente 20 kDa para CTl em condicbes ndo desnaturantes é
devido as associagdes das diferentes subunidades monoméricas por interacbes fracas. Isto
tem sido relatado tanto para inibidores de Bowman-Birk, quanto para inibidores de Kuntiz
(Birk & Applebaum, 1985; Wu & Whitaker, 1990). Contudo, ndo se considerava a agregacao
de subunidades distintas como para o inibidor CTl. Uma melhor caracterizagdo da massa
molecular acurada e do numero de isoformas para as subunidades de CTI foi, entdo,
avaliada pela técnica de espectrometria de massas.

Os espectros de massas (MALDI-TOF) para as subunidades CTI-l e CTI-ll do inibidor
CTl representados nas Figuras 03 e 04 confirmaram uma vasta microheterogeneidade para
CTI, com predominancia dos picos de massa 10.719 e 8.244 para as subunidades de CTI,
respectivamente. Parte destas protedlises tem sido sugerida como resultado da exposicdo
dos inibidores a proteases envolvidas no processamento pés-traducional de precursores de
proteinas de reservas em sementes. Nas Figuras 03 e 04 (b) observa-se pelo menos sete
isoformas para cada subunidade de CTI, caracteristica marcante dos inibidores de Kunitz
(Macedo et al., 2002a; Pando et al., 2001 ).

A composicdo global de aminoécidos das subunidades de CTI mostrou que este
inibidor apresenta um alto contetido dos residuos de serina, glicina e lisina (Tabela 02).
Metionina e fenilananina foram pouco evidenciados na composicao global da molécula de
CTl e um baixo nimero destes aminoacidos tem sido observado em outros inibidores de
leguminosas (Pando et al., 1999). Ja asparagina e glutamina, bem como triptofano n3o foram
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detectados, pois sdo suscetiveis a hidrolise acida. Além disso, CTI-l apresentou duas
cisteinas, o que néo foi observado para CTIHI, resuitados confirmados por espectrometria de
massas (MALDI-TOF), de CTI nativo, CTl reduzido e carboxiamidometilado com
iodoacetamida (Figura 05). Esses resultados v3o de encontro aos obtidos para alguns
inibidores de tripsina do tipo Kunitz encontrados na subfamilia Caesalpinoideae, que
apresentam apenas uma ponte dissulfeto (Cavalcanti et al., 2002).

Tanto os inibidores de Kunitz quanto os inibidores de Bowman-Birk tem sido
extensivamente estudados em uma ampla variedade de sementes, principalmente em
leguminosas. Nestes, incluem isoformas e isoinibidores que s&o atribuidos as variagbes
genéticas (familia multi-génicas), bem como modificagdes pods traducionais ou ainda
mutacGes no codigo genético. A aparente perda de um ndmero significante de residuos de
aminoacidos durante modificagdes pos-traducionais dos inibidores de proteinases tem sido
relatado para inibidores de vérias espécies de leguminosas (Tan-Wilson et al., 1987). A
origem e o papel fisiologico das isoformas em plantas ainda ndo estdo bem esclarecidos.
Wilson & Chen (1983) mostraram que isoformas resultam do processamento proteolitico pos
traducional da regido N e C-Terminal. Para explicar a grande variedade de isoformas, outras
hipoteses, como a presenca de genes muiltiplos precisam ser consideradas.

A eletroforese bidimensional de CTI (Figura 06) revelou a presenca de varios spots
na faixa de 10 e 8 kDa. Quando CTI foi submetido & purificagio em cromatografia de fase
reversa em coluna C18, observou-se 3 spots para CTI-l com pl de 8.0, 8.5 ¢ 9.0 e trés spots
para CTl-ll com pl de 4.7, 4.6 e 4.3 como mostrado na Figura 07. Esta diferenca de ponto
isoelétrico pode ser devido a um ou mais aminoacidos na seqiiéncia das subunidades CTl-l e
CTI-l proveniente de processamento proteolitico pos traducional na regido N ou C terminal,
como proposto por Wilson & Chen, (1983) e Kalume et al. (1995), ou também devido a estas
isoformas derivarem de uma familia multigénica. |

Para determinar se os spots da Figura 07 faziam parte de uma mesma familia
génica, utilizou-se a espectrometria de massas (Figuras 09 e 10). O espectro de massa dos
peptideos gerado pela digestdo triptica das subunidades de CTI, sugere que estas
apresentam sequéncias de aminoacidos bastante heterogéneas, onde os spots d e e da
subunidade CTI-ll parecem ser mais préximos. A diferenga nos espectros de massas dos
peptideos por digestdo triptica somado aos valores proximos de ponto isoelétrico observados
em gel de eletroforese bidimensional, sugere que as isoformas de CT! podem ter derivado de
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pelo menos duas familias génicas distintas e também passado por modificacdes pos-
traducionais.

Em plantas superiores, muitas proteinas e enzimas sdo codificadas por familias
multigénicas e, em Arabidopsis, estima-se que 20 % dos genes pertencem a membros da
mesma familia (Bevan et al., 1998). A existéncia de familias multigénicas pode, muitas
vezes, refletir niveis adicionais de controle genético ou a existéncia de isoformas de
proteinas com fungdo especifica (Mekhedov et al., 2000). N&o foram identificados em todos
Os spots os peptideos N-terminal (Figura 08) determinados por degradacdo de Edman, para
as subunidades CTI-l e CTI-ll, indicando que estes apresentam regides N-terminal diferentes
devido a provaveis processamentos proteoliticos pés traducionais, ou até mesmo mutacdes
com substituicdo de um ou mais aminoacidos.

O inibidor CTI de sementes de Copaifera langsdorffii foi isolado e fracionado em
varias isoformas por gel de eletroforese bidimensional. A microheterogeneidade de CTI foi
também confirmada por espectrometria de massas (MALDI-TOF e ESI-QTOF). A origem
destas isoformas para o inibidor CTl parece resultar a partir de varios processos
independentes. Assim, a diversidade de isoformas para CTI pode ser explicada por mutagdes
especificas que resultaram na substituicio de residuos de aminoacidos na seqliéncia interna
da proteina, ou ainda, ser produtos de familias génicas distintas que sofreram modificagbes
pds-traducionais por processos proteoliticos nas regides C e N terminal, esclarecendo
diferencas de massas e de ponto isoelétrico para os spots de cada subunidade. O papel
destas isoformas para CTl no metabolismo da planta é incerto, mas estas podem ser
requeridas para uma variedade de eventos envolvendo a interagdo especifica inibidor com
enzimas endogenas ou exdgenas.
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02. DETERMINAGAO DA ESTRUTURA PRIMARIA DO INIBIDOR CTI DE TRIPSINA
SEQUENCIAMENTO DA SUBUNIDADE CTI-1 (SPOT A) DO INIBIDOR CTI

A digestéo triptica da subunidade CTI-l (spot A) do inibidor de copaiba proporcionou
a determinac&o da seqléncia de varios peptideos. Entre estes, a dos peptideos de m/z:
1361.665 (correspondente aos residuos 25-39), 1221.550 (90-100) e 862.387 (94-100),
permitindo um overfapping bastante significativo da ordem dos residuos de aminoéacidos
nesta subunidade. A Figura 01 A evidencia o espectro de massa obtido do ESI-QTOF,
permitindo o sequenciamento do peptideo correspondente aos residuos 40-58
(CPLSVVQSPSDHSNTLPVR). O espectro MS/MS deste ion o revelou como triplamente
carregado com m/z correspondente a 678.67. Um peptideo de massa 5526.93,
compreendendo ao /oop reativo, entre os residuos 40-91, foi detectado nas anélises por
MALDI-TOF no modo linear quando a molécula de CTI-I nativa foi digerida por tripsina.

A segunda digestdo, com a protease SV8 Glu-C, solucionou algumas falhas
permitindo o preenchimento de algumas posi¢bes ndo seqiienciadas nos digestos tripticos. A
andlise do espectro MS/MS confirmou a seqiéncia dos residuos correspondentes as
posicbes 1-16, 15-24 e 39-50 na sequiéncia da subunidade CTI-I. A Tabela 01 mostra os
fragmentos peptidicos sequenciados, obtidos por espectrometria de massas combinando
MALDI-TOF e ESI-QTOF.

Tabela 01 - Cobertura da seqiéncia completa da subunidade de CTI-l (spot A) a partir de
peptideos selecionados da digest&o com as proteases tripsina e Glu-C SV8, observados por
MALDI-TOF e sequenciados por EIS-QTOF.

Posiciodo  Espectrometro Massa Digestio
residuo de massa Calculada Enzimética Seqiiéncia do Peptideo
[M+H] m/z
1-24 MALDI-TOF 2733.420 Yripsina RLVDTNGKPIENDGAEYYILPVTR
2-24 MALDI-TOF 2577 319 Tripsina LVDTNGKPIENDGAEYYILPVTR
7-24 ESIQTOF 2034.04 Clostripaina GKPIENDGAEYYHLPVTR
25-39 ESI-QTOF 1361.665 Tripsina DSGGGLVLASSGGER
40-58 ESI-QTOF 2036.022 Tripsina CPLSVVQSPSDHSNTLPVR
40-91 MALDI-TOF 5529.52 Loop reativo CPLSVVQSPSDHSNTLPVRFKSSGQKYISVGLDLPLMLLAVGFVATVSLPRC
66-89 MALDI-TOF 264524 Tripsina YISVGLDLPLMLLAVGFVATVSLPR
80-100 ESIQTOF 1221.550 Tripsina CAGKPSMADWR
94-100 ESIQTOF 862.387 Tripsina PSMADWR
1-16 ESLQTOF 1727 .855 Sv8 RLVDTNGKPIENDGAE
15-24 ESI-QTOF 1224.6623 Sv8 AEYYLLPVTR
1724 ESI-QTOF 1024.23 8v8 YYLLPVTR
17-38 ESI-QTOF 2211.129 sSv8 YYLLPVTRDSGGGLVLASSGGE
39-50 ESIQTOF 1287.636 sv8 RCPLSVVQSPSD
51-72 MALDI-TOF 1670.886 Sv8 HSHNTLPVRYISVGLD
73-99 ESIQTOF 2644.402 8v8 L PLMLLAVGFVYATVSPRCAGKPSMAD
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Um ion duplamente carregado de massa 1993.0 foi analisado. Este apresentou
sequéncia (GKPLENDGAGYYLVTGP) corresponden_te a seqiéncia de 7-20, como pode ser

visualizado na Figura 1B.
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Figura 01 - A) Espectro MS/MS do ion peptideo triplamente carregado de massa 2036,02
(CPLSVVQSPSDHSNTLPVR). B) Espectro MS/MS do ion duplamente carregado de massa

1993,86 (GKPLENDGAGYYILPVTG).
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O ion duplamente carregado de m/z 1727.85 foi o pico predominante no digesto com
a protease SV8 e correspondia ao peptideo da regido N-terminal de 1-16
(RLVDTNGKPIENDGAE) ja sequenciado por degradagéo de Edman por Silva et al. 2001. A
presenca de um fragmento peptidico de m/z 2577.319 (correspondente & seqiiéncia 2-24)
proveniente do digesto triptico e observado por MALDI-TOF forneceu uma informacgao
complementar da seqiéncia, suportando um residuo de arginina na posicéo 1. A digestao
adicional com a protease clostripaina foi realizada para solucionar alguns pontos obscuros na
seqliéncia da subunidade CTI-l do inibidor CT1.

SEQUENCIAMENTO DA SUBUNIDADE CTI-ll (SPOT F) DO INIBIDOR CTI

A analise dos espectros de MS/MS dos digestos de CTI-Il em HPLC capilar acoplado
ao espectrémetro de massas (ESI-QTOF) resultou em ions de peptideos que cobriram
significativamente quase toda a seqiiéncia de residuos de aminoacidos da subunidade CTI-lI
(spot F) do inibidor CTl como evidenciado na Tabela 02. A digestao proteolitica com SV8
revelou dois fons de massa 1287.0 e 1488.0 com padrées de clivagens muito semelhantes
(Figura 02).

Tabela 02 - Cobertura da seqiiéncia completa da subunidade de CTI-ll (spot F) a partir de
peptideos selecionados da digestdo com as proteases tripsina e Glu-C SV8, observados por
MALDI-TOF e seqiienciados por EIS-QTOF.

P Massa
P‘g‘;ﬁﬁ :° Esgg“;’;“s‘gt” m:nula’:l’; Digestsio Enzimética Segiiéncia do Peptideo
712 ESIQTOF  1325.721 Tripsina WOLPSVIVGNPK
13-21 ESI-QTOF 909.482 Tripsina VSAFGGPFK
1-21 ES-QTOF 2235203 Tripsina WQLPSVTVGNPK VSAFGGPFK
22-30 MALDI-TOF  1039.457 Tripsina IEEGEDGYK
31-55 MALDI-TOF  2756.274 Tripsina LVYSSQEEGSLLNLEIESDSGSDER
55-66 ESI-QTOF 1343804  Tripsina e Clostripaina LVVTDGRPFIVK
67-72 MALDI-TOF 925477 Tripsina FEDFIVR
1-24 MALDI-TOF 2587356 svs WQLPSVTVGNPKVSAFGGPF KIEE
28-37 ESI-QTOF 1287.382 sv8 NGYQLVYSSQE
26-37 ESI-QTOF 1488.53 sV AEDGYQLVYSSQE
38-44 Homologia 745.409 GSLLNLE
54-50 Homologia 702.414 RLWTD
60-67 ESI-QTOF 945 551 sv8 GRPFIVKE
69-73 Homologia 663.382 FIVRE
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Figura 02 - A) Espectro MS/MS do ion peptideo duplamente carregado de massa 1287.542
(NGYQLVYSSQE). B) Espectro MS/MS do ion duplamente carregado de massa 1488.00 (AE
DGYQLVYSSQE).
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Ambos os ions correspondiam a fragmentos do peptideo 26-37
(AEDGYQLVYSSQE). A diferenca de massa de 201 Da entre os dois ions pode ser devido a
falta da seqiiéncia dos residuos (AE) e substituigdo do residuo D28 por um residuo N na
porcado N-terminal do peptideo 26-37 (AEDGYQLVYSSQE), correspondendo a seqiiéncia de
residuos 28-37 (NGYQLVYSSQE) de massa 1287.0. Substituicbes de aminoacidos com
caracteristicas esftruturais quimicas e propriedades semelhantes, como no exemplo acima,
tem sido explicada pela substituicdo de um UGnico nucleotideo na seqiiéncia de &acido
nucléico.

MAPEAMENTO DOS PEPTIDEOS E ANALISE DA SEQUENCIA DO INIBIDOR CTI

Os peptideos internos de CTI-1, que gerados por digestdo proteolitica, permitiram
montar um mapa dos peptideos da seqiéncia primaria a partir da interpretagcdo dos
espectros obtidos por espectrometros de massa MALDI-TOF e ESI-QTOF, como pode ser
observado na Figura 03. Um total de 52 diferentes peptideos obtidos pela digestao in gel dos
spots A e F para CTI-l e CTI-ll, respectivamente foram detectados por MALDI-TOF ou
seqiienciados por nano cromatografia em HPLC acoplado a um espectrémetro de massas
ESI-QTOF, correspondendo a 164 residuos de aminoacidos ou aproximadamente 90% da
seqiéncia do inibidor CTI.

e Ghu-C Prolease SV8
mmE Tripsina
1342 80 Clostripaina

Figura 03 - Seqiiéncia primaria do inibidor CTl-1. Os peptideos obtidos apo6s a fragmentagéo
enzimatica por tripsina, GluC SV8 e clsotripaina.
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Nenhuma cobertura por MALDI-TOF ou ESI-QTOF foi obtida para os peptideos de
baixa massa molecular descritos adiante: 745.40 (GSLLNLE), 702.41 (RLWTD) e 663.38
(FIVRE). A sequéncia destes peptideos foi obtida por comparagdo com SBTI e outros
inibidores de tripsina do tipo Kunitz j& seqienciados. Estes peptideos de baixa massa
molecular foram confirmados a partir da sequéncia primaria proposta por densidade
eletronica. N&o obstante, uma cobertura de aproximadamente 90 % da seqiéncia da
proteina forneceu evidéncias positivas de que o inibidor CTI-1 pertence a familia de
inibidores de tripsina do tipo Kunitz de sementes de leguminosas.

DISCUSSAO

A aplicagéo da espectrometria de massas para biomoléculas tem se revelado nos
dltimos anos, uma técnica rotineira de grande importancia para a andlise de proteinas.
Existem vérias técnicas de espectrometria que poderiam ser de grande valia, contudo, as
técnicas Electrospray lonization (ESI) e Matrix assisted laser desorption-ionization (MALDI)
tém sido revolucionarias na Ultima década. A combinagdo do ESI e MALDI na espectrometria
de massas em conjunto com o avango de softwares especificos e padronizagdo de novas
técnicas tem permitido a ampliagdo do uso da espectrometria de massas na determinagéo da
massa molecular acurada, no sequenciamento de proteinas, no estudo de modificagbes pos
traducionais, na detecgdo de modificacdes quimicas, entre outras aplicacGes (Alomirah et al.,
2000).

As técnicas de espectrometria de massas Eletrospray ionization (ESI) e matrix-
assisted laser desorption/fionization (MALDI-TOF) em combinagdo com digest&o in gel foram
usadas para determinar a seqiiéncia das subunidades de CTI de 10.6 e 8,9 kDa na auséncia
de uma sequéncia gendmica. Os spofs A e F do gel 2D para cada subunidade foram
sequenciados e mostraram-se muito similares a outros inibidores do tipo Kunitz de sementes
de leguminosas. O spot A foi confirmado ser um fragmento correspondente & regiao N-
terminal do inibidor do tipo Kunitz, consistindo dos residuos de 1-102 e apresentando uma
ponte dissulfeto. O spot F foi apresentou 81 residuos de aminoacidos, sendo portanto, a
regido C-terminal de um inibidor do tipo Kunitz ndo apresentando a segunda ponte dissulfeto.
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A Figura 04 evidencia a sequéncia completa de CTI-1 em comparagéo com outras
sequéncias primarias de inibidores do tipo Kunitz (SwTl, BvTI, DrTl, SbTI, WTI, PtTI, EcT},
EITI e AcTl). Uma pesquisa no banco de dados BLAST da pagina
hitp/Awww. nebinlm.nih.gov:80/BLAST/ indicou 32 % de homologia para PtT/ e AcTl e 33 %
de identidade para o inibidor BvT/. A massa calculada de CTI foi determinada pela soma das

massas moleculares de CTI-I e CTI-ll (18501.4 Da) obtidas por espectrometria de massas.

A massa de CTI relativamente inferior & massa molecular calculada para os
inibidores do tipo Kunitz, de sementes de outras espécies de leguminosas, como por
exemplo o SBTI de soja que apresenta massa molecular de 20000.2, sugere definitivamente
que CTI & um novo inibidor, atipico constituido por duas subunidades. O namero de residuos
de aminoacidos por cadeia polipeptidica de CTl (aproximadamente 183) explica as
diferencas de massas para outros inibidores do tipo Kunitz, visto que o DrTl de Defonix regia
tem 188 (Pando et al., 2001) e o SwT! de Swartzia pickelfii tem 178 residuos de aminoacidos
(Cavalcanti et al., 2002).

A metodologia usada na determinacdo da estrutura primaria do inibidor CTI,
designada por micro-sequenciamento permitiu a determinacéo da sequéncia de residuos de
aminoacidos com alta sensibilidade, de possiveis variagbes em posicdes especificas, bem
como permitiu identificar algumas modificagbes pés-traducionais. Os métodos convencionais
utilizados na determinagéo da estrutura priméria: sequenciamento N-terminal por degradagéo
de Edman e o sequenciamento C-Terminal requer muito mais tempo e material do que o
micro-sequenciamento por espectrometria de massas, além de requerer uma amostra com
grau de pureza acima de 90 %.

A analise dos espectros de massas fornece uma abundéancia de informacgoes sobre
as proteinas em um curto periodo de tempo, requerendo somente baixas concentracbes de
amostra (de pico a fentomoles) e tolerando a presenca de componentes secundarios (Smith
& Zhou 1990; Gehrig & Biemann 1996; Wu & Watson 1997; Mhatre et al., 1999; Barbiz et al.,
2000). A obtencéo da sequéncia em poucas semanas vem corroborar a versatilidade e poder
da técnica de micro-sequenciamento por espectrometria de massas na determinagdo da
estrutura primaria de proteinas de sementes, mesmo na auséncia de uma seqiéncia
gendmica.
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Figura 04 - Comparagéo da homologia seqtiencial de CTI-1 com outros inibidores do tipo Kunitz. 1,
CTl-1 (Inibidor de tripsina de Copaifera langsdorffi); 2, SwTl (Inibidor de Swartzia pickelli —
Cavalcanti et al., 2002); 3, BvTI (Inibidor de Bauhinia variegata, var.candida, Di Ciero et al., 1998); 4,
DrTl (Inibidor de Delonix regia, Pando et al., 2001); 5, SBTI (Inibidor de tripsina de soja, Koide &
lkenaka 1973); 6, PtTI (Inibidor de Psophocarpus tetragonolobus, Yamamoto et al.,1983); 7, EcT/
(Inibidor de Enterolobium contortisiliquum, Batista et al., 1996); 8, E/T/ (Inibidor de Erythrina latissima,
Joubert et al., 1985) e AcTI (Inibidor de Acacia confusa, Wu & Lin 1993). A regido do sitio reativo esta
evidenciada em azul e os residuos de cisteina em amarelo. O alinhamento multiplo das segiiéncias
foi construido segundo o (Copert et al., 1998).
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Os peptideos obtidos pela digestdo enziméatica dos spots A e F e sequenciados por
cromatografia capilar (HPLC) acoplado a um espectrémetro de massas ESI Q-TOF, foram
suficientes na determinagéo da estrutura primaria e para fazer o estudo de sobreposicédo de
CTl (Figura 03). Baseado na similaridade da seqiéncia primaria dos residuos de
amino&cidos, CTI foi classificado como inibidor de tripsina do tipo Kunitz, contudo apresenta
somente uma ponte dissulfeto {(posicdo 40-91), em contraste com os demais inibidores desta
familia que apresentam duas pontes dissulfeto (Kim et al., 1985; Monte-Negreiros et al.,
1991). Estes resultados estéo de acordo com aqueles apresentados durante a caracterizacéo
das isoformas do inibidor CTI. A presenga de uma Unica ponte dissulfeto provavelmente deve
estar relacionada & manutengdo da estabilidade conformacional do /oop reativo para a
atividade de inibicdo da tripsina na subunidade maior CTI-I, como pode ser concluido com os
dados da estrutura tridimensional apresentado a seguir e ja publicados (Krauchenco et al.,
2001 e Krauchenco et al., 2004).

O sitio reativo foi determinado por homologia sequencial a outros inibidores do tipo
Kunitz. CTl apresentou no sitio reativo, designado por P1 (posicéo 64), o residuo de arginina
assim como, a maioria dos inibidores de tripsina do tipo Kunitz. Alguns residuos basicos (Lys
ou Arg adicionais) na vizinhanga do sitio reativo, assim como outras regiées conservadas da
sequéncia, podem também auxiliar na formagado do intermediario acil com os residuocs de
serina da posicdo 195 das serinoproteases. A regido do sitio reativo foi confirmada pelos
dados obtidos a partir da sequéncia proposta por densidade eletrénica apresentada a seguir.
Alguns ajustes foram necessarios de forma encaixar a seqiéncia primaria no modelo
tridimensional final obtido por densidade eletronica a partir de cristais do inibidor CTI.

Caesalpinia pulcherrima, Swarltzia pickelli e Delonix regia pertencentes a subfamilia
Caesalpinoideae bem como Copaifera langsdorffii apresentaram principalmente inibidores do
tipo Kunitz, confirmando os dados de Norioka et al. (1988), que discutiram que as espécies
da subfamilia Caesalpinoideae, considerada intermediaria no estagio de evolugéo,
apresentavam principalmente inibidores do tipo Kunitz, enquanto as espécies da subfamilia
Papilonoideae apresentavam tanto inibidores do tipo Kunitz quanto inibidores de Bowman-
Birk. Estes resultados sugerem fortemente a relagdo entre a familia de inibidores

encontrados em leguminosas com a evolugéo destas plantas.
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03. ESTUDO CRISTALOGRAFICO E TRIDIMENSIONAL DO INIBIDOR CTi

CRISTALIZACAO DO INIBIDOR

O inibidor intacto foi rapidamente cristalizado pelo método de difusdo de vapor em
gota pendurada a 291 °K em tampéo acetato de sédio 0.1 M, pH proximo a 4.3, usando PEG
4000 (20-25 %) como precipitante (Figura 01). Cristais pequenos cresceram apos quatro
dias. A presenca de ambas subunidades do inibidor CTl no material cristalizado pode ser
confirmada pelo gel de eletroforese de poliacrilamida SDS-Tricina.

Os dados da difrag&o de raios-X foram coletados de cristais congelados medindo 0.1
x 0.07 x 0,03 mm usando radiagdo Sincrotron com comprimento de onda de 1.38 A. O
pequeno tamanho do cristal limitou a intensidade de difragéo e o padrao de resoluggo. Com o
intuito de otimizar a coleta de difragdo de raios-X, a radiacdo Sincrotron foi alterada para
1.535A.

Figura 01 - Cristal do inibidor de protease de C. langsdorffi e Gel de eletroforese SDS-
PAGE. A esquerda tém-se os cristais do inibidor CTI de sementes de Copaiba obtidos pelo
método de difuséo de vapor em tamp#o acetato de sédio, usando PEG 4000 (20-25%) como
precipitante. A direita temos o gel de eletroforese usando SDS-Tricina 16,5%. 1) Amostra do
inibidor extraido de sementes de C. langsdorffii. 2 e 3) evidenciam as subunidades do inibidor
purificadas por HPLC usando coluna C18 de fase reversa. 4) Amostra do cristal do inibidor
dissolvido.
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Uma segunda coleta de dados foi realizada de forma diferente a partir de um anico
cristal e avaliada. Os cristais de CTl foram entdao melhor resolvidos usando uma resolucao de
1,83 A. Através deste método foi possivel obter cristais pertencentes ao grupo especial
tetragonal com dimens6es de a =b = 58.71 e ¢ = 93.75. Considerando uma massa molecular
de aproximadamente 20 kDa para CTl, o volume celular calculado foi de 3.25x10° A3 e o
coeficiente Matthews calculado foi de 2,03 A® Da . Estes dados indicam a presenca de um
unico tipo de molécula assimétrica de CTl na unidade celular.

Figura 02 - Padrao de difragdo do cristal do inibidor CTI. A area externa da figura de difragdo
(entre os anéis de resolugéo 2.25 e 1.82 A) é mostrada quatro vezes mais saturada do que a
parte interna da figura. No detalhe ampliado da parte externa da figura, observam-se
reflexdes até a resolugéo de 1.83 A.
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DETERMINACAO DA ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL

Encontrou-se uma homologia N-terminal bastante significativa de CTI com o inibidor
de Kunitz extraido das sementes de Erythrina caffra. Mas o inibidor de Erythrina Tem 170
residuos de aminoéacidos e aproximadamente 22kDa, enquanto o inibidor CTI, segundo SDS-
PAGE indicava duas cadeias de 11 e 9 kDa (20 kDa). Tentou-se resolver a estrutura do
inibidor extraido das sementes de Copaiba (CTI) utilizando-se a técnica de substituigio
molecular, mas todas as tentativas apresentaram solugdes nao claras. Paralelamente, foram -
preparados cristais e derivados do inibidor CTI com o objetivo de resolver a estrutura por
substituicdo isomorfa ou usando a técnica ab initio. Foram preparados e coletados dois
derivados, um com césio e outro com iodo. Com os dados coletados para os derivados e
para um cristal nativo, utilizando a técnica de “quick cryo soaking”, foi resolvida a estrutura do
inibidor CTI. A Tabela abaixo resume o tratamento estatistico para o cristal de CTl coletado
segundo Krauchenco et al. 2001.

Tabela 01 - Coleta de dados do cristal de CTl e tratamento estatistico. Os valores
estatisticos de alta resolugdo sdo mostrados entre parénteses.

Space group _ Pa;2,2
Unit-cell dimensions (A)

a=bhb 58.86

c 03.83
Wavelength (A) 1.535
Crystal-to-detector distance {(mm) 100
Resolution range (A) 253-1.83 (1.87-1.83)
No. of reflections 123604
No. of unijue reflections 15024
Redundancy 4.0
{Io(l}) - 236(33)
Mosaiaty (°) 0.5
Multiplicity 82 (54)
No. of images collected 100
Oscillation per image (°} 1.3
Completeness (%) 99.7 (97.6)
Riacrge (%) 8.9 (50.8)
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ARQUITETURA GLOBAL DO MODELO TRIDIMENSIONAL DE CTi

No modelo final de CTl observam-se doze fitas betas antiparalelas interconectadas
por longos loops ou algas. (Figura 03A), formando um arranjo estrutural conhecido por beta-
barril, consistindo de seis B-harpins de duas fitas beta cada, trés das quais formam uma
estrutura na forma de um barril-B, enquanto as demais formam uma tampa triangular sobre o
barril. A estrutura ftridimensional de CTlI pode ser subdividida em f{rés partes
aproximadamente iguais (dominios) relacionadas por um pseudo-eixo triplo paralelo ao eixo
central do barril.

Cada unidade de repeticao (dominio) compreende aproximadamente 60 residuos de
aminoacidos, dos quais 30 residuos formam 4 fitas-Bs e os outros 30 formam os loops
responsaveis por conectar as fitas-Bs, estruturalmente organizada como

LARLBILIp: =T,. As regidbes repetidas foram nomeadas diferentemente da

nomenclatura padrao estabelecida por McLachlan (1979), como T4, T,e Tsno lugarde A, Be
C, de forma diferenciar das letras utilizadas para designar as cadeias A e B do inibidor CTI
de sementes de Copaiba.

Figure 03 - A): Modelo de CTl mostrando a estrutura do tipo barril beta formada por trés
subdominios estruturais repetidos T4, T2 e T3z, em azul, vermelho e amarelo respectivamente.
B): Sobreposicao dos dominios T4, T2 € T3 usando os atomos de carbono C%. O desvio entre

os subdominios foi de 1.5A entre T e T2, 1.9A entre T e Tse 1.7A entre Tz e Ts.
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Quando os trés subdominios de CTI s&o sobrepostos Figura 03 B, observa-se uma
concordancia particularmente boa nas regies das fitas-ps, mas ndo nas regides de loop
interconectante. Quando a sobreposigao foi realizada usando os 30 atomos carbono-as (C9,
que compdem uma folha beta de cada subdominio foi possivel calcular o desvio entre os
subdominios. Entre Ty e T.foi de 1.5 A, entre os subdominios T1e Tz foi 1.9 A e entre Toe T3
foi de 1.7 A.

ESTRUTURA SECUNDARIA DO MODELO DE CTI

Os elementos da estrutura secundaria foram determinados usando o programa
PROMOTIF (Hutchinson & Thornton, 1996) utilizando como base o padrao das pontes de
hidrogénio. A folha-p 3 é composta de duas fitas-Bs entre a cadeia A e B, formando uma
interface de contato entre as porgdes N e C-terminais das cadeias polipeptidicas
independentes. A folha-B 1 & composta por oito fitas-ps tanto da cadeia A guanto da cadeia
B, estando localizada na regido central da proteina e formando a estrutura de barril-. A
folha-p 2 é formada por duas fitas-Bs da cadeia A e est4 localizada entre os motivos Tl e T2.

Essas folhas-Bs s&o estabilizadas por uma extensa rede de pontes de hidrogénio que
mantém a rigidez e a estabilidade da estrutura, a despeito dessa ser composta por duas
cadeias polipeptidicas independentes. Com base no padrio de pontes de hidrogénio,
identificou-se que as regides de loops na superficie da molécula ndo possuem uma estrutura
desorganizada, mas sim predominantemente formadas por p-turns. Existe um total de 16 B-
turn na estrutura de CTI. ‘
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CTI E CONSTITUIDO POR DUAS CADEIAS POLIPEPTIDICAS

CTI foi inicialmente descrito como dois inibidores diferentes. Encontrou-se uma
homologia N-terminal bastante significativa com o inibidor de Kunitz, extraidos das sementes
de Erythrina caffra, mas esse inibidor tem 170 residuos de aminoacidos em uma cadeia
unica (cerca de 22kDa) e o inibidor CTl, segundo SDS-PAGE indicava duas cadeias de 11 e
9 kDa (20 kDa) n&o ligadas covalentemente.

A Figura 04A mostra o mapa final de densidade eletrénica para a regiso entre o C-
terminal da cadeia A e o N-terminal da cadeia B, onde pode ser visto claramente uma ruptura
(gap) entre elas. A sobreposi¢éo das regibes de gap com o loop equivalente de outros
membros da familia do tipo Kunitz, € mostrado na Figura 04B.

Figura 04 - A) Mapa de Densidade Eletrénica da regido de ruptura entre as duas cadeias
polipeptidicas (11 e 9 kDa). B) Sobreposi¢do dos atomos da cadeia de 11kDa de CTI
(amarelo) em comparagdo com a mesma regido de STI (vermelho), ETI (laranja), WCI
(verde), WBA (preto) e BASI (azul) evidenciando a continuidade da cadeia nesta regido em
todos membros exceto em ETI.
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O INIBIDOR CTI APRESENTA APENAS UMA PONTE DISSULFETO

A sobreposi¢cdo dos mapas de diferenca anémala e o da densidade eletronica da
Figura 05 evidenciam apenas uma ponte dissulfeto para a molécula de CTI, sendo esta
localizada na posigdo 40-91. A segunda ponte dissufeto caracteristica dos inibidores da
familia do tipo Kunitz esta ausente no inibidor CTl, como pode ser evidenciado pela auséncia
do sinal anémalo. Os residuos B130 e B136 sdo uma serina e um acido aspartico,
respectivamente.

A

ASP B136

SER B130

Figura 05 - A) Sobreposicéo dos mapas de densidade eletronica a 1.2¢ (contorno em azul) e
diferenga andmala a 7o (contorno em verde), confirmando a presenca dos atomos de enxofre
formando a dnica ponte dissulfeto desse inibidor localizada entre os residuos A40 e A84. B)
Sobreposigcéo dos mapas de densidade eletrénica a 1.2¢ (contorno em azul) e auséncia sinal
andmalo na regiao préxima a segunda ponte dissulfeto.
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DISCUSSAO

Muitos dos processos danosos & saude humana e, até mesmo processos essenciais
ao metabolismo, sdo mediados por enzimas proteoliticas com uma grande versatilidade de
fungdes. O estudo de proteinas capazes de regular a atividade dessas proteases mostra-se
de amplo interesse, multiplicando a possibilidade de sua aplicacéo. Estes estudos tém sido
de extrema importéncia para se elucidar a natureza da estrutura quimica das enzimas,
emergindo informagdes de como as enzimas se ligam ao seu substrato, retratando o possivel
mecanismo de catalise e, permitindo a possibilidade de se desenvolver compostos que
possam inibir enzimas relacionadas a alguma doenga (Richardson 1991; Ryan, 1990). Fato
este, que ja ocorre na industria farmacéutica, na sintese de novos farmacos, como por
exemplo, os inibidores de transcriptase e os inibidores de protease virais que atuam
bloqueando a replicagéo do virus HIV.

A combinagdo de técnicas da biologia molecular, bioguimica, biofisica e biologia
estrutural vem fornecendo ferramentas extremamente poderosas para compreender e
manipular as moléculas. Com o conhecimento cientifico disponivel, estamos atualmente num
ponto crucial para explorar possibilidades que estavam somente limitadas a nossa
imaginac@o. Tal desenvolvimento ndo era possivel ha uma década atrds. Atualmente,
podemos modificar a especificidade de enzimas, ou mesmo projetar e criar moléculas que
ndo existem na natureza, tais como novos substratos, inibidores, anticorpos com atividade
catalitica, enzimas com especificidade alterada e enzimas que funcionem sob condi¢bes
fisicas e quimicas extremas, tais como temperatura, pH e salinidade (Ducruix & Giegé, 1992;
Deutscher, 1990).

Essas moléculas tém grande potencial de aplicagdo em industrias biotecnolégicas
para a producao de fontes alternativas de materiais e energia, na medicina para a criagdo e
producdo de drogas e, na agricultura para a producéo de novas colheitas resistentes com
alto valor nutricional. O desenvolvimento destas técnicas biotecnolégicas e da engenharia
macromolecular fomenta a necessidade crescente em elucidar as estruturas tridimensionais
de proteinas e associacdo de multi-macromoléculas. A cristalografia, através do método de
difracdo de raios X, provou ser uma ferramenta (til para elucidar detalhadamente as
estruturas dessas macromoiéculas (Ducruix & Giegé, 1992; Deutschier, 1990).
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As caracteristicas comuns da estrutura terciaria das proteinas revelam informagées
sobre as suas fungdes bioldgicas e suas origens evolutivas. A estrutura terciaria de uma
proteina descreve o dobramento da estrutura secundaria e especifica as posi¢des de cada
atomo na proteina, incluindo as cadeias laterais. As estruturas terciarias conhecidas das
proteinas tém sido obtidas por cristalografia de raios-X e as coordenadas atémicas da
maioria dessas estruturas, estdo depositadas em bancos de dados como o Protein Data
Bank (PDB). Tais dados podem ser acessados via Internet (htip://www.pdb.bnlgov),

permitindo a analise e a comparacdo das estruturas tercidrias de uma variedade de
proteinas.

Os resultados do gel de eletroforese SDS Tricina (Figura 01) e o sequenciamento N-
terminal ja haviam indicado que o inibidor CTl era constituido de duas cadeias polipeptidicas,
com massa molecular relativa de 11 e 9 kDa. Essas duas cadeias, provavelmente, se
encontram ligadas por interagdes fracas (ndo covalentes), formando um heterodimero de
massa molecular de aproximadamente 20 kDa. As duas subunidades foram purificadas
atraves de cromatografia de fase reversa utilizando coluna C18 acoplada em sistema HPLC.

A existéncia de duas cadeias polipeptidicas ligadas ndo covalentemente explica a
presenca das bandas 11 e 9 kDa observadas em gel SDS-Tricina e espectrometria de
massas. Explica também porque todas as tentativas em cristalizar as cadeias polipeptidicas
separadas do inibidor CTI ndo deram resultados promissores. A maior parte dos inibidores do
tipo Kunitz & constituida por cadeia polipeptidica Unica e continua. Curiosamente, dois
inibidores ETI e agora CTl fogem a este padrao, t3o comum nos demais representantes da
familia tipo Kunitz.

O inibidor ETI apresenta residuos adicionais na regido (loop) em questao, enquanto
o inibidor CTl mostra auséncia de alguns residuos em fungdo da falta de densidade
eletronica na estrutura final. Estas evidéncias sdo fortes indicativos de que o loop
correspondente em CTI foi clivado ou encontra-se mais flexivel com uma certa desordem
estrutural naturat. CTI representa a primeira estrutura de inibidor do tipo Kuritz constituida
por duas cadeias n&o covalentemente ligadas.

O enovelamento do tipo B-barril foi originalmente descrito na estrutura de STI {(Song
& Suh 1998) e tem sido observado em um numero significativo de proteinas nao
relacionadas funcionalmente. Nesta classe de proteinas inclui os fatores de crescimento de
fibroblastos (Zhu et al., 1991; Plotnikov et al., 2001), interleucinas o and B (Graves et al.,
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1990; Priestle et al., 1988), receptores agonistas de interleucina (Schreuder et al., 1997),
toxinas do tipo ricina-like (Rutenber et al., 1991), lectina de plantas (Transue, 1997), xilanase
10A (Notenboom et al., 2002), dominio receptor de manose com N-terminal rico em cisteina
(Liu et al., 2000) e proteinas ligante a actina (Habazettl et al., 1992; Ono et al., 1997).

Esta familia de proteinas possui funcdes e localizagdo celular distintas, compartilham
pequenas ou nenhuma similaridade detectavel na sequéncia priméaria e apresentam
mecanismo de interagdo distinta em relagdo ao diferentes ligantes. A arquitetura
tridimensional do inibidor CTI (Figura 03A) relevou ser composta apenas por estrutura do
tipo beta, em forma de célice, conhecida como barril beta (Murzin et al., 1992; Swindells &
Thornton, 1993). Embora n&o haja similaridade seqlencial para os trés subdominios, sugere-
sé que o enovelamento na forma de beta barril tenha originado de um progenitor
homotrimero que tivesse submetido a eventos sucessivos da duplicacdo génica
(Mukhopadhyay, 2000).

Estudos filogenéticos sugerem que a causa da conservacdo estrutural do
enovelamento do tipo B-barril entre proteinas no relacionadas pode ser uma consequéncia
da possivel duplicacdo do gene em algumas superfamilias de proteinas. Estes resultados
promovem suficientes evidéncias estatisticas de que as proteinas com estrutura do tipo beta
barril s&o homoblogas e se originaram de um ancestral comum que divergiram durante a
evolucéo (Ponting & Russel, 2000).

Uma das caracteristicas distintivas para os inibidores da familia Kunitz é a presenca
de duas pontes dissulfeto que s&@o conservadas em quase todos os membros desta familia.
Em contraste, o Inibidor CTI contém somente uma ponte dissulfeto localizado entre 0 A 40 e
A 91. A existéncia de uma Unica ponte dissulfeto na estrutura do inibidor CTl foi confirmada
pelo mapa de diferenca anémala calculado para préximo a regido das pontes dissulfeto
presente em STl e outras membros da familia. A sobreposicio dos mapas de diferenca
anémala e o da densidade préximo destas regides em CTI é evidenciado na Figura 05.

A pesquisa por homologia foi realizada usande a sequéncia do inibidor CTI no
BLASTp (http://www.ncbi.nim.nih.gov) sendo encontradas sequéncias de varios inibidores

com alta homologia (dado mostrado anteriormente). Um alinhamento entre eles revela que
existe apenas um unico membro na familia Kunitz WBA (McCoy & Kortt, 1997) que n&o
possui a primeira ponte dissulfeto em todas as outras sequéncias comparadas. A ponte

dissulfeto nessa posic&o une os subdominios T2 e T3. A primeira ponte dissulfeto conecta e
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fixa o loop reativo dos inibidores, contribuindo para manutengéo da conformacdo canénica
necessaria para a atividade inibitéria. WBA néo apresenta a primeira ponte dissulfeto, e
consta somente da ponte entre os residuos 135 e 141. WBA é o Gnico membro que nao
apresenta nenhuma atividade contra tripsina, quimotripsina, subtilisina ou alfa-amilase e é
classificado como uma albumina (Matthews, 1977).

Isto € um forte indicio de que a auséncia da primeira ponte dissulfeto como ocorrem
em WBA contribui para a falta da atividade inibitéria. Estes resultados convergem para uma
melhor compreens&o de como a localizagio das pontes dissulfeto contribui significativamente
com um papel estrutural que reflete funcionalmente na atividade inibitéria para a maioria dos
membros dos inibidores do tipo Kunitz. Entretanto, a segunda ponte dissulfeto ausente em
CTI, demonstra um aspecto interessante, visto que, embora seja conservado na maioria dos
inibidores da familia Kunitz pode ser ausente em alguns inibidores, assim como podem ser
observados inibidores com trés pontes dissulfeto. Isto reforca a hipétese de que a segunda
ponte dissulfeto nesta posi¢éo ndo é fundamentalmente importante para a manutencdo da
estabilidade estrutural e atividade desses inibidores.

Entre outros aspectos é de se considerar alguns estudos demonstrando que
inibidores do tipo Kunitz (STI) retém sua atividade inibitéria mesmo apés a reducdo da
segunda ponte dissulfeto, tornando-se inativo quando em seu estado inteiramente reduzido
(Hung et al., 1994). A reducdo das duas pontes dissulfeto de ETI promoveu diminui¢do
sensivelmente de sua atividade inibitéria (Lehle et al., 1994). Estes fatos corroboram que a
presenca da primeira ponte dissulfeto é essencial para a atividade inibitéria, enquanto a
segunda néo seja.
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04. CARACTERIZACAO FUNCIONAL DO INIBIDOR DE TRIPSINA (CTI)

INTERACAO DE CTI COM A TRIPSINA

Com o objetivo de entender melthor como ocorre a interagéo do inibidor CTl com a
protease tripsina bovina, experimentos conjugados (determinag&o da constante de inibigio,
cromatografia de gel filtracdo e gel de eletroforese SDS-Tricina) foram realizados como
evidenciado na Figura 01 e 02. O inibidor CTl e sua subunidade CTI-I possuidora do sitio
reativo, como demonstrado nos capitulos anteriores foram submetidas ao teste de inibi¢éo da
atividade enzimatica com tripsina bovina. A Figura 01 mostra a curva de inibicdo da tripsina
bovina, na presenca de quantidades crescentes do inibidor CTl e de sua subunidade CTI-1.

v }

Kicti= 126x10"2 m KicTH = 106 x1078 M
g ] IC 5= 0,80 ug de CTI g1 T\ ICgp= 2,458 ug de CTH
E 24 8 3¢ 4
E GGj E &
% “’*' L§ 46 4
E 20° E 28
2 . z :
) -
0 1 2 3 4 5 4012 34566 7
Concentragdo de CTl ug Concentragdo de CTH ug

Figura 01 - Gel de eletroforese SDS-Tricina e Curva de Inibigao da serinoprotease tripsina
por CTl e sua subunidade CTI-l. As respectivas constantes de inibigao (Ki) e 1Cs para o
Inibidor CTI e sua subunidade CTI-l sdo demonstrados.
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A atividade enziméatica para CTI foi determinada pela hidrolise do substrato
cromogénico BAPNA, apés a incubagéo por 30 minutos em tampao Tris-HCl 12,5 mM, pH
8.0, a 37 °C, espectrofotometricamente com a finalidade de estimar a atividade residual da
tripsina no ensaio e, conseqiientemente, a eficiéncia inibitéria.

Apos obter as curvas para a enzima acima, foi possivel determinar as constantes de
inibigao de acordo com o procedimento descrito por Morrison (1982) e adaptada ao programa
ENZIFTTER. A determinacdo da constante de inibicdo (Ki) para CTl 1,26 x 10 ° M foi
realizada segundo o modelo de inibigdo do tipo slow-tight binding utilizando a equagio
definida por Knight (1986). A Ki para a subunidade CTI-I foi de 1.06 x 10 ° M, indicando que
a purificagdo em coluna C18 é extremamente agressiva para a estrutura, mas mantém uma
atividade inibitéria.
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Figura 02 — Estudo do complexo enzima tripsina e inibidor CTl por cromatografia de
exclusao e gel de eletroforese SDS_PAGE. a) Cromatografia de gel filtragdo de CTl e CTIl +
Tripsina em Superdex 200 equilibrada com tampao Tris-HCI 0,01 M NaCl 0,01 M pH 8.0. b)
SDS-PAGE de CTl, Tripsina e CTl + Tripsina corado por impregnagao por prata.
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Aliquotas contendo concentragdes conhecidas de CTl, tripsina e o complexo de CTl
+ tripsina foram cromatografadas em coluna Superdex 200, previamente equilibrada em
tampao Tris-HCI 0.01M NaCl 0.01M pH 8.0. CTI foi eluido da coluna com uma massa
molecular similar aquela observada para a tripsina, aproximadamente 23 kDa. Quando CTI +
tripsina foi submetido & mesma cromatografia, um pico préximo a 34 kDa foi eluido, nao
sendo observado o pico de 46 kDa como se esperava, indicando que CTl inibe tripsina numa
estequiometria de 1:1 (Figura 02a) e que possivelmente suas subunidades se separam na
formagéo do complexo.
~ Quando o pico do complexo proveniente da cromatografia de gel filtracéo foi
submetido a uma eletroforese SDS-Tricina, observamos duas bandas de massa molecular
aproximadamente 30 e 29 kDa que seria referente ao complexo subunidade CTI-I + tripsina e
uma banda abaixo de 14 que corresponderia a subunidade CTI-ll (Figura 02 b).

RELACAO DO LOOP REATIVO E FUNGAO DO INIBIDOR CTI

O loop com o sitio reativo de CTl esta localizado na subunidade CTI-l e & formado
pelos residuos (59, Phe-Lys-Ala-Ser-Pro-Arg-Ser-Lys-Tyr-lle-Ser, 69) desde a posigéo p6 até
a posicdo p5 com o residuo arginina 64 ocupando a posicdo P1. CTl apresenta a
conformagdo candnica para o loop reativo e todos os residuos s&o perfeitamente
superpostos.

Figura 03 - Comparacgdo estrutural da conformagdo canénica para o loop do sitio reativo entre
membros da familia STI Kunitz. A esquerda observa-se o mapa de densidade eletronica para a regiao
do sitio reativo. No centro, tem-se a cadeia principal de CTl (amarelo), STI (vermelho), ETI (laranja),
WCI (verde), WBA (preto) e BASI (cyan). Na mesma orientagdo a direita sdo mostradas também as
cadeias laterais de CTl (amarelo) e STi (vermeiho).
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FORMAGCAO DO COMPLEXO TRIPSINA-INIBIDOR CTI

CTI tem uma significativa atividade inibitéria contra tripsina, com uma constante de
dissociagédo de 1.2 nM. Com o objetivo de compreender a relagéo de interagdo entre inibidor-
enzima a estrutura tridimensional de CTI, discutida anteriormente, foi comparada com as
estruturas de STI livre (cédigo PDB 1 AVU) e STI complexado com tripsina porcina (codigo
PDB 1 AVW). CTl adota uma conformagéo candnica para o loop reativo semelhante aquela
observada para os inibidores STl e ETl. Um aspecto que chama a atengdo é que nos
inibidores que nao estdao complexados, o /oop reativo apresenta uma estrutura secundaria
muito bem definida, veja a seta na Figura 04. J4 no caso do complexo STI-Tripsina, as
interagdes entre os sitios ativo e reativo da tripsina e do inibidor, respectivamente resultam
numa mudanga drastica na conformagao do Joop reativo de STl formando uma fita-p que

pareia com outra fita-p da tripsina formando uma folha-p.

Figure 04 - Sobreposicdo de CTl (amarelo) com o STl complexado com a tripsina (codigo
1AVW PDB) (azul) e com STl livre (cdédigo 1AVU PDB) (vermelho). A seta indica o loop que
apresenta o sitio reativo.
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EFEITOS DE REAGENTES MODIFICADORES NA ATIVIDADE DO INIBIDOR CT1

Medidas de fluorescéncia de CTl ap6s a pré-incubagdo com os modificadores

O espectro de emisséo foi determinado apés o periodo de pré-incubagio com os
modificadores (Figura 05). Através do grafico da intensidade de fluorescéncia em fungao do
comprimento de onda de emiss&o, observou-se alteracéo da intensidade de fluorescéncia em
funcao de alguns modificadores e um concomitante deslocamento do pico de emissio parao
vermelho (de 330 para aproximadamente 370 nm) quando na presenga de PGO (modificador
de arginina). Para os demais modificadores este deslocamento foi menos significativo.
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Figura 05 — Espectro da variagdo da intensidade de fluorescéncia em fungao de diversos
modificadores. As amostras em concentracio de 10ug/mb foram excitadas a 293nm. O

inibidor CT1 foi pré-incubado na presenga de modificadores quimicos na concentragéo de
10mM.

101



V. RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade inibitoria de CTl apés a pré-incubagéo com os modificadores

O efeito dos reagentes modificadores ndo mostrou ser dependente da temperatura
de pré-incubac@o (dados ndo mostrados) sendo os experimentos conduzidos a uma
temperatura de 37 °C (Tabela 01). Uma inibigio pouco significativa foi observada para os
modificadores N-bromosuccinamida (NBS), acido iodoacético (IAA) e N-acetilimidazol (NAI),
modificadores quimicos especificos para triptofano, tirosina, cisteina, metionina e histidinag,
mostrando qgue, possivelmente, estes aminoacidos ndo tém importancia significante para a
atividade inibitoria de CTI.

Na Tabela 01 nota-se uma inibigdo pouco significativa da atividade de CT1 sobre a
tripsina pelo modificador acido iodoacético. Dietil-pirocarbonato (DEPC) reage com residuos
de histidina e promoveu uma inibicfo, juntamente com N,N'-diciclohexicarbodiimida (DCCD)
que reage com residuos Asp em torno de 38%. A inibigdo do N-bromosuccinamida (NBS)
pode ser devido & interagdo do modificador também com histidina.

O modificador fenilglioxal (PGQO) que reage especificamente com residuos de Arg, foi
0 que apresentou maior inibicdo da atividade de CTL O 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
Carbodiimida (EDC) mostrou-se o segundo inibidor mis potente da atividade do inibidor,
indicando que grupos carboxilas dos residuos de Glu ou Asp sio importantes para a
atividade inibitéria. Em funcéo da inibicio mais significativa para os modificadores PGO, EDC
e DEPC, eles foram selecionados para um estudo de cinética mais detathado.

Tabela 01 - Efeito de reagentes modificadores de aminoécidos na atividade inibitéria da
tripsina pelo inibidor CTI de sementes de Copaiba.

Reagente Modificador Grupo Especifico ::;gva : adleng).;]tt:;a;

Fenilglioxal (PGO) Arg 81,54
1-etil-3-(3-dimetitaminopropil) Carbodiimida L

(EDC) Carboxil (Glu, Asp) 48,51
Dietil-pirocarbonato (DEPC) His (Tyr) 38,7
N,N-diciclohexicarbodiimida (DCCD) Asp 38,4
N-bromosuccinamida (NBS) Trp, Tyr (His) 33,3
Acido iodoacético (IAA) Cys (Tyr, Met) 22,9
N-acetilimidazol (NAI) Tyr {Amino) 26,5
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Cinética de inativa¢cdo de CTI! por DEPC

O inibidor CT1 foi pré-incubado com diferentes concentracdes de DEPC, e a atividade
inibitria para tripsina foi monitorada utilizando BAPNA como substrate. A cinética de
inativagao de CT1 por DEPC mostrou-se muito compiexa (dados n&o mostrados). Medidas de
absorbancia do inibidor CTi pré-incubado com diferentes concentragfes de modificadores, foi
efetuada de hora em hora por 4 horas com o objetivo de correlacionar a inativacdo com
possiveis modificacbes em residuos de histidina e tirosina que absorvem em 242 e 278 nm,
respeciivamente.

Cinética de inativagédo de CTI por EDC

Obteve-se uma inibigao significativa na presenca de EDC, sugerindo que a Glu e Asp
podem estar envolvidos na atividade inibitéria de CTi. De acordo com a Figura 06 observou-
se que a inativagdo de CTl foi do tipo concentracio e tempo dependente. O padrio de
inativagdo em fungdo da concentracdo de EDC foi linear, sugerindo a formacdoc de um
complexo ndo reversivel entre CTl e o modificador.

Através da inclinacdo da reta do grafico da Figura 06, obteve-se o valor de 0,22 x 107
>M" s como sendo da constante bimolecular aparente de CTl na presenga do reagente
modificador, ou seja, € o valor da reatividade do agente modificador. A ordem da reacédo de
inativac&o foi determinada de acordo com Levy et al. (1963) através do gréfico logaritmo de
Kapp versus logaritmo da concentracdo de EDC (Figura 07). Este gréfico ainda nos forneceu
uma inclinacéo para a reta de 0,22, indicando que a ordem da reac&o de inativacdo foi de
aproximadamente 0,25.
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Figura 06 - Inativacio do Inibidor CTi de sementes de Copaiba por EDC.
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Figura 07 - Grafico de dependéncia da constante aparente (Kapp) de inativacdo em funcio da
concentragdo de EDC. Os valores de Kap foram determinados através da inclinacdo das
retas de cada concentragio de EDC da Figura 08, pré-incubada em diferentes tempos.

104



V. RESULTADOS E DISCUSSAQ

G espectro de emissdo de fluorescéncia de CTI, na auséncia bem como na presenca
de concentracées crescentes do reagente modificadorm EDC (Figura 08), nao foi afetado
significativamente, embora tenha ocorrido a baixa da atividade inibitoria de CTl nas

concentragdes de EDC utilizadas no experimento de medidas de fiuorescéncia.

4.5 .

i — cn
4.0 —— 5 Ml
i 113 ¢

2.5 -
3.0 -
2.5 1
2.0 -
15
10

0.5 -

Intensidade de Fluorescencia (AU)

0.0 -

-05

300 320 340 380 380 400 420
Emiss&o {nm)

Figura 08 — Espectro de emissio de fluorescéncia do inibidor CTI pré-incubado com

diferentes concentrages de EDC. O espectro de fluorescéncia foi obtido com uma

concentracao fixa de CT1 {10 mg/mL) e vérias concentracdes de EDC (5 — 160 mM) em um

volume total de 1 mL incubado a 25 °C por 24 horas. A fluorescéncia em igual concentragao

de EDC diluido em um volume de 1 mL, foi obtida, como controle.

Cinética de inativacédo de CTI por PGO

A inibicgo da atividade de CTl em aproximadamente 80 % pelo PGO confirma que o
residuc de arginina presente no Joop reativo na posigio P1, é fundamental para a alividade
inibitéria de CTI. O efeito de PGO na atividade do inibidor CTI (Figura 09) foi estudado em
detalhe, mostrando ser tempo e concentragdo dependente, com constante aparente

bimolecular de 1,3 x 102 M s-1. O padrdo de inativagdo mostrou-se linear sugerindo
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fortemente que nenhum complexo reversivel entre o inibidor e o reagente foi formado (Figura
10).
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Figura 09 - Inativacdo do Inibidor CTi de sementes de Copaiba por PGO. O inibider foi pré-
incubado em diferentes tempos e concentracbes do reagente modificador PGO. A atividade
residual inibitoria da tripsina foi expressa como porcentagem do controle na auséncia do

modificador.
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Figura 10 - Grafico de dependéncia da constante aparente {Kapp) de inativacio de CTl em

funcdo da concentracio de PGO. Os valores de Kapp foram determinados através da

inclinacgo das retas de cada concentragio de PGO da Figura 09, pré-incubado em diferentes

tempos.
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DISCUSSAO

CTl € um intbidor de tripsina possuidor de apenas uma pante dissulfeto, e no aspecto de
interacdo com protease, inicialmente acreditava-se na existéncia de dois inibidores de tripsina de
baixa massa molecular. Contudo, a partir dos experimentos de determinacdo da estrutura
primaria e determinagdc da estrutura tridimensional, conclui-se gue o inibidor CTl ¢ uma
molécula constituida por duas subunidades, onde o sitic reativo encontra-se na subunidade
maior. Sugere-se que, em situacbes fisioldgicas, as subunidades de CTi purificadas de sementes
de Copaiba encontrem-se dimerizadas por interacbes fracas, faciimente desfeitas em certas
condicbes de pH, temperatura e interagdo com proteases, 0 que poderia ter representadc a
atividade inibitoria para tripsina na subunidade menor.

Existem varios métodos para se determinar a atividade de intbigdo de proteases. O
metodo mais conhecido € o ensaio padrdo baseado na medida do decréscimo da atividade
enzimatica induzida peia adicdo de quantidades crescentes de inibidor, juntamente com uma
solugdo padréo de enzima em presenca de seu substrato especifico. A atividade residual da
enzima é plotada em fungac das quantidades de amostras adicionadas, resultando numa curva
de inibicdo. Desta curva & possivel obter a quantidade de enzima inibida por uma determinada
concentracao de um inibidor (Belitz & Weder, 1990).

CTi de C. langsdorffii atuou sobre a tripsina e ndo foi ativo contra quimotripsina bovina
Silva et al. {2001). Sua constante de inibicdo (Figura 01) apresentou ordem de grandeza de 107
M. Quando CT! foi submetido & purificagio em coluna de fase reversa C18, observou-se
constante de inibigio de 1.06 x 10° M para CTH, indicando que a purificacdo em coluna C18
pode desestabilizar 0 /foop reativo, diminuindo a afinidade do inibidor pela tripsina. Quando
comparado a outros inibidores purificados de sementes, o valor de Ki estd numa faixa
intermediaria entre os inibidores da familia Bowman-Birk (107 a 10°M) e os inibidores do tipo
Kunitz (107'M) (Campos et al., 1997).

A analise do pico comrespondente ao complexo inibidor CTl — enzima tanto em gel
filtrac&o quanto em gel de SDS (Figura 02) tem acusado massa molecular de 30-34 kDa, néo
sendo observado o complexo de 40-44 kDa como era de se esperar para o classico inibidor de
Kunitz, sugerindo que o inibidor CT! ao formar o complexo com a enzima tripsina, libera a
subunidade CTI-il.

O alinhamento entre os loops reativos dos membros da familia Kunitz {Figura 03),
permite verificar que CTl apresenta a conformagdo candnica para o /foop reativo e todos 0s
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residuos s&o perfeitamente superpostos, assim como para STI (Song & Suh, 1998), ET| (Onesti
et al.1980) e WCI (Ravichandran et al., 1999). WBA (Mccoy & Kortt, 1997) apresenta uma
insercéo de 4 residuos no foop reativo entre as posicdes P2 e P1 que toma o Joop mais
protuberante e, como resultado, no mostra qualquer atividade inibitéria.

BASI tem a insergao de residuos, um entre P4 e P2, um entre P3 e P2 e um entre P1 e
P1 e, conseqlientemente, o seu Joop reativo também diverge dos outros membros da familia.
Embora estruturaimente BASI pertenca & ST Kunitz, o seu loop n&o possui & conformagio
candnica caracteristica encontrada para os inibidores e sua atividade inibitéria & bem diferente,
uma vez que BAS! pode inibir simultaneamente «-amilase e serinoprotease da familia da
subtilisina (Vallee et al., 1998).

CTi apresenta uma conformacio canénica para o foop reativo com significativa atividade
inibitéria conira tripsina. Com o objetivo de compreender methor o mecanismo de interacdo
inibidor-protease, a estrutura de CTI foi comparada com as estruturas de STI livre e complexado
com ftripsina porcina. O primeiro aspecto que chama a atencéo é gque nos inibidores nao
complexados, o /oop reativo apresenta uma estrutura secundaria muito bem definida (veja a seta
na Figura 04). Ja no caso do complexo CTl-Tripsina, as interactes entre os sitios reativo do
inibidor e ativo da tripsina resultam numa mudanga drastica da conformacao formando uma fita-p
no loop reativo de STi que pareia com outra fita-B da tripsina formando uma folha-.

A formacao da folha-B indica um ganho na estabilidade estrutural que implica num gasto
energético, mostrando que a formacso do complexo & um evento favoravel. As inferagdes de STI
com ftripsina quando o complexo é formado ndo se restringem apenas aos sitios reativos. E
formada uma interface de contato entre inibidor-enzima, que envolve varias paries de ambas as
moléculas. A superposicio da estrutura de CT! sobre a estrutura de STI complexado mostra que
a maioria dos contatos inibidor-tripsina sao preservados no suposto complexo entre CTI-Tripsina.

E evidente que na formag&c do complexo CTi-Tripsina, alguns dos residuos do inibidor,
particularmente Arg 64 na posicdo P1, sofrerdo mudangas conformacionais para que haja uma
melhor acomodagéo das interagdes. Por isso, s30 observados alguns contatos estericamente
impedidos, por serem muito préximos, e outros em que os residuos estdo muito distantes para
que haja uma interac&o especifica. Seria necessario analisar a estrutura real do complexo CTl-
Tripsina para se ter certeza definitiva da superficie de contato entre eles, mas as suposicbes
inferidas aqui ndo devem ser muito diferentes dos contatos reais. O complexo foi preparado e,
apesar das inimeras tentativas de cristalizacio desse complexa, nenhum resultado promissor foi
alcancado até o momento.
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As razGes esiruturais para a alta atividade inibitoria de CTI contra tripsina residem no
fato de que a conformacgao candnica do Joop reativo foi mantida evolutivamente, a despeito da
presenca de duas cadeias polipeptidicas no covalentemente ligadas e da falta de uma das
pontes dissulfeto caracteristicas da familia ST Kunitz. Apesar das diferencas estruturais, a densa
rede de pontes de hidrogénio, observada em CTI, mantém a integridade e a estabilidade
estrutural da molécula.

O sitio reativo na maioria dos representantes da familia Kunitz localiza-se na posicéo
homdloga & do classico inibidor de soja, apresentando residuos basicos na posigio P1 (Arg® —
lle™). Em geral, este sitio & a regido da molécula que define a sua especificidade e encontra-se
em uma al¢a estabilizada por uma ponte dissulfeto e por um conjunto de interagdes fracas do tipo
ponte de hidrogénio, conferindo ao inibidor uma conformaggo apropriada para a sua melhor
interagdo com a enzima alvo.

Entretanto, os inibidores isolados recentemente da subfamilia Caesalpinocideae tém
evidenciado residuos de aminoacidos diferentes daqueles observados para o SBTI. Pando et al.
(2001) demonstraram a presenca de &cido giutamico e serina para o inibidor de Delonix regia,
enquanto, Cavalcanti et al. (2002) identificaram residuos de glutamina na pasicdo da Arg®. O
inibidor de Acacia confusa da subfamilia Mimosoideae mostrou-se diferente por apresentar os
residuos de Arg™- 1le® no seu sitio reativo (Wu & Lin, 1993). Essas diferencas nos residuos de
aminoacidos cofroboram para o melhor entendimento do mecanismo e forga de interacéo entre
estas moléculas e as proteases.

As informagbes sobre a identidade dos residuos de aminoacidos que podem ser
essenciais para a atividade do Inibidor CT! de sementes de copaiba foram obtidas através do uso
de compostos que reagem especificamente com algum grupo particular de aminoacido funcional,
na concentracao de 10 mM final (Bulone et al., 1999).

O espectro de fluorescéncia acompanhando os residuos de triptofano na estrutura da
proteina, tem sido excelente técnica para monitorar sensiveis mudangas conformacionais, bem
como, o envolvimento destes residuos na manutencdo da estabilidade estrutural e
conformacional das proteinas. No caso onde os residuos de Trp fazem parte do sitio de ligacio,
esta técnica € amplamente utilizada para estudar o envolvimento e mudancas conformacionais
resultante da interacdo com o ligante. O espectro de emissdo foi determinado apds o periodo de
pré-incubagdo com os modificadores (Figura 05). Através do grafico da intensidade de
fluorescéncia em fungéo do comprimento de onda de emissio, observou-se uma alteracio da
intensidade de fluorescéncia em fungdo de alguns modificadores e um concomitante
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deslocamento do pico de emiss&o para o vermetho (330 para aproximadamente 370 nm) na
presenca de PGO, para os demais modificadores este deslocamento foi menos significativo.

Grupos tiGis livres de cisteinas ou oxidados na forma de cistinas sao importantes na
estabilizacio da estrutura conformacional e funcionatl de diversas proteinas. Entretanto, o inibidor
CTI mostrou uma resisténcia funcional em relagéo a acao de agentes redutores seguidos de
alquilacdo, apesar da significativa alteracio estrutural observada pelas diversas técnicas
utilizadas para caracterizar o inibidor em questdo (espectrometria de massas MALDI-TOF,
fluorescéncia e dicroismo circular).

O modificador fenilglioxal (PGO), que reage especificamente com residuos de Arg,
apresentou maior inibicio da atividade de CTL O 1-etil-3-(3-dimetilaminopropif) Carbodiimida
(EDC) mostrou-se o segundo inibidor mais potente da atividade do inibidor CTI, indicando gue
grupos carboxilas dos residuos de Glu ou Asp sfo importantes para a atividade inibitoria.
Resumidamente, estes resultados mostraram que grupos carboxilas e residuos de arginina sao
de fundamental importancia para a atividade inibitéria, embora, 0 envolvimento de residuos de
triptofano nao deve ser excluido.

Nenhum decréscimo da absorbancia préximo a 278 nm foi observado, sugerindo que os
residuos de tirosina ndo foram modificados por DEPC. Residuos de Cys, Lys e Arg s&@o
medificados também por DEPC, o que pode ter contribuido para a perda da atividade, fato
confirmado pela inativacéo de CTI por PGO e pouca inativago por outros reagentes especificos
para Cys e Lys, sugerindo que a inibicia ocorre de forma ndo especifica com residuos de
aminoacidos que n&o estejam localizados no sitio reativo.

Inibicao significativa foi obtida na presenca de EDC, sugerindo que a Giu e Asp podem
estar envolvidos na atividade inibitoria de CTl. O espectro de emissdo de CTl na auséncia bem
como na presenca de reagentes modificadores n&o fai afetado significativamente por EDC,
embora tenha ocorrido a baixa da atividade inibitéria de CTl nas concentracbes de EDC
utilizadas nos experimenfo de medidas de fluorescéncia. Estudos prévios mostraram a
importancia de residuos de arginina para a atividade inibitoria dos inibidores do tipo Kunitz e que
¢ bloqueio destes grupos com modificadores especificos favoreciam intensamente a perda da
atividade, mostrando que estes grupos s&o importantes para a reacao de inibi¢do da tripsina. A
inibico da atividade de CT1 em, aproximadamente, 80 % pelo PGO confirma que residuo de
arginina localizado na posic&o PI, como pode foi comprovado pelos estudos de estrutura primaria
e estrutura tndimensional, é fundamental para a atividade inibitéria de CTL.
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05. ESTABILIDADE FUNCIONAL E CONFORMACIONAL DO INIBIDOR (CTI)

Estudos da estabilidade conformacionat (unfolding e refoiding) fornecem importantes
informagbes sobre a biogénese e o enovelamento estrutural das proteinas. A seguir estao
descritos os resultados e a discussdo dos efeitos de agentes fisico-quimicos (pH,
temperatura, DTT, uréia e cloreto de guanidina) na estabilidade conformacional do inibidor de
tripsina (CTH purificado de sementes de Copaifera langsdorffi.

DICROISMO CIRCULAR DO INIBIDOR CTl

A concentragéo de CTI nos experimentos correspondeu a 10 uM por apresentar boa
relagao sinal/ruido. O espectro do inibider CTI {Figura 01) revelou que esta proteina possui
uma estrutura secundaria com baixa porcentagem de o-hélice, 39 % de folha B-pregueada,
23,5 % de estrutura tum e 26 % de conformacao aleatoria, resultados semethantes aqueles
obtidos para o STi purificado por Kunitz (1947).

(6] 102 deg em* dmot™

. 3 d T v : | "

200 210 220 230 240 250 nm

Figura 01 — Dicroismo circular de CTL. Espectro obtido na concentra¢io de 10 uM de CTY,
informando porcentagem de estrutura secundéria da proteina em tampéao fosfato de potassio
1mMpH 7.0.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAD

EFEITO DO DITHIOTHREITOL {(DTT)

CTl néo tratado com DTT (nativa) foi eluido da cromatografia de gel filtragcdo com
tempo de retencao muito proximo ao da tripsina gue tem massa molecular de 24 kDa. O perfit
de eluicdo de CTI tratado com redutor DTT {oxidado) permite observar um Gnico pico de
proteina com atividade inibitéria (Figura 02). Quando reduzido com DTT na concentracaoc
final de 1 mM, CTI passa a ter um tempo de retengao igual a 30,979 minutos, proéximo ao
pico observado para a aprotinina, indicando subunidades de baixa massa molecular.

O tratamento com diferentes concentragées finais de DTT (1, 10 e 100 mM), nao
influenciou significativamente na atividade do inibidor CT! como evidenciado na Figura 03A.
se observando a influéncia do DTT. As possiveis alteracdes estruturais ocasionadas pela
acdo do DTT nas concentragdes de 1, 10 e 100 M foram acompanhadas em gel de
poliacrilamida Tricina a 16,5 % (Figura 03B).
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Figura 02 - Perfil de eluicao de CTl nativo e oxidado com DTT 1 mM em coluna SW-300
HPLC. Foi aplicado 0,3 mg de CTi nativo e 0,3 mg de CTI reduzido com DTT 1 mM. Foram
utiizados marcadores de perfit de eluicio: Blue Dextran {200.000 kDa); Ovalbumina (44

kDa); Anidrase Carbénica (29 kDa), Tripsina (24 kDa) e Aprotinina (6.5 kDa).
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Este gel por apresentar mathas mais fechadas, permitiu uma melhor identificacio
das interages das subunidades de CTi que ndo foram diferenciadas em gel de
poliacrifamida 12,5 %. Na pista eletroforética 1 tem-se marcadores de peso molecular:
Fosforilase {94 kDa), Albumina {66 kbDa), Ovoalbumina {43 kDa), Anidrase Carbdnica (30
kDa), inibidor de Tripsina (20 kDa) e Lisozima (14 kDa). A fragéo CTl oxidada e as tratadas
com 1, 10 e 100 mM de DTT foram aplicadas nas pistas eletroforéticas 2, 3, 4 ¢ 5
respectivamente. Nota-se a presenca de trés bandas (20, 11 e 8 kDa) para CTl nativo e duas
independentemente do tatamento de redugfoc, com massa molecular aparenie de
aproximadamente 11 e 9 kDa.

O espectro da intensidade de fluorescéncia em fungao da emissdo {nm) antes e apbs
a redugéio de CTl com diferentes concentragdes de DTT (Figura 03C) evidencia a auséncia
de deslocamento do pict de intensidade maxima para o vermelho, coiitudo observa-se uma
diminuigio da infensidade méxima de fluorescéncia.
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Figura 03 - A) Efeito do DTT na atividade de CTI. A atividade inibit6ria (%) foi determinada
em diferentes concentragbes finais de DTT, por intervalo de tempos especificos e
posteriormente dialisado contra tampao Tris-HCI por 2 horas. By SDS-PAGE Tricina de CTi
oxidado e reduzido com DTT. preto OM de DTT; vermetho 1mM; verde 10 mM; azul 100 mM
de DTT. C) Medidas de fluorescéncia de CT) oxidado e reduzide com diferentes

concentracdes de DTT.
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Na Figura 04 observou-se mudanca no espectro de CD do inibidor CT! apos a
adicao de DTT. O espectro de CD suporta mudangas estruturais que ndc haviam sido
observadas por medidas de fluorescéncia. A analise dos espectros de CD permite inferir a
ocorréncia de alteragbes estruturais na molécula do inibidor CTY. Assim, para a acic redutora
do DTT na molécula de CTI, observa-se um decréscimo do pico negativo préximo a 200 nm,
correspondendo a diminuigdo das estruturas secundarias do tipo a-hélice e um aumento das

estruturas do tipo B-pregueada.
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Figura 04 - Espectro de Dicroismo Circular em diferentes pontos durante a redugéo do
inibidor CT1. A linha tracejada corresponde ao espectro antes da adigao de DTT. As linhas
solidas represemtam ¢ espectro coletado em varios pontos apds a adigao de DTT 30, 60,
120, 240, 300 e 330 min.

EFEITO DO pH EM TEMPERATURAS DISTINTAS

A estabilidade de CTl em diferentes condigdes de pH e temperaturas foi estudada
como evidenciado na Figura 05. CT! mostrou-se estavel em uma ampla faixa de pH, sendo
um pouco menos estavel a valores extremos de pH. Observou-se uma perda da atividade
inibitoria de aproximadamente 50 % em pH 10. A atividade inibitoria diminuiu gradativamente
a partir de 60 °C, principalmente em valores de meio alcalino, mas esta atividade pode ser
regenerada apds 24 horas a 37 °C {dado nao mostrado).
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Figura 05 - Efeito do pH em temperaturas distintas na estabilidade funcional de CTL

EFEITO DE AGENTES CAOTROPICOS - UREIA

Alteragées estruturais em CTl - desnaturagio

Inicialmente, determinou-se ¢ tempo necessaric para a completa desnaturagao do
inibidor CTl pela uréia. O espectro de emissao foi determinado apds diversos intervalos de
tempo até 24 horas. Verificou-se que a desnaturacao foi completada apds 24 horas {nao
mostrado). A desnaturacéo de CTI pela agio da uréia fot um processo reversivel por didlise,
imediatamente apés o equilibrio da solugao, permitindo a continuidade dos experimentos.

Através do grafico da intensidade de fluorescéncia em fungdo do comprimento de
onda de emissdo, observou-se alleragac da intensidade de fluorescéncia em fungio da
concentracdo de uréia e um concomitante deslocamento dos picos de emiss&o em dire¢do
ao vermelho (Figura 06). Plotando os valores de comprimento de onda de emissdo maximo
em funcdo da concentracdo de uréia (Figura 07), foi obtida uma curva de desnaturagéo
simples, indicando que o mecanismo de desnaturacio por uréia do inibidor CTl envolve pelo
menos dois estagios. Esta observagao € reforcada pelo deslocamento do centro de massa
(Figura 07 e interno). Ambos os resultados demonstram que a desnaturagdo do inibidor
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inicia-se em concentracdes acima de 0.5 M de uréia. Uma observagao interessante é que a
inclinacao da reta na fase de fansicdo € muitc mais acentuada quando se monitorou o
comprimento maximo de absorgae (Amax) do que o centro de massa (Figura 07 e interno).
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Figura 06 — Espectro de emissdo de fluorescéncia de CTl desnaturada com uréia. As

amostras em concentragac de 10ug/mi. foram excitadas a 293nm.
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Figura 07 - Desnaturagdo do inibidor CTI de copaiba por uréia. Efeito da uréia no centro de
massa do inibidor {interno).
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Através dos valores de maximo comprimento de onda de emissao, foi possivel fazer
o calculo descrito em métodos, da fragao desnaturada de proteina para cada concentracio
de uréia (Figura 08). Os dados apresentados evidenciam que a desnaturagcdo por uréia
ocorre de maneira gradual, sendo visivelmente completa na maxima concentracio de uréia
(8 M) apo6s a redugéo de CTl com DTT 1 mM. O gréafico interno mostra a variagéo de energia
livre de desnaturagdo em funcao da concentracao de uréia.
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Figura 08 - Desnaturacéo do inibidor CTI em presenca de uréia (curva maior). O grafico
interno evidencia a dependéncia da variagéo de energia livre AG (H;0) de desnaturacio em

funcdo da concentracgéo de uréia.

Alteragdes estruturais em CTI - renaturacédo

Na Figura 09, notam-se alteragbes conformacionais da renaturacio por didlise do
intbidor CTl na presenga de 8 M de uréia. Observa-se uma reversibilidade em termos
estruturais do inibidor incubado com uréia 8 M apés a dialise por 15 e 30 minutos. O gréafico
da intensidade de fluorescéncia, em fungao do comprimento de onda de emissdo evidencia
alteragho da intensidade de fluorescéncia em fungio dos tempos de didlise, para o inibidor
tratado com 8 M de uréia, obtendo-se um deslocamento reverso dos picos de emissdo da

regidao de 341,2 nm para aproximadamente 322 nm.
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Figura 09 — Efeito da dialise no espectro de emissao de fluorescéncia de CTI com uréia. As
amostras CTI, CTl tratado com 8 M de uréia e CTl tratado com 8 M de uréia dialisado por 15

e 30 minutos, em concentragio de 10 ug/mi. foram excitadas a 293 nm.
Alteracbes funcionais de CT}

Na Figura 10 tem-se o grafico da atividade inibitéria de CTI em funcdo da
concentracio de uréia. E interessante notar que, a perda de atividade inibitdria sobre a
enzima tripsina aumenta com o acréscimo da concentragido de uréia, sendo praticamente
nula na concentragéo de 5 M. Na concentracio de 4 M a atividade inibitoria & praticamente
abolida (2 %).

CTl, aparentemente, é muito resistente ao agente desnaturante utifizado (uréia),
apresentando aproximadamente 50 % de atividade inibitoria na presenca de uréia 3,25 M. A
atividade inibitdria foi completamente ausente, quando CT} (reduzido com DTT 1 mM) foi
incubado com uréia 8 M por 24 horas e sua atividade nao foi recuperada apés as diluicdes de
1:100 ou 1:1000 do agente desnaturante (dados nao mostrados). A perda total da atividade
de CTi reduzido com DTT 1 mM, ocasionada pela desnaturacio do agente caotrdpico uréia 8
M por 24 horas, mostrou-se proporcionalmente reversivel em relagcéo ao tempo de dialise
(Figura 11), recuperando aproximadamente 60 % da atividade inibitéria sobre a enzima

tripsina apds 6 horas de dialise.
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Figura 10 - Efeito da variagéo da concentragdo de uréia na atividade inibitéria de CTI. A
atividade inibitoria foi determinada como descrito em métodos.
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Figura 11 - Reversibilidade da atividade funcional do inibidor de copaiba (CTl) apés a
desnaturagao por uréia. O grafico em linha demonstra a reversibilidade através da dialise em
funcdo do tempo.
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EFEITO DE AGENTES CAOTROPICOS - CLORETO DE GUANIDINA

Alteragbes Estruturais em CT} - Desnaturacio

Da mesma forma que com a uréia, inicialmente procurou-se determinar o tempo
necessario para a completa desnaturagio do inibidor pelo cloreto de guanidina. O espectro
de emissao foi determinado em diversos intervalos de fempo, até 42 horas. Assim, foi
verificado que a desnaturagéo se comnpletou apds 13 horas {ndo mostrado).

Através do grafico da intensidade de fluorescéncia em funcdo do comprimento de
onda de emissdo, observou-se o mesmo efeito que ocorreu com a desnaturacdo por uréia,
ou seja, uma alteragio da intensidade de fluorescéncia em fungsio da concentracdo do
cloreto de guanidina e um concomitante deslocamento dos picos de emissao para o
vermelho de 322 para 340 nm (Figura 12).

Observa-se ainda na Figura 12 um réapido deslocamento para o vermelho e uma
diminuicéo da intensidade de fluorescéncia a partir da concentragdo de 0.2 M de cloreto de
guanidina. Plotando-se os valores de comprimento de onda de emissao méaximo em funcao
da concentragdo de cloreto de guanidina (Figura 13), observa-se uma curva de
desnaturagéo simples, sugerindo que ¢ mecanismo de desnaturagdo do inibidor por tal
reagente caotropico, também envolve pelo menos dois estagios. Essa observacic €
reforcada pelo deslocamento do centro de massa (Figura 13 interno). Os resultados
demonstram que em concentragdes acima de 0.2 M de cloreto de guanidina o processo de
desnaturacao se inicia.

Através dos valores de maximo comprimento de onda de emissao, foi possivel fazer
o calculo, descrito em métodos, da fracdo desnaturada de proteina em funcdo da
concentracdo de GdnHCl (Figura 14). Os dados apresentados evidenciam que a
desnaturagao por cloreto de guanidina se da de maneira brusca em baixas concentracbes do
agente caotrépicos. O grafico interno mostra a variagéo de energia livre de desnaturagéo em
fungao da concentragao de GdnHCL.
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Figura 13 - Desnaturacdo do inibidor CTl por cloreto de guanidina. Efeito do cloreto de
guanidina no centro de massa do inibidor {interno).
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Figura 14 - Efeito do cloreto de guanidina na fracio desnaturada do inibidor. Determinacao

da variacéo de energia livre na auséncia do agente desnaturante, AG (H20) (interno).

Alteragbes Estruturais em CTI - Renaturagdo

O grafico da Figura 15 evidenciou que CTI, quando incubado em 6 M de cloreto de
guanidina, perde completamente sua estrutura conformacional, como era de esperar. Os
processos de didlise por 15 e 30 minutos nJo sao suficientes para regenerar a conformacio
proxima a nativa deste inibidor. No entanto, a dialise apos 6 horas permite visualizar um
retorno a conformac&o de CTI, diminuindo a intensidade de fluorescéncia.

O grafico da intensidade de fluorescéncia em fungio do comprimento de onda de
emissdo evidenciou alteragdo da intensidade de fluorescéncia em funcdo dos tempos de
didlise para CTI tratado com 6 M de cloreto de guanidina, obtendo-se também um
deslocamento reverso dos picos de emissao da regido do vermetho para aproximadamente
320 nm.

122



V. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

14
4 » Chi
- * &M
124 - e A 6M 15 min didkise
1 & . v 6M 30 min dialise
104 = " v, | * OMG horas dislise
4 L

Intensidade de Fluorescéncia

360 l 3.’:10 | 34'10 | 3é0 | 3é0 | 400
Emiss&o (nm)
Figura 15 — Espectro de emiss@o de fluorescéncia de CT! desnaturada por cloreto de
guanidina. As amostras CTl, CTl tratado com 6 M de GdnHCI e CTI tratado com 6 M de
GdnHCI dialisado por 15, 30 minutos e 6 horas, em concentragac de 10 pg/mlb foram
excitadas a 293 nm.

Alteragées Funcionais de CT}

Na Figura 16 tem-se o grafico da atividade de CT1 em fun¢éo da concentracao de
cloreto de guanidina. A perda da atividade inibitoria aumenta em fungio da concentracio de
cloreto de guanidina, ocomrendo de forma brusca em baixas concentragdes do agente
desnaturante.

CTl perdeu completamente sua atividade inibitéria na presenca de 6 M de cloreto de
guanidina, contudo, a molécula de CTI desnaturada mostrou-se reversivel no aspecto
funcional inibindo a atividade da serinoprotease tripsina, quando a guanidina foi
gradativamente retirada por dialise. Novamente, a atividade inibitéria de CT! ndo foi
detectada ap0s a diluigao do cloreto de guanidina (1:100 e 1:1000). A Figura 17 evidencia
que CTI, mesmo apds 6 horas (360 minutos), recupera sua atividade pés-dialise em apenas
aproximadamente 40 %, sendo mais rapida no inicio da dialise, ou seja, o processo de

enovelamento da proteina ndo ocorreu de forma proporcional ac tempo de dialise.
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Figura 16 - Efeitc do cloreto de guanidina na atividade inibitéria de CTI, determinado de
acordo com descrito em métodos.
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Figura 17 - Reversibilidade da atividade funcional de CTI apds a desnaturagdo por Cloreto

de guanidina.
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DISCUSSAO

O espectro de CD no distante-llV, para wna proleina gqualquer, & sensivel 3
conformacao de cadeia principal. A regido informativa esta entre 170 e 240 nm, onde ©
grupamento amida peplidico tern mdltiplas faixas de absorgio superposias. Medidas de
polipeptidias sintéticos e de proteinas com esirutura ja conhecida definiram os espectros de
CD de a-hélices, estrutura B-pregueada e estrutura de conformacao aleatoria (Woody, 1995;
Kelly & Price, 19897). A concentracéo de CT! nos experimentos correspondeu a 10 pM por
apresentar boa relacio sinalfruido.

A porcentagem de estrutura secundaria, em tampao fosfato, foi calculada de acordo
com Gans et al. (1991), atingindo aproximadamente 90 %, do valor semelhante ac predito
teoricamente para os inibidores do tipo Kunitz (ST1) de soja. O espectro do inibidor CT}
(Figura 01) revelou que esta proteina possui uma estrutura secundaria com 1.5 % de a-
hélices, 39 % de follha B-pregueada, 23,5 % de estrutura tum e 26 % de conformacio
aleatéria, resultados semelhantes aqueles obtidos para o ST purificado por Kunitz (1947).

Estimativas do conteddo em a-hélices de proteinas, deduzidas do espectro de CD,
concordam com os valores abtidos de estudos cristalograficos por raios X Enfretanto, nem
sempre o conteddo de estrutura § pode ser avaliado através de espectros de CD. A incerteza
€ maior porque as estruturas B s&0 menos regulares do que as o-hélices e contribuem
menos para o espectro de CD {Greenfield & Fasman, 1969).

Para proteinas com pequeno contelido de a-hélice, picos positivos em tomo de 220
nm sao primariamente devido & presenca de estrutura beta pregueada na proteina. Assim, o
aumento do pico negativo proximo a 220 nm também suporta um aumento da conformacao
beta pregueada observado quando o inibidor CTl é reduzido com DTT. Desta forma, as
mudancas observadas no espectro de dicroismo circular sio consistentes com uma baixa
hidratacdo, aumentando as interagbes hidrofdbicas quando o CTl & completamente reduzido
e desenovelado.

As proteinas s&o multifuncionais no sentido de que sua seqiténcia especifica de
aminoacidos determina simultaneamente seu enovelamento, sua fungfo e sua degradacéo.
A equivaléncia entre a rigidez (estabilidade) e a flexibilidade (funcao) das proteinas resulta da
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baixa energia livie de estabilizacio {AGN > U)), derivadas da diferenca minima entre as
forgas atrativas e repulsivas {Jaenicke, 1999).

A estabilidade das proteinas é resultante de fracas interagdes atrativas ou repulsivas,
que sao dependentes das condicbes fisiolégicas designadas por um estado padrao. Como a
energia de estabilizacio AG® N -> U (com N e U indicando o estado nativo e o desenovelado,
respectivamente) & dependente de condigbes padrbes, variagbes na temperatura, pH e
agentes caotropicos podem ser aplicados para acompanhar processos de desenovelamento
e enovelamento, utilizando propriedades espectrais e funcionais {Jaenicke, 1969).

O CTI1 & um novo inibidor da subfamilia Caesalpinoideae da familia das leguminosas,
constituido por duas subunidades (CTI- e CTI-l) considerados por Silva et al. {2001) como
inibidores distintos. Ambos fariam parte de uma mesma proteina, mas com a auséncia das
interagbes covalentes (pontes dissulfeto), que estabilizam a cadeia maior com a menor no
caso dos inibidores de Kunitz, observados para as espécies da subfamilia Mimosoideae.

Estas subunidades estariam estabilizadas por uma ampla rede tigacbes fracas
(pontes de hidrogénio) entre as superficies das duas subunidades, justificando a presenca de
3 ou mais bandas em gel de eletroforese sob condigbes desnaturantes. A banda principal
seria uma combinagdo das bandas de 11 e 9 kDa e as demais seriam agregacbes nac
especificas das diferentes subunidades. Diante da explanacio desta importante molécula
(CT1), procura-se nesta parte da tese descrever um pouco mais sobre as caracteristicas da
estabilidade canformacional e funcional de CTl, no que diz respeito a acao do pH, da
temperatura, dos efeitos do agente redutor DTT e dos agentes caotrépicos {uréia e cloreto de
guanidina).

A presenga de pontes dissulfeto é de suma importancia na projecao de residuos
criticos do sitio reativo dos inibidores que irio interagir com as proteases. O efeito de
variadas concentracdes de DTT (1, 10 e 100mM) na atividade inibitoria de CTI foi avaliado
por Silva et al., (2001). Diferente do observado por Ramasamna et al. {1895}, com um tipico
inibidor de Bowman-Birk de Dolichos biflorus, que apresenta dois sitios reativos para
proteases diferentes ligados entre si por pontes dissulfeto, CTl de C. langsdorffii ndo perdeu
sua atividade antitriptica frente estas diferentes concentragdes do redutor DTT {Figura 03A).

Posteriormente, apresenta-se uma discussido detathada sobre a influéncia do agente
redutor DTT na estrutura de CTl, através de gel de eletroforese SDS-Tricina, gel filtracdo em
cotuna Protein Pack SW-300 (HPLC), espectro de flucrescéncia e de dicroismo circular
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(Figura 02, 03 e 04). O Gel de eletroforese SDS-Tricina (Figura 03A), nao detectou
diferenca estrutural para as distintas concentragdes de DTT uiilizado. Na auséncia de DTT,
observam-se 3 bandas protéicas (20, 11 e S kDa) para o inibidor CT!. A adicio de baixas
concentragbes de DTT (1mM) foi suficiente para obter apenas duas bandas {11 ¢ 9 kDa),
sugerindo que o DTT promove uma desestabilizaco das subunidades de CT!, promovendo a
desagregac¢ao das subunidades.

Um resultado muitc semethante foi também observado em cromatografia de ged
filtrago usando colura Protein Pack SW-300 {Figura 02). Na auséncia de DTT 1 mM, um
dnico pico foi eluido aos 28.581 minutos, proximo ao tempo de eluigio da tripsina, sugerindo
uma massa molecular relativa de 24 kDa para o CTi organizado em duas subunidades. Na
presenca de DTT 0.1 mM um pico maior de proteina foi eluido a 30.979 minutos, um pouco
antes do marcador Aprotinina, indicando a formacgao de dimeros constituidos por molécutas
menores, que nao sdo diferenciadas em dois picos devido a similaridade de massa (11 e ©
kDa) e caracteristicas da coluna SW-300. A massa molecular aparentemente alta para CT1
(24 kDa) em condigbes nativas €& devido as associacbes das diferentes unidades
monomericas por interagdes fracas. Isto tem sido relatado tanto para inibidores de Bowman-
Birk quanto para inibidores de Kuntiz (Birk & Applebaum, 1885; Wu & Whitaker, 1990).
Contudo, ndo se considerava a agregagac de subunidades distintas como parai Cih

CTlI mostrou-se uma proteina heterodimérica {dados confirmados pelo modelo
tridimensionat de CT1), sendo o dimero pouco estavel, pois apds a reducao, a forma dimérica
desaparece e as formas monoméricas sao detectaveis e diferenciadas em gel de tricina, ou
detectaveis em get filtragio a partir do tempo de eiuicio, resultados também observadas o
inibidor de 7. cearensis de Tanaka et al. (1997).

O espectro de fluorescéncia acompanhando os residuos de triptofano na estrutura da
proteina, tem sido excelente técnica para monitorar sensiveis mudancas conformacionais,
bem como, ¢ envolvimento destes residuos na manutencio da estabilidade estrutural e
conformacional das proteinas. No caso onde os residuos de Trp fazem parte do sitio de
ligagdo, esta técnica é ampiamente utilizada para estudar o envolvimento ¢ mudancas
conformacionais resultante da interagdo com o ligante.

Dois trabalhos detathando a estabilidade conformacional dos inibidores tém
demonstrado resultados interessantes. Grinberg et al. (2000) discutiram a desnaturacio
térmica e a contribuicio das pontes de hidrogénio na estabilizagfio do estado nativo de um
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intbidor de tripsina tipo Kunitz (KT, encontrado em sementes de soja, ulifizando o método de
calorimetria diferencial de alta sensibilidade (HS-DSC do mglés: high-sensitiviy differential
scanning calorimetry). De Souza et al. (2000} observaram os efeitos de agentes
desnaturantes na atividade inibitdria e na estabilidade corformacional do inibidor de
quimotripsina de sementes de Schizolobium parahyba.

Ramasarma et al. {1995) cobservaram um deslocamento do picc de emissac de
fluorescéncia méxima de 335 para 310 nm no caso do inibidor {HGP) nativo e tratado com
DTT 1 mM, respectivamente. Esse fato sugere que, a reducdo do inibidor com DTT 1 mM
pode remover anormalmente a emissdo de tirosina. Diferentemente, em CT! tratado com
DTT (1, 10 e 100 mM) néo foi observado nenhum desiocamento de pico, confirmando que a
reducdo de CT! por DTT altera a estrutura quaternaria (formacéo de heterodimeros) mas nao
a estrulura tercidria conformacional. De um modo geral, os inibidores apresentam a
tendéncia em se associar formando dimeros ou tetrameros que s&o ativos naturalmente (Birk
& Applebaum, 1985). Contudo, ac cortrario de outros inibidores anteriormente relatados, CTi
parece ser ativo somente na sua forma monomérica, inibindo somente uma moiécula de
fripsina.

A diminuicdo da intensidade méxima de fluorescéngcia que ocomre apds adicio
crescente de DTT, pode ser explicada pelo envoivimento deste redutor como uma sonda
‘quenching” que estaria suprimindc a intensidade de fluorescéncia da amostra. Como
observado na Figura 3C, o aumento na concentracac de DTT & acompanhado por
progressivo decréscimo da intensidade de fluorescéncia. Resultados similares foram
observados para outros “quenchers”.

Sugere-se que a resisténcia de CTi aos agentes desnaturantes estaria relacionada a
presenca de pontes dissulfeto muito estaveis as concentractes de DTT utilizadas e que,
somente uma redugdo e alquilagio desta ponte ocasionaria a perda total da atividade
antitriptica. Os resultados para CT! estiio de acordo com aqueles observados por Lehle et al.
{1996), onde o inibidor de Erythrina caffra (também da familia Kunitz) retém sua atividade
mesmo apds a desnaturacio suave de suas pontes dissulfeto. Através destes resultados,
confirma-se que CT} € alterado estruturalmente com adigbes minimas de DTT. Contudo, as
alteragbes ocasionadas parecem compreender somente a estrutura quaternaria de CTI,
justificando a presenga de atividade inibitoria para o inibidor CTL
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A estabilidade de CTI a diferentes temperatura e condigdes de pH foi estudada como
apresentado na Figura 05. CTi & notavelmente estavel a uma ampia faixa de pH, no entanto,
a atividade inibitdria & consideraveliimente prejudicada em valores de pH alcalino e em altas
temperaturas. Em pH alcaline e temperaturas acima de 80 °C, CT! perde sua atividade em
torno de 90 %, resultado também observado para os inibidores de Gruen et al. {(1984)_ A alta
estabilidade de CTl a condigbes acidas esti de acordo com o fato da maioria dos inibidores
de tripsina serem eluidos de cromatografia de afinidades em pH acido.

A alta estabilidade de CT} frente 3 variacio de temperalura é uma caracteristica
observada para muitos inibidores, principaimente aqueles da familia Bowman-Birk. Em
valores de temperatura acima de 80 °C, a atividade inibitdria comega a decair abruptamente,
estabilizando a 40 % quando tratada a 80 e 100 °C por 60 minutos em pH 8.0. Valores
semelhantes foram observados para o inibidor do feijio Phaseolus acutifolius (Campos et al,
1997).

A atividade inibitGria de CT!, pré-incubada a diferentes pHs com variagbes nas
temperaturas, foi avaliada apos 24 horas do tratamento a 37 °C, com ¢ objetivo de verificar
se a desnaturacao era reversivel (dado nac mostrade). Observou-se que a desnaturacgéo de
CTl até 80 °C para qualquer pH é reversivel, no entanto, a 100 °C por 60 minutos, a atividade
inibitdria € perdida completamente.

Apesar da vasia documentacio direcicnada ac estudo de enovelamento =
estabilidade de proteinas a partir da desnaturagio, poucos sac os artigos que envolvem os
intbidores de tripsina de sementes {Lehle et al., 1996; Gruen et al., 1984; Ramasarma et al.,
1985). Assim, disculirernos a seguir dados interessantes sobre a estabilidade conformacional
e funcionat do inibidor de tripsina isolado de sementes de Copaifera langsdorffii, uma arvore
tipica do cerrado deo Estado de Sac Paulo.

Dentre os varios métodos espectroscopicos desenvolvidos para estudar a
desnaturacao de proteinas, a intensidade de fluorescéncia é uma convincente ferramenta
para detectar mudangas conformacionais em proteinas. A simplicidade da transigciao de um
estado nativo para o estado desnaturado e suas caracteristicas de reversibilidade permite
uma descricio detalhada dos aspectos termodinarmicos. Assim o modelo de dois estagios
{nativo e desnaturado) exprime que o equilibrio das proteinas existe pelo menos nestas duas
formas alternativas (Chiti et at., 1998).

129



V. RESULTADOS E DISCUSSAC

Ramasarma et al. (1995) chservaram que os inibidores de Bowman-Birk sio
altamente resistentes aos agentes desnaturantes, porém sua estrulira nativa e funcional &
decisivarmente prejudicada na presenga do agertte redutor DTT, sugerindo gue a reducio das
pontes dissulfeto promoveu uma desestabilizacio significativa da estrutura terciaria sem
afetar consideravelmente a estrutura secundaria.

Estudos cinéticos e estruturais dos inibidores de tripsina, apoés a redugdo das pontes
dissuifeto, sugerem que a completa desnaturacio dessas moléculas envolve duas fases:
reducac das meias cistinas seguida pela agcao dos agentes caotrdpicos {Lehle et al., 1996;
Gruen et al., 1984; Ramasarma et al., 1995). CT! foi resistente ao desenovelamento por uréia
e cloreto de guanidina em condigbes ndo reduzidas, retendc 80 % de sua atividade {dado
nao mostrado). Somente apds a redugic com DTT 1 mM, o desnaturante pode agir na
molécula, confirmando que as pontes dissulfeto estdo relacionadas 2 manutencio da
estabilidade estruturai de CTi frente a agentes caotrépicos.

Esses resultados sdo condizentes com os inibidores de Ramasarma et al. {1995} e
Gruen et al. (1984), que s6 foram desnaturados por cioreto de guanidina e uréia em pH 8.0
apés a redugao de suas pontes dissulfeto por DTT 1 mM, sugerindo que a desnaturagdo de
€Tl tambem & um fendmenc cooperativo a redugiio das pontes dissulfeto. Os graficos de
intensidade de fluorescéncia em fungao do comprimento de onda de emissiao derivado da
desnaturacdo de CTi por uréla e cloreto de guanidina {Figura. 06 e 12) evidenciam um
caoncomitante deslocamento dos picos de emissao para a regiao do vermetho, de 320 para,
aproximadamente, 340 nm.

Um ajuste dos espectros de emiss3o obtidos foi realizado as fungdes de Lorentz
correspondentes, proparcionando um methor ajuste do que outras funcdes como 2
Gaussiana e, desta maneira, os valores de ) max para cada concentracio de uréia ou
cloreto de guanidina foram determinados considerando-se o centro da curva em cada caso.

O deslocamento para o vermetho (Figura 06 e 12) de aproximadamente 20 nm tanto
para uréia quanto para cloreto de guanidina, ocorre devido a exposicio de residuos
aromaticos que se enconfram estabilizados por interagbes hidrofébicas no centro da
proteina. Enquanto, as alteracbes na intensidade de fluorescéncia se da pela transferéncia
de energia dos anéis aromaticos dos residuos de tirosina para os residuos de triptofano.
Obviamente, a abertura conformacional leva a uma maior proximidade desses grupos e induz
a um aumento da taxa dessa transferéncia.
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As Figura 07 e 13 evidenciam que a desnaturacio por uréia ou cloreto de guaniding
ocorre de maneira bastante gradual. No entando, & visivelmente completa a partirde 3,5 1,2
M dos agentes cacirdpicos uréia e dorelo de guanidina, respectivamente. Dessa forma,
conclui-se que ¢ cloreto de guanidina & duas vezes mais forte como agente desnaturante.
Observa-se ainda uma vanagao na intensidade de emissao {(eixo y) tanto para as diferentes
concentragies uréia quantc para o doreto de guanidina. Estas variagbes, designadas por
“histerismo”, parecem estar relacionadas a exposicio de residuos arométicos que se
encontravam enterrados na matriz protéica, estabilizando interagbes hidrofabicas no estado
nativo de CTL

Estudos enfacando o uso de sondas (quenchers) para avaliar o grau de envolvimento
e quantidade de residuos de triptofano expostos nas mudangas conformacionais de
proteinas (resultante da interacio enzima-substrato) tem sido amplamente registrado
(Ramasarma et al., 1995). Com os dados da estrutura primaria de CT! disponiveis, seria
interessante estudar detalhadamente o envolvimento dos residuos aromaticos na
estabilidade funcionat de CTL.

O AG°H0 é o valor de AG na auséncia do desnaturante e representa a estabilidade
conformacional da molécuta, isto €, guao mais estavel a proteina é na conformagao nativa
{globular) do que nas conformaces desmaturadas. O valor de AG*H-O nao deve ser tomado
isoladamente a fim de avaliar a estabilidade de uma macromolécula. Assim, um outro
parametro utilizado € o valor de m, que representa o intercepto da fransicio desnaturante, ou
seja, a medida da dependéncia do AG em relagio 3 concentracio do desnaturante [DJ,
sendo a propria concentracio do desnaturante.

Através dos valores maximos de comprimento de onda de emissio (A max) foi
possivel fazer o calculo da fragio desnaturada para ambos agentes caotropicos (Figura 8 e
14). obtendo-se uma curva de desnaturacidoc simples, sugerindo um mecanismo de
desnaturacio que envolva pelo menos dois estagios, nativo e desnaturado, permitindo
utilizar o método de Pace, (1990) para calcular os parametros termodinamicos da
desnaturagio. Assim, os valores de mr obtidos foram de 0,063 e 0,054 mol” para as
desnaturagtes por uréia e cloreto de guanidina, respectivamente (Tabela 01).

Os vaiores de AGH,O (Tabela 01) de aproximadamente 60 kcal mol™, para ambos
os agentes desnaturantes, foram concordantes nos dois experimentos, havendo um desvio

inferior a 0,02 %, mostrando que o método de Pace (1990) é extremamente adequado para o
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caicuio dos parametros termadindmicos envolvidos na desnatuwracao reversivel e, que o valor
de variacdo de energia livre do processoe de desnaturacio esta relacionado com a proteing,
mas nao com os agentes desnaturantes ulilizados.

Tabela 01 - Parametros caracteristicos da desnaturaciio do inibidor CTi por uréia e GdnHCL

Desnaturante m {kcal mol* M) D1 (M) AG (H20) (Kcal mol™)
Uréia 0.063 325 63.0
GdnHCI 0.054 1.5 54 0

O mecanismo de desnaturagao do tipo dois-estagios enconiradeo para o inibidor CT,
também ja foi observade para cubros mibidores de Wipsina {Lehle et al, 1804) e ¢
desiocamenio do centro de massa também tem side demonsirado para varias oufras
proteinas, como aqueia do virus do mosaico do tabaco (Sonafé et at., 1998). A perda total da
atividade inibitoria evidenciada, como era de se esperar, confirma gue a integridade protéica
conformacional & exiremaments imporiante para a atividade inibitéria de CTl {Chen et ai.,
1997).

A renaturacio ou enovelamento de proteinas apds a diluicio ou didlise do agente
desnaturante tem sido analisada por varias técnicas, entre elas a fluorescéncia, dicroismo
circular e o monitoramento da atividade inibitoria. O estudo de enovelamento tem sido de
extrema importancia na detecgio de intermediarios entre os estados nativo e desnaturado
(Hammarstrom et al., 2001; Jaenicke, 1999). A renaturacao de CTl ndo foi observada apés
diluictes (100 e 1000 vezes) do agente desnaturante {dado nao maostrado). Este fato deve
ser atribuido a baixa concentragio do inibidor apés dilicdo ou interferéncia do agente
caotropica diretamente na enzima tripsina. Assim, utilizou-se o método de didlise do agente
desnaturante para avaliar a renaturagao estrutural e funcional de CTi.

A renaturagdo ou enaovelamento foi acompanhado por medidas de fluorescéncia para
CTI desnaturado por uréia ou cloreto de guanidina apés didlise nos intervalos de tempo de
15, 30 minutos e 6 horas (Figura 09 e 15). Observou-se que CTl, tratado com uréia 8 M e
DTT 1 mM enovela-se apds 15 minutos de didlise, ocorrendo um deslocamento de 340 nm
(CTl desnaturado) para 320 nm (CTI dialisado). Este fato ganha reforco na Figura 11, que
evidencia uma curva linear para a recuperagio da atividade inibitoria em funcdo do tempo de
dialise.
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A renaturaggo de CTi desnaturado por cloreto de guanidina 6 M em termos
estruturais, s6 ocorreu apds & horas de didlise como pode ser observado na Figura 13.
Contudo, a Figura 15 evidencia que a atividade inibitoria de CT! em funcao do tempo de
dialise nac é proporcional, sendo a recuperagdo rapida até 100 minutos de dilise e a
estabilizacdo alcancada em aproximadamente, 40 %. Estudos adicionais, utilizando
dicroismo circular na regido far-UV e nearUV poderiam revelar dados interessantes da
estrutura secundaria e terciana de CT! durante o processo de re-enovelamento, bem como,
evidenciar as propriedades estruturais e cinéticas dos estados intermediarios parciaimente
enovelados.

O estudo da estabilidade utilizando agentes caotripicos demonstrou que, o
mecanismo de desnaturacio por clareto de guanidina ou uréia foram similares, iniciando
imediatamente a partir de 0.5 M para ambos agentes caoclropicos. Contudo, diferencas s3o
observadas em termos estruturais e funcionais. A desnaturaciio por uréia evidenciou que CTil
apresenta 100 % de atividade inibitoria para ripsina no inicio da desnaturagio do inibidor,
com aproximadamente 0.5 M de agente caclropico.

Por outro lado, quando se inicia o processo de desnaturacio por cloreto de guanidina
na concentracaa de 0,5 M, CTl apresentava aproximadamente 90 % de atividade inibitoria,
que € completamenie eliminada em concentragbes superiores a 2.0 M de cloreto de
guanidina. A presenca de 3.5 M de uréia ou GdnHC! inibiu 50 % e 100 % da atividade
mnibitoria, respectivamente. Os resultados obtidos evidenciam uma completa inativacdo de
CTl por GdnHCI antes do desenovelamento completo do inibidor. Contudo, a perda da
atividade antitriptica de CTi foi concomitante ao desenovelamento quando a uréia foi
utilizada.

O valor de AG (H,0) do inibidor CTI desnaturado por cloreto de guanidina, assim
como na presenca de uréia, estd de acordo com os relatos na literatura para inibidores de
tripsina do tipo Kunitz. {Gruen et at., 1984). Analises das curvas de desnaturacao por estes
dois agentes caotrapicos no inibidor indicam que, embora o cloreto de guanidina seja cerca
de duas vezes mais potente que a uréia, o valor de AG (H,0) obtido dos dois desnaturantes
estao em excelente concordancia (Tabela 01). Valores proximos de AG {(H20) (51,8 keal mol
" também foram observados para outras proteinas ulilizando como desnaturantes uréia e
cloreto de guanidina {Jaenicke, 1999).
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VI. CONCLUSOES

» Os resultados de pureza permititam 2 oblengio de cristais da proteina CTi e 2
determinacac da esbulura bidimensional por meio de difracio de raios-X. Os
experimentos de determinacio da estutwa primaria e de determinacao do modeic
molecuiar tridimensional permitiram concluir que ¢ inibidor CT} & uma molécula
constituida por duas subunidades onde a soma das massas das subunidades & similar
& massa molecular {20 kDa) do classice inibidor de Kunitz, corroborando a nipotese de
que as subunidades de CT! fazem parte de uma proteina precursora que passou por
clivagem pos traducional, sendo as razoes para esta clivagem desconhecidas, assim
como tem sido observado para os inibidores de Kunitz purificados de sementes de
Mimosoideae.

»  Confirmou-se que esse inibidor difere dos demais membros da familia Kunitz por
possuir apenas uma porte dissulfeto, sugerindo a possibilidade de Watar-se de um
inibidor com estagios evolutivos mtermediarios em relagio aos demais membros.
Contudo, chama-se a atencao para a perda evolutiva da segunda ponie dissuifeto que
faria a unido de ambas subunidades. Sugere-se gue, em situacbes fisiologicas, as
subunidades de CT! purificadas de sementes de Copaiba encontrem-se dimerizadas
por interagbes fracas, faciimente desfeitas em certas condigbes de pH, temperatura e
interagac com proteases, o que podefia ter resuitado em atividade inibitoria para tripsina
na subunidade menor, como pode ser observado nos experimentos de caracterizagao
funcionatl de CTL

»  As razbes estruturais para a alia atividade inibitoria de CT} confra tripsina, residem no
fato de que a conformacgdo canénica do Joop reativo é mantida, a despeito da presenca
de duas cadeias polipeptidicas nZo covalentemente ligadas e da falta de uma das
pontes dissulfeto caracteristicas da familia STi Kunitz. Apesar das diferencas
estruturais, o contato de CT! com a enzima tripsina na formagao do complexo & mantido
nao apenas nas regides dos sitios ativos da tripsina e reativo de CTi, mas, existe uma
densa rede de pontes de hidrogénio efetiva na interface de contato entre as moléculas,
envolvendo varias partes das moléculas e preservando a integridade do complexo.
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A seqiiéncia deduzida a parlir da interpretacie do mapa de densidade eletrdnica &
germinada por gel de cieroforese
bidimensionat e espechromelria de massas, apresentando aproximadamente 75 % de
simitaridade. Esse fato pode ser ewplicado pela enorme variedade de isoformas
observadas nas proleinas de sementes. Confimou-se gque o residuo amginina
seqlienciado para a posicao 54 do sitio reative € de exirerna importancia na atividade
funcional do inibidor CTi. A inibicic da atividade de CT! para tripsina foi observada
principalmente para os modificadores EDC e PGO, indicativo de gue os residuos de
Asp, Glu e Arg sao importantes em conjunto para atividade de CTl. As cinéticas de
inativacado para os dois reagentes mostraram-se temps e conceniracido dependente,
indicando que ¢ residuc de arginina da posigdo P1 & primordial para a atividade
inibitoria contra tripsina, mas gue residuos de Asp e Glu préximo ao sitio reativo podem
exercer papéis fundamentais na atividade inibitoria.

coerente com a sequéncia DioGUiRCS

CTI, um inibidor atipico da familia Kunitz mosbtrou-se estavel funcicnalmente as
concentragbes finais de 1, 10 & 100 mM do agente redutor DTT. Porém, estruturalmente
desestabilizado em sua estrutura guaternaria {como confirmado em gel de eletroforese
SDS-Tricina) gel filragdo em coluna de exclusio, mas ausenie de alieragbes na
estrutura terciaria como evidenciado nos espechos de fluorescéneia. Os dados
confirmaram que oS inibidores da familia Kunilz possuem uma esw@bilidade
conformacional surpreendente, sendc desestabilizada pela redugio das pontes
dissulfeto.

CTl ¢ demasiadamente estavel em meio acido mesmo em elevadas temperaturas, com
100 7o de alividade inibitdria e instavel em meio alealino, principalmente em temperatura
acima de 60 °C. Estudos uiilizando agentes caotrépicos uréia e cloreto de guanidina
evidenciou que CT! & exiremnamente estavel gquando nativo, conservando
aproximadamente 80 % de atividade inibitoria. Contudo, ha desnaturacio guando na
presenca do agente redutor D11, indicative de que a estrutura quaternéria nao &
importante para a afividade funcional de CTl, mas protege o inibidor de agentes
desnaturantes.
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A desnaturagdo de CTi mostrou ser um processe reversivel, apos didlise, para estrulura
e fungdo no caso da wrdia e clorslo de guanidina. Os eshudos sistematicos da
desnaturacao reversivel indicaram que o desencvelamento de CTi envolve pelo menos
dois estagios, native e desnaturado. A presenca de 3.5 M de wéia ou GdnHC! inibiu 59
% e 100 % da atividade inibitéria respectivamente. Ambos agentes caolripicos
to do cenira de massa, sendo possivel caleular o AG (H0)
em fungo da concentragio de wéia e guanidine, sendo 63.0 e 540 Kcal mok-1,
respectvaments.

promoveram um deslocamen

Os resultados obtidos evidenciam uma completa inativacio de CT} por GdnHC! antes
do desenovelamento completo do inibidor, comudo a perda da atividade anfitriptica de
CT! fol concomitante ao desenovelamente guando a uréia foi usada. Estes resultados
convergem para um methor entendimento de como as particularidades da estrutura
primaria de CTl se desnaturam e renaturam apresentando uma funcdo biclogica, bem
como, confribuir para esclarecer alguns pontos do mecanismo de ac3o destas
proteinas.

Esses dados contribuiram decisivamente para a caraclerizagso fisico-quimica dos
mibidores de sementes de leguminosas dz subfamilia Caesalpinoideae, sendo
importantes modelos para o estudo do processo de evolucdo dessas plantas. Embora
os estudos sobre as propriedades dos inibidores de enzimas profeciiticas sejam
amplos, os resultados demonstram que uma investigagio detalhada das
particularidades estruturais de proteinas de sementes do Cerrado pode contribuir para
uma melhor compreenséao do mecanismo de acio dessas moléculas e, possivelmente,
esclarecer um pauca mais da fungio bioldgica destes nas sementes.
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(Submitted by Phytochemistry, 2604).

8. Silva, J.A.; Baldasso, P.A.; Mattioli, M.AP.; Toyama, M.H.; Fraceto, L.F.; Novello, J.C.: Marangoni, S.
Galactoside binding lectin from Bauhinia variegata candida (Bvcl): Isolation and biochemical

caracterization. (Submitied by Plant Science, 2004).

9. Silva, J.A. & Marangoni S., Copaiba contra o caruncho. Sementes da arvore nativa mostram-se fatais para

a grande praga da agricultura. Revista Pesquisa FAPESP, Ed 71, Janeiro de 2002,

COMUNICACOES EM CONGRESSOS E RESUMOS PUBLICADOS

1. Da Siiva, M.E.F.; Silva, J.A.; Martins, D; Maragoni, S.; Noveilo, J.C.; Meirelles, N.C. Use of 2D-
electrophoresis and MALDI-TOF in the identification of hepatic CYP1a isoformas of Prochilodus scrofa, a
Brazilian Freshwater fish. 13" IntemationalCpnference on Cytochromes p450. Biochemistry, Biophysics

and Drug Metabolis, June 29- July 3, 2003. Prague, Czech Republic.

2. Silva-Silva, AM.; Silva, J.A.; Damico, D.C.S;; Beghini, D.G.; Novello, J.C.; Marangoni S. Molecular
Game: An Easy way to leam DNA cloning. XXXIi Reuniio Anual da Sociedade Brasileira de Bioguimica e

Biologia Molecular, 17-20 de Maio, Caxambu, MG. Publicado em Resumos, K-2,1 2003.

3. Silva-Silva A.M.; Silva, J.A.; Smolka, M.B_; Castellari, R.R.; Novello, J.C.; Marangoni S. Protein Profiles
and identification of defense proteins of kernel extracts from com genotypes resistant and susceptible to
Phaeosphaeria maydis fungi. XXXII Reunifo Anual da Sociedade Brasileira de Bioguimica e Biologia

Molecular, 17-20 de Maio, Caxambu, MG. Publicado em Resumos, N-99, 2003,

4. Nascimento, J.M.; Da Silva, M.E.F.; Silva, JA.; Marangoni, S.; Meirelles, N.C., Characterization and
partial purification of cytochrome P450 of the earthworm Eudrilus eugeniae (Annelida, Eudrilidae). XXXt
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

18.

20.

Reuni&o Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular, 17-20 de Maio, Caxambu,
MG. Publicado em Resumos, N-46, 2003.

Da Silva, M.E.F,; Silva, JA., Marangoni,S.; Novello J.C. Meirelles, N.C., A new method to purify hepatic
CYP1A of Prochilodus scrofa, a Brazilian freshwater fish. X0 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Bioquimica e Biologia Molecular, 17-20 de Maio, Caxambu, MG. Publicado em Resumos, N-47, 2003.
Silva, J.A.; Smolka, M.B.; Eberlin, M.N.; Gozzo, F.M.; Macedo, M.LR.; Novello, J.C.; Marangoni S.
Primary structure of trypsin inhibitor (TDD) from seeds Copaifera langsdorffii. The first sequence protein
from brazilian flora determined by mass spectrometry. XXXl Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Bioquimica e Biologia Molecular, 17-20 de Maio, Caxambu, MG. Publicado em Resumos, N-153, 2003.
Oliveira, B. M.; Silva, JA.; Martins, D.; Mattioli, M.A.P.; Novello, J.C.; Marangoni, S., Comparative study of
the trypsin inhibitors from Lagenaria vulgaris and Chenopodium quinoa seeds. XXXl Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular, 17-20 de Maio, Caxambu, MG. Publicado em
Resumos, N-81, 2003.

Mattioli, M.A.P.; Silva, J.A.; Baldasso, P.A.; Pinto, LM.A.: de Paula, E.; Novello, J.C.; Marangoni, S.,
Preliminary Liposome encapsulation of Chenopodium quinoa seeds lectins with activity against
Xanthomonas. XXXil Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioguimica e Biologia Molecular, 17-20,
de Maio, Caxambu, MG. Publicado em Resumos, N-82 2003,

Gutierrez, C.A_; Silva, J.A_; Silva, E.A_; Sakai, E.; Brunini, O_; Novello, J.C_; Mazzafera, P; Marangoni, S,
Characterization of coffee storage proteins from distinct areas with distinct edafoclimatics conditions,
XXX Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioguimica e Biologia Molecular, 17-20 de Maio,
Caxambu, MG. Publicado em Resumos, N-30, 2003.

Mattioli, M.AP_; Silva, J.A.; Novelio, J.C.; Marangoni S. Estudo da atividade da lectina de sementes de
Chenopodium quinoa (CQLEC) sobre linfécitos e seu encapsulamento em lipossomas, X Congresso
Interno de Iniciagao Cientifica da UNICAMP, 25 E 26 de setembro de 2002

Oliveira, B.M.; Mattioli, M.A.P_; Silva, J.A.; Novelio, J.C.: Marangoni S. Purificacio e caracterizagiio de
Inibidores de Tripsina de sementes de Chenopodium guinoa. X Congresso intemo de iniciacgdo Cientifica
da UNICAMP, 25 E 26 de setembro de 2002.

Jiora, A.P.; Oliveira, B.M.; Mattioli, M.AP.; Silva, J.A.; Novello, J.C.; Marangoni S. Purificagio e
caracterizagéo de Inibidores de Tripsina das sementes de Cucirbita méaxima (Sapalium}. X Congresso
interno de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP, 25 E 26 de setembro de 2002,

Kota, D.J.; Silva, J.A.; Novello, J.C.; Marangoni S. Purificacdo, Caracterizacio Bioguimica e Funcional
de lectinas sementes de Chenopodium quinoa. X Congresso intemo de Iniciagio Cientifica da UNICAMP,
25 E 28 de setembro de 2002.

Mattioli, M.A.P.; Silva, J.A.; Smolka, M.B.: Baldasso, P.A.; Novello, J.C.; Marangoni S. Molecular
Characterization Of Bvcl, A Lectin From Bauhinia variegata candida, Using Elecirophoresis, Circular
Dichroism And Mass Spectrometry Techiniques. XXXI Reuniio Anual da Sociedade Brasileira de
Bioquimica e Biologia Molecular, 18-21 de Maio, Caxambu, MG. Publicado em Resumos, N38, 2002.
Krauchenco, S.; Silva, J.A.; Nagem, R.P_; Macedo, M.L.R. Marangoni, S. The X-Ray Structure of a Novel
Kunitz Type Trypsin Inhibitor From Seeds of Copaifera langsdorffii. XXX! Reunifo Anual da Sociedade
Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular, 18-21 de Maio, Caxambu, MG. Publicado em Resumos,
N80, 2002.

Silva-Silva, AM.; Silva, J.A.; Meilo, G.C.: Baldasso, P.A.; Novelio, J.C.; Marangoni, S., Lectins From
"Pata de vaca” Plants: A New Tool to Teach Structure and Function of Proteins. Y00 Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Biogquimica e Biologia Molecular, 18-21 de Maio, Caxambu, MG. Publicado em
Resumos, K23, 2002.

Oliveria, B.M.; Silva, J.A.; Mattioli, M.A.P.; Smolka, M.B.; Novello, J.C.; Marangoni S. 2D Electrophoresis
and Mass Spectrometry Reveal: Trypsin Inhibitor from Copaifera langsdorffii Seeds Belongs to Kunitz
Family. XXXI Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular, 18-21 de Maio,
Caxambu, MG. Publicado em Resumos, N13, 2002.

Mattioli, M.A.P.; Silva, J.A.; Oliveira, B.M.: Novelio, J.C.; Marangoni, S. Isolation and Some Properties of
a Lectin from Glicyne. wightii (soja perene) Seeds. . XXX Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Bioguimica e Biologia Molecular, 19-22 de Maio, Caxambu, MG. Publicado em Resumos, N189, 2001
Baldasso, P.A.; Silva, J.A.; Toyama, M.H_; Novelio, J.C.; Marangoni, S. Alpha-Galactoside Binding Lectin
from Bauhinia variegata candida (Bvcl): Isolation and Biochemical Characterization. XXX Reunidg Anual
da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biclogia Molecular, 19-22 de Maio, Caxambu, MG. Publicado em
Resumos, N190, 2001.

Da Silva, MEF.; Silva, J.A.; Nascimento, J.M.; Marangoni, S.; Meirelles, N.C.,.Characterization of
Cytrochrome P450 of a Freshwater Fish Prochilodus scrofa (Steindachenner, 1881). . XXX Reunio Anual
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26.

27

28.

29,

30.

31.

32.

da Sociedade Brasilieira de Bioquimica e Biologia Molecular, 19-22 de Maio, Caxambu, MG. Publicado em
Resumos, N179 2001.

Ribeiro, D.A.; Ponce-Soto, L.S.; Silva, J.A.; Toyama, M.H.; Marangoni, S.; Novello JC. The Comparative
Study With Serine Proteases of Snake Venom from Bothrops alternatus and Bothrops atrox (Of Peruvian).
XXX Reunifo Anual da Sociedade Brasileira de Bioguimica e Biologia Molecuiar, 19-22 de Maio,
Caxambu, MG. Publicado em Resumos, N150, 2001.

Kota, D.J.; Silva, J.A,; Toyama, M.H.; Novello, J.C.; Marangoni, S., A Brand New Mannose-Glucose
Specific Lectin from Chenopodium quinua Seeds (Chenopodiaceae Family). XXX Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular, 19-22 de Maio, Caxambuy, MG. Publicado em
Resumos, N85, 2001.

Oliveira, B.M.; Silva, J.A.; Mattioli, M.A.P_; Toyama, M.H.; Novello, J.C.; Marangoni, S., Amino Acid
Composition and N-Terminal Sequence of Trypsin Inhibitor from Lagenaria vulgaris (Cabaga) Seeds. XXX
Reuniio Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular, 19-22 de Maio, Caxambu,
MG. Publicado em Resumos, N82, 2001.

Krauchenco, S.; Silva, J.A.; Nagem , R.P.; Branddo-Neto, J.R. Forrer, V.P.; Camona e Ferreiro, R.;
Macedo, M.L.R.; Noveilo, J.C.; Marangoni, S.; Polikarpov, 1., Crystallization and Preliminary X-Ray
Diffraction Studies of a Kunitz Type Trypsin Inhibitor from Seeds of Copaifera langsdorffii. XXX Reunido
Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular, 19-22 de Maio, Caxambu, MG.
Publicado em Resumos, N48, 2001.

Silva, J.A.; Granjeiro, P.A_; Oliveira, B.M.; Macedo, M.L.R.; Aoyama, H.; Marangoni, S., Effect of Amino
Acid Modifying Reagents on the Activity of the Trypsin Inhibitor {TDI) from Seeds Copaifera langsdorffii
and Fluorescence Measurements. XXX Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioguimica e Biologia
Motecular, 18-22 de Maio, Caxambu, MG. Publicado em Resumos, N28, 2001,

Aratdjo, D.R; Silva, J.A.; Galembeck, E., insulin-Leptin Game: A New Approach to teach Hormonal
Signalling. XXX Reunio Anual da Sociedade Brasileira de Bioquitmica e Biologia Molecuiar, 18-22 de
Maio, Caxambu, MG. Publicado em Resumos, K-14, 2001.

Mattiofi, M.A.P.; Silva, J.A.; Marangoni, S., Purificacdo ¢ caracterizacio de uma lectina (Bvcl) das
sementes de Bauhinia variegata candida. Vil Congresso Intemo de Iniciacdo Cientifica da Unicamp, 19-
20 de Setembro, Unicamp, Campinas, SP, Public. em Resumos B1 18, 2000.

Oliveira, B.M.; Silva, J.A.; Marangoni, S., Analise da composicao de aminoacidos do inibidor de tripsina
LvTI das sementes de cabaca (Lagenaria vuigaris). Vii Congresso Intemo de Iniciagio Cientifica da
Unicamp, 19-20 de Setembro, Unicamp, Campinas, SP, Public. Em Resumos B117, 2000.

Krauchenco, S.; Silva, J.A.; Marangoni, S.; Polikarpov, |. Crystalization and Preliminary Difration studies
of a trypsin inhibitor extration from Copaifera langsdorffii Seeds. XXIX Reunifio Anual da Sociedade
Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular, 27-30 de Maio, Caxambu, MG. Publicado em Resumos, pg
148, 2000.

Oliveira, B.M.; Silva, J.A.; Matiolli, M.A.P.; Novellio, J.C.; Marangoni, S., isolation and partial
characterization of trypsin inhibitor from Cabaca (Lagenaria Vulgaris) Seeds XXiX Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular, 27-30 de Maio, Caxambu, MG. Publicado em
Resumos, pg 136, 2000.

Ribeiro, D.A.; Silva, J.A.; Marangoni, S.; Novelio, J.C., Purification and Partial Characterizations of a
Protease from the Bothrops Alternatus Venom. XXiX Reunific Anual da Sociedade Brasileira de
Bioguimica e Biologia Molecular, 27-30 de Maio, Caxambu, MG. Publicado em Resumos, pg 135, 2000,
Silva, J.A.; Granjeiro, P.A_; Macedo, M.L.R.; Novello, J.C: Acyama, H.; Marangoni, S. Effect of Urea and
Guanidinium Chioride on the Stability of The Tripsin Inhibitor (TDf) from Seeds Copaifera lansdorffii. XXX
Reuni&o Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular, 27-30 de Maio, Caxambu,
MG. Publicado em Resumos, pg 128, 2000.

BOLSAS DE ESTUDOS E PARTICIPACAO EM PROJETOS

FAPESP Proc. N° 2003/06860-0. Projeto de Auxilio pesquisa, intitulado por: Aspectos Estruturais,
Funcionais, Conformacionais e Evolutivos do Inibidor de Tripsina de Sementes de Copaifera fangsdorffii.

Coordenado pelo Prof. Dr. Sergio Marangoni, 2004-2005. .
Boisa FAPESP Proc. 00/02317-1, Bolsa de Doutorado. No curso de Poés-graduacéo em Ciéncias, Area de
concentracédo Bioguimica na sub-drea de Bioquimica Vegetal — Proteinas de Sementes, desenvolvendo o
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projeto intitulado “Caracterizacio da estrutura molecular e estudos fisico-quimicos de inibidores de
sermnentes de Copaifera langsdorffi.”

3. Projeto Auxilio Pesquisa FAEP-Proc. 0686/01. Isolamento e caraclerizacdo de inibidores de tripsina das
sementes de Lagenaria vuigaris. Coordenador: Prof. Dr. Sergio Marangoni, 2002-2003.

4. Projeto Auxilio Pesquisa da FAEP Proc 2002/1147/01. Estudos de lectinas de Sementes de Glycine
wightii, sob a coordenacio do Prof. Dr. José Camilo Novelo, 2001-2002,

S.  Projeto Ensinoc da FAEP Proc n. 1155/01. Abordagem visual do ensine de Bioquimica, sob a coordenacéo
do Prof. Dr. Sérgio Marangoni 2001-2002.

6. Projeto de Auxilio Pesquisa FAEP Proc. n. 0312/99. Isolamento e caraclerizacdo Bioquimica de um
inibidor de tripsina de sementes de Copaiba fangsdorfi. Coordenador Prof. Dr. Sergio Marangoni, 1999-
2000.

CO-ORIENTACOES DE INICIACAO CIENTIFICA

1. Participou na Co-orientacio de Iniciagio Cientifica (IC) de Carlos Andrade Rivas Gutierrez, com bolsa de
pesquisa PiBIg-CNPq, no Departamento de Bioquimica, Instituto de Biologia, UNICAMP, com o projeto
intitulado por “Caracterizag8o e identificaciio de proteinas de reserva em sementes de café de 3 localidades
distintas do estado de Sao Paulo (Adamantina, Mococa e Campinas)”, sob coordenacgio do Prof. Dr. Sérgio
Marangoni, desde o segundo semestre de 2002 até a presente data.

2. Participou na Co-orientacdo de Iniciacdo Cientifica (IC) de José Luiz Rosenberis, com bolsa de pesquisa
PiBlg-CNPq, no Departamento de Bioquimica, Instituto de Biologia, UNICAMP, com o projeto intitulado por
“Caraclerizacdo das Propriedades Antinutricionais das Profeinas de Reservas {inibidores de
Serinoproteases e Lectinas) em sementes de Chepodium quinoa’, sob coordenacio do Prof. Dr. Sérgio
Marangoni. Desde o primeiro semestre de 2003 até a presente data.

3. Participou na Co-orientagéio de Iniciacéo Cientifica (IC) de Marcelo Augusto P. Mattioli, com boisa de
pesquisa PIBIg-CNPg, no Departamento de Bioquimica, Instituto de Biologia, UNICAMP, com o projeto
intitulado por *Caracterizacdo da Estrutura Primaria de Lectinas {Cqlec) de Chenopodium quinoa”., sob
coordenac&o do Prof. Dr. Sérgio Marangoni, de jutho de 2002 até a presente data.

4. Participou na Co-orientacdo de Iniciagdo Cientifica (IC) de Bruno Menezes de Oliveira, com bolsa de
pesquisa PIBIg-CNPq, no Departamento de Bioquimica, Instituto de Biologia, UNICAMP, com o projeto
intitulado por “Estudo comparativo da Estrutura Primaria de inibidores de tripsina em Sementes de
Lagenaria vulgaris e Chenopodium quinoa”. Sob coordenacdo do Prof. Dr. Sérgio Marangoni. De julho de
2002 até a presente data,

5. Co-orientou o académico Jalio Cézar Teixeira Francisco, no estagio laboratorial no Laborat6rio de
Quimica de Proteinas, do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas, no projeto intitulado
por “Estudo da Interaciio das subunidades alfa e beta do inibidor de tripsina TDi com a serinoproiease de
sementes de Copaifera lansgsdorffi’, sob a coordenacgdo do Prof Dr Sérgio Marangoni no ano de 2002.

6. Participou na Co-orientagdo de iniciagdo Cientifica (IC) de Marcelo Augusto P. Mattioli, com bolsa de
pesquisa PIBIG-CNPq, no Departamento de Bioguimica, Instituto de Biologia, UNICAMP, com o projeto
intitulado por “Estudo da Atividade Mitogénica da Lectina de Sementes de Glycine wightii (GwlLec) Livre e
Encapsulada em Lipossomos sobre Linfécitos e Fibroblastos”, sob a coordenagéio do Prof. Dr. Sérgio
Marangoni, de jutho de 2001 a agosto de 2002.

7. Participou na Co-orientagio de iniciagdo Cientifica (IC) de Bruno Menezes de Oliveira, com bolsa de
pesquisa PIBIg-CNPq, no Departamento de Bioguimica, Instituto de Biologia, UNICAMP, com o projeto
intitulado  por “Purificacio e Caracterizaciio de Inibidores de Serinoproteases em Sementes de
Chenopodium quinoa”, sob a coordenacdo do Prof. Dr. Sergio Marangoni, de jutho de 2001 a agosto de
2002,

8. Participou na Co-orientagio de Iniciagio Cientifica (IC) de Daniel Jiro Kota, com bolsa de pesquisa SAE-
PiBig-CNPq, no Departamento de Bioquimica, Instituto de Biologia, UNICAMP, com o projeto intitulado por
"Purificacdo, Caracterizaciio Bioquimica e Funcional de Lectinas em Sementes de Chenopodium quinoa”,
sob a coordenacio do Prof. Dr. Sérgio Marangoni, de julho de 2001 a agosto de 2002,

9. Participou na Co-orientagéio de Iniciagdo Cientifica (IC) de Ana Paula Jiora, com bolsa de pesquisa SAE-
PIBlg-CNPq, no Departamento de Bioquimica, Instituto de Biologia, UNICAMP, com o projeto intitulado por
“Purificacdo e Caracterizacdo de Inibidores de Cucdrbifa méxima (sapalium)”, sob a coordenagio do Prof.
Dr. Sérgio Marangoni, de julho de 2001 a agosto de 2002. ’
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10.

11.

12.

13.

02.

10.

Participou na Co-orientagio de Iniciacio Cientifica (IC) de Marcelo Augusto P. Mattioli, com bolsa de
pesquisa PIBlg-CNPg, no Deparfamento de Bioguimica, Instituto de Biologia, UNICAMP, com o projeto
intitulado por “Estudos de Lectinas de Sementes de Glycine wightii", sob a coordenagdo do Prof. Dr. Sérgio
Marangoni, de julho de 2000 a agosto de 2001.

Participou na Co-orientacéio de Iniciagio Cientifica (IC) de Bruno Menezes de Oliveira, com boisa de
pesquisa PIBIq-CNPqg, no Departamento de Biogquimica, instituto de Biologia, UNICAMP, com o projeto
intitulado por “ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAC DO INIBIDOR DE TRIPSINA DAS SEMENTES DE LAGENARIA
VULGARIS”, sob a coordenacdo do Prof. Dr. Sérgio Marangoni, de julho de 2000 a agosto de 2001.
Co-orientou 0 académico Marcelo Augusto P. Mattioli no seu estdgio laboratorial no Laboratério de
Cuimica de Proteinas, do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas, no desenvolvimento
de técnicas de purificacdo de lectinas em sementes da Familia Myrtaceae, sob a coordenacio do Prof. Dr.
Sérgio Marangoni, do inicio do sequndo semestre de 1999 ac primeiro semestre de 2000.

Co-orientou o académico Bruno Menezes de Oliveira no seu estagio laboratorial no Laboratorio de
Quimica de Proteinas do Instituto de Biclogia da Universidade Estadual de Campinas, na caracterizagio
bioquimica de um inibidor de baixa massa molecular de sementes da Familia Cucurbitaceae, sob a

coordenacio do Prof. Dr. Sérgio Marangoni, do inicio do segundo semestre de 1999 ao primeiro semestre
de 2000.

ATIVIDADES EM ENSINO

Participou da Equipe Docente, ministrando a disciplina semestral de Bioquimica Médica para alunos do
curso de Ciéncias Biologicas da Modalidade Médica do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de
Campinas, no primeiro semestre de 2004 sob a coordenacio do Prof Dr. José Camilio Novello.

Participou da Equipe Docente, confeccionando material didatico e aplicando a disciplina semestral de
Bioquimica Médica BD®90 para alunos do curso de licenciatura de Ciéncias Bioldgicas do Instituto de
Biologia da Universidade Estaduai de Campinas, ministrada no primeiro semestre de 2004, sob a
coordenacio do Prof Dr. José Camilio Novello.

Participou da Equipe Docente, confeccionando material didatico e aplicando a disciplina semestral de
Bioquimica Médica para alunos do curso de Ciéncias Bioldgicas da Modaiidade Médica do Instituto de
Biologia da Universidade Estadual de Campinas, ministrada no segundo semestre de 2003, sob a
goordenacio do Prof Dr. José Camillo Novello,

Professor Monitor na disciplina eletiva de graduagfo “Bioquimica da Nutricao a Distéancia” oferecida a
alunos de graduacdo da UNICAMP, USP e da Escola de Extensfo, durante 0 primeiro semestre de 2003,
confeccionando o modulo didatico sobre a sinalizacdio de insulina e leptina e sua relagdo com a obesidade
e envelhecimento, bem como desenvoivendo um roteiro para a elaboragio de um Sofiware no programa
Flash, sob a coordenaco do Prof. Dr. Eduardo Galembeck.

Participou da Equipe Docente, confeccionando material didatico e aplicando a disciplina semestrat de
Bioquimica Médica para alunos do curso de Ciéncias Biclogicas da Modalidade Médica do Instituto de
Biologia da Universidade Estadual de Campinas, ministrado no segundo semestre de 2002, sob a
coordenacio do Prof Dr. José Camillo Novelio.

Participou como Professor Colaborador na equipe Docente, auxiliando a confeccio do material didatico e
ministrando aulas na disciplina semestral de Bioquimica Basica para o curso de Ciéncias Bioldgicas do
instituto de Biologia da Universidade Estaduat de Campinas, no segundo semestre de 2002, sob a
coordenacic do Prof Dr. Sérgio Marangoni.

Professor na disciplina eletiva Bioguimica des Horménios oferecida pelo Departamento de Bioguimica do
Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas, com carga horaria de 30 horas, no periodo de
05 a 09 de fevereiro de 2001,

Professor Monitor na disciplina de Bioquimica |, (8B-115) do Curso de Medicina da Universidade Estadual
de Campinas, pardicipando da equipe docente que ministrou aulas de Proteinas e Enzimas no Bloco A
Céluia, coordenada pelo Prof. Dr. Carlos Francisce Sampaio Bonafé, durante o primeiro semestire de 2001.
Professor Monitor na disciplina eletiva de graduacido Bioquimica da Nutrigdo a Distancia oferecida a
alunos de graduacdo da UNICAMP e USP, sob a coordenacio do Prof. Dr. Eduardo Galembeck, durante
segundo semestre de 2001.

Professor (Programa de Estagio Docente - PED) na disciplina de Bioquimica Basica (BB280B) do Curso
de Ciéncias Bioldgicas no instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas, ministrando aulas e
participando da equipe docente coordenada pelo Prof. Dr. Sérgio Marangoni durante o segundo semestre
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11.

12.

13.

03.

01.

02.

03.

05.
06.

ae 2001,

Professor (Programa de Estagio Docente - PED) na disciplina de Bioquimica Basica (BB280B) do Curso
de Ciéncias Bioldgicas no Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas. ministrando aulas ¢
participando da equipe docente coordenada pelo Prof. Dr. Sérgio Marangoni durante o segundo semestre
de 2000.

Professor Monitor na disciplina de Bioguimica |, (BB-115) do Curso de Medicina da Universidade Estadual
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Crystallization and preliminary X-ray diffraction
analysis of a novel trypsin inhibitor from seeds of

Copaifera langsdorffii

A novel trypsin inhibitor isolated from seeds of Copaifera langsdorffii
was purified to homogeneity and crystallized. Crystals suitable for
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X-ray analysis were grown using the hanging-drop vapour-diffusion
method at 291 K in sodium acetate buffer at pH values near 4.3 using
PEG 4000 as precipitant. The crystals presented symmetry compa-
tible with the space group P4,2,2 or P4,2,2, with unit-cell parameters
@=b=5871,c=9375 A, and diffracted to 1.83 A resolution at the

synchrotron source.

1. Introduction

Proteinase inhibitors may be defined as
proteins capable of strongly inhibiting hydro-
lytic enzymes both in vitro and in vive by
forming stoichiometric and stable complexes
(Breddam e al., 1991; Bode & Huber, 1991).
They are present in multiple forms in
numerous tissues and fluids of plants, animals
and microorganisms {Laskowisk & Kato, 1980;
Richardson, 1991). Of the inhibitors presents
in plants, many are active against exogenous
rather than endogenous enzymes, suggesting
that they play a role in plant defence, confer-
ring a broad spectrum of resistance to pests
and pathogens (Bowles, 1990; Broadway &
Duffey, 1986, 1988; Ryan, 1990; Christeller ef
al., 1992; Shewry & Lucas, 1997: Vigers ef al.,
1991).

Animal tests and medical experiments have
shown that proteinase inhibitors of certain
types are anticarcinogenic (Yavelow et al,
1983; Troll et al., 1987; Troll & Kennedy, 1989;
Kennedy, 1994; Liener, 1995). The anti-
carcinogenic properties include the ability to
reduce oxygen-radical formation (Yavelow et
al., 1982; Frenkel et al., 1987), to suppress the
growth of chemical-induced colon and anal
gland tumours in rats (Billings er al, 1990),
breast tumouss in rats and humans (Troll et al.,
1980; Tamir et al., 1990) and lung tumours in
mice (Witschi & Kennedy, 1989), to suppress
chemical- or radiation-induced cell transfor-
mation {Billings e al, 1987, 1989) and to
reduce spontaneous chromosome abnormality
(Afzal et al, 1989). Epidemiological studies
suggest that human populations which are
known to have high concentration of certain
proteinase inhibitors, mainly Bowman-Birk
and Kunitz families, in their diet have lower
rates of colon, breast, prostate and skin cancers
(Correa, 1981; Kennedy, 1998; Chen er al.,
1992).

Proteinase inhibitors are divided according
to the class of the enzyme they inhibit.
Sequencing and X-ray crystallographic studies
have shown that the inhibitors of serine
proteinases can be further subdivided into
several families. The major criteria for estab-
lishing a family are extensive homology among
its members, topological relationships between
the disulfide bridges and location of the reac-
tive site (Laskowisk & Kato, 1980; Weder,
1992; Ryan, 1990; Bowles, 1990; Bode &
Huber, 1992; Birk, 1985, 1994). Of the many
types of trypsin inhibitors, the most important
are the Kunitz and the Bowman-Birk protei-
nase inhibitor families. The Bowman-Birk
inhibitors have molecular weights of 8-10 kDa
and usually possess seven disulfide bridges. The
Kunitz-type inhibitors usually have a mole-
cular weight of about 20kDa and only two
disulfide bridges.

An unusual proteinase inhibitor forming a
heterodimer of two non-covalently linked
polypeptide chains with molecular weights of
11 and 9 kDa was extracted from the seeds of
the C. langsdorffii tree (Leguminosae, Caesal-
pinioideae). Here, we present the results of
purification, N-terminal characterization,
crystallization and preliminary X-ray diffrac-
tion studies of this inhibitor.

2. Experimental
2.1. Protein extraction and purification

The whole seeds were ground in an electric
mill and the heavily pigmented fragments of
the tegument were separated by suspension in
chloroform [1:3(w/v)]. A crude inhibitor
preparation was obtained by extraction with
10 mM potassium phosphate buffer pH 7.6
[1:4(w/v)] for 4 h at 277 K. Centrifugation of
the extracts was performed at 10 000 rev min ™!
at 277K for 30min and was followed by
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amnmonium sulfate precipitation. The preci-
pitate was dialyzed for 24 h at 277 K against
distilled water and freeze-dried. All the
following purification steps were performed
at room temperature.

The precipitate was dissolved in 50 mM
Tris~-HCl buffer pH 8.0 and applied to a
Sepharose DEAE column (16 x 19 cm)
equilibrated with 56 mM Tris-HCl buffer
pH 80. After 200m! of buffer elution, a
column was eluted with a concentration
gradient of sodium chloride from 0 to 0.5 M.
The flow rate was 30 ml h™', the collection

Figure 1

SDS-PAGE using a 16.5% tricine gel. Lane 1 shows
the molecular-weight standards: phosphorylase
(MW = 94kDa), albumin (MW = 66kDa), egg
albumin (MW = 43 kDa), carbonic anhydrase
(MW = 30kDa), pancreas trypsin inhibitor
(MW = 20kDa) and cytochrome (MW = 12 kDa).
Lane 2 shows the ishibitor extracted from
C. langsdorffii seeds and reduced with 0.1 M DTT.
Lanes 3 and 4 show the two non-covalently bound
parts of the molecule separated with 0.1 M DTT and
purified by HPLC wusing a reverse-phase column.
Lane 5 shows the inhibitor from dissolved crystal.

Figure 2

Crystals of C. langsdorffii protease inhibitor. The
crystals were grown by the hanging-drep vapour
diffusion method at 291 X in 0.1 3 sodium acetate
buffer at pH values near 4 using PEG 4000 (20-25%)
as precipitant.

volume was 3.0 ml and the protein absorp-
tion was monitored at 280nm. The
inhibitory fraction {DI) was dialyzed and
freeze-dried. This fraction was applied to a
Sepharose  4-B-anhydrotrypsin  affinity
column using 50 mM Tris buffer pH 8.0. The
column was washed with the same buffer
and the inhibitors were eluted with 1 mM
HCl in 500 mM NaCl The biological
activity of the inhibitor was detected using
bovine trypsin and N-e-benzoyl-pr-arginine
p-pitroanilide (BAPNA) as described by
Erlanger ef al (1961). The purity of the
inhibitor was checked by SDS-PAGE
(Fig. 1).

2.2. N-terminal characterization

N-terminal sequencing was performed by
Edman degradation (Edman & Begg, 1967).
40 nmol of purified inhibitor reduced with
1M DTT was transferred to a PVDF
membrane and applied on the automatic
sequencer Procise 491 (Applied Biosys-
tems). Two different N-terminal sequences
have been derived, one of which, corre-
sponding to 11kDa chain, shows a high

Figure 3

Diffraction pattern of the crystal. The ounter area of the diffraction
image (between resolution rings of 2.25 and 1.82 A} is shown about
four times more saturated than the inner part of the image. The
close-up of the outer part of the image depicts reflections

extending to a maximum resolution of 1.83 A.

degree of similarity with the members of the
Kunitz family of inhibitors (Table 1). No
homology was found, however, for the
9kDa chain N-terminal amino-acid
sequence.

2.3. Crystallization and X-ray data
collection

All attempts to crystallize the separate
polypeptide chains of the protein were
unsuccessful. The intact protein inhibitor,
however, was readily crystallizable. The
crystals of the whole inhibitor used for data
collection were grown by hanging-drop
vapour diffusion at 291 K in 0.1 M sodium
acetate buffer at a pH near 4.3 using PEG
4000 (20-25%) as a precipitant (Fig. 2).
Drops consisted of equal volumes of protein
at a conceniration of 10 mg mi™* and reser-
voir solution. Small crystals grew after 4 d.
The presence of both chains in the crystal-
lized material was confirmed by SDS-PAGE
gel (Fig. 1).

X-ray diffraction data was collected from
crystals mounted in a rayon loop, immersed
for 30s in a cryocooling solution (20%
ethylene glycol mixed with the
mother liquor) and flash-cooled
to 80K in a cold nitrogen
stream (Fig. 3). Data collection
was performed at the Protein
Crystallography beamline (Poli-
karpov, Oliva et al, 1997,
Polikarpov, Perles er al, 1997)
at the Brazilian National
Synchrotron Light Laboratory
(Campinas, SP, Brazil) using a
MAR345 image plate. Data was
autoindexed and integrated with
the program DENZO (Otwi-
nowski, 1993). Scaling and
merging of data were performed
with the program SCALEPACK
(Otwinowski, 1993).

3. Results and discussion

The results from SDS-PAGE
(Fig. 1) and N-terminal amino-
acid sequencing (Table 1) indi-
cate that the inhibitor under
study has two chains, with mole-
cular weights of approximately
11 and 9kDa, that are non-
covalently linked together to
form a heterodimer of approxi-
mately 20kDa. These two
domains are separated under
reducing conditions with 0.1 M
DTT and have different N-term-
inal amino-acid composition.

Acta Cryst. (2001). D57, 1316-1318
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Table 1
N-terminal amino-acid sequences of the two inhibitor
polypeptide chains separated with 0.1 M DTT and
isolated by purification on 2 HPLC reverse-phase
columa.

‘The table also shows part of the soybean trypsin inhibitor
primary structure, which preseats 50% identity with
chain 1 of the C langsdorffii trypsin inhibitor. No
significant homology was found for the chain 11 *,
identical; -, similar; ., different.

Inhibitor chains

separated N-terminal sequence

T1 chain I (11 kDa) RLVDTNGKPIENDGAEYYILPAVR
EIRE - 2T IR THE SF SN T 21 )

STI (residues 2-23) VLDTDGNPLRN~GGTYYILPAIR

Tli chain 11 (9 kDa) WOLPSVTVGNPKVSAFGGPF

An X-ray diffraction data set (Table 2)
was collected from a flash-frozen crystal
measuring 0.1 x 0.07 x 0.03mm using
synchrotron radiation with a wavelength of
138 A. Diffraction pattern showed teira-
gonal Laue symmetry and systematic
absences indicated that the crystal is
compatible with the space group P4,2,2 or
P432,2. The small size of the crystal limited
diffraction intensities and the final resolu-
tion range. In order to optimize the X-ray
diffraction data collection, the synchrotron-
radiation wavelength was changed to
1.535 A (Polikarpov, Teplyakov et al, 1997).
A second data set was collected from a
different single crystal and evaluated. lts
maximum resolution range extended to
1.83 A. The crystal belonged to the same
tetragonal space group. The unit-cell para-
meters were determined to be ¢ = b = 58.71,
c=9375A.

The calculated cell volume is 325 x
10° A3, Assuming the molecular weight of
the protein to be 20 kDa, the calculated
Matthews coefficient (Vy; Matthews, 1968)
was 2.03 A® Da™, indicating the presence of
one molecule in the asymmetric unit. A
number of crystallographic models of
Kunitz-type trypsin inhibitors available in
Protein Data Bank were tested as search
models for molecular replacement.
However, all attempts to find molecular-
replacement solution were unsuccessful. A
systematic search for heavy-atom deriva-
tives is currently under way. The quick
cryoderivatization  procedure  recently

Table 2
Data collection and processing statistics.

Statistical values for the highest resolution shell are
shown in parentheses.

Space group . Plyy2,2
Unit-cell dimensions {(A)

a=b 5886

¢ . 93.83
Wavelength (A) 1.535

Crystal-to-detector distance (mm) 100
Resolution range (A) 25.3-1.83 (1.87~1.83)

No. of reflections 123604
No. of unique reflections 15024
Redondancy 4.0
{Hlo()) 236 (3.3}
Mosaicity (°) 0.5
Multiplicity 8.2 (3.4)
No. of images collected 100
Oscillation per image (°) 13
Completeness (%) 99.7 (97.6)
Rionerge (%) 8.9 (50.8)

¥ Ruserge = T 1 ~ (ST IS

introduced by Dauter er al (2000) will be
applied.
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Abstract

The crystallographic structure of a novel trypsin inhibitor (CTI) from Copaifera langsdorffii is reported. The structure was solved by
MIRAS procedure and refined to a crystallographic residual of 17.3% (R =20.3%) at 1.8 A resolution. Two isomorphous derivatives were
obtained by quick cryo-soaking approach. CTT is the first structure of a member of Kunitz (STI) family formed by two noncovalently bound
polypeptide chains and only one disulfide bridge. A standard Kumitz-type inhibitor has a single polypeptide chain and two disulfide bridges.

Stuctural features granting CTI high inhibitory activity are discussed.

© 2004 Elsevier SAS. All rights reserved.

Keywords: Knnitz-type trypsin inhibitor; Quick cryo-soaking; X-ray structure; B-Trefoil fold; Copaifera langsdorgfii

1. Introduction

Proteinase inhibitors are proteins capable to inhibit the
activity of hydrolytic enzymes by forming stable stoichio-
metric complexes [1]. Proteinase inhibitors are widely dis-
tributed among living organisms and their major physiologi-
cal function appears to be to prevent unwanted proteolysis
[2]. Plant inhibitors confer a broad spectrum of resistance to
pests and pathogens by inhibiting the action of the bacterial
proteinases [3]. Serine proteinase inhibitors of Bowman-Birk
and Kunitz (STI) families possess anticarcinogenic proper-
ties [4]. These include the ability to decrease oxygen radical

Abbreviations: CTL, teypsin inhibitor from Copaifera langsdorffis; DrTI,
Kunitz (ST1) type trypsin inhibitor from Delonix regia seeds; ESI, electro
speay ionization mass spectrometry; ETI, trypsin inhibitor from Erythring
caffra; MALDI-TOF, matrix-assisted laser desorption ionization time-of-
Bight; MIRAS, multiple isomorphous replacement with anomalous scatte-
ring; PAGE, polyacrylamide gel electrophoresis; r.m.s., root mean square;
SIRAS, single isomorphous replacement with anomalous scattering; STI,
trypsin inhibitor from soybean Glycine max; WBA, major albumin from
winged bean Psophocarpus tetragonolobus; WCI, chymotrypsin inhibitor
from winged bean P, tetragonolobus.

* Corresponding author. Tel.: +55-16-273-8088; fax: +55-16-273-9881.

E-mail address: ipolikarpov@if.sc.usp.br (1. Polikarpov).

© 2004 Elsevier SAS. All rights reserved.
doi:10.1016/j.biochi.2004.03.004

formation, suppress the growth of chemically-induced colon,
breast and lung tumors and to reduce spontaneous chromo-
some abnormalities [5.6].

There are 18 canonical families of serine proteinase in-
hibitors. The Kunitz family is divided into two subfamilies:
(1) Kunitz STI-like, with molecular mass of about 20 kDa and
two disulfide bridges; (ii) Kunitz BPTI-like, with molecular
mass of about 6.5 kDa and three disulfide bridges [7].

An unusual trypsin inhibitor (CTI) was isolated from
seeds of Copaifera langsdorffii tree (Leguminosae-Caesal-
Ppinioideae) [8]. We report the three-dimensional structure of
CT1 solved by MIRAS using the quick cryo-soaking proce-
dure for derivatization [9.10]. To the best of our knowledge,
this is the first report of a crystallographic structure of an
inhibitor of the Kunitz (STT) family with two noncovalently
bound polypeptide chains and a single disulfide bridge. The
structural basis of a high inhibitory activity of CTI is dis-
cussed.

2. Materials and methods
2.1. Crystallization and derivatives preparation

CTI was purified and crystallized following earfier de-
scribed protocols [8.11]. The derivatives were prepared by
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quick cryo-soaking method [9.1{] using sodium iodide and
cesium chloride in 9.5 and 1.0 M concentrations, respec-
tively.

2.2. Data collection and processing

The native and derivative data sets were collected on the
protein crystallography beamline {17} at the Brazilian Na-
tional Synchrotron Light Laboratory (Campinas, SP, Brazil),
using a MAR345 image plate. The synchrotron-radiation
wavelength was set to 1.54 A to maximize both Xray flux
and the anomalous signal [i3]. The diffraction data were
collected with a high multiplicity and then auto-indexed and
integrated with the program DENZO {i4] (Tzble 1). The
quality of each data set and the presence of the anomalous
signal of cesium and iodine atoms were monitored following
IAFNF and IAF™ Yo AF*°) ratios as a function of

resolution.
2.3. Phasing

Seven cesium sites were located by direct methods.
Scaled intensities were input into SnB 2.1 package 13,

E = AF™A/((AF™° Y ¥or 151) were calculated with
DREAR [14]. The bimodal distribution of the R, histogram
was used to identify the correct solution. The obtained heavy-
atom positions were initially refined with the CNS package
{17} using anomalous and isomorphous differences, and
were then used as an input to SHARP [ | 8] for phase calcula-
tions. Cs-SIRAS derived phases were submitted to density
modification protocols. The resulting phases were used to
calculate anomalous and isomorphous difference Fourier
maps. In addition to seven cesium cations, nine iodine anions
were found in the asymmetric unit of I derivative. All
16 heavy-atom sites were included in MIRAS phase calcula-
tion with SHARP. An initial electron density map was finally
obtained after density modification with SOLOMON {191,

2.4. Model building and refinement

The MIRAS electron density map calculated with
7] was used as an input to

SHARP/SOLOMON {1819}
ARP/wWARP [Z{}] to build a hybrid model of the inhibitor. A
total of 20 automatic building cycles were performed, tracing
up to 92% of the structure. The constructed model consisted

of 148 residues distributed in six chains with a few main-

and normalized anomalous differences E (where chain discontinuities between them. Discontinuities were
Table 1
Details of crystallogr aphic data collection and refinement statistics. Values for the highest resolution shell are shown in parentheses
Native T-derivative Cs-derivative
Space group P4.2,2 P4,2.2 P4,2,2
Unit-cell parameters (A) a=b=5871¢c=93.75 a=h=5842c=9391 a=h=5833c=93.80
Resolution range A 253-1.83(1.87~1.83) 253-1.92(1.96-1.92) 22.9--2.00(2.05 —2.00)
Number of observations 123 604 285176 312518
Number of unique observations* 15024 23 500 20853
(I/ar(l)) 23.6 (3.3) 33.7¢13.9} 34.1 (13.1)
Mosaicity (%) 0.57 0.42 0.53
Muttiplicity® 8.2(5.4) 12.1(12.0) 15.0(14.7)
Data collected (%} 130 292 360
Completeness (%) 99.7 (97.6) 99.5(93.9) 99.8 (99.5)
Roerge %P 8.9 (50.8) 7.3(17.0) 9.3(23.8)
Refinement statistics
Number of protein atems 1449
Number of waters molecules 183
Number of reflections used in refinement 13 661/1363
{working/test data sets)
Rigenos (%) 173
Rigee (%)° 203
Average Byor
Main-chain (%) 20.1
Side-chains (A2) 224
Waters (A%) 394
R.m.s. deviations from ideal geometry
Bonds (A) 0.019
Bonds angles (%) 1.6

* Multiplicities of derivative data sets were calculated with Friedel-related reflections treated separately. Multiplicity of the native data set was calculated with

Friedel-related reflections treated as equivalent.
’ Rmcrg;::Z l:k/11_< I)YZ irHI -

© Repeir = S WF )~ \F | YEF,, where F,,  and F.,;, are the observed and calculated structure factor amplitudes, respectively.
9 Riee Was calculated using 1363 reflections randomiy selected in a test data set,
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filled with water molecules clearly showing amino acid resi-
dues structures. The model was further improved using the
program O [21}. The amino acid residues identity was de-
duced from the experimental electron density maps. The
presence of cysteines and methionines residues was checked
using anomalous difference Fourier maps (AF*N°, ¢ . —
90°). Two methionines, A72 and A90, and two half-cystines,
A40 and A4, forming the only disulfide bridge of CTI, were
found. Furthermore, CTI does not contain free cysteines.

Simultaneously and independently, the amino acids se-
quence was determined using 2D-PAGE, MALDI-TOF and
ESI'mass spectrometry (S. Marangoni, personal communica-
tion). Comparison of the amino acid sequence and the puta-
tive sequence deduced from the electron density maps
showed that three-fourths of the total sequence was correctly
identified from visual inspection of the maps.

The model was refined with CNS package {1 7] and REF-
MACS [19] using standard protocols. The final crystallo-
graphic Ry, .., is 17.3% for 13 661 unique reflections in the
working data set between 25.3 and 1.83 A and Ry, is 20.3%
for 1363 unique reflections in the test data set within the same
resolution range.

3. Results

3.1. Quality of the refined model

The data in Tabie | show a well refined structure with
excellent stereochemistry. The CTI model is very well de-
fined by electron density. All main-chain dihedral angles are
within the allowed regions of the Ramachandran plot {221,
The loop regions, including the reactive loop, display el-
evated B-values as compared to the core of the molecule.

3.2. Overall archirecture

CTI is all beta protein with a fi-trefoil fold (Fig. 12)
formed by 12 antiparallels f-strands with long inter-
connecting loops [23.24]. The protein could be divided
into three approximately equal subdomains related by a
pseudo-threefold axis roughly parallel to the barrel axis of
the trefoil (Fig. 11). Each of the subdomains consists of about
60 amino acids, half of which form four S-strands (8,
m=1,2,3,4) and the other half form the loops (1™ that con-
aect them. Each subdomain is structurally organized as
L"ﬁ:‘LiﬁzLiﬁanﬁ:. The superposition performed using the
30 topologically equivalent C* atoms that compose the
B-strands of each repetition unit result in the r.m.s. deviation
of 1.5 A between subdomains T, (residues A1-A60) and T,
(residues A61-B120); 1.9 A between subdomains T, and T,
(residues B121-B167) and 1.7 A between subdomains T,
and T;. Althongh the subdomains do not demonstrate any
discernible amino acid similarity, it was snggested that the
p-trefoil fold arose from a homotrimer-forming progenitor
repeat, which nnderwent successive gene duplication events

123

AS1T
AB2 |
At”

B

Fig. 1. (a) The overall S-trefoil fold of CTL The chain A (residues A1-A96)
painted in orange and the chain B (residues B97-B167) painted in blue. A
single disulfide bridge between residues A40 and A84 is shown in green. Al
f-strands are numbered. (b) Superposition of the subdomains Ty—T,, painted
in blue, red and yellow, respectively.

3.3. CT1 is composed of iwo polypeptide chains

The CTI crystallographic model consists of two nonco-
valently bound polypeptide chains; A (residues A1-A96) and
B (residues B97-B167) (Fiz. 1). The break between chains A
and B is clearly defined by electron density. The existence of
the two noncovalently bound polypeptide chains explains the
presence of two bands in the SDS-PAGE gel in denaturing
conditions {1 :}. The N-terminus of the 11 kDa band shows
high homology with the members of Kunitz (STT) family, but
not the N-terminus 9 kDa band that led to erroneous identi-
fication of CT1 as two separate inhibitors |8]. It also explains
why the attempts to crystallize each part of the inhibitor
separately were unsuccessful.
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3.4. There is only one disulfide bridge in CTI

One of the distinct features of the Kunitz (STI) family is
the presence of two disulfide bridges that are conserved in
almost all members of the family. In contrast, CTI contains
only one disulfide bridge located between the residues A40
and A84. The existence of a single disulfide bridge in the
structure of CTI was confinmed by anomalous difference
Fourier maps (results not shown).

Amino acid sequence comparisons of CTI with
homologous proteins performed by BLASTp (http:/
www.ncbi.nlm.nih.gov) reveal that the first disulfide bond is
strictly conserved in all active protein inhibitors. It is Jocated
between the end of the B-strand of T2 repeat and the begin-
ning of the first B-strand of T3 repeat. This disulfide bridge
fastens the reactive site loop and contributes to the mainte-
nance of the canonical conformation necessary to the inhibi-
tory activity.

The second disulfide bond, absent in CTI, is conserved in
the majority of the Kunitz-type inhibitors. However, there are
several Kunitz-type inhibitors with either none or two disul-
fide bonds in the corresponding region of the polypeptide
chain. These observaiions indicate that the second disulfide
bond appears not to be essential for inhibitory activity. More-
over, biochemical studies have demonstrated that ST1 retains
the inhibitory activity after the reduction of the second disul-
fide bridge but it becomes inactive in its fully reduced state
[26]. Reduction of two disulfide bonds of ETI markedly
decreases its inhibitory activity [271. These facts corroborate
with the hypothesis that the presence of the first disulfide
bond is essential for the inhibitory activity whereas the pres-
ence of a second disulfide bond might be not.

3.5. The reactive loop

The reactive site loop of CT1 is located in the chain A and
is formed by the residues Phe59-Lys60-Alar61-Ser62—
Pro63-—-Arg64-Ser65-Lys66-Tyr67-11e68-Ser69 (from P6
to P5’ position; Fig. 2a, b). Argé4 occupies P1 position. CTI
reactive loop adopts canonical conformation similar to one of
the standard Kunitz-type inhibitors like STI {2%1, ETI {29}
and WCI (361,

3.6. Comparison with Kuritz (STI) family members

The three-dimensional structure of CTT exhibits the same
structural fold that was found for other Kunitz (STI) family
members. Most of the deviations in the conformation of their
polypeptide chains are confined to the surface loop regions.

ETI is the Kunitz (STD) family member that presents the
highest sequence identity, 31%, with CTL The r.m.s. devia-
tion between 153 superimposed C* atoms of their polypep-
tide chains is 1.57 A. STI and WCI have a sequence identity
with CTI of 21% and 23% and the .m.s. deviations of 1.15 &
(for 147 C* atoms) and 1.51 A (for 156 C* atoms), respec-
tively. Although CTI reactive loop adopts a conformation

Fig. 2. (@) The CTI reactive site loop (residues PheA59-SerA69) superim-
posed with the fimal QmF .~ DF ., ¢.,..) electron density map contoured
at 1.20 (given as a blue mesh). (b} The superposition of CTI and a standard
Kunitz type trypsin inhibitor, STI reactive loops {in yellow and red, respec-
tively).

very similar to the canonical, the global comparison shows
that the sequential and structural agreement is better within
STI, ETI and WCI group, than between these proteins and
CTI. STI has a sequence identity of 38% with ETI, with a
r.m.s. deviation of 1.21 A for 149 C* atoms, and of 40% with
WCL with a rms. deviation of 1.38 A for 151 C* atoms
superimposed; ETI and WCT have the best agreement with a
sequence identity of 53% and a r.m.s. deviation of 0.93 A for
158 C* atoms superimposed.

DrTI is a2 new member of the Kunitz (STI) family which
has an extra amino acid residue in the reactive loop between
residues P1 and P2 {311, Although this insertion distorts the
reactive loop causing it to loose the canonical conformation,
a r.m.s. deviation of the superposition of CTI and DiTI is
1.57 A for 146 C* atoms superimposed. Amino acid se-
quence identity of these two proteins is 25%.
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The largest deviations are observed in comparison of CTI
with another family member, WBA {321, which has 19% of
sequence identity with CTL The r.m.s. deviation between
WBA and CTI is 1.69 A for 137 best superimposed C*
atoms.

4. Discussion

Trypsin is capable of cleaving peptides at nearly every
lysine-X and arginine-X position (with the exception of pro-
line at X). Therefore, potentially about 5-10% of the peptide
bonds in proteins are susceptible 1o its proteolytic attack. It
this is so, why is it unable to efficiently cleave trypsin inhibi-
tors?

Structural and biochemical studies show that its attempts
to cleave inhibitors result in a formation of trypsin-inhibitor
complex, in which the inhibitor reactive loop binds to the
enzyme active site in a “perfect substrate” conformation and
is cleaved, but not released from the active site of the enzyme.
Binding of a cleaved inhibitor in the pocket of enzyme is tight
and oriented; this prevents acyl-enzyme hydrolysis and fa-
vors the inverse reaction with the relegation of the leaving
group, that dramatically slows down (up to 107 times) the
whole reaction { 331. The canonical conformation of the reac-
tive loop, thus, is very important for a suitable positioning
and an effective adaptation to a proteolytic enzyme active
site.

Like the canonical inhibitors from the Kunitz (STI) fam-
ily, CTI has a high inhibitory activity against trypsin
(K; = 1.2 oM) [8]. In order to understand the structural basis
of this phenomenon, we superimposed the structure of CTI
with the structures of STI (PDB ID 1AVU) and STI com-
plexed with porcine trypsin (PDB ID 1AVW). These com-
parisons demonstrate that CTI reaction loop adopts canonical
conformation very similar to the one of STI (Fig. 2h). In
addition, most of the trypsin-inhibitor contacts are conserved
in the putative CTI:trypsin complex (results not shown).

It is tempting to suggest that the high inhibitory activity of
CTI against trypsin is related to a conservation of the canoni-
cal conformation of its reactive loop. Furthermore, potential
negative effects of a break in a polypeptide chain and the lack
of one disulfide bridge seems to be offset by a structural
ntegrity of the protein molecule locked in a canonical con-
formation by a dense network of hydrogen bonds.

5. Protein data bank

Atomic coordinates have been deposited in the Protein
Data Bank (http://www.resb.org/pdb/) for release upon pub-
lication. The PDB entry corresponding to the structure is
1R80.
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