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ABREVIATURAS

APANA acetil-fenilalanina-arginina-p-nitroanilida

BAPNA N-benzoil-L-arginina-p-nitroanilida

BCT o-quimotripsina de pancreas bovino

BT tripsina de pancreas bovino

BTEE N-benzoil-L-tirosina-etil-ester

BTPNA N-benzoil-L-tirosina-p-nitroanilida

DMSO dimetil sulféxido

HCT a-quimotripsina de pancreas humano

HPLC High performance liquid chromatography - CLAE
(cromatografia liquida de alta eficiéncia)

HT tripsina de pancreas humano

IEF focalizacao isoelétrica

Ka constante de associacao

Ki constante de inibicéo

Mpl marcador de ponto isoelétrico

MWM marcador de massa molecular

PCT a-quimotripsina de pancreas porcino

PR-Proteinas Pathogenity Related proteins - proteinas relativas &

patogenicidade

PT tripsina de pancreas porcino

SVv8 protease de Stfaphylococcus aureus linhagem V8
TcTI-2 inibidor de tripsina de sementes Torresia cearensis
TEMED N-N-N'-N'- tetrametilenodiamina

TFA acido trifluoroacético

TRIS hidroximetil amino metano



ABREVIATURAS PARA AMINOACIDOS

Aminoacidos

Abreviacdo (3 letras)

Simbolo (1 letra)

Alanina
Arginina
Asparagina
Acido aspartico
Cisteina
Glutamina
Acido glutamico
Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Fenilalanina
Prolina
Serina
Treonina
Triptofano
Tirosina

Valina

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
GIn
Glu
Gly
His
lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val
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1. INTRODUGAO

ENZIMAS PROTEOLITICAS

As enzimas proteoliticas ou proteases sdo enzimas que atacam as ligacdes
peptidicas nas proteinas e peptideos. As enzimas proteoliticas sdo classificadas em
proteinases ou endopeptidases (pepsina, tripsina e quimotripsina de animais e a

papaina, bromelina e ficina de vegetais) e peptidases ou hidrolases peptidicas.

As proteinases agem nas ligacdes peptidicas internas das proteinas, mas
podem romper ligagbes peptidicas em peptideos simples adequados e seus

derivados (White et al., 1986).

As hidrolases peptidicas hidrolisam uma ligacdo peptidica associadas a um
grupo amino ou carboxila terminal das cadeias polipeptidicas. Entre as mais
importantes estdo as carboxipeptidases, que dependem de um grupo a—carboxila
livre no substrato e rompem a ligagao peptidica adjacente a este grupo liberando um
aminoacido livre, as aminopeptidases que agem sobre uma ligacdo peptidica
adjacente a um grupo amino livre em peptideos simples, e as dipeptidases que
agem especificamente sobre certos dipeptideos, como por exemplo, a glicina-

dipeptidase que requer Co++ e Mn++ (White et al., 1986).

Muitos processos bioldgicos séo controlados por enzimas proteoliticas, e como
exemplos marcantes deste fato destacam-se a coagulacéo sanguinea, a fibrindlise,
a liberacdo de hormbnios de moléculas precursoras, a reunido de estruturas
macromoleculares com fibras de colageno, a fertilizacdo e o controle da digestao
proteolitica (Neurath e Walsh, 1976). Quando as enzimas proteoliticas ndo sao

adedquadamente controladas podem apresentar protedlise generalizada dos



componentes das células e tecidos, representando riscos & salide dos organismos

em quest&o (Neurath, 1983).

As enzimas proteoliticas, encontradas na natureza, podem ser subdivididas em
quatro grupos principais, segundo a natureza de seus sitios principais e os
mecanismos de ag&o envolvidos (Enzyme Nomenclature, 1992):

a) Cisteinoproteinases: sdo proteinas que contém cisteina em seu centro ativo (ex.
papaina, bromelina e ficina).

b) Metaloproteinases: séo proteinases que contém um ion metélico em seu centro
ativo e necessitam dele como cofator para a sua ativagdo (ex. carboxipeptidases A e
B, aminopeptidases).

c) Asparticoproteinases : s&o proteinas que tém o seu pH 6timo abaixo de 5.0 (ex.
renina e pepsina)(Richardson, 1977).

d) Serinoproteinases : Esta classe compreende duas familias, as serinoproteinases
de mamiferos, como por exemplo, a tripsina, a quimotripsina, trombina, plasmina,
elastase, calicreina, as quais se encontram também em microorganismos, plantas,
animais vertebrados e invertebrados e as serinoproteinases de bactérias, cujo
exemplo mais conhecido € a subtilisina, querecia estar restrita somente as bactérias
(Barret, 1986), mas pesquisas recentes mostram que se encontram proteinases

homélogas a estas em células de mamiferos (Barr, 1991; Lindberg, 1991).

As seino proteinases merecem particular destaque e sdo talvez as mais
estudadas dentro do campo das proteases. Ess grupo, apresenta serina e histidina
em seu centro ativo, que participam diretamente no mecanismo de catslise (Hartley,
1960; Richardson, 1977), envolvendo a formagdo de complexo covalente com o
substrato. Na tripsina, os residuos de Asp-102, His-57 e Ser-195 participam na
configurac@o de seu centro ativo (Hartley et al., 1965). A tripsina e a quimotripsina
s&o serinoproteinases similares quanto a origem, velocidade de sintese, modelo de

acéo catalitica e seqUéncia de aminoé&cidos, porém apresentam diferencas de
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especificidade de substrato. A tripsina hidrolisa a ligacdo peptidica no lado carbonil
dos residuos basicos, lisina ou arginina, e a quimotripsina hidrolisa a ligagdo
peptidica, no lado carbonil dos residuos aromaticos, fenilalanina, tirosina ou

triptofano (Dickerson e Geis., 1969).

INIBIDORES DE PROTEINASES

Inibidores de proteinases s&o, em termos gerais, compostos sintéticos de baixa
massa molecular (Powers e Harper, 1986) ou proteinas com alta especificidade
(Laskowski Jr. e Sealock, 1971) que diminuem a hidrélise enzimatica de um
substrato (Salvesen e Nagase, 1989). Os inibidores protéicos ou naturais com alta
especificidade formam complexos estequiométricos com proteinases, inibindo
competitivamente a atividade proteolitica, enquanto que alguns inibidores sintéticos
podem se ligar de modo covalente ou nao e reversivel ou irreversivelmente ao sitio

ativo.

Inibidores de Proteinases de Origem Vegetal

Proteinas extraidas de plantas apresentando inibicdo de proteases, foram
detectadas em trabalhos de pesquisadores interessados na nutricdo animal, e
estavam preocupados com os efeitos nocivos a dieta, exercidos por esses inibidores
(Kassel, 1970; Ricahrdson, 1977; Birk, 1985). A inibicdo de enzimas proteoliticas
por extratos de plantas, especialmente aquelas de sementes de leguminosas pode
trazer consequéncias nutricionais (Liener e Kakade, 1980), e embora os inibidores
sejam termolabeis, alguma atividade residual permanece nos alimentos vegetais

tratados termicamente (Churella et al., 1976).

Muitas sementes de plantas da familia Leguminosae contém uma gama muito

grande de substancias que tém efeitos adversos em toda a utilizagao nutricional
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dessas fontes de proteinas, tais como os inibidores de proteinases, hemoglutininas,
anti-vitaminas, taninos, etc. Esses fatores anti-nutritivos podem interferir
diretamente na digestdo e absorcdo da dieta de proteinas por reacdo com as
proteinas alimentares e fazé-las menos digeriveis, ou indiretamente por afetar as
funcbes de digestdo e absorcdo das células intestinais. Dessas substancias, os
inibidores de proteases e a hemoglutinina (lectinas) s&o os compostos anti-nutritivos
mais importantes. Embora os efeitos dos inibidores de proteases na digestdo de
proteinas n&o sejam ainda muito claros, sabe-se que os inibidores de proteases no
trato gastrointestinal reduzem a quantidade de protedlise na dieta de proteinas

(Pusztai, 19886).

A descoberta de proteinas termolabeis em Glycine max (feijdo de soja), que
inibem a atividade proteolitica da tripsina, levou a conclus&o que os inibidores de
tripsina s&o responsaveis pela baixa absorgéo das proteinas da soja, ingeridos sem
cocgdo. A utilizagéo de farinha de soja crua em ratos e pintos provoca uma
marcante hipertrofia do pancreas e decréscimo na taxa de crescimento (Pearce et
al., 1979; Birk, 1985). Tém sido relatados resultados contraditérios com respeito a
atividade inibitéria relativa de inibidores de tripsina, em relacdo a tripsina de
diferentes origens, e diferencas consideraveis na suscetibilidade de proteases

pancreaticas de diferentes espécies animais (Krogdahl e Holm, 1983).

Os estudos de Kunitz (1945,1946) iniciaram o isolamento dos inibidores de
tripsina do pancreas bovino e da soja, e demonstraram a natureza dessa proteina.
Logo em seguida o primeiro estudo sistematico de inibidores de proteinase de
plantas foi feito por Borchers e Ackerson (1947). Por causa da grande importancia
dos gréos de legumes como fonte de alimento humano e animal, as pesquisas nos

anos posteriores foram concentradas principalmente nesta familia.
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Rascon et al.(1985) realizaram um estudo comparativo com inibidores de
tripsina de feijdo preto, feijdo branco, feijao lima, soja, e os inibidores comerciais
SBTI, LBl e EWI em enzimas pancreéticas de 12 espécies animais (coelho, rato,
camundongo, hamster, cobaia, carneiro, capivara, cdo, porco, cavalo e homem); e
eles encontraram diferengas no comportamento dos inibidores, sendo que a tripsina
de coelho mostrou-se mais sensivel a todas as preparagdes dos inibidores,
enquanto que a tripsina humana foi a mais resisténte, exceto para o extrato de feijao
preto. A resposta das quimotripsinas aos inibidores de plantas testados foram ainda
mais variaveis, sendo que a capivara e o coelho sdo extremamente sensiveis.
Prabhu et al. (1984) estudaram a agéo dos inibidores de tripsina de 10 espécies de
Leguminosae contra proteases pancreaticas bovina, porcina e humana,
encontrando uma diferenga consideravel no comportamento dos inibidores de cada
espécie com relagéo a atividade contra as enzimas e estabilidade térmica. As
alteragdes, na atividade do inibidor s&o geralmente paralelas para a tripsina bovina
e humana, portanto, testes com enzimas bovinas podem ser usados para estimar o

efeito do processo de inibicdo de enzimas humanas. (Weder et al., 1992).

O reconhecimento do envolvimento da protedlise na reguiagdo do metabolismo
protéico intracelular e no processo de proteinas e peptideos precursores, tais como
em processos associados com a coagulacdo do sangue e a regulagdo hormonal,
aumentou o interesse nas bases bioquimicas, fisioldgicas e aplicacdes médicas da
ocorréncia natural de inibidores de protedlises. A possibilidade de aplicacdo
terapéutica dos inibidores da trombina, plasmina e calicreina no controle de
processos fisiopatolégicos, tais como, a coagulagdo do sangue e fibrindlise,
relacionados com o sistema cininogénio-cinina em mamiferos, tem levado a
numerosos estudos desses inibidores em plantas. Alguns pesquisadores mostraram
que as Solanaceae (batata) e as Leguminosae (feijdo, bauinea ou unha de vaca,
soja, leucena, cowpea, etc.) sdo fontes ricas de proteinas que sdo fortemente

inibidoras das calicreinas do plasma humano (Hojima et al., 1971 ab; Hojima et al.,
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1973 ab; Hojima et al., 1980; Sampaio et al., 1990), proteinas estas que participam

da cascata de coagulacdo sangiinea.

Os inibidores vegetais tém sido amplamente estudados em Leguminosae,
Gramineae e Solanaceae, em grande parte pelo fato dessas familias apresentarem
numerosas especies, utilizadas como alimentos (Richardson, 1977). A familia
Leguminosae (ou Fabaceae) compreende 3 sub-familias: Mimosoideae,
Caesalpineoideae e Papilionoideae. Dentre as sub-familias a Mimosoideae é
considerada mais primitiva, e a presenca de inibidores em Albizzia julibrissin (Odani
et al, 1979) pode indicar um passo evolucionario importante (Kortte e Jermyn,

1981).

Sampaio et al (1990), avaliaram cerca de 50 espécies de Leguminosae, das
quais foram isolados inicialmente inibidores de quatro delas: Enterolobium
contortiliquum L., Torresia cearensis L., Bauhinia petandra L., Bauhinia bauhinoides
L. (Oliva et al., 1987; Oliva et al., 1988a; Oliva et al., 1988b; Tanaka et al., 1989;), e
os testes, com respeito a habilidade em afetar a coagulagdo sangiiinea, mostraram
que a fase da protrombina é alterada substancialmente na presenca dos inibidores
de E. contortiliquum , T. cearensis € B. bauhinoides através do acréscimo no tempo

parcial na atividade da tromboplastina (Sampaio et al., 1992) .

A determinacgéo da estrutura primaria completa dos inibidores de tripsina TCTI-
2 (Torresia cearensis), tipo Bowman-Birk, inibidores de serino proteinase, permitiu
localizar seus dois centros ativos, que contém Lys e Ser (posi¢bes 15-16) e His-Ser

(41-42) (Tanaka, 1993).

Os inibidores de serinoproteinases presentes em plantas s3o classificados
em familias através de caracteristicas da homologia da estrutura primaria, massa

molecular e conteudo de cisteina.
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Familia dos inibidores

Os inibidores de serino proteinases estio distribuidos em 8 principais familias :

A) Inibidor tipo abébora : tem aproximadamente 30 residuos de aminoacidos,
massa molecular na ordem de 4000 e apenas 3 pontes de dissulfeto, e inibem
principalmente tripsina e fator Xlla (Hara et al., 1989). Apesar dos inibidores de
abobora serem relativamente pequenos, sdo muito potentes com uma constante de
associaci&o (Ka) de 5.9 x 10"°2 9.5 x 10" , estando entre as maiores constantes de

inibidores de tripsina j& estudados (Wieczorek et al., 1985).

B) Superfamilia Cereal: Nesta familia encontram-se os inibidores bifuncionais de o-
amilase e proteinases, e as proteinas que apresentam alta homologia com estas,
mas ndo tém atividade inibitéria (Richardson, 1991). Pertencem a esta familia os
inibidores de tripsina de cevada (Odani et al., 1983), milho (Mohoney et. al., 1984) e
centeio (Lyons et. al., 1987).

C) Familia Ragi 1-2 : é a familia de inibidores homélogos ao inibidor de a—amilase
isolado de sementes de Eleusini (RAGII-2), os quais sdo bifuncionais inibindo o-
amilase/ proteinase (PAPI). (Richardson, 1991). Pertencem a esta familia o inibidor
de cevada, uma proteina de arroz sem atividade inibitéria conhecida (Yu et al,

1988) com 76% de homologia com RAGII-2.

D) Familia taumatina e PR-proteinas: sdo proteinas induzidas relacionadas a
defesa da planta, as quais tém homologia com a taumatina, uma proteina doce
extraida de frutos de Thaumatococcus danielli (Edens et al., 1982). Essa classe de

proteinas tém a fung&o inibitéria desconhecida, mas pela alta homologia do inibidor
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bifuncional de milho (Blanco-Labra e lturbe-Chinas, 1981), sugere que eles possam

ser inibidores de enzimas proteoliticas ( Richardson, 1991).

E) Inibidores tipo Batata | e Batata Il : a familia dos inibidores tipo batata | inclui
todos aquelas sequéncias as quais mostraram alta homologia com o inibidor
quimotriptico, isolados de tubérculos de batatas. Eles apresentam massa molecular
em torno de 8500, de 73 a 77 residuos de aminoacidos, baixo contetido de cisteina
(apenas uma ponte de dissulfeto) (Richardson, 1991). Esses inibidores sao
encontrados também na sanguessuga (Hirudo medicinalis), e € uma das familias de
inibidores mais difundidos dos ja conhecidos, presentes também em Solanaceae,
Gramineae, Leguminosae, Polygonaceae, Cucurbitaceae e nos animais (Nasawa et
al., 1989; Richardson, 1991).

O inibidor tipo batata Il apresenta massa molecular de 12000 e 96 a 98
residuos de aminodcidos, alto contetido de cisteina (aproximadamente 6 pontes de
dissulfeto). O primeiro inibidor tipo batata Il, que foi completamente sequenciado, foi
o inibidor de tripsina do pericarpo da Solanum melongeni (Richardson, 1979). O seu
sitio reativo foi identificado na ligag@o Arg (38)-Asp(39). A mesma ligagéo peptidica
foi também encontrada na localizagdo homoéloga no inibidor de tripsina de batata
PTI-1. O inibidor tipo batata Il tem um grau de homologia muito limitado com as
regides dos N-terminais dos inibidores de carboxipeptidases da batata e do tomate
(Richardson, 1991). Os inibidores tipo batata |1 e Il inibem principalmente a
quimotripsina, tripsina e subtilisina, sendo o inibidor tipo batata Il melhor inibidor

para a subtilisina (Plunkett e Ryan,1980; Plunkett et al.,1982).

F) Inibidor tipo Kunitz : a familia dos inibidores tipo Kunitz € composta por um
grande numero de inibidores ja descritos. O primeiro inibidor tipo Kunitz, que teve a
estrutura primaria estudada, foi o inibidor de proteinase da soja (Glycine max L.)
(Koide e lkenaka,1973 ab). Os inibidores tipo Kunitz apresentam uma cadeia

simples com massa molecular em torno de 20000 (aproximadamente 180 residuos
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de aminoacidos e um residuo de &cido aspértico na extremidade N-terminal) e
incluem quatro cisteinas com duas pontes de dissulfetos. Além do inibidor do SBTI
(inibidor de tripsina da soja), foram caracterizados os inibidores isolados de
Psophocarpus tetraganolobus (Shibata et al., 1986), Erythrina latissima (Joubert et
al., 1985), Adenanthera pavonina (Richardson et al, 1986) , Bauhinia petandria e
Bauhinia bauhinoides (Oliva et al., 1988 b). Sabe-se que os inibidores tipo Kunitz
s&o encontrados n&o somente em Leguminosae, mas foi caracterizado a estrutura
primaria do inibidor de catepsina D do tubérculo de batata com uma grande relacdo
com os inibidores tipo Kunitz das Leguminosae (Mares et al., 1989), e certos
inibidores bifuncionais de o-amilase 1, proteinase isolada da cevada, trigo e arroz,
que exibem um grau de homologia (20-30%) com os inibidores das Leguminosae
(Yoshikawa et al.; 1976; Odoni et al., 1979; Mundy et al.; 1984). O inibidor tipo
Kunitz possui um sitio reativo inibitério em posigdes homélogas nas ligacoes

Arg(63)-His(64) (Koide et al, 1973 c).

G) Inibidor tipo Bowman-Birk : os primeiros inibidores de enzimas, isolados de
sementes vegetais, foram os do tipo Bowman-Birk cuja cadeia de aminoacidos foi
completamente sequenciada para a proteina isolada do feijo lima (Phaseolus
lunatus L.) e da soja (Glycine max L.). Este tipo de inibidor esta presente em grande
quantidade nas sementes de Leguminosae e foi sequenciado em outras sementes
como do feijao comum (Phaseolus vulgaris L.), do feijao azuki (Vigna angularis L.),
feijao mung (Vigna radiata L.) e outros, apresentando uma forte homologia.
(Richardson, 1991). Esse tipo de inibidor apresenta como caracteristicas, massa
molecular em torno de 10000, 71 residuos de aminoacidos, dos quais 14 sao
residuos de cisteina que formam 7 pontes de dissulfeto intramoleculares, com uma
tendéncia de se auto-associarem. O inibidor tipo Bowman-Birk (BBl ) possui dois
sitios de inibig&o independentes, um Lys(16)-Ser(17) , que inibe a tripsina, e o outro
Leu(43)-Ser(44) , que inibe a quimotripsina, podendo formar um complexo ternario

com tripsina e quimotripsina (Birk, 1985).
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Mditiplas formas das duas classes de inibidor, Kunitz e Bowman-Birk foram
encontrados na soja (Birk et al. 1963; Odani e lkenaka, 1977; Hwang et al., 1977,
Orf e Hymowitz, 1979; Stahlhut e Hymowitz, 1983; Tan-Wilson et al., 1985).

Papel dos inibidores nas sementes

Atribuem-se aos inibidores de origem vegetal varios papéis como:
1. Proteinas de Reserva: a presenca de inibidores em vérios tecidos pode ser
correlacionada com diferentes estagios fisioldégicos de desenvolvimento. Por
exemplo, o aparecimento de formas modificadas de inibidores do tipo Bowman-Birk
em Vigna radiata indica a degradacdo do inibidor, por protedlise, durante a
germinagdo e o crescimento, 0 que indicaria que o0s inibidores estariam sendo
utilizados como proteinas de reserva (Wilson e Chen, 1983).). Shain et al. (1968) e
Kirsi e Mikola (1971demonstraram que a presenca de inibidores de tripsina na
cevada e alface, respectivamente, diminuirem em concentragdo nos cotilédones e
aumentam nos brotos durante a germinacdo. Na soja os inibidores estéo
concentrados nos cotilédones. Na cevada , trigo, centeio, aveia e milho, estéo
concentrados no endosperma e em cevada, trigo, centeio e aveia eles também
estéo presentes no embrido. Na batata sdo encontrados no cértex dos tubérculos
(Ryan, 1973). Por conter alta concentracdo de cisteina e cistina, varios autores
apontam o seu valor como reserva de enxofre para a plantula (Hartl et al., 1986).
Outra indicacdo € que a biossintese do inibidor durante o desenvolvimento da
semente coincide com a biossintese das proteinas de reserva (Robertson e Hill,

1989).

2. Reguladores de Proteinas Enddégenas: o inibidor de proteinase em sementes de
alface aparentemente inibiu a atividade de uma enzima proteolitica endégena da

semente (Shain et al.,, 1965). Como a atividade enzimatica aumentou durante a
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germinac&o, o inibidor desapareceu. Isso sugeriu que a enzima estava presente
numa forma inativa, num complexo com o inibidor, ou a enzima foi ativada a partir
de um precursor, que bloqueou © inibidor a medida que a sua atividade foi
aumentada (Ryan, 1973). O inibidor de tripsina de trigo foi ativo contra a protease
enddgena da prépria semente, sugerindo um papel regulatério para este inibidor, o
qual deve controlar o metabolismo durante o desenvolvimento da germinacéo da

semente por formar complexos inativos tripsina-inibidor (Poerio et al., 1989).

3. Protec&o de Plantas: Lipke et al.(1954) iniciaram os estudos dos inibidores sobre
a dieta de insetos. Seguidos pelos estudos de Birk e Applebaum (1960),
encontraram a inibigdo do crescimento de larvas de Triboleum. Devido a isso o0s
inibidores de serinoproteinases tém sido estudados em detalhe com respeito a
funcdo de defesa das plantas. Em detrimento do efeito desses inibidores em larvas
de insetos, nota-se que ha uma relacao entre os inibidores e a defesa das plantas,
mostrando uma abundancia de serino proteinases no trato digestivo e/ou secrecdes

de herbivoros, patégenos e pragas (Bowles, 1990).

O acumulo de inibidores dos tipos batata | e Il em tomates (Plunkett et al,,
1982; Bishop et al.,, 1984), alfafa (Brown et al., 1985), lesados por ataques de
insetos ou outros fendmenos fisicos, é considerado como resposta de defesa. Esse
acumulo deve-se a um hormdnio chamado de fator indutor de inibidor de proteinase
(PIIF) que é liberado no local do ferimento (Plunkett et al., 1982). Green e Ryan
(1972) estudando as folhas de batatas lesadas pelo besouro da batata do Colorado
e suas larvas notaram rapido acumulo de inibidor de proteinase nos tecidos da parte
aérea das plantas. Este efeito pode ser estimulado pela injuria mecanica nas folhas.

Bishop et al. (1984) isolaram o PIIF de folhas de plantas jovens de tomate.

Godbole et al. (1994) sugeriram que os inibidores de feijao guandu Cajanus

cajan tém papel de defesa na semente, ndo encontrando evidéncias para outras

19



fungbes. Sallai (1993), em uma avaliagdo preliminar da agcdo dos inibidores de
tripsina em sementes de Bauhinia sobre extratos digestivos de insetos, observou a
inibigdo das enzimas proteoliticas tipo tripsina, revelando uma possivel acdo dessas

proteinas na protecao das sementes.

MECANIS MO DE REACAO DO COMPLEXO ENZIMA/INIBIDOR

Os mecanismos de inibigdo dos inibidores de proteinases é competitivo,
formando um complexo enzima inibidor inativo, sendo que as enzimas reconhecem

o sitio reativo do inibidor.

Os inibidores de serinoproteinases reagem num complexo estequiométrico 1:1.

A equacéo do mecanismo classico, sugerida por Laskowski e Kato (1980)

E+l «—— L—— C+—— X+ L*—— E+I*

onde, L e L™ sdo complexos ndo covalentes, rapidamente dissociaveis, |* € o inibidor
modificado, C € o complexo estavel E-l, e X é o intermediario antes da etapa de
modificag&o quimica. A enzima reage com a molécula do inibidor como se ele fosse
um substrato, entretanto, as partes permanecem ligadas num forte complexo
covalente através do residuo de aminoacido da regido N-terminal do sitio reativo do
inibidor, n&o havendo uma dissociacdo da molécula clivada pela enzima. A enzima
reconhece como substrato potencial aquele residuo do centro ativo, porisso existem
inibidores de ftripsina tipo arginina ou lisina, e inibidores de quimotripsina do tipo

fenilalanina ou metionina (Laskowski e Kato, 1980).
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Esta equacéo se refere a inibidores com o mecanismo classico, isto &, inibicdo
reversivel, em que a concentracdo da enzima é muito pequena em relacéo a
concentrac&o do inibidor e do substrato, e o equilibrio entre a enzima e o inibidor é
rapidamente alcangado. Entretanto ha certos inibidores que ndo se encaixam nestas
condigdes, chamados segundo o mecanismo de reagéo de “tight-binding”, isto é, as
concentracbes do inibidor sdo comparaveis as da enzima, e o equilibrio é

rapidamente alcancado (Morrison, 1982).

COAGULAGAO SANGUINEA

A formacdo do coagulo € um modelo de protedlise e consiste de uma
seqiéncia de ativacéo de zimogénios, envolvendo interagbes proteina-proteina,
resultando em reacgdes, que levam a formacao de trombina (Jackson e Nemerson,
1980). A fase intrinsica da coagulacdo é também chamada plasmatica porque nela
interferem fatores coagulantes e anticoagulantes, que circulam no plasma. O fator
ativado (Xa) & formado pelos fatores plasmaticos, sem a necessidade do fator
tecidual, e esta via da formacdo da tromboplastina é chamada intrinseca ou
endégena (Almeida, 1989). Entre os inibidores de serinoproteinases, que podem

regular os fatores da coagulacéo est&o inibidor inter-a-tripsina, a-2-macroglobulina,

a-1-anti-quimotripsina etc. (Travis e Salvesen, 1983).

A formagdo da tromboplastina pode se fazer uma segunda via distinta
chamada extrinseca ou exégena se faz as custas de um fator tecidual, encontrado
em todos os tecidos e principaimente nos pulmdes, cérebro e placenta, e é liberado
pela lesdo dos tecidos, e os componentes ativos s&o lipoproteinas. O fator tecidual
interage com os fatores Vil e X juntamente com o célcio, formando um fator X
ativado, o qual juntamente com o fator V, calcio e fosfolipideos forma o ativador
extrinseco da protrombina. Pela ativagéo da protrombina forma-se a trombina, que,

por sua vez, transforma o fibrinogénio em fibrina.
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CALICREINAS

As calicreinas representam um grupo de serino proteases encontradas em
células glandulares, neutréfilos e fluidos biolégicos. Tais enzimas estdo divididas
em dois grupos: tissular e plasmatica (Fiedler, 1979), que diferem entre si quanto ao
massa molecular, ponto isoelétrico, especificidade por substrato, tipo de cinina

liberada e importancia funcional (Fritz et al., 1977; Bhoola et al., 1992).

As calicreinas tissulares estdo envolvidas em varias funcdes, dependendo da
célula e tecido em contexto. Contudo, o principal efeito das calicreinas tissulares
consiste na liberagdo de cininas, peptideos ativos responsaveis por eventos
inflamatérios, hipotenséo, aumento de permeabilidade vascular (edema), entre

outros.

APLICACAO DOS INIBIDORES

Ha um interesse muito grande no possivel uso de inibidores de proteinase de
plantas no ftratamento de uma gama muito grande de disturbios metabdlicos
associados a enzimas proteoliticas, por exemplo, pancreatites, enfizemas, alergias,
inflamac&o, hipertensdo e certos cancers (Richardson, 1991). Alguns estudos
epidemiolOgicos verificaram que a ocorréncia de cancer em humanos esta ligada a
dieta , sendo menor em populagbes que se alimentam de produtos com alta
concentragdo de inibidores tipo Bowman-Birk (Correa, 1981). A atividade
anticarcinogénica dos inibidores tipo Bowman-Birk e outros inibidores sugere o

envolvimento de enzimas na indugdo ou na expressdo de transformacdes de
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fenétipos, ou no processamento de proteinas celulares especificas envolvidas na

transformac&o cancerigena (Fagan e Waxman, 1991).

Os inibidores de tripsina tipo Kunitz e Tipo Bowman-Birk da soja e inibidores
de papaina, reduziram a freqiéncia de mudangas cromossdmicas de células de
pacientes com sindrome de floragéo (Kennedy et al., 1984). O inibidor de a-amilase

de trigo € usado em exames laboratoriais para diagnosticar hiperamilasemia.

O GENERO Bauhinia

As Bauhinias sao arvores ou arbustos pertencentes a familia Leguminosae,
sub-familia Caesalpinoideae (Hutchinson, 1964). Encontra-se por volta de 570
espécies de Bauhinia (Heywood, 1971), em toda a zona equatorial, tropical e sub-
tropical do planeta. No Brasil elas habitam toda a area Meridional (Pio-Correa,
1978), é muito comum nas matas capoeiras e terrenos cultivados, sendo tida como
padrédo de terra boa (Kuhiman e Kuhn, 1947). Foi também encontrada por Martins
(1979), Pagano et al. (1987) e Cesar (1988) em matas mesdéfilas semideciduas de
planalto, no Estado de S&o Paulo.

A espécie é popularmente conhecida por suas propriedades medicinais no
tratamento de infecgbdes urinarias, diabetes (Pio-Correa, 1978), elefantiase e

moléstias da pele (Cruz, 1982).

As sementes das Bauhinias mostram diversas caracteristicas que as
distinguem das demais sementes de Caesalpinoideae; tais como: forma assimétrica,
com a rafe mais longa que a anti-rafe (semente obcampildtropa); feixe rafeal sem
extensdo pos calazal, auséncia da camada de osteoclerideos na hipoderme ou na
epiderme interna da testa (Corner, 1976). A Bauhinia variegata, assim como a B.

forficata e B. fassoglesis, mostram uma caracteristica importante, a presenca da
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linha licida mediana bem evidente em toda a extensédo exotesta, diferenciando-a

das outras espécies (Beltrati e Paoli, 1989).

Alguns estudos foram feitos com relagdo a inibidores de proteases de
sementes de Bauhinias. Goldstein et al. (1973) isolaram um inibidor de protease de
sementes de Bauhinia, o0 qual, inibiu diversas serinoproteinases e
cisteinoproteinases. Pinsky e Shwimmer (1974) purificaram parcialmente um inibidor
de tripsina e quimotripsina de Bauhinia purpurea. Jansen et al. (1986) relataram a
presenca de inibidores de enzimas proteoliticas em sementes de Bauhinia glabra,
Bauhinia pauletia e Bauhinia ungulata. Oliva (1988) purificou o inibidor de tripsina
de Bauhinia bauhinoides e Bauhinia pentandra, e Sallai (1993) isolou e caracterizou
os inibidores de proteinases de Bauhinia forficata Link, Bauhinia rufa Bongard e

Bauhinia ungulata Linneu.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivo:

Purificacdo e caracterizagdo fisico-quimica dos inibidores de tripsina de
sementes de Bauhinia variegata variedade candida e Bauhinia variegata variedade

lilas.

Estudar o comportamento dos inibidores das duas variedades contra enzimas

de diferentes animais.

Estudar o efeito dos inibidores em edema de pata de coelhos.

Determinar a estrutura primaria da porcdo amino-terminal dos inibidores de
tripsina das sementes das duas variedades e determinar a estrutura primaria

completa de um inibidor de tripsina de sementes de Bauhinia variegata variedade

candida
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL

Sementes maduras de Bauhinia variegata de ambas as variedades candida e

lilas foram obtidas do Instituto Florestal do Estado de Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil.

3.2. REAGENTES, ENZIMAS E SUBSTRATOS

Tripsina de pancreas bovino ( BT) 3,5 U/mg (MERCK); tripsina de pancreas
bovino - sequencing grade Lyophilized powder T-8658 Lot 25H8255 (SIGMA); o-
quimotripsina de pancreas bovino (BCT) 87U/mg (SERVA); tripsina de pancreas de
porco (PT) cristalizado e liofilizado (SERVA); quimotripsina de pancreas de porco
(PCT) foi utilizado tripsina tipo Il extrato bruto de pancreas de porco, 1,540 ATEE
U/mg de quimotripsina (SIGMA) ; extrato bruto do suco duodenal humano ( HT e
HCT) foi obtido em hospital local; calicreina de plasma humano e Fator Xa foram
obtidos no Departamento de Bioquimica da Escola Paulista de Medicina; substrato
tosil-GLY-PRO-ARG-NAN (Chromozym Th) (Boehringer); substrato HD-PRO-PHE-
ARG-NAN (S-2238) (Kabi diagnostica); substrato N-benzoil-L-arginina-p-nitroanilida
( BAPNA) (MERCK); substrato N-benzoil-L-tirosina-p-nitroanilida (BTPNA)
(SIGMA).

Marcador de ponto isoelétrico (SERVA); marcador de massa molecular - SDS
Molecular Weight Markers (Sigma); reagentes para sequenciamento grau de

sequéncia (Applied Biosystems);
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3.3. METODOS

ISOLAMENTO DOS INIBIDORES

Foram utilizadas duas metodologias para a extracdo do inibidor. Uma para a
determinacé@o das constantes de inibicdo contra serinoproteases e purificacdo e
uma segunda para a determinagcdo da atividade do inibidor sobre tripsina e

quimotripsina bovina, humana e porcina , segundo Weder (1978).

Monitoramento da atividade inibitéria sobre tripsina

A dosagem da atividade inibitdria sobre tripsina foi feita através da medida
fotométrica em 405 nm da p-nitroanilida liberada apds hidrélise enzimatica com
substratos cromogénicos, segundo Erlanger et al (1961) em cada etapa do

isolamento e purificacao.

O substrato cromogénico derivado da p-nitroanilida, o BAPNA foi utilizado no
ensaio, onde a tripsina (10ug) foi pré-incubada durante 10 minutos, a 37°C, com
uma concentragdo unica da amostra em tampao Tris-HCI 0,1M pH 8,0. Apds o
tempo descrito, foi adicionado o substrato em excesso, e a incubacao seguiu a 37°C
ate a obtengao de cor (amarela, devido ao produto da hidrélise p-nitroanilida). A
reacao foi interrompida por acido acético 30% (v/v) e a hidrdlise do substrato pela
enzima foi acompanhada fotometricamente em 405 nm. As fracdes ativas foram
utilizadas nas etapas seguintes de purificacdo e as fracbes sem atividade foram

descartadas.
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Preparo do extrato salino

As sementes inteiras foram trituradas em um triturador de graos doméstico até
a obtencdo de um material finamente pulverizado. As sementes trituradas foram
homogeneizadas em liquidificador doméstico com solugdo salina (1:10 v/v), e a
suspensdo foi mantida sob agitacdo por 1 hora a temperatura ambiente para a
extragdo das proteinas. A suspens&o obtida foi filtrada em gaze e centrifugada em
centrifuga refrigerada a 1500 x g, por 20 minutos a 4°C, sendo o precipitado
descartado e o sobrenadaste foi o material utilizado nos passos posteriores. Esta
metodologia de extragdo foi utilizada para os ensaios de determinagéo dos Ki dos
inibidores de tripsina das sementes de Bauhinia contra tripsina bovina, a-

quimotripsina, calicreina plasmatica e fator Xa, bem como para a purificagzo.

Fracionamento cetdénico 80%

O extrato salino obtido foi fracionado pela adicdo lenta de acetona sob
agitacéo, a 4°C. O precipitado formado foi secado & temperatura ambiente e o

sobrenadante foi descartado.

PURIFICAGCAO DOS INIBIDORES

A purificagdo dos inibidores de ftripsina de Bauhinia variegata variedade
candida e variedade lildas se deu por um "Batch" em resina de troca idnica DEAE-
Sephadex A 50, uma cromatografia de exclusdo molecular em coluna de Sephadex
G 75, uma cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE- Sephadex A 50, , uma
cromatografia de exclusdo molecular em coluna de Superose 12 e uma

cromatografia de fase reversa em HPLC.
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"Batch" em resina de DEAE-Sephadex A50

A resina foi preparada anteriormente conforme instrugées do fabricante. 100 ml
de resina inchada foi equilibrada com o tampao inicial Tris-HCI 0,05M pH 8,0.

O material resultante da precipitacdo cetdnica foi ressuspendido em agua,
clarificado por centrifugagdo a 3000 x g por 15 minutos, e, diluido em agua
deionizada até a condutividade elétrica da solugéo ficar menor do que a do tampéao
inicial.

A eluigao foi realizada com o Tris-HCI 0,05M pH 8,0, Tris-HCI 0,05M/0,3M
NaCl, Tris-HCI 0,05M/0,5M NaCl e Tris-HCI 0,05M/0,8M NaCl, respectivamente.

Todo o material eluido nas diversas colunas estudadas era monitorado com
relaggo ao teor protéico e a atividade. A proteina foi determinada
espectrofotometricamente em 280 nm. As fragdes com atividade biolégica eram

reunidas e liofilizadas antes de serem submetidas a coluna seguinte.
Cromatografia de Exclusdo Molecular em coluna de Sephadex G-75

O material anterior foi ressuspendido em tamp&o Tris-HCI 0,05M/ 0,15M NaCl
e cromatografado em uma coluna de vidro ( 104 x 2,2 cm) equilibrada com o mesmo
tampéo de diluicdo da amostra, com um fluxo constante de 12 ml por hora.

Cromatografia de Troca i6nica em coluna de DEAE-Sephadex A50

O material anterior foi ressuspendido em tampao Tris-HCI| 0,05M pH 80 e

cromatografado a temperatura ambiente em coluna de DEAE-Sephadex A50, a um

fluxo constante de 1,0 ml por minuto. A eluigao foi feita com tampao Tris-HCI 0,05M

pH 8,0 com gradiente de 0,01-0,5M NaCl.
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Cromatografia de exclusdo molecular em coluna de Superose 12

O material anterior foi ressuspendido em agua e recromatografado em
coluna de Superose 12 (Pharmacia) Hr 10/30, acoplado ao FPLC ( Pharmacia), e,

eluido com tampé&o Tris-HCI 0,05 M, a um fluxo de 0,5 ml /minuto.

Cromatografia de Fase Reversa em HPLC

O material liofilizado ap6s a cromatografia de exclusdo molecular em Superose
12 foi ressuspendido em 200 ul de uma solugéo de TFA 0,1% em agua (solvente A)
e submetido a uma cromatografia em fase reversa em coluna Boundapak C18

acoplada ao HPLC (Waters).

A coluna foi equilibrada em solugdo de TFA 0,1% em &gua obtida por sistema
MILLI Q (solvente A ). O material aplicado a coluna foi eluido com TFA 0,1% em
acetonitrila (solvente B) com gradiente linear de 0 a 100 de tamp&o B em 60 minutos
de corrida. O material purificado recolhido foi liofilizado e guardado & temperatura

de - 18°C.

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (PAGE-SDS)

O método utilizado foi essencialmente aquele de Shapiro, (1967) e Weber

(1969).

Preparacao do Gel

O gel de corrida ( 12,5%) foi preparado a partir de uma solugdo estoque 0,4M
de acrilamida e 4 mM de bis acrilamida que foram preparados com tamp&o Tris-HClI

3M pH 8,45 sem SDS. Em cada gel foi acrescentado 0,025 mi (v/iv) de N,N,N" N"-
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tetrametiletilenediamina (Temed) e 0,075 ml de uma solugdo de persulfato de

amonio (10%).

Preparac&o da Amostra

As amostras (10 a 50 ul de uma solugdo de aproximadamente 1 mg de
proteina por ml) foram dissolvidas em tamp&o TRIS HCI 0,08M pH 6,8, contendo 10
% de glicerol e 0,001 % de azul de bromofenol. Essas amostras foram analisadas

na sua forma nativa.

Coloracéo

O gel foi corado em coomassie blue 0,2% a 37°C, e 0 excesso de corante

removido em acido acético 7%.

DETERMINAGAO DAS CONSTANTES DE INIBIGAO (Ki)

Hidrdlise de substratos cromogénicos

A atividade inibitéria dos inibidores de proteinases presentes nas sementes
das Bauhinias foi determinada através da hidrolise de substratos cromogénicos,
substratos sintéticos derivados da p-nitroanilida. Os ensaios foram realizados em
excesso de substrato e o produto de hidrélise ( p-nitroanilida) foi acompanhado por

verificagdo da absorbancia em 405 nm.
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Dosagem do inibidor contra tripsina

Determinac@o da concentracio de tripsina ativa

A concentragédo de tripsina ativa usada nos ensaios foi determinada pela
titulacdo fotométrica do sitio ativo por p-nitrofenil-p'-guanidinobenzoato (NPGB), de
acordo com Chase e Shaw (1970) e Sampaio e cols. (1984). O ensaio foi feito em
espectrofotdmetro Beckanm modelo 25, empregando-se 900 pul de tamp&o barbital
0,06M pH 8,3 , aos quais foram adicionados 100 ul de solugdo de tripsina 1,0 mg/mli
( em peso) seguidos de 5 pul do substrato (NPGB) 9,4 mM. O titulo da tripsina ativa
foi acompanhado através da hidrolise do substrato, estimada pela leitura em 410 nm

do p-nitrofenol liberado.

Para o célculo da concentrag&o da tripsina ativa, utilizou-se a leitura obtida

multiplicada por 6,025 x 10-5 , que € o resultado da relagéo entre o coeficiente de
extingdo molar do p-nitrofenol formado nas condigées do ensaio, e a diluicdo dos

reagentes.

Medida da inibigdo sobre tripsina

Este ensaio foi feito para cada etapa da purificagdo com o objetivo de
acompanhar a curva durante o processo. Nestes ensaios o substrato cromogénico
utilizado foi o BAPNA 1 mM. Para a dosagem, tripsina (10 pg) foi pré-incubada
durante 10 minutos, a 370C, com diferentes concentragdes do inibidor em tamp&o
Tris-HCI 0,1 M pH 8,0, sendo de 1,0 mL o volume da pré-incubacéo. Decorrido o
tempo descrito, 1,0 mL de substrato foi adicionado e a incubagéo prosseguiu a
379C por mais 10 minutos. A reagéo foi interrompida por acidificacdo pela adicdo de
500 uL de acido acético 30% (v/v) e a hidrolise do substrato pela enzima foi

acompanhada fotometricamente em 405 nm. O calculo
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da atividade inibitéria foi feito pela determinagio da atividade residual da tripsina no

ensaio.

Medida da inibig&o sobre enzimas da coagulagéo (HuPK, fator Xa).

No ensaio de inibicdo de calicreina plasmatica humana (HuPK) utilizou-se o
Ac-Phe-Arg-p-Nan 1,0 mM como substrato, e para o ensaio com o fator Xa foi
utilizado S-2302 8,6 mM como substrato. As enzimas foram previamente incubadas
com diferentes concentragdes do inibidor por 15 minutos, a 37°C. Para dosar o
fator Xa o tampéo utilizado foi Tris-HCI 0,05 M, NaCl 0,1 M, EDTA 0,15 M, pH 8,3.
Apos a pré-incubacéo o substrato foi adicionado, e decorrido o tempo de hidrdlise,
as reagbes foram interrompidas por acidificagéo pela adicdo de 500 uL de acido
acético 30%. O calculo da atividade inibitéria foi efetuado pela atividade residual
das enzimas comparando-se 0Os resultados obtidos através da absorbancia

verificada em 405 nm na presenca e na auséncia do inibidor.

Calculo das constantes de inibicdo (Ki)

As constantes de inibicdo foram determinadas através da constante de
dissociagdo do complexo enzima-inibidor (Ki). As determinagbes foram feitas
seguindo-se o modelo proposto por Morrison (Knight, 1986), adaptado a um
programa de cinética enzimatica em computador, sendo o valor numérico calculado

pelo programa ENZFITTER.
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DETERMINACAO DA ATIVIDADE DOS INIBIDORES DE TRIPSINA E
a-QUIMOTRIPSINA BOVINA, PORCINA E HUMANA

Preparo do extrato do inibidor de tripsina a partir de sementes de Bauhinia varieqgata

variedade céndida e variedade lilds.

A extracéo dos inibidores de tripsina de sementes de B. variegata var. candida
e variedade lilas foi feita, como descrito por Weder (1978). Os inibidores foram
extraidos em baixo pH com acido sulfurico. 5 g de sementes trituradas foram
colocadas em solugéo de H,SO4 0,25N, e deixadas sob agitacdo durante 1 hora . A
solucdo foi centrifugada a 1500 x g durante 20 minutos. 70 mL do sobrenadante
foram ajustados para o pH 7,6 com NaOH. Completou-se o volume para 100 mL

com tamp&o Tris-HCI| 0,2M pH 7,6 , 66 mM CaCls.

Determinacéo da atividade de tripsina bovina e porcina

Foi feita uma curva de calibracédo das enzimas pré-tituladas. Uma solucdo de
0,1 mg/mL de tripsina dissolvida em 1 mM de acido cloridrico foi pipetada em tubos
de ensaio em quantidades crescentes de 0,05 a 0,25 mL em duplicata, e
acrescentado tampéo Tris-HCI 0,2M pH 7,6, contendo. 66 mM CaCl2 até o volume
final de 2,90 mL. Apds incubacdo por 10 minutos a 30°C, foi acrescentado em
intervalos regulares cronometrados, 0,1 mL de uma solucdo de BAPNA de 5 mg/mL
em dimetilformamida. Incubou-se por 10 minutos a 30°C e interrompeu-se a reagéo
com acido acético 30%, no mesmo intervalo e ordem em que se acrescentou o
BAPNA,; foi lida a absorbancia a 405 nm. As enzimas utilizadas nesse experimento

foram tituladas como descrito anteriormente.
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Determinacio da atividade da guimotripsina bovina e porcina

A curva de calibragdo da quimotripsina foi feita com a enzima titulada com
sulfona do &cido 2-hidroxi-5-nitro-benzeno, segundo Klockow (1972). Uma solugéo
de 0,2 mg/mL de quimotripsina dissolvida em 1 mM de &cido cloridrico foi pipetada
em tubos de ensaio em quantidades crescentes de 0,05 a 0,30 mL em duplicata, e
acrescentado tampao Tris-HCI 0,2M pH 7,6 ,contendo 66 mM CaCl, até o volume
final de 2,90 mL. Apds incubacdo por 5 minutos a 30°C, foi acrescentado em
intervalos regulares cronometrados 0,3 mL de uma solugcdo de BTPNA de 0,81
mg/mL em dimetilformamida. Incubou-se por 15 minutos a 30°C e interrompeu-se a
reacéo com acido acético 30%, no mesmo intervalo e ordem em que se acrescentou

o BTPNA. A absorbancia foi lida a 405 nm.

Determinac&o da atividade do inibidor de tripsina

A determinacgéo da quantidade do inibidor nos extratos foi feita pela inibigcdo da
tripsina, medida sobre o BAPNA. Pipetou-se de 0,2 a 0,8 mL da amostra de inibidor
em solugéo . Adicionou-se 0,2 mL da solugéo de tripsina e completou-se o volume
para 2,9 mL com tampao Tris-HCI| 0,2M pH 7,6 contendo 66 mM CaCl,. e procedeu-

se como descrito aanteriormente.

A quantidade de tripsina reativa em cada amostra foi calculada a partir de uma
curva de calibracdo. A porcentagem de inibicdo para cada amostra de inibidor em
um experimento foi calculada, pela relagéo da tripsina reativa na amostra contendo
inibidor e o valor médio das amostras de tripsina controle. A porcentagem de
inibicdo foi colocada em um grafico contra a quantidade de inibidor ( mL da
amostra). O inicio da curva foi extrapolado para 50 ou 100 % de inibicdo. Foi, entao,

calculado a quantidade de tripsina que ¢ inibida por 1g das preparagées .
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Determinacéo da atividade do inibidor de quimotripsina

O método seguiu o seguinte esquema : pipetou-se de 0,2 a 0,8 mL da amostra
de inibidor em solucéo ; adicionou-se 0,2 mL da solugdo de quimotripsina e
completou-se o volume para 2,7 mL com tampao Tris-HCI 0,2M , pH 7,6 , 66 mM
CaCl, . para os tubos de referéncia misturou-se 0,2 mL da solugdo de quimotripsina
com 256 mL de tampdo em duplicata. A seguir procedeu-se como descrito

anteriormente.

Preparo do extrato do suco duodenal bruto humano

O suco duodenal bruto foi obtido em hospital local através da coleta de rotina.
O suco é conservado até o seu uso & temperatura de -20°C. Apds o
descongelamento da amostra a ser utilizada, esta é filtrada em filtro de papel 589>
banda azul (Schieicher e Schmell) Ref. n° 300208. Apés a clarificacdo o extrato

deve ser usado no mesmo dia.

Determinacao da atividade de tripsina e quimotripsina no suco duodenal humano

Para se calcular a quantidade de tripsina ou quimotripsina humana no suco
duodenal bruto humano é feita uma curva de calibragdo comparativa a curva de

calibragdo da tripsina ou da quimotripsina bovina.

O suco duodenal bruto clarificado é diluido em HCI 0,005M de modo que 0,2
mL dé a mesma leitura em absorbancia A405 obtida para a tripsina ou «
quimotripsina bovina quando se fez a curva de calibragdo destas de acordo com a
enzima que se quer determinar a atividade. Estes resultados ddo uma curva linear,

podendo-se comparar com as enzimas bovinas.
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FOCALIZAGAO ISOELETRICA

Foi estabelecido um método para a determinacao direta da atividade inibitéria
sobre tripsina de sementes de Bauhinia variegata variedade candida e variedade
lilas apés a focalizagdo isoelétrica em gel de poliacrilamida que permite analisar a
atividade inibitria de tripsina em preparactes desde a extracdo da farinha de
semente até a fase final de purificagao , diretamente sobre as placas de eletroforese

em gel de poliacrilamida nativo com um gradiente de pH (focalizac&o isoelétrica).

O gel é incubado com tripsina e revelado com o substrato especifico, sendo a
presenca do inibidor revelado pela reacdo negativa na regido do gel onde ele se
encontra.

Para o estabelecimento do método foi necessério repetir varias vezes o
procedimento, procurando otimizar as quantidades de material aplicado, melhor
localizagao de aplicagdo no gel e, paralelamente a isso , o gradiente de pH em que

se focalizam os inibidores.

Foi utilizado o gel de poliacrilamida comercial GEL CLEAN IEF (Pharmacia), com

0,43 mm de espessura, e concentragéo 5% de acrilamida.

Determinacdo da faixa de pH

O gel seco foi reidratado segundo orientagdo do fabricante (Pharmacia)
durante 90 minutos. A reidratacdo do gel consistiu em uma solucdo com sorbitol

(10%) e Ampholine (3%) nos pH desejados em agua bidestilada.

Os primeiros experimentos de focalizacdo isoelétrica foram feitos com o
objetivo de se verificar a distribuicdo de pl das proteinas das amostras, sendo neste

caso utilizado o pH entre 3,5 e 9,5.
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Apos estabelecidas essas condigbes para as amostras , a reidratacdo do gel

foi feita com Ampholine com pH de 3,5a 5,5.

Estudo preliminar para a definicdo de condicfes 6timas

Foram feitos estudos em que se variou a localizagdo de aplicac&o das
amostras e as quantidades a serem aplicadas.

Apos a determinacdo de uma faixa de concentracdo aproximadamente ideal,
foram feitos experimentos para se definir o ponto isoelétrico aproximado do inibidor,
de modo a usar um Ampholine de faixa mais estreita. Esses experimentos
indicaram que a melhor faixa de concentragéo é entre 100 e 400 g de extrato bruto
para revelagado por Coomassie, e 10 e 50 g para a revelacdo por atividade
enzimatica.

As condigbes de corrida seguiram inicialmente as instrugbes do fabricante
(Tabela 1). As condigdes finais para a focalizacdo isoelétrica estdo modificadas
(Tabela 2), e foram obtidas apds variagdes de voltagem e amperagem nas trés

fases de focalizacio.

SUPORTE UTILIZADO | condicdes de corrida Fase de IEF
CLEAN GEL IEF 700V 6mA 8W 20 min pre IEF
PHARMACIA
2000V 7mA 7W 90 min separacio
2000V 7mA 18W 10 min| concentracdo das
’ bandas

Tabela 1. Condiges elétricas para focalizagdo isoelétrica de amostra de
precipitado ceténico de Bauhinia variegata var. candida .Recomendacbes
do fabricante
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SUPORTE UTILIZADO | condicbes de corrida | Fase de IEF
CLEAN GEL IEF 500V 8mA 8W 45min| prelEF
PHARMACIA

1200V 14mA 14W 105 | separagé@o
min
3000V 14mA 30W 30 [concentracgao
min das bandas

Tabela 2. Condigbes finais elétricas para focalizagédo isoelétrica de
amostra de precipitado cetdnico e de amostra obtida da coluna de
troca idnica de inibidor de tripsina de Bauhinia variegata var. candida e
var, lilas.

Determinac&o do ponto isoelétrico do inibidor de tripsina de Bauhinia_variegata

variedade candida e do inibidor de tripsina de Bauhinia variegata variedade lilas

Foi feito uma focalizagdo isoelétrica das amostras do material da coluna de
troca idnica das amostras de inibidor de tripsina de Bauhinia variegata variedade
candida e de Bauhinia variegata variedade lilds, determinando-se o ponto isoelétrico
de cada uma das bandas de inibidor através do marcador do ponto isoelétrico.
Foram aplicadas 10 pg/20 pulL da variedade candida e 12,5 ug/20 uL da variedade
lilas. A solugao de reidratagdo do gel foi 80 uL de Ampholine pH 3,5 - 9,5, 700ul de
Ampholine pH 3,5-5,5, 1,05 g de Sorbitol, agua bidestilada até o volume de 10,5 mL.

As condi¢cdes de corrida encontram-se na Tabela 3:

SUPORTE UTILIZADO CONDICOES DE CORRIDA FASE DE IEF
CLEAN GEL IEF PHARMACIA| 500V 4mA 4W 45 min pre IEF
_ 1200V 7mA 7W 105 min separacdo
2000V 7mA 15W 15 min |concentracdo das bandas

Tabela 3. Condigles elétricas para focalizagéo isoelétrica de amostra de coluna de troca idnica DEA-
Sephadex A50 de inibidor de tripsina de Bauhinia variegata variedade candida e Bauhinia variegata
variedade lilas. O gel foi corado por Coomassie Blue.

39



Revelacdo do gel

Apés a corrida, o gel foi cortado com tesoura em duas metades , corado para

padrdo de proteinas (Coomassie Blue) e para padrdo de inibidores de tripsina.

Revelac&o por Coomassie Blue

Metade do gel foi corado por Coomassie Blue segundo Blakesley et al. (1977).
1,0 g de Coomassie Brillant Blue G-250 foi dissolvido em 250 mL de agua destilada
e misturado com 250 mL de acido sulfurico 2N (a solucdo deve ser filtrada para
evitar distorgbes por residuos). Misturou-se 9 partes dessa solugdo com 1 parte de
hidroxido de potéassio 10N. Adicionou &cido tricloroacético até a concentracéo final
de 12% (p/v). Cobriu-se o gel com o reagente e foi deixado sob leve agitacédo
durante 4 a 5 horas. Lavou-se com agua destilada e deixou-se uma noite em agua

destilada.

Revelacdo para reacdo com inibidor

O gel foi corado para reacdo para inibidor segundo Uriel e Berges (1968). O
gel foi lavado com tampao fosfato 0,1M pH 7,6 , durante 10 minutos a 37°C e
incubado numa solug&o de 2,8 mg de tripsina bovina em 50 mL de tampao fosfato
0,1M pH 7,6, durante 30 minutos a 37°C. O recipiente foi lavado com &agua
bidestilada e o gel foi incubado em recipiente vedado, seco, 30 minutos a 37°C. O
gel foi revelado em solugéo de substrato contendo 5 mg N-acetil-DL-fenilalanina-p-
naftilester, em 2 mL de dimetilformamida, mais 10 mg de Fast Blue B ( MERCK) em
18 mL de 0,05M de tampéo fosfato pH 7,6. A reacdo foi interrompida com acido

acético 20% assim que as bandas apareceram.
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Estudo comparativo da faixa de pl entre inibidores de tripsina de sementes de 4

espécies de Bauhinia apds focalizac&o isoelétrica em gel de poliacrilamida.

Foi feito um gel contendo o marcador de ponto iscelétrico e amostras do
extrato de farinha de sementes de Bauhinia variegata candida, Bauhinia variegata
lilas, Bauhinia pentandra, Bauhinia rufa, Bauhinia bauhinoides e Bauhinia halophylla.

As quantidades utilizadas para aplicagao estdo na tabela 4.

Espécie mg tripsina diluigdo da farinha | quantidade aplicada

bovina inibida por | de sementes (g/mL) (mL)
g farinha de
sementes
Bauhinia variegata 2,21 0,5g/3 mL 3,05
céndida
Bauhinia variegata 1,0 0,5g/2 mL 4,5
lilas

Bauhinia pentandra 32,9 0,5g/3 mL 1,0
Bauhinia rufa 5,0 0,59/3 mL 7,0
Bauhinia halophylla 8,6 O,5g/3 mL 40

Tabela 4. Quantidades de estrato de farinha de sementes de espécies de Bauhinias aplicadas em gel
de poliacrilamida para focalizagao isoelétrica.

Condigdes de corrida

A reidratagéo do gel consistiu em uma solugédo com sorbitol (10%) e Ampholine

(3%) em agua bidestilada, na faixa de pH entre 3,5 ¢ 9,5.
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As condicdes de corrida seguiram a mesma metodologia descrita anteriormente.
Estas condigbes foram determinadas através de adaptagbes da recomendacéo do

fabricante do gel (Tabela 5)

SUPORTE CONDICOES DE FASE DE
UTILIZADO CORRIDA IEF
CLEAN GEL IEF 500V 8mA 8W 45 min pre IEF
PHARMACIA
1200V 14mA 14W 105 separagdo
min

3000V 14mA 30W 30 min | concentracd

o das

bandas

Tabela 5. Condigdes de corrida para focalizagdo isoelétrica de amostra
de extrato de farinha de sementes de inibidor de tripsina de Bauhinias.

ANALISE DE AMINOACIDOS

O sistema utilizado foi basicamente o do analisador Pico-Tag da Waters, onde
a identificagéo dos aminoacidos das proteinas ¢ feita através da cromatografia em
HPLC do produto feniltiocarbamil (PTC) do aminoacido, proveniente da
derivatizacdo com feniltiocianato dos aminoéacidos, obtidos de hidrélise Aacida
(Heinrikson e Merith, 1984). Esta forma de croméforos podem ser detectados a
niveis de 1 picomol.

Preparacéo da amostra

40 nanomoles de cada inibidor , foram dissolvidos em agua e acetonitrilo (1:1,

viv) e transferidos para pequenos tubos de reacéo em um volume de 20 uL. Este foi
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colocado dentro do frasco de reag@o, que possui tampa especial, para conexao com

o sistema de vacuo e atmosfera de nitrogénio.

Hidrolise acida

As hidrélises foram efetuadas colocando-se no fundo do frasco de reagcdo 100
uL de uma solugéo de HCI 6M, onde foi adicionado 1 mg/mL, para evitar a formacao
de clorotirosina (20). Deve-se evitar que o acido caia dentro dos tubos de reacao.
Em seguida foi feito vacuo proximo 1-2 Torr até inicio do borbulhamento do HCI.
Fechado o vacuo deixou-se entrar nitrogénio (SS - Ultra puro) por 5 segundos.
Repetiu-se estas etapas por trés vezes sendo por ultimo vacuo até 1 Torr, fechando
o frasco de reacdo, que é removido para o forno de hidrélise a 105° C por 24 horas.
Apos este periodo os tubos de reacdo foram colocados a vacuo até 65 miliTorr, para

secagem das amostras hidrolisadas.

Derivatizacéo

As amostras hidrolisadas foram lavadas com 20 ulL de uma solugdo de
metanol: agua:trietilamina (2:2:1, v/v). Cada tubo é agitado, centrifugado e colocado
a evaporar em vacuo até a leitura de 65 miliToor. Este procedimento remove sais e

tampdes, que possam estar absorvidos nos aminoacidos.

Uma solugdo fresca de derivatizacédo foi preparada com metanol:trietilamina
agua:feniltiocianato na relagdo 7:1:1:1 (VIV), sendo adicionado 20 uL a cada tubo
de reacdo e deixados a temperatura ambiente por um periodo de 30 minutos. Apds
derivatizacdo as amostras foram secas a vacuo até a leitura de 50 miliTorr, para a
completa remocé&o de todo o PITC. Cada amostra foi dissolvida em 50 ulL. de uma
solugdo 0.4 mM fosfato de sddio, cujo pH foi titulado a 7.4 com acido fosfdrico a

10%, sendo adicionado 5% de acetonitrilo.
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A analise dos PTC aminoacidos foi realizada em HPLC, usando coluna
C18/Bondapack em cromatografia de fase reversa com um gradiente linear de 20.5
minutos de O a 100% de acetonitrilo (60%). A identificacdo de cada aminoacido foi

feita com uma corrida padrédo de PTC aminoacidos .

DETERMINAGAO DA ESTRUTURA PRIMARIA

Reducéo e alquilacéo radioativa

Ambos as formas dos inibidores de ftripsina das duas variedades foram
dissolvidas em tampdo TRIS HCI 0.27 M. As proteinas sofreram reducdo branda
com 10 microlitros de solugdo, recentemente preparada de ditiotreitol (DTT, 10
mg/mL). Esta mistura foi incubada durante 60 minutos a 37° C com agitacéo a cada
10 minutos. As proteinas, reduzidas, foram alquiladas com acido iodoacético. A
reacdo foi efetuada & temperatura ambiente durante 60 minutos. Em ambos os
casos as solugbes apods reducao e alquilagdo foram dessalificadas em Sephadex- G

25 eluidas com 1 M acido acético.

Digestdo enzimatica

Digestdo Enzimatica com tripsina de BvcTI-3
A proteina completamente reduzida e alquilada, foi dissolvida em bicarbonato

de amodnio 0,2M pH 8,3 e digerida com tripsina (10 mg/mL, relagdo enzima substrato

1:100) por um periodo de 24 horas a 37°C, em seguida liofilizada.
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Clivagem enzimatica com Protease Staphylococcus aureus linhagem Vg
A amostra de BvcTI-3 completamente reduzida e carboximetilada foi digerida
com SV; protease, relagéo enzima substrato (1:30) em tamp&o fosfato de sodio, pH

7,8 por 18 horas a 37°C.A digestéo foi interrompida com a liofilizag&o do digesto.

Obtencdo dos peptideos

O material anterior (2 mg) foi submetido a uma cromatografia de fase reversa.
Foi utilizado para a purificagdo dos peptideos do digesto do BvcTI-3 com tripsina,
equipamentos Waters HPLC modelo ALC/GPC - 204, equipado com duas bombas
Waters modelo 6000 com detector Waters 440. Foi usado injetor automatico de
amostra Waters modelo UK e coluna C18/Bondapack nas dimensdes 0.39x30 cm. A
cromatografia reversa usou um gradiente linear de O para 66% acetonitrilo em 0,1M
de TFA em 80 minutos, & um fluxo de 2 mL por minuto. O monitoramento se deu a
220 nm de absorbancia e a densidade 6tica foi de 0.3. Os peptideos que
necessitam ser repurificados s&o recromatografados em HPLC no mesmo gradiente
linear de O a 66% de acetonitrilo em 0,1 M de TFA, a um fluxo de 2 mL por minuto, e

o monitoramento realizado a 220 nm de absorbancia.

Preparacdo e aplicacdo das amostras para determinac&o do N-terminal

40 nmoles dos inibidores de tripsina reduzidos, alquilados e liofilizados , foram
ressuspendidos em 30 microlitros de solugéo TFA 0,1M. Este material foi aplicado
no sequenciador para a determinacdo da sequéncia de aminoéacidos da porgéao
amino terminal de cada forma de inibidor de tripsina de B. variegata candida e B.

variegata lilas obtidas da cromatografia de fase reversa em HPLC.
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Degradac&o automatica de Edman

Este método foi utilizado para a determinacdo da por¢do N-terminal de ambos
os inibidores e para o sequenciamento dos peptideos do BvcTl digerido com

tripsina.

O sequenciador automatico de proteinas e peptideos usa a técnica de
degradacio de Edman (Edman e Begg, 1967) para remover e identificar
aminoacidos a partir da por¢gdo N-terminal de um polipeptideo. Apds a ativacéo de
um filtro composto de papel e fibra de vidro, a proteina é covalentemente unida a
este suporte e em seguida colocado na camara de reagdo. 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 reacéo, onde ocorre a conversao para um
derivado mais estavel, na forma de feniltioidantoina do correspondente aminoacido
(PTH). O PTH aminoéacido é transferido para um sistema de cromatografia liquida de
alta press@o onde a identificacdo é realizada em comparacéo a uma cromatografia

de um padrao de PTH aminoécidos.

O sequenciador utilizado foi o modelo 477A, que utiliza, para a identificagéo
dos PTH aminoacidos, um sistema de HPLC modelo 120A, ambos da Applied

Biosystem.

Reagentes e tampéao sdo transferidos para a camara de reacdo e conversao
por controle automatico através de um micro processador, permitindo seqiéncias
automaticas em alta sensibilidade entre 10 - 500 picomoles de proteina 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; RS,
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acetonitrilo, com 0.001% DTT; S1 n-heptano; S2, etilacetato; S3, 1-clorobutano; S4,

20% acetonitrilo em agua.

Ativacdo do filtro

Um filtro de fibra de vidro é tratado com BioBrene, que fica adicionado ao filtro.
Esta ativacdo é realizada na camara de reacdo do sequenciador, onde é
programado a realizar dois ciclos de reagéo, para a completa ativacdo e eliminar o
excesso de reagentes, que poderiam interferir durante as etapas da degradacéo de
Edman. A amostra, quando adicionada ao filtro, ficara imobilizada e pronta, para
iniciar o sequenciamento. A capacidade maxima é cerca de 30 microlitros, quando

necessario aplicar maior volume, secar o filtro com nitrogénio ap6s cada aplicacao.

DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR

A massa molecular foi determinada por eletroforese em gel de poliacrilamida,

segundo método descrito anteriormente.

EDEMA

A permeabilidade microvascular cutanea foi estudada em 3 coelhos albinos
machos New Zeland ( 1.5 a 2.5 Kg), adquiridos na granja Criex, Mogi das Cruzes. O
extravasamento de proteinas foi determinado em funcdo do acUmulo local de
albumina humana marcada com '®| em sitios de pele do animal (Willians,1979;

Brain e Willians, 1985).
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O coelho foi inicialmente anestesiado com pentobarbital sédico (Sagatal, 30-
40 mg/Kg) através da veia marginal da orelha; quando necessério, doses de
manuteng&o foram administradas. Em seguida a %I albumina humana (2 mCi/Kg) e
Azul de Evans (0,5 mL/Kg, 2,5 w/v) foram simultaneamente injetados pela via
endovenosa. Os agentes edematogénicos (calicreina de pancreas de porco,
bradicinina e histamina) com 3 doses de inibidor de tripsina de sementes de
Bauhinia variegata variedade candida (10 mg, 100 mg e 500 mg) foram preparados
em salina estéril e injetados intradermicamente em volumes de 100 mL na pele
dorsal do animal previamente depilada. Cada dose agonista foi injetada em seis
diferentes sitios no dorso dos animais. Apds 30 minutos, uma amostra de 5 mL de
sangue foi coletada através de puncéo cardiaca e o animal foi sacrificado injetando-
se intravenosamente uma sobre dose de Sagatal. A pele dorsal foi removida, os
sitios injetados foram recortados (15 mm de diametro) e a radioatividade presente
em cada amostra de tecido cutaneo foi contada em contador gama.

O edema formado de cada sitio foi expresso como volume de plasma

extravasado em fungdo da contagem obtida em 1 mL de plasma.

48



4. RESUL.TADOS

ISOLAMENTO E PURIFICAGAO DOS INIBIDORES DE PROTEINASES

Extracao salina

A curva de dosagem da atividade inibitdria sobre tripsina pelos extratos salinos
(10%) das sementes de Bauhinia variegata var. candida e da variedade lilas , foi
determinada através da atividade residual de enzima no ensaio, e encontram-se nas
Figuras 1 e 2. A concentragdo do inibidor foi calculada pela tangente da curva
apresentada nas Figuras, e o valor obtido foi de 1,03 mg/mL e 2,11 mg/mL para
BvcTl (Inibidor de tripsina de sementes de Bauhinia variegata variedade candida) e
BVITI (inibidor de tripsina de sementes de Bauhinia variegata variedade lilas),

respectivamente.

Fracionamento cetdnico

O extrato protéico obtido foi fracionado por acetona (80%, viv). A
representagdo da curvas de inibicdo por tripsina pelos BvcTl e BviITI (inibidor de
tripsina de semente de Bauhinia variegata var candida e inibidor de tripsina de

Bauhinia variegata var. lilas, respectivamente ) encontram-se nas Figuras3 e 4 .
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Figura. 1. Curva de inibi¢cdo de tripsina pelo extrato salino das sementes de Bauhinia variegata var
céandida, onde vilvo é a atividade residual e lo é volume deextrato salino (ul).
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Figura 2. Curva de inibicdo de tripsina pelo extrato salino de Bauhinia variegata var lilds , onde vi/vo
€ a atividade residual e lo é volume de extrato salino (uL)..
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Figura 3. Curva de inibigio de tripsina pelo precipitado cetdnico de BvcTl , onde vi/vo representa a
atividade residual e lo é volume de precipitado ressuspendido em agua destilada (uL).
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Figura 4. Curva de inibi¢éo de tripsina pelo precipitado ceténico de BvIT!, onde vi/vo é a atividade
residual e 1o € volume de precipitado ressuspendido em agua destilada (uL).
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"Batch” em resina de troca idbnica DEAE Sephadex A50

O material obtido do fracionamento cetdnico, ressuspendido e submetido a um
"Batch" em resina de troca idbnica DEAE Sephadex A50, esta representado nas
Figuras 5 e 6 para BvcTl e BvITI, respectivamente, as quais mostram a curva de
inibicdo da fragéo ativa do material eluido nesta etapa.

i

B

& i

L

Figura 5. Curva de inibicdo de tripsina pelo * pool * ativo do "Batch” em resina de DEAE Sephadex
A50 de BvcTlI, onde vilvo € a atividade residual e lo é volume de precipitado ressuspendido em
agua destilada (ul.).
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Figura 6. Curva de inibigdo de tripsina pelo "pool ativo "do "Batch" em resina de DEAE Sephadex
A50 de BviTI, onde vi/vo é a atividade residual e lo é volume de precipitado ressuspendido em agua

destilada (ul.).

Cromatografia de troca i6bnica em DEAE-Sephadex A50

Nesta primeira cromatografia em coluna de DEAE-Sephadex A50 (Pharmacia)
acoplada ao FPLC (Pharmacia), temos para ambos os inibidores BvcTl e BvITI o
mesmo perfil de eluicdo (Figura 7), onde a fragdo com atividade biologica BvcTl

encontra-se no “pool* 2.
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Figura 7. Cromatografia em DEAE-Sephadex A50 BvcTl. Coluna pré-montada Pharmacia de DEAE-
Sephadex AS50, acoplada ao FPLC (Pharmacia).Tampéo de Equilibrio: Tris-HCI 0,05M, pH 8,0.
Eluicdo: gradiente linear de 0-0,6M NaCl, fluxo de 0,5 mL/min, monitoramento a 280 nm. Fragéo
ativa “pool“ 2,.”pool* 1 e “pool* 3 foram descartados.

Cromatografia de Exclusdao Molecular

Foram realizadas duas cromatografias de exclusio molecular (Sephadex G-75
e Superose 12) com o objetivo de purificar o material proveniente da cromatografia

de troca idnica em coluna de DEAE-Sephadex A50.

Cromatografia de Exclusdo Molecular em coluna de Sephadex G-75

Nesta etapa de purificacdo, a fracdo ativa (‘pool“ 2), proveniente da
cromatografia de troca ibnica (DEAE-Sephadex A50), foi submetida em
cromatografia de exclusédo molecular (Sephadex G-75) apresentando o mesmo
perfil cromatografico para os inibidores provenientes das variedades candida

(BvcTl) e lilas (BvITIl). Foram obtidos trés picos protéicos, e a atividade inibitoria
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sobre tripsina localizada somente no pico 2, o qual denominamos de “ pool “2 e esta

demarcado com uma linha na base do pico como mostrado na Figura 8.

1,4 — Pool 1 Pool 2

0,8 +

A 280 nm

0,6 +

04 +

0.2 +

33 -\\

17 4

Figura 8. Cromatografia em Sephadex G-75 de BvcTl. Coluna de vidro (168 cm x 76,5 cm).Tampéo
de equilibrio TRIS HCI 0,1M pH 8,0. Amostra aplicada “ pool “2 DEAE-Sephadex A50. Fluxo de 21
mL/hora. Fracdes coletadas de 2 mL. Temperatura ambiente. Fragdo ativa “ pool “ 2.

Cromatografia de exclusdo molecular em Superose 12

Nesta etapa de purificagéo, a fragdo ativa proveniente da cromatografia de
exclusdo molecular em Sephadex G-75, é cromatografada em coluna de Superose
12 HR 10/30 (exclus&o molecular), apresentando o mesmo perfil cromatografico
para BvcTl e BvITl. Foram obtidos trés picos protéicos, sendo o pico de maior

absorbancia em A280, o que contém a fracdo ativa (“pool“ 2) (Figura 9).
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Figura 9. Cromatografia em Superose 12. Coluna: Superose 12 H/R 10/30 Pharmacia. Tampéao de
equilibrio: TRIS HCI! 0,05M, pH 8,0. Absorbancia: 280 nm. Fluxo: 0,5 mL/min. Registro do papel 0,5
cm/mL. Tempo de corrida: 60 minutos. Temperatura ambiente. Fracao ativa: “ pool “ 2. “pool “ 1,3 e
4 foram descartados.

Controle do rendimento de Purificagao

O controle do rendimento da purificacdo pode ser observado nas Tabelas de
Purificagao para ambos inibidores. O rendimento de purificagéo foi de 8,5 % para
BvITl (Tabela 6) e de 4,1 % para BvcTl (Tabela 7). BvITI foi purificada 73 vezes,
com uma atividade especifica de 0,73, enquanto BvcTl foi purificada 1055 vezes,

com uma atividade especifica de 0,58.
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Etapa Volume |Prot* |Prot. |Ativ Ativ Ativ Purific | RENDIM

(mL) (mg/m |Total |(U/mL) |Total Espec [ (vezes) | (%)
L) [(mg) (L) (U/mg)

Extrato 286 37 10600 [ 0.42 120 0.01 1 100

salino

Precip. 15. 67.3 1010 |[4.13 62 0.06 6 516

acetbnica

Troca 61 8.8 537 0.87 53 0.1 10 442

ibnica

Exc.molec | 47 1.25 |59 0.4 18.8 0.32 32 16

G75

Exc.molec | 13.4 1.04 14 0.76 10.2 0.73 73 8.5

Superose

12

Tabela 6. Tabela de purificagdo de BvITIl. * A proteina foi determinada por medida de absorbancia
em 280 nm.

Etapa Volume | Prot* Prot. Ativ Ativ Ativ Purific | RENDIM

(mL) (mg/mL) | Total (U/mL) | Total |Espec (vezes) | (%)
(mg) U) | (U/mg)

Extrato 336 50.7 17035 0.28 |94 0.0055 1.00 100

salino

Precip. 15 61.5 922.5 490 |73.5 10.08 14.5 78

acetodnica

Troca 30 7.84 235.2 073 |22 0.093 16.9 23.4

ibnica

Exc.mole |74 0.35 259 0.14 104 |0.40 72.7 11

c. G75

Exc.mole |11 0.6 6.6 0.35 |3.9 0.58 1055 4.1

Tabela 7. Tabela de purificagdo de BvcTI. * A proteina foi determinada por medida de absorbancia
em 280 nm.
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Purificacao das formas de inibidor de tripsina de B. variegata variedade

candida (BVcTI) e B. variegata var. lilas (BviTI).

As Figuras 10 e 11 mostram o cromatograma da purificacdo das 3 formas
BvcTl e BvITI, respectivamente. O gradiente utilizado foi um gradiente linear de 0 a
66% de acetonitrila em 0,1% de TFA. Estes resultados mostram os 3 picos

principais das formas de BvcTl e BvITI, sendo portanto, possivel a separacgao.

@ B3
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Figura 10. Cromatografia de fase reversa em HPLC do "pool" 2 da cromatografia de exclusdo
molecular em coluna de Superose 12 de BvcTl.
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Figura 13. Cromatografia de fase reversa em HPLC do "pool" 2 da cromatografia
de exclusdo molecular em coluna de Superose 12 de BviTI .

DETERMINACAO DAS CONSTANTES DE INIBICAO

A determinagéo das constantes de inibicdo através da constante de
dissociagdo do complexo enzima-inibidor (Ki), foram feitas seguindo-se 0 modelo
proposto por Morrison (Knight,1986), adaptado a um programa de cinética
enzimatica em computador, sendo o valor numérico calculado pelo programa
ENZIFITER, e estdo relacionados na Tabela 8 Foram feitos os ensaios com

tripsina, quimotripsina, calicreina do plasma humano, plasmina e fator Xa.

ENZIMA Ki
BVcTI BVITI
TRIPSINA BOVINA 0.69 0.12
HuPK 4.5 0.79
FATOR Xa n.i. n.i.

Tabela 8. Ki de BvcTl e BvITl, onde: Ki é constante de inibigdo em
10-8M:;. HUPK ¢ calicreina de plasma humano e n.i. é auséncia de inibicdo.

59



DETERMINACAO DA ATIVIDADE DO INIBIDOR DE TRIPSINA E QUIMOTRIPSINA
DE SEMENTES DE B. variegata var. candida E var, lilas

Podemos ver, nas Tabelas 9 e 10 que as quantidades de quimotripsina
inibidas s&o maiores que a de tripsina nas amostras de extrato da farinha de
sementes (quantidade de enzimas inibidas por 1 g de extratos ou fracdes
purificadas das duas variedades de B. variegata) ., porém essa relacdo inverte
durante a purificagdo, indicando a presenga de um inibidor especifico para
quimotripsina na farinha. H& uma inversdo na atividade inibitéria quando s3o
usadas tripsina e quimotripsina porcina. a variacdo é mais evidente em relacéo &

quimotripsina que € menos inibida efetivamente.

PREPA-| BT |PURIFICA BCT |PURIFICA PT PURIFICA PCT |PURIFICA HT PURI_FICA{ HCT PURLFICN
RACAO l(mg/gy CAO [(mg/gy CAO [(mg/g]l CAO |(mg/gy CAO | (mg/| CAO (mg/gd CAOQ
9)

E.S. lilas] 1.0 1 2.2 1 0.9 1 1.2 1 3.0 1 0.5 1

P.C. lilas] 38.8 38.8 21.0 9.5 40.1 44.5 13.3 11.1 42.8 14.3 15.3 30.6

LEXlilas]477.9] 4779 ]|1422] 646 1431.9] 4799 [139.5] 1162 |811.5] 2703 [115.6] 2312

Tabela 9. Atividade inibitdria de tripsina e quimotripsina em extrato de sementes de Bauhinia
variegata var. lilas ;; E.S. lilds - extrato bruto de sementes de B. variegata var. lilas; P.C. lilas -
precipitado cetbnico do extrato bruto de sementes de B. variegata var. lilas; .EX. lilas - material
obtido da coluna de troca i6nica DEAE-Sephadex A50 de B. variegata var lilas; n.d. ndo determinado:
BT- tripsina de pancreas bovino inibida por 1 g de material; BCT- quimotripsina de péncreas bovino
inibida por 1 g de material; PT- tripsina de pancreas porcino inibida por 1 g de material; PCT-
quimotripsina de pancreas porcino inibida por 1 g de material; HT- tripsina de pancreas humano
inibida por 1 g de material; HCT- quimotripsina de pancreas humano inibida por 1 g de material.
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PREPA-{ BT PURIfICA' BCT |PURIFICA PT [PURIFICA PCT JPURIFICA HT |PURIFICA HCT PURIFICA
RACAO j(mg/gy -CAO |[(mg/g} -CAO J(mg/g] -CAO |(mg/g] -CAOC ] (mg/] -CAO [(mg/gy -CAO
g)
E.S. 2.2 1 2.9 1 2.8 1 1.2 1 3.5 1 0.9 1
candida

P.C. 81.6 41.6 277 9.5 72.6 259 24.8 20.7 55.5 15.9 19.8 22.0
candida
LEX. |421.1] 191.4 ]249.5] 86.0 405.4] 144.8 ][109.4] 912 |773.4} 221.0 {205.3] 228.1
candida

Tabela 10. Atividade inibitéria de tripsina e quimotripsia em extratoc de sementes de Bauhinia
variegata var. candida; E.S. candida - extrato bruto de sementes de B. variegata var. candida, P.C.
candida - precipitado cetbnico do extrato bruto de sementes de B. variegata var. candida;; 1.EX.
candida - material obtido da coluna de troca idnica DEAE-Sephadex A50 de B. variegata var
candida;; n.d. ndo determinado; BT- tripsina de pancreas bovino inibida por 1 g de material; BCT-
quimotripsina de pancreas bovino inibida por 1 g de material; PT- tripsina de pancreas porcino inibida
por 1 g de material; PCT- quimotripsina de pancreas porcino inibida por 1 g de material; HT- tripsina
de pancreas humano inibida por 1 g de material; HCT- quimotripsina de pancreas humano inibida por
1 g de material.

A atividade especifica para tripsina aumenta nas etapas de purificacdo do
inibidor (Tabelas 11 e 12), porem o aumento que é igual na fase de precipitagéo por
acetona, € diferente na purificacdo por DEAE- Sephadex , no caso de candida a
purificacdo até esse estagio é cerca de 190 vezes e no caso de lilds é cerca de 480
vezes.

Podemos observar que a atividade especifica para tripsina porcina aumenta do
extrato bruto para o precipitado cetdnico, porém o aumento da etapa de purificacdo
do precipitado cetdnico para a troca idnica ndo € significativo. No caso da tripsina
humana ha uma diminuicdo na atividade especifica da fase do extrato bruto para
precipitado cetdnico, e um aumento de 1,35 vezes para a variedade candida e 2,5
vezes para a variedade lilas, na preparacdo de troca idnica em relacdo ao

precipitado cetbnico.

PREPARACAO CANDIDA|RELAGAO| ATIVIDADE| RELAGAO | ATIVIDADE| RELAGAO [ ATIVIDADE
BT/BCT | RELATIVA| PT/PCT | RELATIVA| HT/HCT | RELATIVA

Extrato bruto de sementes 0.76 1 2,33 1 3,89 1
Precipitado cetdnico 3.31 4,36 2,93 1,26 2,80 0,72
troca idnica 1.69 2,22 3,71 1,59 3,77 0,97

Tabela 11 . Relagdo de inibigio de tripsina e quimotripsina em diversas preparagdes de inibidor de tripsine
de B. variegata var. candida .
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PREPARACAO |RELACAO| ATIVIDADE [RELACAO| ATIVIDADE |RELAGAO| ATIVIDADE
LILAS BT/BCT | RELATIVA | PT/PCT | RELATIVA | HT/HCT | RELATIVA
Extrato bruto de 0.45 1 0,75 1 6,00 1
sementes
Precipitado cetdnicd  1.88 418 3,02 4,03 2,80 0,47
troca ibnica 3.36 7,47 3,10 413 7,02 117

Tabela. 12. Relagio de inibicdo de tripsina e quimotripsina em diversas preparagdes de inibidor de
tripsina de B. variegata lilas

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA PAGE-SDS

O grau de pureza das fragdes obtidas na purificagcao foi acompanhado através
de eletroforese PAGE-SDS, e a determinacdo da massa molecular dos BvcTl e
BvITl foi efetuada pelo mesmo método. Na Figura 12 temos em a- o padrdo de
massa molecular (MW-SDS 70- SIGMA); em b- mostra as proteinas contidas no
"Pool " 2, da purificagdo do extrato salino em DEAE-Sephadex A50, cujas bandas
estdo localizadas entre os pesos moleculares 60.000 e 20.000 do marcador; em c-
mostra as proteinas contidas no “pool“ 2 da cromatografia em Sephadex G-75,
(provenientes da cromatografia de troca idbnica em DEAE-Sephadex A50), cujas
bandas estéo entre os pesos moleculares de 43.000 e 20.000; em d- mostram
material aplicado do “pool“ 2 proveniente da cromatografia de exclusdo molecular

em Superose 12.

A fracdo obtida na etapa de purificagdo na resina exclusdo molecular
Superose 12 foi analisada em eletroforese em gel de poliacrilamida na forma nativa
e reduzida (Figura 13). Em a temos o padrdo de massa molecular . Em b e ¢ temos
a fracdo de BVITI e BvcTl na forma nativa, respectivamente e em d e e temos ,
respectivamente, BvITl e BvcTl na forma reduzida. Em ambas as variedades tanto
na forma nativa , como na reduzida, ha uma Unica banda de massa molecular entre

24.000 e 18400.
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Figura 12. Eletroforese em gel de gradiente ,PAGE-SDS BvcTI(10 - 20 %). a~- Padrdo de massa
molecular (MW-SDS-SIGMA), lisosima (P.M. 14300),b-lactoglobulina (P.M. 18400),tripsinogénio de
pancreas bovino tratado com PMSF (P.M. 24000), pepsina (P.M. 34700), ovoalbumina ( P.M. 45000),
albumina bovina ( P.M. 66000). b- “ pool “2 da cromatografia de troca ibnica em DEAE-Sephadex
A50 do extrato salino . ¢c- “ pool “2 da cromatografia de exclusdo molecular em Sephadex G-75, do
material proveniente da Cromatografia de troca ionica (DEAE- Sephadex A50). d , "pool 2" da
cromatografia de exclusdo molecular em Superose 12 ,obtido a partir da repurificagdo do "pool "2 da
Sephadex G-75. ‘

66,0KD —
45,0KD —

34,7KD —
24,0 KD —

18,4 KD —
14 3KD—

Figura 13. Eletroforese em gel de gradiente, PAGE-SDS (10 - 20 %). a- Padrdo de massa molecular
(MW-SDS-SIGMA), lisosima(P.M. 14300), b-lactoglobulina (P.M. 18400), tripsinogénio de péncreas
bovino tratado com PMSF (P.M. 24000), pepsina (P.M. 34700), ovoalbumina ( P.M. 45000), albumina
bovina ( P.M. 66000). b-Fragdo ativa (“ pool “ 2) da cromatografia de exclusido molecular em
Superose 12 do BVITI na forma nativa. c-Frag8o-ativa (“ pool “ 2) da cromatografia de exclusio
molecular em Superose 12 do BvcTl na forma nativa. d-Fragéo ativa (“ pool “ 2) da cromatografia
de exclusdo molecular em Superose 12 do BvcT! na forma reduzida. e- Fragéo ativa (“ pool “ 2) da
cromatografia de exclusdo molecular em Superose 12 do BvIT! na forma reduzida.
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ANALISE AUTOMATICA DE AMINOACIDOS

A analise automética de aminoacidos dos inibidores de tripsina BvcTI-3 e
BvITI-3, feitos pelo analisador automatico de aminoacidos - sistema Pico Tag, da
Waters, est&o mostradas nas tabela 13.

Podemos observar 4 e 2 residuos de cisteina em BvcTl-3 e BVITI-3,
respectivamente, indicando a presenca de uma ponte dissulfeto. Além disso ha

somente 1 residuo de Metionina para ambos os inibidores analisados.

BvcTi-3] BvVITI-3
amino | PM valor valor
acido residuo integral integral

(9) molar molar
ASX - 18 29
GLX - 13 16
SER 87.09 14 15
GLI 57.07 15 16
HIS 137.186 0 3
ARG 156.21 12 17
TRE 111.12 14 9
ALA 71.09 6 13
PRO 97.13 11 3
TYR 114.15 4 4
VAL 163.15 11 13
MET 131.21 1 1
CIS 222 31 4 2
ILE 113.17 10 10
LEU 113.17 14 14
FEN 147.19 9 7
LIS 128.19 8 4
TOTAL 167 174

TABELA 13. Andlise de aminoacidos do inibidor de tripsina
de sementes de Bauhinia variegata var. candida - BvcTI-3.
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REDUGCAO E ALQUILACAO RADIOATIVA

Os inibidores reduzidos e alquilados foram separados dos reagentes em
coluna Sephadex G-25. O monitoramento da proteina foi por absorbancia a 280 nm.
Os resultados mostraram que a proteina saiu em um Unico pico e estdo

representados nas Figuras 14 para BvcTl e 15 para BvITI.

0,15

01+

DiNPdisina

A 280

0 f ; 1 f f i ; ; f f f ? f 1
1 2 3 4 5 6 7 TWO 9 10 11 12 13 14 15

Figura 14. Dessalificagdo da amostra de BvcTI-3 reduzida e alquilada. Monitoramento a A280 nm.
Tampdao de eluigdo acido acftico 30%.
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Figura 15. Dessalificagcdo da amostra de BvITI-3 reduzida e alquilada. Monitoramento
a A 280 nm. Tampao de eluicdo acido acético 30%.

DIGESTAO ENZIMATICA E PURIFICAGAO DOS PEPTIDEOS

1 mg do inibidor de tripsina BvcTI-3, clivado com SV8 protease, liofilizado e
ressuspendido em 200 uL de solvente A (0,1M TFA), foi submetido a cromatografia
de fase reversa em sistema HPLC, utilizando-se coluna p— Boundapak C18. O
cromatograma (Figura 16) mostrou 11 picos majoritarios, dos quais o material de 5
picos foram direto para seqUéncia e os outros foram repurificados no mesmo

sistema.

1 mg do inibidor de tripsina BvcTI-3 foi hidrolisado por tripsina por um periodo
de 24 horas a 37° C e submetido & uma cromatografia de fase reversa em coluna
C18, em gradiente de acetonitrila (0-66 %), em HPLC. A digestéo triptica do BvcTI-3
resultou em 19 picos principais, como mostra a Figura 17. Os peptideos que

necessitaram de repurificacdo foram repurificados no mesmo sistema.
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Figura 16. Cromatografia de fase reversa em sistema HPLC para purificagdo dos peptideos
produzidos a partir do inibidor de tripsina BvcTl clivado com 8. aureus V8 protease. A amostra, 1 mg
do digesto, foi fracionada em coluna analitica C18 p-Bondapak de 0.39 cm x 30 cm . A eluigdo se
deu em gradiente linear de 0-100% de Buffer B, pH 2,5. Fluxo 1 mL- por minuto.
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Figura 17. Cromatografia de fase reversa em HPLC do digesto triptico de BvcTI-3. A amostra, 1 mg
do digesto, foi fracionada em coluna analitica C18 u-Bondapak de 0.39 cm x 30 cm . A eluigdo se
deu em gradiente linear de 0-100% de Buffer B, pH 2,5. Fluxo 1 mL- por minuto.
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DETERMINAGCAO DA ESTRUTURA PRIMARIA

250 picomoles de proteina intacta, ap6s redugdo e carboximetilagdo foram
submetidas ao sequenciamento, revelando a por¢do amino-terminal de ambas as
proteinas (BvcTI-1, BvcTI-2, BvcTI-3, BvITI-1, BvITI-2 e BvITI-3) por degradacgéo
automatica de Edman. Os resultados da Figura 18 para BvcTl-1, BvcTI-2, BvcTI-3,
BvITI-1, BvITI-2 e BvITI-3, mostram que BvcTI-1 e BvcTI-2 , BviTI-1 e BvITI-2 tém a
sequéncia amino-terminal idénticas até onde foram sequenciadas. Ja as formas
BvcTl-3 e BVITI-3 se mostram muito parecidas entre si, diferindo apenas em 2
residuos nos 30 primeiros residuos sequenciados, mas com mais diferencas

comparando com as outras formas.

BvcTI-1 EFVITDTDDRLLINGGTYYILPSFRGMGGGL

BvcTI-2 EFVIDTDDRLLINGGTYYILPSFRGMGGGL

BvcTI-3 DTLLDTDGEVVRNSGGRYYIIPAFRGNGGGKTLGSTGWES
BvlTI-1 EFVIDTDDRLLINGGTYYILPSFRGMNGGGL

BvlTI-2 EFVIDTDDRLLINGGTYYILPSFRGMNGGGL

BvlTI-3 DTLLDODGEVVRNSGGRYYIIPFWGXNGGG

Figura 18. Regido amino terminal das isoformas dos inibidores de tripsina de sementes de Bauhinia
variegata variedade candida (BvcTI-1, 2 e 3) e de Bauhinia variegata variedade lilas (BvITI-1, 2 e 3),
determinado por degradagio automatica de Edman.

A Figura 19 mostra os peptideos mais representativos provenientes das
clivagens de BvcTI-3 com SV8 protease e tripsina, utilizados no alinhamento da

seqiiéncia.
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DTYKLMYCPONSDTCADL. ... ..
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ILFIPTGFELIFFVEAVPPCNGK

GNGGGKTLSTGWE SCPRTVVQANETSDGLPR

Figura 19. Seqiiéncia de aminoicidos dos principais peptideos obtidos por digestio com SV8
protease (S) e tripsina (T), que contribuiram para determinar a estrutura primaria de BvcTI-3.

ESTUDOS DE SOBREPOSICAO

O sequenciamento da regido N-terminal e dos peptideos permitiram determinar

a estrutura primaria completa de BvcTI-3, através da anélise de sobreposicdo . A

Figura 20 mostra o estudo da sobreposigido destes peptideos. A molécula da

proteina possui 167 residuos de aminodcidos, com um massa molecular calculado

de 18529 e a presenca de 4 residuos de % cistina.
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Figura 20. Seqiiéncia completa de aminoacidos da cadeia polipeptidica de BvcTI-3. (--) indica as
posigbes determinadas pela analise de seqiiéncia. Em N é mostrada a regido N-terminal, em SV8
séo indicados os peptideos provenientes da clivagem com SV8 protease e T s&o indicados os
peptideos provenientes da clivagem com Tripsina.
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FOCALIZACAO ISOELETRICA

Os experimentos preliminares de focalizagdo sdo mostrados na Figura 21.
Nessas condigbes, o espalhamento das amostras contidas na Figura 21, podem
indicar a presencga de mais de um inibidor nas preparacbes de B. variegata . Essa
suposi¢&o é confirmada na Figura 22, que foram usadas as condicdes otimizadas
para a separagdo dos inibidores. Nessas condigbes pode se ver que existe um
grande numero de bandas protéicas (coradas por Coomassie blue) nos precipitados
cetdnicos, e, apds a cromatografia de troca idbnica diminui o nimero de bandas bem
coradas. A observacéo da revelacéo por atividade inibitéria mostra que a inibicéo de
tripsina corresponde a essas trés bandas, que focalizam a regido de pH

aproximadamente de 4,5.

pH9.5—

pH3,5 —

Figura 21. Focalizagdo isoelétrica de precipitado cetdnico de extrato bruto de sementes de B.
variegata var. candida e var. lilds. 1e 3 (400 mg/10mL); 2e 4 (800 mg /20 mL); 1’e 3* (50 mg /
10mL);2°e4 (100mg/20mL).
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Figura 22. Focalizagéo isoelétrica do precipitado cetdnico e do pool da coluna de troca ibnica de
DEAE- Sephadex A50 dos inibidores de tripsina de B. variegata var. candida e var. lildés. 1 € 2 (400 e
100 pg/ 20 pl) de precipitado cetdnico da var. candida , respectivamente; 3 e 4 (400 e 100 pg/ 20 pul)
de precipitado cetfnico da var lilas, respectivamente ; 5 e 6 (40 e 10 pg/ 20 pl) do pool da DEAE-
Sephadex AS50 da var. candida, respectivamente ; 7 e 8 ( 40 e 10 pg/ 20 pl) do pool da DEAE-
Sephadex AS50 da var. lilas ,respectivamente; 1’ e 2’ (50 e 12,5 pg/ 20 pl) de precipitado ceténico da
var. candida, respectivamente; 3’ e 4’-(120 e 30 pg/ 20 pl) de precipitado cetdnico da var lilas,
respectivamente; 5 e 6’ (10 e 2,5 pg/ 20 pl) do pool da DEAE- Sephadex A50 da var. candida
Jrespectivamente; 7 e 8 (10 e 2,5 pg/ 20 pl) do pool da DEAE- Sephadex A50 da var. lilas,
respectivamente.

O ponto isoelétrico de cada isoforma (Figura 23) foi determinado numa
focalizagdo isoelétrica em um gel com pH de 3,5 a 5,5. A Figura 23 mostra
nitidamente as 3 formas de inibidores de tripsina de Bauhinia variegata variedade
candida e as 3 formas de inibidores de tripsina da B. variegata variedade lilas,
preparacéo da coluna de troca idnica DEAE-Sephadex A50. O ponto isoelétrico
destes inibidores é de 4,85, 5,00 e 5,15. Esta metodologia discrimina diferencas de
pl em 0,15. A determinacdo do ponto isoelétrico calculado a partir da sequéncia de
aminoacidos, levando-se em conta os pKa‘de cada aminoacido (Skoog e Wichman,

1986) indica o valor de 4,95 (Figura 24).,
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Figura 23. Focalizagfo isoelétrica da fracdo ativa do “ pool “2 da cromatografia de troca i6nica em
DEAE- Sephadex A50, onde Mpl é o marcador de ponto isoelétrico: amiloglucosidase (3,5); vermelho
de metila (3,75); glucose oxidase (4,15); inibidor de tripsina (4,55); B- lactoglobulina A (5,20);

anidrase carbfnica B (bovina) (5,85); anidrase carbdnica B humana (6,55); a- BvcTl (5ug/mlL); b-
BvITI (6 ng/mL).
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Figura 24. Perfil da curva que relaciona carga-pH da seqiiéncia de aminoacidos do inibidor de

tripsina BvcTI-3. O gréfico define a previsdo do ponto isoelétrico de BvcTI-3, cujo valor foi calculado
como descrito por Skoog e Wichman (1986)
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Focalizacé&o isoelétrica dos inibidores de tripsina de sementes de Bauhinia

A Figura 25 mostra a regi&o do ponto isoelétrico dos inibidores de tripsina de
Bauhinia variegata variedade céandida (1), Bauhinia variegata variedade lilas (2),
Bauhinia pentandra (3), Bauhinia rufa (4) e Bauhinia hallophyla (5). As amostras de
Bauhinia variegata variedade candida e variedade lilas foram aplicadas em excesso,
ndo sendo possivel neste caso, observar as 3 bandas existentes, observadas na
Figura 24. A amostra do extrato de sementes de Bauhinia pentandra mostrou a
existéncia de 2 inibidores numa faixa de pl entre 6,00e 6,50. A Bauhinia rufa mostra
também 2 inibidores com pl aproximadamente 5,00 e 5,15 e um inibidor com pl na
faixa de 7,00. A Bauhinia rufa mostrou apenas uma banda de inibidor de tripsina

com pl de aproximadamente 5,00.

65—

pl 10
pl 7.35-
pl3.5 -

Figura 25. Focalizagéo isoelétrica de extrato bruto de sementes de Bauhinias

Mpi - marcador de ponto isoelétrico (0,2 mg / 20 ul) : - Marcador de ponto isoelétrico (SERVA)
Protein Test mixture 3-10 ( Cat.nor. 39211), contendo Citocromo C de cavalo, pl 10,65; Ribonuclease
A de pancreas bovino, pl 9,45; Lectina de Lens culinaris, pl 7,75/8,0/8,3; Mioglobina de cavalo, pi
6,9/7,35; Carboanidrase de eritrdcitos bovino, pl 6,0; p-lactoglobulina de leite de vaca, pl 5,15/5,3;
inibidor de tripsina de soja, pl4,5; Glucoseoxidase de Aspergillus niger, pl 4,2 e Amiloglucosidase de
Aspergillus niger, pl 3,5. 1- Extrato bruto de sementes de B. variegata var. candida (0,51 mg/3,05
ul); 2- Extrato bruto de sementes de B. variegata var. lilas (1,12 mg/4,5 pL); 3- Extrato bruto de
sementes de B. pentandra (0,17 mg/ul); 4- Extrato bruto de sementes de B. rufa (1,17 mg/ml) 5-
Extrato bruto de sementes de B. hallophyla (0,67 mg/4 pL)
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EDEMA

O efeito do BvcTl-3 no aumento da permeabilidade vascular induzido pela
calicreina de pancreas de porco esta ilustrado na Tabela 14. O efeito da injecéo
intradérmica de calicreina de pancreas de porco (PPK),bradicinina (BK) E Histamina
(His) na presenca e a auséncia de BvcTI-3 em 6 pontos de 3 animais. Podemos
observar que o resultado de PPK + PGE1 + BvcTI-3 é quase o dobro do controle..

A Figura 28 ilustra os resultados em forma de gréfico.

AGENTES EXTRAVASAMENTO DE
PLASMA (pL)
SALINA ( 100 pL) 7+07
PGE1 (0.1 nmol/sitio) 14+2.0
PPK+PGE1 108 + 9.2
PPK+PGE1+Bv (10 pg/sitio) 86 + 19
PPK+PGE1+Bv (100 pg/sitio) 136 + 17.1
PPK+PGE1+Bv (500 pg/sitio) 202 + 18.5*
BK+PGE1 86+ 7.9
BK+PGE1+Bv (10 pg/sitio) 56 + 3.3
BK+PGE1+Bv (100 pg/sitio) 72+86
BK+PGE1+Bv (500 pg/sitio) 66 + 8.7
Hist+PGE1 141 + 16.5
Hist+PGE1+Bv (10 pg/sitio) N.D.
Hist+PGE1+Bv (100 pg/sitio) 84 + 23
Hist+PGE1+Bv (500 pg/sitio) 159 + 15.2
PGE1 + Bv_(500 pg/sitio) 13+25

Tabela 14. Extravasamento de plasma em edema de pele de coelhos. PPK - calicreina de pancreas
de porco; BK - bradicinina; Hist. - histamina; Bv - inibidor de tripsina de sementes de Bauhinia
variegata variedade candida.
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Figura 28. Representacio grafica dos resultados da Tabela 12 de extravasamento de plasma em
edema de pele de coelhos. PPK - calicreina de pancreas de porco; BK - bradicinina; Hist. - histamina;
Bv - inibidor de tripsina de sementes de Bauhinia variegata variedade candida.
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5. DISCUSSAO

As Leguminosae ou Fabaceae sdo uma das 3 maiores Familias das plantas
superiores, estimando-se que ha de 590 & 690 Géneros e de 12000 a 17000
espécies (Heywood, 1971).

Este Geénero é especialmente importante no ponto de vista econdmico para os
seres humanos e animais superiores, pois compreeende um grande numero de

espécies que sdo fontes de alimentos.

A Familia Leguminosae €& dividida em 3 principais subfamilias, as
Caesalpinoideae, as Mimosoideae e as Papilionoideae. As plantas de Género
Bauhinia, plantas estas que usamos em nosso trabalho, pertencem a sub-familia

Caesapinoideae, representada por 570 espécies classificadas botanicamente.

Dentro deste contexto é importante a obtencéo de material vegetal, em nosso
caso sementes, uniformes e bem classificadas, obtidas de 6rgdos competentes,
como o Instituto Florestal da Secretaria do Meio Ambiente do Estado de S&o Paulo,
entidade esta responsavel pela distribuigio de sementes de espécies arbéreas. As
sementes de Bauhinia variegata variedades candida e lilas adquiridas no Instituto
Florestal para a realizagdo deste trabalho, foram classificadas e o teste de
germinagdo deu resultados de 93 % para a variedade candida e 95 % para a
variedade lilas. Isso significa que as sementes estido em bom estado de

conservacao e integras fisicamente.

Diversas familias de plantas, dentre elas as Leguminosae, contém em suas
sementes e tubérculos concentragdes relativamente altas de inibidores de
proteinases, particularmente inibidores das enzimas da familia da tripsina, as

serinoproteinases (Ryan, 1991; Richardson, 1991).
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A caracterizacao de inibidores nas sementes tem um importante papel tanto no
ponto de vista nuticional, pois muitas destas sementes s&o usadas como alimento,
como no ponto de vista bioquimico, sendo importantes ferramentas para entender

processos bioldgicos de protedlise.

Diversos métodos sdo usados para a detecgdo da presenga de inibidores de
enzimas em sementes. O método mais conhecido € o ensaio padrdo para a enzima
em questdo com seu substrato, onde é adicionado a solugdo enzima + substrato a
solucdo com o suposto inibidor, geralmente o extrato bruto de farinha de sementes.
Isto é incubado e é observada a inibigdo maxima da atividade enzimatica. Para
inibidores de proteinases pode-se monitorar o decréscimo da hidrélise de substratos
protéicos (caseina, azocaseina ou haemoglobina) ou sintéticos como o BAPNA ou
APANA  para tripsina, e BTPNA ou BTEE para quimotripsina,
espectrofotometricamente, como foi feito no presente trabalho, ou

titulometricamente (Kassel, 1970, Bergmeyer, 1974).

Weder (1981) utiliza método de coloragdo negativa usando uma diazotagéo
do B- Naftol pela hidrélise do substrato da proteinase Acetil-DL- fenilalanina-f3-naftil
ester (Uriel e Berges, 1968) para a deteccéo de inibidores de proteinase em gel de

poliacrilamida apés focalizacéo isoelétrica.

A primeira indicacdo de que as sementes de Bauhinia continham inibidores de
tripsina foi dada por Goldstein et al. (1973) e posteriormente por Pinsky e
Schwimmer (1974) que isolaram e purificaram um inibidor de tripsina e quimotripsina

de Bauhinia purpurea.

Os métodos utilizados para a extracao e purificagdo de inibidores sdo aqueles
usados para proteinas vegetais (Richardson, 1991). A extracdo é feita a partir do

material vegetal, em nosso caso sementes, finamente triturado, na maioria das
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vezes inteiras, salvo alguns autores, que removem a testa para eliminar pigmentos
ou outras substancias que interferem na purificacdo subsequente (Richardson,
1991). O extrato das sementes de Bauhinia variegata ndo apresentou qualquer
substancia que pudesse atrapalhar as analises posteriores (polifendis, alcaloides,
pigmentos), portanto utilizou-se a farinha das sementes inteiras, sem descasca-las,
pois estas substancias, principalmente pigmentos estdo em sua grande maioria no
tegumento da semente. A extracdo dos inibidores é feita em solugdo aquosa,
podendo ser salina ou uma solugéo acida bem diluida, como por exemplo de acido
sulfurico, seguindo uma precipitagdo por sal ou tampdes organicos (Laskowski,
1955; Jigersons et al., 1960; Jones et al., 1963; Pusztai, 1966; Mansfeld et al., 1960;
Ryan e Balls, 1962; Ryan, 1966). O fracionamento de proteinas por acetona pode
ser drastico, causando perda na atividade biologica. Este método foi usado por
Sallai (1993), que fracionou com acetona o extrato salino de sementes de Bauhinia
forficata, Bauhinia rufa e Bauhinia ungulata, ndo ocasionando a perda da atividade.
Com as sementes de Bauhinia variegata var. candida e var. lilds ndo ocorreu a
perda da atividade dos inibidores de tripsina apds o fracionamento com acetona,
pois a atividade presentes nos extratos salinos das sementes foram preservados

(Figuras 3 e 4).

O processo de purificagdo de varias espécies de Leguminosae, dentre elas
Bauhinia, descrito por Oliva (1986), consistiu na utilizacdo da cromatografia de
afinidade em tripsina-Sepharose, procedimento que resultou numa purificacdo com
rendimento de 56%. O inibidor de cada espécie purificado por este processo
apresentava uma banda em PAGE-SDS, indicativo do grau de pureza dessas
fracbes. O uso da cromatografia de afinidade durante o processo de purificacéo de
um inibidor, em geral, apresenta resultados razoaveis quanto ao rendimento da
preparacao e producgéo de inibidor, porém se a enzima que estiver ligada a resina,
no caso tripsina, n&o estiver imobilizada em uma forma inativa, existe o risco de

uma protedlise no sitio ativo do inibidor, destruindo a sua atividade (Belitz e Weder,
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1990). Apesar das vantagens deste método, a hipdse de ocorrer uma protedlise nos
inibidores de Bauhinia variegata variedade candida e lilas ndo pode ser descartada,
e baseado nisso, levando-se em conta que um dos objetivos do trabalho é a
determinac&o da estrutura primaria de BvcTI-3, ndo podendo ocorrer protedlise da
proteina, © método utilizado para a purificagdo de BvcTl e BvITl ndo inclui a coluna

de tripsina-Sepharose, para que a estrutura primaria esteja o mais integra possivel.

O processo de purificacdo dos inibidores BvcTIl-3 e BvITI-3, usados neste
trabalho, consistiu em um "Batch" em resina de troca idnica DEAE-Sephadex A50
do extrato salino das sementes, apos um fracionamento cetdnico, seguido por uma
cromatografia de troca idnica em DEAE-Sephadex A50, duas cromatografias de
exclusdo molecular em Sephadex G75 e Superose 12 . Este método de purificagido
apresentou atividade especifica de 0,73 para BvITl e de 0,58 para BvcTl e um
rendimento de 8,5 e 4,1 para BvIT| e BvcTl, respectivamente. A atividade especifica
foi aumentando gradativamente conforme as etapas de purificacdo foram sendo
realizadas (Tabelas 6 e 7), estando compativeis com os dados da literatura

(Tanaka, 1991, Oliva, 1986; Lin et al., 1991; Abe et al., 1978, Sallai, 1993).

Os resultados estdo coerentes com os resultados de Tanaka (1991), obtidos
na purificacé@o do inibidor de tripsina de Torresia cearensis e de Lin et al. (1991),

para inibidor de tripsina de sementes de Acacia confusa.

Os inibidores BvcTl e BvITl perderam a atividade apds a cromatografia de fase
reversa em HPLC, portanto pela tabela de purificagdo foi possivel controlar a
purificagdo até a etapa anterior 8 esta. Este fato ocorre com muitos inibidores como
para o inibidor de sementes de Enterolobium contortisiliquum EcTI| (Batista, 1996) e
o inibidor de lentilha LCI-1.7 (Hinkers, 1995) pelo fato dos inibidores tipo Kunitz ndo

serem tao compactos quanto os inibidores tipo Bowman-Birk e desta forma néo
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mantém a mesma eficiéncia inibitéria apdés a cromatografia em fase reversa

(Tanaka, 1991).

A cromatografia de fase reversa em coluna C18 tem facilitado muito a
separacdo de proteinas. Esta técnica tem sido usada para a separacédo de varios
inibidores de sementes, como por exemplo os inibidores de milho, cevada, Coix,
lentilha, Torresia cearensis, Enterolobium contortisiliquum, soja e outros

(Richardson, 1991, Batista et al., 1993; Tanaka, 1993; Hinkers, 1995).

A Tabela 10 mostra que a cromatografia em DEAE- Sephadex A50 foi muito
mais eficiente para a purificagdo do inibidor de tripsina bovina da variedade lilas. No
caso do inibidor da variedade candida, houve um aumento de atividade especifica
nesse passo, porém o aumento da atividade especifica para o inibidor de
quimotripsina foi maior, indicando que talvez fosse possivel uma otimizacdo dessa
cromatografia. Podemos ver que as quantidades de quimotripsina humana e porcina
inibidas s&o menores que a de tripsina em todas as prepragbes, exceto para o

extrato bruto de sementes da variedade lilds com as enzimas porcina.

A analise da eletroforese (Figura 12) em gel de gradiente PAGE-SDS (10-
20%), mostra a progressao da purificacdo dos inibidores de interesse, através das
diferentes etapas (cromatografia de troca idnica em DEAE-Sephadex A50,
cromatografia de exclusdo molecular em Sephadex G-75, Cromatografia de

exclusdo molecular em Superose 12).

A fragcdo denominada "pool" 2 obtida na etapa de purificacdo Superose 12 foi
analisada em gel de gradiente PAGE-SDS, onde apresenta somente uma banda de
proteina nas duas formas aplicadas no gel, nativa e reduzida (Figura 13 b, c, d, e),

demonstrando que ha um alto grau de pureza e que a proteina é constituida de uma
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unica cadeia polipeptidica, com massa molecular aparente por volta de 20000 em

relacao ao padrao de massa molecular.

A eletroforese em PAGE-SDS nao foi capaz de detectar as isoformas, sendo
estas detectadas somente em focalizacédo isoelétrica (Figuras 22 e 24), sugerindo
que estas isoformas tém a mesma massa molecular diferindo apenas no balanco de
cargas elétricas liquidas, isto é, ha uma pequena diferenca no ponto isoelétrico de
cada uma delas na ordem de 0,15, sendo os pontos isoelétricos aparentes de 4,85,
5,0 e 5,15. O resultado se confirmou na quando a estrutura primaria completa do

inibidor BvcTI-3 foi determinada, cujo valor calculado foi de 4,95.

A Figura 23 mostra a focalizagdo isoelétrica de inibidores de tripsina de
sementes de 4 espécies de Bauhinias. As diferentes espécies diferem entre si nos
pontos isoelétricos, sendo que a Bauhinia variegata variedade céndida, a Bauhinia
variegata variedade lilas, a Bauhinia rufa e Bauhinia hallophylla estdo na mesma
faixa de pH, porém a Bauhinia rufa tem um inibidor de tripsina na faixa de pH de 6.9.
As sementes de Bauhinia pentandra tem 2 inibidores de tripsina na faixa de pH
entre 5.5 e 6.0. Isso sugere que inibidores de proteinase de plantas do mesmo

Género podem diferir entre si.

O meétodo utilizado para coloragéo do gel de poliacrilamida ap6s a focalizago
isoelétrica dos inibidores mostrou que cada variedade de Bauhinia variegata
estudada tem trés isoformas de inibidores de tripsina (Figuras 22 e 2) Este método
tem vérias vantagens em relacdo ao método colorimétrico. A partir da focalizagéo
isoelétrica , sabemos quantos inibidores estdo presentes no extrato bruto da
semente e 0s pontos isoelétricos destes inibidores. Através destas caracteristicas
podemos escolher a melhor metodologia para a purificagdo, como por exemplo o

tipo de resina e o tampéao de eluicido a serem usados.
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As isoformas s&o caracterizadas por pequenas variagdes estruturais, e séo
frequentemente encontradas tanto em inibidores tipo Bowman-Birk, como tipo Kunitz
(Odani e lIkenaka, 1979). Pela determinacao da estrutura primaria da porcdo amino
terminal das 3 formas de cada variedade de Bauhinia variegata vemos que BvcTI-1,
BvcTl-2, BviTI-1 e BvITIl-2, ndo diferem entre si nos 30 primeiros residuos, mas
diferem em 50% do N-terminal em relagéo as formas BvcTI-3 e BvITI-3. O alto grau
de homologia nas regides N-terminal € indicativo que estas 2 ultimos séo inibidores

de tripsina distintos das formas BvcTIl-1, BvcTI-2, BvITl-1 e BviTI-2.

Estes resultados indicam que a regido amino terminal ndo contribui para a
atividade biolégica. Para melhor elucidar este fato serdo necessarios outros estudos
mais detalhados e a determinacdo da sequéncia completa de amino acidos das

proteinas em questao.

A cromatografia de fase reversa confirma a presenga das 3 formas de
inibidores em ambas as variedades (candida e lilas), onde o perfil cromatografico

(Figuras 10 e 11) mostram a presenca de 3 picos principais.

O estudo cinético para a inibigao utilizado no presente trabalho foi baseado no
modelo do tipo "slow, tight-binding" proposto por Morrison, e empregados em outros
trabalhos (Tanaka, 1991; Lopes, 1992; Sallai, 1993; Batista, 1993). Nesse modelo,
"slow" significa que a inibicdo ndo é imediata, e "tight- binding" refere-se ao fato de
que os inibidores produzem inibicéo significativa em concentracdes proximas as da
enzima que esta sendo inibida. Os valores de Ki indicam a magnitude da afinidade
entre a enzima e o inibidor. Os inibidores BvcTl e BvITl sdo capazes de inibir a
tripsina, a quimotripsina e a calicreina, porém, nesta metodologia nao foi detectado

a inibigdo da quimotripsina por BvcTIl e BvITI (Tabela 8).
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A acao dos inibidores sobre as enzimas da coagulacdo, como a calicreina e o
fator Xa foram determinadas por diversos autores (Chong e Reeck, 1987; Sampaio
et al., 1990; Lopes, 1992; Sallai, 1993). assim, além da tripsina e a quimotripsina, a
calicreina e o fator Xa, enzimas estas envolvidas na cascata da coagulagao
sanguinea, foram ensaiadas com os inibidores BvcTl e BvITl. Nao se detectou a
inibicdo do fator Xa (Tabela 8), fato este verificado também com o inibidor de
tripsina de Bauhinia forficata (Sallai, 1993) e o inibidor TcTl (Oliva, 1988). O inibidor
BvITI mostrou-se mais potente para inibir calicreina, em relagéo ao BvcTl (0,69 x 10-
8 e 45 x 108 respectivamente). Estes resultados estdo coerentes com o0s
resultados encontrados para outras espécies de Bauhinias, 0s quais estdo na ordem
de 2,0 x 108 , 15 x 108 e 6,9 x 108 para B. forficata, B. rufa e B. ungulata,

respectivamente.

A atividade do inibidor do extrato salino da Bauhinia variegata variedade
candida mostrou uma atividade maior contra HT seguida por PT e BT para tripsina
e, ao contrario, uma maior atividade contra BCT, seguida do PCT e HCT para
tripsina (Tabelas 9 e 10). A preparagdo do inibidor purificado obtido por
cromatografia de troca idnica (I.EX. candida), também mostrou atividade mais alta
contra HT entre as tripsinas e contra BCT entre as quimotripsinas, embora a ordem
das outras atividades foi alterada. O enriquecimento na atividade dos inibidores de
tripsina nas duas preparacdes precipitado cetdnico e cromatografia de troca idnica,
foi por volta de 186 vezes. O baixo enriquecimento para BCT e PCT indicaram a
presenca de um inibidor especifico contra as duas enzimas, o qual foi perdido
durante a purificacdo. Por outro lado, o inibidor de HCT foi enriquecido
aproximadamente na mesma propor¢ao que os inibidores de tripsina. Isto indica que

os inibidores de quimotripsina perdidos ndo foram ativos contra HCT.

A Tabela 11, mostra que a purificacdo no estagio de troca idnica foi melhor

para a variedade lilas em ambas as enzimas bovina, porcina e humana, tendo uma
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diferenca significativa no caso da tripsina porcina, onde purificamos 144,8 vezes a

variedade candida e 480 vezes a variedade lilas.

De uma forma geral, os resultados obtidos com a Bauhinia variegata variedade
lilas seguiram a mesma tendéncia. Outra vez, a maior atividade contra tripsina foi
encontrada para HT e, BCT para quimotripsina (para ambas as preparacdes, extrato
bruto e inibidor purificado). O enriquecimento maior na atividade contra BT e PT
(471 vezes) que para BCT e PCT (93 vezes) indica a presenca de inibidores
inespecificos contra as duas quimotripsinas também nesta variedade, o qual
também foi perdido na purificagdo. O enriquecimento contra as duas enzimas
humanas foi praticamente o mesmo. Contudo, as razdes HCT/BCT e HCT/PCT
aumentaram significativamente durante as purificacbes, embora a razdo entre

HT/BT e HT/PT decresceu.

Apesar da atividade do extrato bruto da variedade lilds tenha sido menor, e
contra algumas enzimas muito menor que aquelas da variedade candida, as
atividades das preparacdes dos dois inibidores purificados contra a mesma enzima

foi praticamente a mesma.

A composigao global de aminoacidos dos inibidores de tripsina de sementes
de Bauhinia variegata variedade candida e variedade lilas (Tabela 13),
apresentaram 167 e 180 residuos de aminodacidos, massa molecular calculada para
os inibidores foi de 18529 e 20018 para BvcTI-3 e BvITI-3 respectivamente. Foram
determinadas a presenca de 4 cisteinas (amostra ndo oxidada) sugerindo duas
pontes dissulfeto para BvcTl. Essas caracteristicas sugerem que os inibidores de
tripsina BvcTl e BVITI s&o do tipo Kunitz, resultados estes de acordo com aqueles
obtidos para os inibidores de soja (Birk, 1985; Laskowski et al., 1980:; Ryan, 1973),
Acacia ssp (Kortt et al., 1981), Albizzia ssp. (Odani et al., 1979); Erytrina cristagalli

Erytrina corallodendron (Joulbert et al., 1985); Psophocarpus tetragonolobus
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(Yamamoto et al. (1983), que segundo Richardson (1991), esta classe de inibidores
de serinoproteases caracterizam-se por possuir uma unica cadeia polipeptidica com
o massa molecular por volta de 20 KDa, aproximadamente 180 residuos de

aminoacidos, e inclui 1 ou 2 pontes dissulfetos.

Os aminoacidos mais freqUentes sdo leucina (14 residuos para BvcTI-3 e
BvITI-3), serina (14 e 15 residuos para BvcTl-3 e BvITi-3, respectivamente), glicina
(15 e 16 residuos para BvcTI-3 e BvITI-3, respectivamente). Podemos constatar um
alto contelddo de ASX e e GLX. O analisador de aminoacidos identifica os residuos
de asparagina e glutamina como acido glutamico e acido aspartico. Os triptofanos
nao foram determinados., devido ao fato do Triptofano ser um aminoacido suscetivel

a hidrélise acida.

O método utilizado detectou 1 residuo de metionina para ambos os
inibidores BwvcTI-3 e BvITI-3 e nenhum residuo de histidina, o que ja era esperado,
pois as proteinas de origem vegetal, em geral, apresentam concentracdes baixas ou

nulas desses aminoacido (Ryan, 1981, Kortt e Caldwell, 1990)

A presenca de um unico tipo de residuo de aminoacido na posicdo N-
terminal, foi indicativo do grau de pureza das amostras dos inibidores BvcTl-1, 2 e 3
e BvITl-1, 2 e 3. A regido amino-terminal mostrou um alto grau de homologia entre
os dois inibidores, diferindo apenas em 3 residuos (posicdes 6, 22 e 24) de
aminoéacidos nos 25 primeiros para as formas 3 e sendo totalmente homoélogas as

formas 1 e 2 entre si, mas diferindo das formas 3 (Fig. 8).
Com a determinacdo da seqliéncia de aminoacidos da regido N-terminal dos

inibidores, baseado no programa de computador FASTA, desenvolvido por Pearson

e Lipman (1988) foi possivel localizar a familia de proteinas a qual eles pertencem,
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comparando-o0s ao banco de dados da EMBL (European Molecular Biology Library)

em Heidelberg.

A analise da homologia comparativa da regido N-terminal de ambos os
inibidores com outras proteinas, mostrou uma alta porcentagem de identidade da
sequéncia de aminoacidos das regides N-terminal dos inibidores de tripsina de
sementes. A Figura 27 mostra a comparagdo dos residuos de aminoacidos da
regido N-terminal dos inibidores BvcTI-3 e BvITI-3 com outros inibidores. Nota-se o

alto grau de homologia destes inibidores com outros do tipo Kunitz.

Com o objetivo de obter a sequéncia completa da estrutura primaria do
inibidor BvcTI-3, este foi reduzido com DDT (ditiotreitol) e os residuos de meia-
cistina foram carboximetilados com 4&acido iodoacético. Apés reducdo e
carboximetilagéo, a proteina foi dessalificada, ficando apta a ser submetida a
metodologia em quimica de proteinas para o sequenciamento de sua cadeia

polipeptidica.

Visando obter os peptideos, que nos permitam uma sobreposi¢cdo dos
fragmentos e determinar a ordem dos aminoacidos na estrutura primaria, o inibidor
BvcTI-3 foi submetido a clivagem enzimatica com protease SV8 de Staphylococcus
aureus e com tripsina.

Protease SV8 & uma endopeptidase, que hidrolisa a cadeia polipeptidica

nas ligagdes de Glu nas condi¢bes de tampao bicarbonato de amonio 50 mM, pH

7,8 e cliva aminoacidos Asp e Glu em tampéao fosfato de sédio 50 mM pH 7.8

(Houmard e Drapeau, 1972).

O inibidor BvcTI-3 foi submetido as condi¢es de clivagem em Asp e Glu por
18 horas a 37 °C.
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de aminoacidos mostrada na Tabela 13. A sequéncia de aminoéacidos

-

A sequéncia de aminoacidos completa de BvcTl-3 foi determinada e
composicao

Para o estudo de sobreposigéo, BvcTI-3 foi digerido enzimaticamente com
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tripsina, que cliva nos aminoacidos de Lis e Arg. Os peptideos foram isolados em
T L S

consiste em 167 residuos. Os dados de sequéncia estdo compativeis com a
deste inibidor é consideravelmente homéloga a outros inibidores de tripsina. A
Figura 29 mostra a homologia de BvcTIl-3 com ACTI, STI e inibidor de tripsina de

sementes de Psophocarpus tetragonolobus, todos da familia Kunitz.

cromatografia de fase reversa em HPLC (Figuras 16 e 17)
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Figura 27. Homologia das seqiiéncia de aminoacidos dos inibidores de tripsina BvcTI-3 (Bauhinia
variegata variedade céandida, ACTI (Acacia confusa), SBTI (Glycine max) e PtTl (Psophocarpus
88
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O sitio ativo do inibidor BvcTI-3 ndo foi determinado experimentalmente, pois
os residuos 63 e 64, onde se localizam o sitio ativo dos inibidores de tripsina tipo
Kunitz, s&o os mesmos para outros inibidores, os quais ja foram determinados
experimentalmente. A Figura 28 mostra a regido do "loop" contendo o sitio reativo
de inibidores tipo Kunitz (EcTI, LITI, BvTl, BuXl, e SbTl), definido pelos residuos
Cys 40 e Cys 83 (numeragéo de BvcTI-3).

40 50 60 70 80
BvcTI-3 CPRTVVQAN ETSDGLPRLIWTTSRILFIPTG FEL IFFVEAV PPC
EcTI CPLNVVQARGETKRGRPAIIWTPPRIA ILTPAFYLNIEFQTKDLPAC
LITI CPRTVVQTRSETSRGLPARLASPYRILILGSNIPLT IEFQPQKPYSC
BvTI CPRTVVQASSEHSDGLPVVISALPRSLFISTSQRVTIQ FVEA PTC
BuXT CPHTVVQASSEISNGLPVMIAALPRTMFISTAWRYS IQFLK V PTC
SbTI CPLTVVQSRNELDIGIGTIISSPFRIRFIAEGNPLRLKFDSVAVIMLC

Figura 28. Homologia do sitio reativo dos inibidores de tipsina tipo Kunitz. Sequencia ddos inibidores
de proteinase no "loop"formado pelas pontes de dissulfeto entre Cys-40 e Cys-83 (numeragio de
BvcTI-3). EcTl, inibidor de tripsina de Enterolobium contortisiliquum; LITI inibidor de tripsina de
Leucaena leucocephala; BvTI, inibidor de tripsina de Bauhinia variegata variedade roxa; SbTl,
inibidor de tripsina de soja (Sampaio et al., 1996).

Os experimentos de edema através do extravasamento de plasma em pele de
coelhos apresentaram um resultado inesperado, pois estes resultados indicam que
os inibidores de tripsina BvcTI-3 e esta potenciando o efeito da calicreina tissular ja
que houve o aumento do extravasamento celular. A Tabela 14 mostra que quando a
calicreina € usada sozinha com o PGE1 ela induz & um extravasamento de plasma
de 108 + 9,2 ul, e quando a calicreina é aplicada com o inibidor BvcTI-3 o
extravasamento € o dobro do primeiro (202 + 18,5).A explicacdo desse achado pode
estar relacionado com o processamento de calicreina pancreaatica apds injecdo em
animais. Como esta enzima ndo € inibida diretamente por BvcTl o inibidor pode
estar interferindo com alguma protease tissular ou plasmatica que inativa a PK no

nosso modelo, aumentando a vida média da enzima.
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6. RESUMO

A presenca de inibidores de serinoproteinases foi investigada em sementes de

duas variedades de Bauhinia variegata (Legumonosae, Caesalpinoideae).

A purificagdo dos inibidores de Bauhinia variegata variedade candida e
variedade lilas por cromatografia de troca idnica, cromatografias de excluséo
molecular e subsequente cromatografia de fase reversa, evidenciaram nestas
espécies 3 isoformas (BvcTl-1, 2 e 3; e BvITI-1, 2 e 3) de inibidores de proteinase

com cadeia polipeptidica Unica.

A analise global de aminoacidos resultou em 167 e 180 residuos de
aminoacidos para BvcTl-3 e BVITI-3, respectivamente, e em massa molecular
calculada de 18529 para BvcTI-3 e de 20018 para BvITI-3, e 4 residuos de cisteina
para BvcTI-3 e 2 residuos de cisteina para BvITI-3. Estes resultados incluem estes

inibidores na Familia de inibidores tipo Kunitz.

A coloracgéo para inibidores de tripsina apds focalizacéo isoelétrica demonstrou

a presenca de inibidores com pontos isoelétricos aparentes de 4,85, 5,00 e 5,15.

A determinac&o da estrutura primdria completa de BvcTI-3 e da estrutura
primaria do N-terminal das isoformas de BvcTl e BvITl, confiram alta homologia com

inibidores tipo Kunitz.

Os inibidores BvcTl e BvITl atuam seletivamente sobre serinoproteinases.
Extratos de sementes e inibidores purificados de Bauhinia variegata var. candida e
var. lilas foram testados para atividade de inibigdo contra tripsina e quimotripsina
bovina, porcina e humana, sendo que estas enzimas foram fortemente inibidas

pelos inibidores em estudo.

O teste de edema através do extravasamento de plasma em pele de coelhos,

mostrou que BvcTl potenciou a calicreina de pancreas de porco.
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7. SUMMARY

The presence of serine proteinase inhibitors was investigated in the seeds of
Bauhinia variety candida and Bauhinia variegata variety lilds (Leguminosae,

Caesalpinoideae).

The purification of inhibitors from the Bauhinias by ion-exchange
chromatography, molecular exclusion chromatography and subsequent reverse
phase chromatography, showed the presence of three isoforms (BvcTl-1, 2 and 3 ;

BvITI-1, 2 and 3) in the two species studied with single polypeptide chain.

The aminoacid analisis of the forms BvcTI-3 and BviTI-3 resulted in 167 and
180 aminoacids residues, respectively, and the calculated molecular masses were
18529 to BvcTI-3 and 20018 to BvITI-3. It showed 4 cysteine residues to BvcTl-3
and 2 cysteine residues to BvITI-3, and no free thiol groups. This results suggest

that these proteins belongs to the Kunitz-type plant inhibitors family.

Staining for trypsin inhibitors after isoelectric focusing showed the presence of
inhibitors with isoeletric point about 4.85, 5.00 and 5.15.

The primary structure sequence of BvcTl-3 was determined, confirming the
inhibitor as Kunitz type,

The inhibitors BvcTl and BvITI act selectively on serine proteinases. Extracts
from seeds and purifieds inhibitors of both Bauhinia variegata variety candida and
Bauhinia variegata variety lilas were tested for inhibitory activity against trypsin and
chymotrypsin, from cattle, pig and humans. This three enzymes were strongly
inhibited by both inhibitors.

The oedema test in rabits showed the BvcTl made the kallikrein of porcine

pancreas more potent to plasma. extravasation.
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