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RESUMO

No presente trabalho foi investigado um inibidor de protei'?\ases em sementes da

espécie Delonix regia (Leguminosae-Caesalpinioideae).
As sementes das leguminosas contém uma alta concentragé de proteina em relacéo
aos outros componentes da planta. Dentre essas proteinas, os ir‘zﬁibidores de proteinases,
particularmente inibidores de enzimas da familia das serinoprotein%ases (que inclui tripsina,
quimoftripsina e enzimas da coagulagdo sanguinea), exercem urréa importante funcdo na
fisiologia da planta. '
Os inibidores de proteinases tém sido estudados ha mais de 50 anos. Eles tém

mostrado ser muito importantes no tratamento de disfungdes metabdlicas associadas as
enzimas proteolificas, tais como em casos de pancreatites, eﬁzem@s, alergias, inflamacéo,
hipertensdo e cancer.

O inibidor de Delonix regia (DrTl) foi isolado em solugéo sa!iné@%& 10% (p/v), submetido a
uma precipitagdo por acetona 80% (viv) e purificado através de é.ﬂz:romatcgraﬁas de froca
ibnica (Sephadex A-50 e DEAE 5PW) e de exclusao molecular (Septiadex G-75).

QO .DrTl inibiu fripsina bovina e porcina e a calicreina plasmégﬁca humana. Os valores
de Ki encontrados foram 2,19x10°M, 4,53x10°M e 5,25x 10° M, reséectivamente.

A pureza do inibidor foi verificada por eletroforese em gel deéfpoiiacrilamida (10-20%),
na presenca de SDS. O inibidor apresentou uma uUnica banda deii proteina em condicbes
nativas e reduzidas (0,1M DTT). Estes resultados indicam que o Drf@éﬂ € constituido por uma
Unica cadeia polipeptidica. A massa molecular aparente do inibiéﬁdor foi de 22 kDa, um
resultado similar aos inibidores de proteinase do tipo Kunitz. |

O DrTl foi submetido a estudos cristalograficos e seu modsz%lo permitiu comparacéo
estrutural com o inibidor de tripsina do tipo Kunitz isolado de sementes de Erythrina caffra.



SUMMARY

In the present weark, a proteinase inhibitor in seeds of Delonix regia (Leguminosae-
Caesalpinioideae) specié, was investigated.

The Leguminosae% seeds contain a high concentration of protein in relation to the other
components of the pia;ﬁnt. Among these proteins, the proteinase inhibitors, particularly
enzymes inhibitors of seéfrinoproteinases family (that include trypsin, chymotrypsin and blood
coagulating enzymes), p%ay an important role in plant physiology.

Plant inhibitors haive been investigated for more than fifty years ago. They have been
shown to be very importa%nt in the treatment of metabolic disfunctions associated to proteolytic
enzymes, such as in casés of pancreatits, emphyzema, allergy, inflamation and cancers.

The Delonix regf&%z inhibitor (DrTl) was isolated in saline solution 10% (p/v), after
acetonic precipitation 30% (viv), and purified through ion exchange chromatography
(Sephadex A-50 e DEAE{%SPW) and molecular exclusion (Sephadex G-75).

DrTl inhibited bovifne and porcine trypsin and human plasma kallikrein. The values of
Ki found were 2,19 x 10*%\/!, 4,53 x 10°M and 5,25 x 10°°M, respectively.

Purity of inhibitor %Qvas detected by poliacrylamide gel electrophoresis (10-20%) in the
presence of SDS. The -zinhibitor displayed a single protein band, in native and reduced
conditions (0,1M DTT). Ehese results indicate that DrT1 is constituted by a single polipeptide
chain.The apparent moléecular mass of inhibitor was of 22 kDa, a result similar to the
proteinase inhibitors of thée Kunitz-type.

Drfl was submitﬁed to crystallographic studies and its model allowed structural
comparison to the trypsin inhibitor of the Kunitz-type isolated from Erythrina caffra seeds.



INTRODUGAO
Enzimas Proteoliticas: Aspectos Gerais

As enzimas proteoliticas ou proteinases so enzimas que '-tataiisam a clivagem de
ligagbes peptidicas de proteinas. Essas proteinases adquiritam um alto grau de
especializacéo durante sua evolugéo biolégica, restringindo seu rm:}ecanismo de acao sobre
ligagbes peptidicas especificas (White ef al, 1986). Muitos processos biologicos sao
regulados pela acéo de proteinases, por exemplo, coagulacéo do sangue e fibrindlise, a
liberagao de proteinas hormonais de precursores moleculares, o transporte de proteinas
secretoras atraves da membrana, ativacdo do sistema de complemento, fertilizagao,
germinagéo e controle da digestao proteolitica (Wenzel & Tschesche, 1995; Declerck &
Imren, 1994).

As enzimas proteoliticas sdo indispensaveis para os processos fisiologicos em

animais, mas se ndo forem adequadamente confroladas, podem fepresentar um risco em
potencial, destruindo componentes protéicos celulares e teciduais. Eéevidc a isso, o equilibrio
entre as enzimas e seus inibidores é um fator essencial para 2 manuten¢do de um estado
fisiologico normal (Neurath, 1993). Ha dois mecanismos bdasicos de regulagdo para estas
enzimas, um dos quais envolve a ativagdo de precursores de proteinases inativos
{(zimogénios), por protedlise limitada, e o outro mecanismo envolve a inativacao de
proteinases pela formagéo de complexos com inibidores protéicos especificos (Phillips &
Fletterick, 1992; Neurath, 1993). :

De acordo com a natureza dos seus sitios ativos, as proteinases compreendem as
serinoproteinases | e ll, cisteinoproteinases, metaloproteinases | € Il e aspartilproteinases,
como esta apresentado na tabela 1 (Neurath, 1993).

Tabela 1. Classificacdo das proteinases de acordo com a natureza dos sitios ativos.

Serinoproteinases | quimotripsina, tripsina, elastase, prz, Serqgs, Hissy
calicreinas :
Serinoproteinases subtilisina ASpao, Sery, Hisss
Cisteinoproteinases papaina, actinidina, catepsinas Be H Cysos, Hisysg, ASpise
de figado de rato
Aspartilproteinases penicilopepsina, pepsina e renina -Aspas, Aspars
Metaloproteinases | carboxipeptidase bovina Ae B .Zn glugye, Tytos

Metaloproteinases If termolisina ﬁn, Gltsgs, Tyras
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A classe de enzimas mais bem estudada e bem caracterizada € a das
serinoproteinases, tendo como exemplo a tripsina, quimotripsina e elastase, das quais a mais
estudada € a tripsina. Essas enzimas apresentam elevado grau de homologia € mecanismo

de catalise semelhante, embora apresentem diferencas acentuadas quanto & especificidade
por substratos (Dufton, 1990). Alguns mecanismos de catalise enzimatica foram propostos
para as serinoproteinases € 0 mais aceito € o mecanismo da dupla transferéncia. Neste
processo, ocorre a forinagdo de um tetraedro intermediario durante a transferéncia de
prétons do residuo Se_s'qgs para o residuo Hiss;, € em seguida para o residuo Aspie,
precisamente os aminoécidos que compdem o sitio ativo das serinoproteinases. O resultado
desse transferéncia é a formagdo de uma carga negativa parcial que sera a responsavel pela
catdlise enzimatica propriamente dita, que ocorre através de um ataque nucleofilico aos
radicais carbonila dos residuos de arginina e lisina dos substratos suscetiveis 3 tripsina
(Warshel et al., 1989).

inibidores de Proteinases: Aspectos Gerais

Ha mais de 50 anos, os processos moleculares que envolvem as enzimas proteoliiticas
vém sendo investigados e um dos modelos para elucidar os mecanismos enzimaticos ou de

interag&o proteina-proteina é o estudo dos inibidores de proteinases (Kaslik et al,, 1995).

Os estudos de Kunitz (1945, 1946) iniciaram o isolamento dos inibidores de tripsina do
pancreas bovino presenies na soja e demonstraram a natureza dessas proteinas. Em 1947
foi feito o primeiro estudé sistematico de inibidores de proteinases por Borches e Ackerson.

A relagdo entre inibidores e enzimas proteoliticas fornece informactes sobre o

comportamento dessas moléculas e, através do estudo de homologia, esse conhecimento &
usado para esclarecer 0$ processsos evolutivos das proteinas de diferentes espécies (Wu &
Whitaker, 1991). Weder (1985), estudou as afinidades filogenéticas entre diferentes espécies

e variedades de legumes com base nas informagbes das estruturas primarias dos inibidores
de proteinases. :

A determinacéo d%ﬂs constantes de inibicdo € uma das formas possiveis para estudar
0s meios de interagao enire os inibidores e suas enzimas alvo (Bode & Huber, 1992).

Os inibidores de ‘enzimas proteciiticas encontram-se amplamente distribuidos em
plantas, animais e microrganismos, sendo que os vegetais, de maneira geral, contém
inibidores para quase todos os tipos de enzimas proteoliticas. As sementes, em especial das
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leguminosas, contém grande quantidade de inibidores, cujo papel ;ﬁsiolégico é ainda objeto
de discussao (Sampaio ef al, 1996). Esses inibidores sao deﬁcgéieﬂtes ou destituidos de
residuos de metionina, histidina, triptofano e possuem alto contéludo de &cido aspartico,
acido glutamico, lisina e serina (Kortt & Caldwell, 1990). "

A massa molecular desses inibidores vegetais varia de 8 a 2,5 kDa, sendo moléculas
extremamente estaveis, resistentes ao calor, a variagbes de pH e a protedlise por
proteinases diferentes daquelas né&o inibidas. Esta estabilidade ter%i sido atribuida em parte

as pontes dissulfeto e outras interagées ndo covalentes q;fgé_,:e também contribuem
significativamente para a estabilidade dos inibidores (Belitz & Wedeéf, 1890).

Embora os inibidores sejam compostos termolabeis, a!guma%i atividade residual ainda
permanece, mesmo apds o tratamento térmico (Churrela et al., 5{1976), Os inibidores de
lentilhas, purificados por Weder & Link (1993), mostraram uma cohsiderévet habilidade em
inibir tripsina humana (HT) e quimotripsina humana (HCT), apés aqq:fecimento.

As sementes de leguminosas s&o reconhecidas por serem :uma excelente fonte de

proteinas (Richardson, 1977). As semenies dessas plantas cos;f?tém ainda, substancias
antinutritivas, como os inibidores de proteinases, phytohemaglutininé%as (lectina}, taninos, etc.,
que provocam efeitos adversos quando ingeridos na dieta, pocéiencio interferir direta ou
indiretamente na digestdo e absorgéo de proteinas ou por afetar asss fungdes de digestao e
absorcdo das células intestinais limitando, assim, o uso dessae%; sementes na nutricdo
humana e animal. Destas substancias, os inibidores de proté%nases sao alguns dos
compostos antinutritivos mais importantes e que merecem uma at&ngao especial (Pusztai,
1986). _

A descoberta de proteinas termoldbeis em soja (Glycine maxé, que inibem a atividade
proteclitica da tripsina, levou a conclusio de que os inibidores de ﬁzﬁpsina S&0 responsaveis
pela baixa absorcéo das proteinas da soja, quando ingeridos sém tratamento prévio. A
utilizacao de farinha de soja crua em ratos e pintos provoca umai marcante hipertrofia do
pancreas e decréscimo na taxa de crescimento (Birk, 1985). Devido & grande importancia
dos gréos de legumes como fonte de alimento humano e animal, vams pesquisadores estao
concentrando seus estudos nessa area



Clasgésiﬁcagéo dos Inibidores de Serinoproteinases

Os inibidores de serinoproteinases, presentes em plantas, séo classificados em

familias através de carg@acteristicas de homologia na estrutura primaria, massa molecular,
conteudo de cisteina e é@aspeciﬁcidade inibitoria (Frokiaer ef al., 1994). As principais familias
de inibidores de serinoproteinases séo:

- Inibidores tipo Kunitz (SBT)

A estrutura pﬁméﬁ%a completa de um inibidor de proteinase do tipo Kunitz, extraido da
soja, foi primeiro eiucid@do por (Koide & lkenaka, 1973 a,b e Koide ef al., 1973). Esses
inibidores apresentam uma massa molecular em torno de 20 kDa, aproximadamente 181
residuos de aminoécidoés, incluindo 4 residuos de cisteina formando 2 pontes dissulfeto,
estabilizando a sua estmii:ura.

A localizacéo do ééitio reativo, determinado em inibidores do fipo Kunitz, € sempre na
posicéo Arg(63)-lle(64) efm soja (Koide & lkenaka, 1973a; Yamamoto ef al.,, 1983; Richardson
et al., 1986; Joubert & {;‘T‘éowdle; 1987), enquanto gue inibidores isolados de Acacia confusa
possui os residuos de Ar§(64)~lle(65) no seu sitio reativo (Wu & Lin, 1993).

Os inibidores d¢ tipo Kunitz, ocorrem predominantemente nas sementes de

leguminosas, porém néo;estéo restritos a essa fonte, pois ja foram encontrados também em
batatas e cereais (Richarf'ison, 1991).

Entre as fungdes fisiologicas atribuidas a esse grupo de inibidores, uma delas seria a
de proteina de defesa dé&s sementes, por serem potentes inibidores de enzimas digestiva-
como tripsina e quimotripﬁsina, presentes no trato digestivo de microrganismos, vertebrados ¢

invertebrados (Jordao ég? al., 1996). Além disso, também s#o atribuidas fungbes como
proteinas de reserva ou de regulacao endégena das sementes {Hartl ef al., 1986).

- Inibidores tipo Bowﬁ;ﬁan-Birk

Os inibidores que comp&em a familia Bowman-Birk foram os primeiros inibidores de
tripsina de sementes a lerem sua sequéncia de aminoacidos determinada. Este tipo de
inibidor & amplamente disﬁftribuido em sementes de leguminosas e em cereais, principalmente

no mitho e acredita-se qie desempenham papel de proteinas de reserva, além de defesa



contra o ataque de pragas (Richardson, 1991).

As proteinas desta familia sdo caracterizadas por apresenta =;em massa molecular em
tornc de 8-12 kDa, aproximadamente 71 residuos de aminoa?ciié'dos, dos quais 14 séo
residuos de cisteina que formam 7 pontes dissulfeto intramoiecu!iéres, Eles sdo inibidores
que apresentam cadeia Gnica com dois sitios reativos (Lys('iﬁ)«Sér(’!?) e Leu(43)-Ser(44).
Em geral sdo conservados os residuos de arginina nas posicbes ‘ED e 38, cuja substituicao
pode mudar a sua especificidade inibitéria (Tanaka et al.,1997).

A presenca de dois sitios reativos nesses inibidores os 'torna capazes de inibir
simultaneamente duas moléculas de tripsina ou ainda uma molécu
1.2
(inibidor:tripsina:quimotripsina) (Tsunogae ef al., 1986).

la de tripsina e outra de

quimotripsina, formando  complexos ou 11

(inibidor:tﬂpsin@:tripsina)

- Inibidores tipo Abdbora

Os inibidores pertencentes a esta familia foram descobertos ha aproximadamente 20
anos, sdo os menores inibidores de serinoproteinases de origem vgsegetai descritos até hoje
(Otlewski, 1993). Apresentam aproximadamente 30 residuos de aminoacidos, massa
molecular na ordem de 4000 Daltons e 3 pontes dissulfeto. O sitio r?}eativo desses inibidores
& Arg-lle ou Lys-lle e inibem principalmente ftripsina e fator Xlia (H;é-ara ef al., 1989). Apesar
dos inibidores do tipo abobora serem relativamente pequenos, sdo muito potentes com uma
constante de inibicao (Ki) de 5,9 x 107 a 9,5 x 10", estando entre as menores constantes
de inibidores de ftripsina j& estudados (Wieczorek ef al, 198;5). Além disso, esses
polipeptideos podem ser utilizados pela indUstria farmacéutica corﬁo%"drogas com efeito sobre

doencas cardiovasculares (Hayashi et al., 1994; Haldar ef al., 1996).

Inibidores tipo Batata |

Os inibidores pertencentes a esta familia sao encontrados

em fecidos vegetais e

animais. A familia dos inibidores tipo batata I inclui todas aquelas seguéncias que mostraram

alta homologia com o inibidor quimotriptico isolado de tubérculos
1991). Eles apresentam em torno de 60 residuos de aminoacidc
dissulfeto, o que nao impede que esses inibidores se associe
tetrameros (Hejgaard et al., 1994).

de batata (Richardson,
s ¢ apenas uma ponte
m para a formagao de
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A eglina € um exef%mpio de inibidor desta familia e foi isolada da sanguessuga (Hirudo
medicinalis). E um pot@énte inibidor de elastase e catepsina G, mas n#o inibe tripsina
(Macphalen & James, %988). E uma das familias de inibidores mais difundidas. Estao

presentes também nas familias Solanaceae, Gramineae, Leguminosae, Polygonaceae e
Cucurbitaceae (Richardson, 1991).

- Inibidores tipo Bataéi?,a i

Esses inibidores f;;apresentam massa molecular de 12000 Daltons, com 96 a 98
residuos de aminoécidosgé e alto contetido de cisteina (aproximadamente 6 pontes dissulfeto).

O primeiro inibidor tipo batata Il, completamente sequenciado, foi o inibidor de tripsina do

pericarpo de berinjeia (&%olanum melongeni), sendo também encontrado em batatas, folhas
de tomateiro, mostarda ﬁ;’% em outros vegetais, porem néoc ha registros da sua presenga em
sementes (Antcheva et al., 1996).

O sitio reativo des-,%;ses inibidores foi identificado na regido molecular Arg(38)-Asp(39).
A mesma ligacdo peptiéiica foi também encontrada na regido homoéloga no inibidor de
tripsina de batata (PTi«‘i). Os inibidores tipo batata il tem um grau de homologia muito
limitado com as regiéesé N-terminais dos inibidores de carboxipeptidases da batata e do
tomate € por isso s20 também conhecidos como inibidores de carboxipeptidases
(Richardson, 1991). Os éinibidores do tipo batata Il inibem, principaimente, guimotripsina,
tripsina, sendo melhor iéibidor para a subtilisina (Plunkett & Ryan, 1980; Plunkett ef al.,
1982).

Devido ao seu t:%éumanho essas proteinas sdo excelentes modelos para estudos
estruturais realizados em;:fcomputador {Querol et al., 1993).

Mecanismo de Inibigio das Serinoproteinases

A inibicdo das seﬁ%omoteinases por inibidores protéicos, em geral, ocorre através de
uma ligagao muito forte a altamente especifica e que esta restrita a uma pequena porcédo da
moiécula do inibidor, de%aominada de sitio reativo. Esta é a principal regido da molécula
responsavel pela sua espéeciﬁcidade inibitoria (Creighton & Darby, 1989).

A maioria dos inibiores protéicos de serinoproteinases segue © mecanismo de reacao
que esta representado abéf%aixo:



Kion Keon
E o+ if§ Em E + I*
Kjf)ff Kgﬂff

A principal diferenca entre inibidores e substratos esta no faéﬁo de que os Ultimos ao

serem hidrolisados, dissociam-se rapidamente do centro ativo da e?azima, enquanto que os
inibidores, em geral, permanecem complexados com a enzima. Néias situagbes em que o
complexo enzima-inibidor se desfaz, a enzima pode formar novam@n’ce a ligacao peptidica
desfeita através de uma reacéo catalisada por ela mesma (Breddam, 1991).

Na reacao do tipo enzima-inibidor, as duas constantes cinétici%s envolvidas sdo “k on”,

que € a constante de associagdo ou formagado do complexo Ef e “k of{f ", que € a constante de

dissociagdo do complexo El. A formacdo desse complexo é muito estavel e ocorre
rapidamente (ki on) e a sua dissociagdo ocorre de forma mé;ita lenta (k; off). Em
consequéncia da dissociagao do complexo, tanto a enzima (E) comg{ o inibidor (1), podem se
regenerar na reacao regida pela constante “k4 off’; ou ainda, pode_i_ocorrer regeneracio da
enzima e geracdo de um inibidor modificado (I*) na reacéo, cuja cor-%ﬁstan’se de dissociacédo e
denominada (ko off). Uma inibicao eficiente apresenta altos valore$ de “k on”, ou seja, ha
rapidez na formagao do complexo El e baixos valores de “k off *, o gue significa lentidao na
dissacia¢ao do complexo El (Bode & Huber, 1991). :

Aplicacao dos Inibidores de Proteinases

Ha um interesse muito grande no possivel uso de inibidores vegetais, que atuam
sobre proteinases, no tratamento de uma gama de distarbios metabdlicos associados as
enzimas proteoliticas, por exemplo, pancreatites, efizemas, aiergias,:f"inﬂarnagao, hipertensao
e certos canceres (Richardson, 1991). Alguns estudos epidemiolé@iccs verificaram que a
ocorréncia de cancer em humanos esta ligada a dieta, sendo menor em populagbes que se
alimentam de produtos com alta concentracdo de inibidores tipcé; Bowman-Birk (Correa,
1981). A atividade anticarcinogénica dos inibidores tipo Bowman-E%f%Erk e outros inibidores,
sugere o envolvimento de enzimas na inducido ou na expresséo% de transformacbes de
fenotipos ou no processamento de proteinas celulares espéciﬁcas envolvidas na
transformacéo cancerigena (Fagan & Waxman, 1991). |

Os inibidores de tripsina tipo Kunitz e tipo Bowman-Birk da soja e inibidores de
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papaina, reduziram a frequéncia de mudangas cromossémicas de células de pacientes com
sindrome de floragdo. O inibidor de (a-amilase de trigo € usado em exames laboratoriais para

diagnosticar hiperamilasemia (Kennedy et al., 1984).

Mecanismos Fisioldgicos Controlados por Inibidores de Serinoproteinases

Conforme foi mencionado anteriormente, o controle da maioria dos processos
fisiologicos, como digestao, coagulagéo sanguinea e fibrindlise € realizado, basicamente,
através do mecanisme de ativagao de zimogénios ou pela agéo de inibidores especificos.

- Digestéo: as proteinas da dieta devem ser absorvidas sob a forma de aminoacidos e para
que isso ocorra, as ;:_;?roteinas devem ser hidrolisadas por enzimas proteoliticas, como a
tripsina e a quimotripsina, enzimas digestivas encontradas no trato intestinal. Essas enzimas,
sob a forma ativa, apresentam alto grau de especificidade e hidrolisam as proteinas em
determinados residuos de aminoacidos de acordo com sua especificidade (Sleisenger & Kim,
1979). A tripsina e a guimotripsina sdo enzimas muito semelhantes sob o ponto de vista
estrutural, porém diferem quanto a especificidade por substratos. Enquanto a tripsina tem
especificidade por arinoacidos basicos (lisina ou arginina), a quimotripsina hidrolisa

preferenciaimente os tesiduos de aminoacidos hidrofobicos, que contém anéis aromaticos

(fenilalanina, tirosina, triptofano) (Hedstrom ef al., 1992: Corey & Craik, 1993).

A ativagdo do ziimogénio depende da disponibilidade da forma ativa da enzima. No
caso de ativacdo do c%uimotripsinogénio e do tripsinogénio, a formacdo de quimotripsina e
tripsina decorre da hidf?élise de apenas uma ligacdo peptidica. Essa ativacdo é irreversivel e
um mecanismo de c@ntrole da atividade dessas enzimas € a agéo dos inibidores de
proteinases (Stroud et al., 1977).

- Coagulacdo sanguinea: a hemostasia, manutencao do fluxo sanguineo normal, é um
processo que depende do equilibrio entre fatores de coagulagéo, inibidores da coagulagdo e
de componentes do sistema fibrinolitico (Griffin, 1995). Desse modo, quando ocorre alguma
alteragdo no organismo, que provoque o sangramento, s@o acionados dois processos de
emergéncia, a agregacao plaquetaria e a coagulagéo sanguinea (Devlin, 1992).

A coagulagdo sanguinea envolve uma série de reagbes enzimaticas, encadeadas

entre si, que resuita ha formagdo do coagulo, que por ser insoltvel, oblitera as lesées
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vascuiares e estanca o sangramento. Ap6s desempenhar sua fungé‘éo, o coagulo é dissolvido
gragas a sequéncia de eventos que constituem a fibrindlise, fazendo com que o fluxo
sanguineo se restabeleca no leito vascular.

A formacao do coagulo de fibrina € um modelo de proteéﬁ;se limitada, no qual um
grande numero de proteinas plasmaticas inativas é convertido seqtélencia!mente em enzimas
ativas. Essas reacbes se destinam a geracdo da fibrina, uma pf;ateina insolGvel (Davie,
1995). :

A maioria das proteinas, inclusive aquelas desprovidas de atividade catalitica, que
participam da cascata da coagulagao sanguinea, é representada po serinoproteinases.

O mecanismo de ativagdo em cascata foi proposto por Ratnoff e Davie em 1962 e

atualmente ja & bem esclarecido. Muitas proteinas e cofatores envolvidos nesse processo

tiveram suas estruturas determinadas, principalmente devido és técnicas de biologia
molecular (Halkier, 1991). :

A coagulagao sanguinea é composta por frés vias: a via infrinseca, a via extrinseca e
a via comum. E da acdo dessas trés vias que se forma o coéguk? de fibrina (Davie ef al.,
1991). As diferentes vias da cascata da coagulagio estao esquemafjticamente representadas

na figura 1 .

VIA INTRINSECA

XNa = x|
U n J
Pro-HuPK - Hu@%{%
X = Xla VIA EXTRINSECA
U Fator %eci@uat
X = Xa Vila <= Vil
U
ViA COMUM Villa
Y
X = Xa
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{
Frotrombing —  Trombina

U
Fibrinogénio = E]EB:MFM_%E@

Figura 1. Representagiio esquematica das vias intrinseca, extrinseca e comum da cascata
da coagulagéo sanguinea.

A via extrinseca_' se realiza as custas de um fator tecidual, encontrado em todos os
tecidos, principalmente nos pulmées, cérebro e placenta. E liberado pela lesao dos tecidos e
0s componentes ativos séo lipoproteinas. O fator tecidual interage com os fatores Vil e X e
juntamente com célcio e fosfolipideos forma o ativador extrinseco da protrombina. Pela
ativagao da protrombina forma-se a trombina que, por sua vez, transforma o fibrinogénio em
fibrina (Morrissey et al., 1997).

A fase intrinseca da coagulacdo é também chamada plasmatica ou fase de contato
pois, ela requer o contato de parte dos fatores da coagulacdo com uma superficie
negativamente carregada para a ativagao dos zimogénios, e além disso ha interferéncia de
fatores coagulantes e anticoagulantes, que circulam no plasma (Schmaier, 1997). Compdem
esta via o cininogénio de alto peso molecular (HMW-Kgn), a procalicreina plasmatica (Pro-
HUPK) e o fator XII. A procalicreina plasmatica circula no plasma complexada com o HMW-
Kgn, sendo, portanto, a proteina precursora da calicreina plasmatica (HuPK), uma
serinoproteinase (Lin ef al, 1996). A transformacdo da Pro-HuPK a forma ativa é
desencadeada pelo fator Xlla, que ao hidrolisar a ligagao peptidica Arg ar-llesr,, libera a
HuPK ativa (Herwald, ’%996). A principal funcao da HuPK é a ativacdo do fator Xl a fator
Alla. A cadeia leve, porcdo que contérn o dominio catalitico da enzima, & homéloga ao
dominio catalitico de outras serinoproteinases.

O fator X € uma proteina fundamental na cascata da coagulacéo, pois sua forma ativa
(fator Xa) desencadeia a via comum da coagulagdo. A sua ativacao pode ocorrer tanto pela
via intrinseca quanto pela via extrinseca (Halkier, 1991). O fator Xa, na presenca de fator Va,
fosfolipideos e Caa. prtﬁﬁamove a conversao da protrombina em trombina, a qual converte o
fibrinogénio circulante soltivel no coagulo de fibrina insocluvel (Bode ef al., 1997; Deguchi ef
al., 1997).
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O processo de coagulacao pode ser regulado através de L#ma série de mecanismos,
porém a inibicdo das proteinases envolvidas é ¢ meio mais eficiente para esse conirole
(Colman ef al., 1982). Entre estes inibidores, destacam-se o inibidor de fator teciduail (TFP),

a antitrombina I, (a-1-inibidor de proteinase, (a-2-macroglobulina e o C1-inibidor, gue

exercem importante papel na regulacdo da cascata (Davie, 1995).

- Fibrindlise: este processo consiste na destruicao ou lise do coagulo de fibrina e vem sendo
estudado desde 1889. Trata-se de um fendmeno proteolitico (Verstraete, 1995). A principal
enzima deste processo é a plasmina, uma serinoproteinase do tipo tripsina que tem
propriedade de degradar a fibrina formada no processo da coagulacac (Takada ef al. 1994).

Desta forma, a fibrindlise precisa ser controlada pela agdo de inibicéi%fores que podem bloquear

direta ou indiretamente a plasmina (Takada ef al., 1994).

Papel dos Inibidores nas Sementes

- Proteinas de reserva: a presenca de inibidores em varios tecido{ss pode ser correlacionada
com diferentes estagios fisiologicos de desenvolvimento. Por exémpto, 0 aparecimento de
formas modificadas de inibidores do tipo Bowman-Birk em Vigna radiata indica a degradagao
do inibidor, por protedlise, durante a germinacédo e o crescimentn, o que indicaria que os
inibidores estariam sendo utilizados como proteinas de reserva (Wilson e Chen, 1983). Kirsi
& Mikoka (1971), demonstraram que a presenca de inibidores de tr%-psina na cevada e alface,
respectivamente, diminuiram em concentracdc nos cofilédones € aumentaram nos brotos
durante a germinag@o. Na cevada, trigo, centeio, aveia e milhc, estdo concentrados no
endosperma e em cevada, trigo, centeio e aveia eles também estiio presentes no embrido.
Na batata, sdo encontrados no cortex dos tubérculos (Ryan, 1973). Por conter alta
concentragao de cisteina e cistina, varios autores apontam o seu valor como reserva de
enxofre para a plantula (Hartl ef al., 1986). '

- Agentes de defesa de plantas: Lipke el al. (1954), iniciaram os estudos dos inibidores
sobre a dieta de insetos e encontraram a inibigdo do crescimentgi de larvas de Triboleum.
Devido a isso os inibidores de serinoproteinases tém sido estudados em detalhe com
respeito a funcéo de defesa das plantas. Em detrimento do efeito desses inibidores em larvas
de Insetos, nota-se que ha uma relacdo entre os inibidores ¢ a defesa das plantas,
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mostrando uma abundéncia de serinoproteinases no trato digestivo efou secrecdes de
herbivoros, patégenos e pragas (Bowles, 1990).

O acumulo de inibidores do tipo batata | e Il em tomates (Plunkett ef al,, 1982; Bishop
ef al., 1984) e alfafa (Bm\ém et al., 1985), nos locais lesados por ataques de insetos ou outros
fendbmenos fisicos, é considerado como resposta de defesa. Esse acamulo deve-se a um
horménio chamado de fator indutor de inibidor de proteinase (PIIF) que é liberado no iocal do
ferimento (Plunkett ef al., 1982). Green e Ryan (1972), estudando as folhas de batatas
lesadas pelo besouro da batata do Colorado e suas larvas, detectaram rapido actimulo de
inibidor de proteinase ros tecidos da parte aérea das plantas. Este efeito pode ser
estimulado pela injaria mecanica nas folhas. Bishop ef al. (1984) isolaram o fator indutor de
inibidor de proteinase (PIIF) de folhas de plantas jovens de tomate. Entretanto, o extrato
obtido a partir do fungo Agaricus campestris mostrou-se mais efefivo, exibindo cerca de 20
vezes mais da atividade semelhante ao PIIF encontrado em folhas de tomate (Richardson,
1977). Os inibidores de batata também s#o efetivos contra o crescimento e a atividade
proteolitica de microrganismos isolados de tubércuios de batata deteriorada (Senser at
al.,1974) e contra proteases exdgenas de Fusarium solani (Mosolov ef al., 1976).

Godhole et al. (19@4) sugeriram que os inibidores de feijdo guandu (Cajanus cajan)
tém papel de defesa na semente, ndo encontrando evidéncias para outras funcoes. Sallai

(1993), em uma avaliacdo preliminar da agdo dos inibidores de tripsina em sementes de
Bauhinia sobre extratos dﬁigestivos de insetos, observou a inibigdo das enzimas proteoliticas
tipo tripsina, revelando urrjé;a possivel acdo dessas proteinas na protegio das sementes.

Apbs ter sido estabelecido que algumas plantas produzem inibidores de proteinases
em resposta ao ataque dea; herbivoros, muitos pesquisadores investigaram os efeitos desses
inibidores com relagéo & aptidao ao inseto herbivoro. Resultados de experimentos “in vitro”,
com extrato de intestino de insetos e inibidores de proteinases purificados, indicaram que
muitos desses inibidores éeﬁam efetivos quando incorporados na dieta de insetos ou guando
expressados nos Ensetcés da planta hospedeira. Entretanto, resultados “in vivo’
frequentemente ndo correspondem a esta expectativa. Ha muitos fatores que merecem
consideracéo e dentre est{ées destacam-se a concentracdo de inibidores, o vaior da constante
de interacdo com a protease, a estabilidade do inibidor no intestino do inseto, a presenca de
um compiemento de inibic{fores para inibir todas as proteases do intestino e a habilidade dos
insetos de se adaptarem a inibigdo da protease pela modulagéo da expressao do gene da
protease. Os inibidores atuam por causar dificiéncia de aminoacidos (Broadway and Duffey,
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1986b, 1988, Markwick ef al, 1995). Além disso, numerosos% compostos fitoquimicos
presentes ou induzidos em plantas tém o potencial de alterar a ta}ﬁxicidade dos inibidores de
profeinases em insetos (Broadway and Duffey, 1988; Felton ef al.,'if_QSQ).

Orozco-Cardenas ef al. (1993), demonstraram que planta;és de tomate fransgénicas
reduziram sua resisténcia contra as larvas de Manduca sexta. E?stas piantas transgénicas
nao induziram a sinfese de inibidores de proteinases ap0s 60 dias Se alimentac&o da larva.

As pragas encontraram diversas maneiras de evitar os efeitos negativos dessas

proteinas de defesa em suas plantas hospedeiras. Estas incluem 0; uso de proteases para as
quais a planta ndo tem inibidores, a degradacao proteolitica dos inf_Ebidores e a ocorréncia de
mutagbes, conferindo as proteases dos insetos maior resisténcia, sem a perda da sua

atividade catalitica (Jongsma & Bolter, 1997),

- Reguladores de proteinas endégenas: a maioria das endopeptidases de plantas parece
ser enzimas do tipo cisteinoproteinases, embora haja um grande niimero de endopeptidases
que n&o possui grupo sulfidrila para atividade catalitica. As :?plantas parecem utilizar
principaimente cisteinoproteinases para degradar proteinas, enquanto os animais e
microorganismos  ulilizam serinoproteinases. O fato de ~as plantas utilizarem
cisteinoproteinases, talvez esteja relacionado com o alto éteor de inibidores de
serinoproteinases presentes nessas plantas. Contudo, algumas piai;mas parecem ter enzimas
do tipo serinoproteinases e proteinases acidas (Ryan & Walkerf}—Simmons, 1981). Varias
endopeptidases que podem ser do tipo serinoproteinases tém sido éancontradas em folhas de
Phaseolus vulgaris, Avena sativa e varios outros vegetais, prine%palmente leguminosas e
gramineas (Larkins, 1981). "

Durante a germinacdo das sementes de alface, foi comprovado que houve um
aumento na atividade enzimatica e que a concentracéo de inibidor diminuiu. Isso sugeriu que
a enzima estava presente numa forma ativa, num complexo com;inibidor, ou a enzima foi
ativada a partir de um precursor, que blogqueou o inibidor 4 medida que a sua atividade foi

aumentada (Ryan, 1973). O inibidor de tripsina de trigo foi ativo coézjtra a protease endégena
da propria semente, sugerindo um papel regulatério para este inibiéﬁjor, o qual deve controlar
0 metabolismo durante o desenvolvimento da Qerminagéo cia%s sementes por formar
complexos inativos tripsina-inibidor (Poerio ef al., 1989). _

Os inibidores exiraidos de sementes que podem controiar'; enzimas endogenas tais

como proteinases e a-amilases, prevenindo assim, a hidrélise prematura de reservas de
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materiais, tém aumentac%-o nas Ultimas décadas. Segundo Richardson (1891), ha evidéncias
de que em cereais, existem inumeros inibidores de a-amilases endégenas que sao
responsaveis pela mobilizagdo do amido durante a germinagéo.

Estudos apresen-}&ados por Baumgartner & Chrispeels (1976), sugerem que em
sementes de Vigna raé?!iata, ha um inibidor de proteinase endégena, cuja finalidade é
proteger as proteinas ci;%opiasméticas contra digestdo. Somente uns poucos inibidores sdo

conhecidos que inibem -@proteinases endoégenas do tipo tripsina de sementes (Richardson,
1991). |
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Familia Leguminosae

A familia Leguminosae compreende 650 géneros e aproximadamente 18.000
.. espécies. Esta familia compreende plantas cuja morfologia € bastan%e variada, englobando

-desde arvores de grande porte até arbustos, ervas e trepadeiras. A principal caracteristica
desta familia sao frutos que quando secos, abrem-se por fendas para %ﬁberarem as sementes.
Ehtre as leguminosas destacam-se algumas espécies economicamente importantes,
. provendo uma ampla variedade de fontes de alimento para o homem (soja, feijdo, amendoim,
ervitha) e para o gado (alfafa), além de muitas espécies serem utilizadas em projetos de
reflorestamento. A familia Leguminosae é subdividida em trés importantes subfamilias:
Mimosoideae, Caesalpinicideae e Papilioncideae (Heywood, 1971). :

Delonix regia

O género Delonix Raf. consiste de 11 espécies, 9 das quais sado endémicas de
Madagascar. :

A espécie Delonix regia pertence a familia Leguminosae e subfamilia
Caesalpinioideae. E cultivada no leste e norte de Madagascar e em muitos paises tropicais.
A\s espécies do género Delonix sao plantas atrativas, com habitos e fiores decorativas e sao
-squentemente plantadas em vilas e cidades (figura 2). As sementes da maiona das
eigs de Delonix séo largas, lineares-oblongas e um pouco achatadas. Delonix regia tem

s em forma de tiras com numerosas sementes (figura 3). Vér%as especies produzem

esina transparente, quando submetidas a injurias, que pode se acumular formando
- tuberancias facilmente destacadas da arvore. Apesar da resina, qiuando seca, ser dura e
. melhante a verniz, ela é soliivel em agua e é usada como cola. As sementes de algumas
»pécies sao trituradas cruas e ingeridas como refeicao, em Madagas%::ar (Puy et ai., 1995).
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Figura 3. Amostra do:_fruto e sementes de Delonix regia.
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OBJETIVOS

Isolar, purificar e caracterizar parcialmente o inibidor a partir ua farinha de sementes
inteiras de Delonix regia;
Determinar as constantes de inibicdo em relacao as serirjaoproteinases digestivas
(quimotripsina e fripsina bovina e porcina);
Determinar as constantes de inibicdo em relagdo as serinoprg)teinases envolvidas na
coagulacao sanguinea (HuPK, Fator Xa e plasmina);
Determinar a massa molecular aparente do inibidor através da% eletroforese em gel de

poliacritamida;

Determinar o modelo estrutural do inibidor, através de estudos cristalograficos.




20
MATERIAIS

Material Vegetal |

No presente tr@;@abalho foram utilizadas sementes maduras de Delonix regia
(i_eguminosae»Caesalpiéj;ioideae), que foram fornecidas pelo Instituto Florestal do Estado de
Séo Paulo, Sao Paulo.

Enzimas

As enzimas utilizédas para os experimentos foram:

Tripsina bovina e porcina (EC 3.4.214) e quimotripsina bovina (EC 3.4.21.1),
adquiridas da Sigma; |

A calicreina piasénética (EC 3.4.21.34) e Fator Xa (EC 3.4.21.6) humanos foram
preparados no Departanﬁento de Bioguimica da Universidade Federal de Sao Paulo, segundo
procedimentos descritos:fépor Oliva ef al. (1982) e Lopes (1992}, respectivamente.

A plasmina humaa?f;%na (EC 3.4.21.7) foi adquirida da Chromogenix.

Substratos __
Os substratos ccééorimétricos utilizados neste trabalho foram adquiridos da Sigma,

exceto 0 $-2302, da Chréf;mogenix.

Resinas _

As resinas de trocéa ibnica DEAE Sephadex A-50 e Sephadex G-75, foram adquiridas
da Pharmacia Fine Chemical;

A coluna de troca ﬁ%énica DEAE 5PW (HPLC) foi adquirida da Waters.

Reagentes para eletrofefgérese

Os padrées de mea%fssas moleculares fosforilase b (94 kDa), albumina bovina (67 kDa),
ovoalbumina (43 kDa), as‘éidrase carbdnica (30 kDa), inibidor de tripsina de soja (20 kDa) e a-
lactalbumina (14 kDa), f?éfaram obtidos da Pharmacia. As demais substancias como dodecil
sulfato de sobdio (SfDS), Coomassie Brilliant Blue R-250, acrilamida, NN,
metilenobisacrilamida, TEMED e persulfato de aménio, foram adquiridos da Bio-Rad
Laboratories. Os demais :_;éreagentes utilizados foram de grau HPLC.
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METODOS

1. DOSAGEM ENZIMATICA

Hidrélise de substratos cromogénicos

Os substratos sintéticos, derivados da p-nitroanilida, foram utiéézados para dosagem de
tripsina, quimotripsina, fator Xa humano, calicreina plasmatica humé;ana e plasmina humana.
Estes substratos, peptideos derivados de p-nitroanilida, tém sidof amplamente utilizados,
principalmente pela alta sensibilidade, através de medida fotomété*ica em A405 nm da p-
nitroanilida liberada apés a hidrélise enzimatica (Erlanger ef al., 1;%961). Os ensaios foram
realizados com excesso de substrato e o produto de hidrlise (p-nitroanilida) foi

acompanhado por absorbancia em 405 nm.

Determinag¢ao das concentragoes de tripsina e quimotripsina atiéi!as

As concentragbes de tripsina e quimotripsina ativas, usacﬁig-as nos ensaios, foram
determinadas pela titulacao fotomeétrica dos sitios ativos com o subéﬁtrato NPGB, de acordo
com Chase & Shaw (1970) e Sampaio ef al. (1984). Para um voh@éf‘me final de 1,005 ml, a
mistura de incubagéo continha 54 mM de tamp&o barbital (pH 83) 0,046 mM do substrato
NPGB, 99,5 ng de tripsina e 199 ug de quimotripsina, ambas diiui%ias em 1TmM de HCIL A
mistura acima foi deixada em repouso por 5 minutos a temperatuéﬁa ambiente, ao fim dos
quais, os titulos dos sitios ativos da tripsina e da quimotripsina forarr?é acompanhados através
da hidrélise do substrato, estimada pela leitura em 410 nm do p»nitrofeno% liberado.

2. PURIFICAGAO DO INIBIDOR A PARTIR DAS SEMENTES DE Dé@ionix regia

Extracao salina

As sementes inteiras foram trituradas em um moinho anaiitic}o até a obtencéo de um
material pulverizado. A farinha das sementes (70g) foi homogeneiza%ja com solucao de NaCl
10% e a suspensdo foi mantida sob agitacdo por 1 hora a tempe%ratura ambiente para a
extragao das proteinas. A suspenséao obtida foi filtrada em gaze e é;entrifugada a 3000 x g,
por 20 minutos a 4°C, sendo o precipitado descartado e o sobr‘;’_éﬁenadante foi o material

utilizado nas etapas posteriores de purificacdo do inibidor.
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Precipitacao das prote‘?énas por acetona 80%

A precipitagdo das proteinas extraidas em NaCl 10%, foi realizada por adicdo lenta de
acetona ao sobrenadant%e obtido na etapa anterior, sob agitagao, em camara fria (4°C), até a
concentragao finat de 8@%. Apo6s um perfodo de decantacao (30 minutos), parie da acetona
foi retirada e a fracéo restante foi centrifugada a 3000 x g por 20 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descart;ado € o precipitado protéico foi espalhado em placas de Petri e seco
& temperatura ambiente.

Cromatografia de troca idnica em DEAE-Sephadex A-50

A resina foi prezéparada conforme instrugcées do fabricante (Pharmacia), sendo
previamente entumescirﬁa, equilibrada com 0,05M de tamp&o inicial Tris-HCI pH 8,0 e
empacotada em coluna c:i%e vidro (27 x 1,8 cm).

O material resuitaaéf\te da precipitagdo acetdnica foi ressuspendido em agua, clarificado
por centrifugacao a 3000 x g por 15 minutos.

A eluicao foi reaii?ada com gradiente linear (0,05M de tamp&o Tris-HCI /0-0,5M de
NaCl pH 8,0) com um ﬂu;éto de 30 ml por hora, sendo coletadas fracdes de 3 mi.

Nos eluatos, foram determinadas a concentragdo de proteinas (A280nm) e a atividade
inibitoria das fracOes, uti_%f:izando-se a tripsina bovina como enzima padréo, de acordo com o
procedimento descrito ncé item 4. As fragbes com atividade biolégica foram reunidas em um
"pool", dializadas e liofilizadas.

Cromatografia de exclusio molecular em Sephadex G-75

O inibidor obfido gfwa etapa anterior foi submetido a uma coluna de gel filiracdo em
Sephadex G-75 (102 x: 1,9 cm). A coluna foi equilibrada com 0,05M de tampdo Tris-
HCI/0,15M de NaCl, pH &,0, com fluxo de 12 mi/h. A concentragdo de proteinas ¢ a atividade

inibitéria foram determinadas como descrito anteriormente.

Cromatografia de troca ;§6nica em DEAE 5PW

A fracdo com atividade inibitoria (1mg) proveniente da etapa anterior foi aplicada em

1ram snbitna Aas MDA .KDE;J@‘\I 7 B v TR marmal asmelocdo e mim;dooman sdoe L88% M A o ool fo . £ _ ..
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eluidas com gradiente linear descontinuo (20 mM de Tris-HCI 10»0,5%/! de NaCl, pH 8,0), com
fluxo de 1 mi/min. O monitoramento das proteinas e a atividade lﬁ?)sioiégica das fra¢bes foi

realizado conforme descrito acima.
3. EXTRAGAO ACIDA DO INIBIDOR DE Delonix regia

O inibidor de Delonix regia foi também extraido em baixo pf}H com acido sulfdrico,
como descrito por Weder, 1978. Esta metodologia de extracao foi t.%iiiizada com a finalidade
de calcular a quantidade de tripsina que foi inibida por grama de pa;::a de semente. A farinha
das sementes (5g) foram colocadas em solugdo 0,25N de H.SO,, & mantidas sob agitagao

por 1 hora. A solugéo foi centrifugada a 3000 x g durante 20 minutosél O sobrenadante (70mi),

foi ajustado para o pH 7,6 com NaOH. O volume foi completado ps%ra 100 ml com 0,2M de
tampao Tris-HCI e 66mM de CaCl,, pH 7,6.

Determinacao da atividade da tripsina

Foi feita uma curva de calibracdo para esta enzima que foi prégviamente titulada, como
ja foi mencionado anteriormente. Para um volume final de 4,0 mi, a r%aistura de pré-incubacéo
continha 25 ug de tripsina (previamente dissolvida em 1mM de HCI) e diferentes
concentragdes de tampao Tris/HCI (132 a 142 mM) mais CaCl, (43 a 47 mM), pH 7.6. Apds
10 minutos de pré-incubagao a 30°C, foi acrescentada uma solugéo?z-de 2,5 mM do substrato
L-BAPNA, previamente dissolvido em DMSO. A incubagao prossegu§u por mais 10 minutos a
30°C, sendo interrompida com acido acético 30% (v/v), no mesmo ir%tervaio e ordem em que
se acrescentou o L-BAPNA. A absorbancia foi monitorada a 405 nm.

Determinacgao da atividade do inibidor sobre tripsina

A determinacéo da quantidade de inibidor nos extratos foi feitag pela inibicdo da tripsina
medida sobre o L-BAPNA. Para um volume final de 4,0 ml, a n‘é§stura de pré-incubacéo
continha 25 ug de tripsina, diferentes concentragées do inibidor ém solucdo e diferentes
concentracdes de tampao Tris/HCI (132 a 142 mM) mais CaCly (43 a47 mM), pH 7,6. Apés a
pré incubacdo durante 10 minutos a 30°C, a reacdo foi iniciada pé%a adicao de 2,5 mM de
substrato (L-BAPNA), em intervalos regulares cronometrados. Incuou-se por 10 minutos a
30°C, interrompendo-se a reagdo com acido acético 30% (viv). A ab;fsorbéncia foi monitorada
a 405 nm.
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4. CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE DO INIBIDOR DE Delonix regia
Medida da inibicado sokx%re tripsina bovina e porcina

Para um vclumeffinai de 2,0 mi, a mistura de pré-incubacio continha 12,5 mM de
tamp&o Tris/HCI pH 8:;0, S0ug de tripsina (dissolvida em 1mM de HCI) e diferentes
concentragbes do inibider. A pré-incubagao prosseguiu durante 10 minutos a 37°C. Decorrido
o tempo descrito, 0,5 ml\ﬁi do substrato cromogénico DL~BAPNA foi adicionado e a incubacac
prosseguiu por mais 30 minutos a 37°C. A reacdo foi interrompida pela adicdo de acido
acético 30% (viv) e a hiérélise do substrato pela enzima foi acompanhada fotometricamente
a 405 nm. O calculo da e’gé}ztividade inibitéria foi feito pela determinacéo da atividade residual da
tripsina no ensaio.

Medida da inibigdo soh;fe quimotripsina

Para um volume ;;ﬁnai de 2,0 ml, a mistura de pré-incubacado continha 12,5 mM de
tampao Tris/HCI pH 8,0,@52,1 uM de quimotripsina (dissolvida em 1 mM de HCI) e diferentes
concentracbes do inibidor. A pré-incubagdo prosseguiu durante 10 minutos a 37°C. Em
seguida 0,25 mM do Stébstrato cromogénico BTPNA foram adicionados e, decorridos 30
minutos de incubacao, a reacéo foi interrompida pela adigdo de acido acético 30% (viv). A

hidrélise do substrato pela enzima foi acompanhada fotometricamente a 405 nm. O céleulo

g r ®

da atividade inibitéria foé?_ feito pela determinagdo da atividade residual da quimotripsina no
ensaio, comparando os resultados obtidos na auséncia e na presenca do inibidor.

Medida da inibigdo sobie calicreina plasmatica humana

No ensaio de inibicdo da calicreina plasmatica humana, utilizou-se como substrato o

composto $-2302. Para um volume final de 2,0 ml, o meio de pré-incubagao continha 12,5
mM de tampao Tris/HC! gaH 8,0, 1ug de HuPK e diferentes concentragdes do inibidor. A pré-
incubagéo prosseguiu duf,rante 10 minutos a 37°C.

Decorrido o tempc de pré-incubacdo, 1mM do substrato foi adicionado e a incubacéo
prosseguiu por mais 20 rfﬂinutos. A reacéo foi interrompida pela adicao de acido acético 30%
(viv). O calculo da ati\é‘_dade inibitoria foi realizado pela determinacdo da hidrélise do

substrato cromogénico e atividade residual da HUPK no ensaio, comparando-se a atividade
enzimatica na presenca e na auséncia do inibidor. A absorbancia foi monitorada a 405 nm.
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Medida da inibicdo sobre plasmina humana

Para a dosagem da plasmina humana utilizou-se o substrato é'?conhecido como S-2251.
Para um volume final de 2,0 mi, o meic de pré-incubagao contir%ha 12,5 mM de tampéo
Tris/HC! pH 8,0, 0,125 g de plasmina e diferentes concentragdes do%ﬁnibidor. A pré-incubagao
prosseguiu durante 10 minutos a 37°C.

Decorrido o tempo de pré-incubacéo, 1,5 mM de S-2251 foi a&dlmonado e a incubagéo
prosseguiu por mais 60 minutos. A reagao foi interrompida pela adlgao de acido acético 30%
(viv). Neste ensaio foi acompanhada a hidrélise do substrato, cmhparando—se a atividade
enzimatica na auséncia e na presenc¢a do inibidor. A absorbéancia foi Q:monitorada a 405 nm.

Medida da inibicio sobre o Fator Xa humano

A dosagem do Fator Xa humano (FXa) foi precedida pela ;-_ativagéo da pré-enzima,
seguindo 0 método descrito por Lopes (1892). O substrato para a doésagem foi 0 composto S-
2222. Para um volume final de 2,0 mi, a mistura de pre- incubag:féo continha 12,5 mM de
tampao Tris/HCI pH 8,0, 1nM de fator Xa e diferentes concentrag:oes do inibidor. A pré-
incubacéo prosseguiu durante 10 minutos a 37°C. .

Apés a pré-incubacao de 10 minutos, 1,5 mM de 8-2222? foram adicionados e a
incubagédo prosseguiu por mais 60 minutos. A reagao foi interrompida pela adicdo de acido
acético 30% (viv). O célculo da atividade inibitéria foi reaiizadé’x pela determinacéo da
atividade residual do FXa no ensaio, comparando-se a atividade enzimatica na presenca e
na auséncia do inibidor. A absorbancia foi monitorada a 405 nm.

5. DETERMINAGAO DAS CONSTANTES DE INIBIGAO

As constantes de inibic&o das serinoproteinases empregadaé no estude do inibidor de

Delonix regia, foram calculadas assumindo-se 0 mecanismo de initiicio do tipo "slow tight-
binding " (Morrison, 1982). Os dados foram analisados no programa de computador Enziftter.
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6. DOSAGEM DE PROTEINAS

Durante os procedimentos cromatograficos, as concentrages relafivas de proteinas
dos eluatos foram eséimadas pela medida da absorbédncia a 280 nm, usando um
espectrofotémetro Shiméédzu Modelo UV 1201.

A quantificacdo d?@as fragbes protéicas foi feita de acordo com o método descrito por
Lowry (Lowry ef al., 19.”51; Peterson, 1979). Uma amostra (200 pl de solucéo de proteina
convenientemente diiufd%& foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente com 1 ml do
reagente cupro-alcaling (fisoiugéo C). A solugdo C é constituida de 2% de carbonato de sodio
(piv) em 0,1N de NaOH isoiugéo A}, 1% de sulfato de cobre (p/v) em H20 (solugéo B1) e 2%
de tartarato de sédio e @otéssio (p/v) em H;0 (solugdo B2), na proporcdo de 100:1:1 (viv),
respectivamente.

A mistura acima a@édicionou-se 50 pi do regente Folin-fenol Ciocalteau (Merck), deixou-
se emn repouso por 30 mﬁénutos a temperatura ambiente e ao fim dos quais foi determinada a
absorbancia a 660 nm.%@A concentracédo de proteina foi determinada usando uma curva
padraoc de albumina sé:iéa bovina (Fraction V, Sigma, Co.) com concentragtes variando de 0
a 400 (g/ml).

7. ELETROFORESE EM SDS-PAGE

A andlise eietroforgética das proteinas foi feita segundo Laemmli (1970).

0O gel de paiiacﬂlaé%nida foi preparado sob um gradiente 10 - 20% (proporgédo 30:0,8 de
acriiamida:bisacﬁiamida)é O gel de corrida foi preparado em 0,4M de tampao Tris-HCI pH 8,8,
contendo, 0,2% de SDS, 0,025% de PSA (100mg/mL) e 0,05% de TEMED, em volume final
de 8ml para cada gel. A@os a polimerizac&o do gel de corrida, foi preparado o gel superior
para a aplicagdo das am%:stras, usando-se 5% de acrilamida em 0,1 M de tamp&o Tris-HCI,
pH 6,8, contendo 0,5% cﬂa SDS, 0,025% de PSA (100mg/mL) e 0,1% de TEMED, em um
volume final de 2ml. A eéietroforese em SDS-PAGE, foi realizada em um sistema duplo de
placas SE 250 Mighty Sn’iéali (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA).

As amostras (10 a 50 pl) de uma solugéio de aproximadamente 1 mg de proteina por
mi, foram dissolvidas em i%D,OBM de tampéao Tris HCI pH 6,8, contendo 10% de glicerol, 0,02%
de bromofenol e 2% de'ESDS, No caso das amostras reduzidas, foi empregado ditiotreitol

{(100MAa/mBY nAa maemn f2amndSn o am eaniiirda ae amasiras faram anlicndne am oadooess
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maximo de 40ul. A corrida eletroforética foi desenvolvida em temperatura ambiente, em
0,18M/0,025M de tampéo Glicina/Tris-HCl, pH 8,3, contendo 0,1% de SDS (m/v) com
duracéo aproximada de 2 horas sob corrente de 30 mA.

Apods a corrida, o gel foi retirado das placas e colocado em%j uma solucao contendo
0,25% de Coomassie Blue R-250 em metanol, acido acético e é@ua (40:10:50, viv), para
coloracdo das proteinas. A descoloracdo do gel, para remogéo dtf;ﬁ excesso de coranie e
visuatiza¢ao das bandas de proteinas, foi efetuada por lavagem na miistura de metanol, acido
acético e agua (40:10:50, viv).

8. DETERMINAGCAO DA MASSA MOLECULAR APARENTE DO INIBIDOR

A massa molecular aparente do inibidor foi determinada por eletroforese em gel de
poliacrilamida, segundo método descrito por Laemmli (1970). CUs padrées de massas
moleculares utilizados foram: fosforilase b ( 94 kDa), albumina bovin;& (67 kDa), ovoalbumina
(43 kDa), anidrase carbdnica (30 kDa), inibidor de tripsina (20 kDa) e o-lactalbumina (14
kDa).

9. CRISTALIZACAO DO INIBIDOR DE Delonix regia

O DrTi foi cristalizado pelo método de suspensao de gotas e difusdo a vapor a 18°C
(McPherson, 1982). O inibidor foi dissolvido em 25 mM do {ampéo fosfato de potassio em
concentracdo final de 22 mg/ml. Posteriormente, 10 ul desta soiugéd- foi misturada com igual
quantidade de 7,5% de PEG 6000 em 12 mM do tampéo fosfato de potassio, cujo pH variou
entre 5,4 e 6,3. Apbs centrifugacéo (4000 x g), por 5 minutos, gotas de 18 ul da solucéo
resultante foram equilibradas contra 1 ml num reservatério contendc 15% de PEG 6000 em
100 mM do tampao fosfato de potassio, pH 6,0.

Coleta e processamento dos dados

Os dados de raios—X, provenientes do cristal nativo Unico, foram coletados a
temperatura ambiente. A cristalografia da proteina foi possivel através de uma linha de
Pfeixe direcional do Laboratéric Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), usando 345 mm de um
detector na forma de placa e radiacdo monocromatica de raio-X, utilizando a absorbéncia de
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1,38 A Foram coletadas 96 oscilagbes de imagens com um angulo de 1% & exposicdo de
30000 unidades de dose por imagem. Os dados foram processados nos programas DENZO
e SCALEPACK (Otwinowski, 1993) e estendidos para uma resolugao de 2,85 A.
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1. CARACTERIZAGAO DA ATIVIDADE DO INIBIDOR DE Delonix r;é%%gia

Inibigdo da tripsina bovina e porcina
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Apbs a extracao salina (10%, p/v), foi feito o teste enzimatico pa;fra detectar a presenca

do inibidor nas sementes de Delonix regia. Além da tripsina bovina, fcm realizado o teste com

outras enzimas que atuam no processo digestivo, como a fripsina po

(cina e a quimotripsina.

Este ensaio enzimatico, é utilizado como padréc para detectar a pre&fﬁgenga de inibidores nas

sementes de diversas leguminosas. Uma vez constatada a atividade i%;aibitéréa, foi realizada a

segunda etapa de purificago do inibidor, que consistiu na precipita

acetona (80%, v/v).

¢&0 das proteinas com

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

multiplicada por 6,025 x 10° , que é o resultado da relagéo entre o
molar do p-nitrofenol formado nas condigbes do ensaio e a dilui
substrato utilizado foi o DL-BAPNA.

?oeﬁciente de extingac

-a0 dos reagentes. O

As figuras 4 e 5 mostram as curvas de inibigdo da tripsina bovina e tripsina porcina,

respectivamente, na presenga de quantidades crescentes do inibidor
por 30 minutos, em 12,5 mM do tampao Tris-HCI, pH 8,0, a 37°C, a
determinada pela hidrélise do substrato cromogénico DL-BAPNA, es

‘DrT1). Apds incubacéo
étividade enzimatica foi

hectrofotometricamente

com a finalidade de estimar a atividade residual da tripsina no ensaic e, consequentemente,

a eficiéncia inibitoria.

A figura 6 apresenta a curva de inibigdo da tripsina bovina peic%:‘:% precipitado acetonico,

comprovando que nao houve perda da atividade bioldgica do inibidor apds esta etapa.

A partir da extrapolagéo desta curva, para o ponto de intersgiecgéo com a abscissa,

pdde ser calculada a concentragéo real do inibidor.
A quimotripsina no foi inibida pelo inibidor de Delonix regia.

Inibigdo da calicreina plasmatica humana

A figura 7 mostra a curva de inibigao da calicreina, incubada durante 10 minutos, com

diferentes concentracdes do inibidor em 0,1M de tampéo Tris-HCl pH
hurmano e a plasmina, outras enzimas da coagulacéo sanguinea, nao

8,0, a 37°C. O fator Xa
foram inibidas.
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Figura 4. Curva de injbicao da tripsina bovina pelo extrato salino de Delonix regia. A tripsina
(50pg) foi pré-incubaca com diferentes concentragdes do inibidor, em 12,5 mM de tampso

Tris-HCI, pH 8,0. A atividade residual da tripsina foi acompanhada pela hidrolise do substrato
DL- BAPNA, :

1008,
ST
o B0t \
o |
N '\\
E 60}
]
5 N
N
o A0 S
ks .,
© .
T e
s 20} \\
< .
0 " 1 . l 1 3+
0 20 40 80 80
Inibidor ug

Figura 5. Curva de ini%ﬁigéo da tripsina porcina pelo extrato salino de Delonix regia. A tripsina
((50ug) foi pré-incubaga com diferentes concentracées do inibidor, em 12,5 mM de tampao

Tris-HCI, pH 8,0. A atividade residual da tripsina foi acompanhada pela hidrélise do substrato
DL- BAPNA. '
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Figura 6. Curva de inibigdo da tripsina bovina pelo precipitado acetdnico de Delonix regia. A
tripsina (50pg) foi pré-incubada com diferentes concentracdes do inibidor, em 12,5 mM de
tampéao Tris-HCI, pH 8,0. A atividade residual da tripsina foi acompanhada pela hidrélise do
substrato DL- BAPNA. :
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Figura 7. Curva de inibigdo da calicreina ptasmatica humana pelo DrTl. A enzima (1ug) foi
pré-incubada durante 10 minutos, com diferentes concentragdes do inibidor, em 12,5 mM de
tampao Tris-HCI, pH 8,0. O calculo da atividade inibitoria foi realizado pela determinacéo da
atividade residual da enzima na presenca e na auséncia do inibidor. O substrato utilizado foi
0 §-2302. ?



32
2. DETERMINAGAO DAS CONSTANTES DE INIBIGAO

Apbs obter as curvas para cada uma das enzimas acima, foi possivel determinar as
constantes de inibigér_&f de acordo com o procedimento de Morrison (1982) e adaptada ao
programa de computacééor Enzfitter.

A tabela 2 apreéenta os valores das constantes de inibigao do inibidor na presenca de

enzimas do {ipo serinoproteinases.

Tabela 2. Constantes @Ie inibig&o do inibidor de Delonix regia.

ripsina bovina

Tripsina porcina 453 x 108
Cahcrema plasmética humana 5,25 x 10°°
Fator Xa n.i
Plasmina rn.i
Quimotripsina n.i

n.i = auséncia de inibigao

Considerando qfue o valor de Ki determina a afinidade entre a enzima e o inibidor, &
possivel verificar que ndo houve diferenca com relagdo a afinidade do inibidor pela tripsina
bovina e porcina, pois os valores de Ki para estas enzimas foram da mesma ordem de
grandeza (10%M). A maxima inibi¢do da atividade amidolitica observada com as preparagoes
pancreaticas bovina e ;;Ezorcina foi de 98% e 75%, respectivamente.

A quimotripsina, oufra serinoproteinase que atua no sistema digestivo, nao foi inibida
pelo DrTl, sugerindo gue o sitio reativo deste inibidor pode ser reconhecido somente pela
tripsina ou por uma enz{ima semethante a tripsina.

A determinacao do Ki foi feita também com algumas serinoproteinases que atuam na

cascata da coagulagécﬁ sanguinea. A plasmina e o Fator Xa, ndo foram inibidas pelo DrTl,
enfretanto, este inibido{f mostrou maior afinidade pela calicreina plasmatica humana, pois o
valor de Ki para esta enzima foi menor (5,25 x 10°M). A atividade da calicreina plasmatica
humana foi reduzida ern 97%, na presenca do inibidor.



3. PURIFICAGAOQ DO INIBIDOR

O esquema abaixo mostra as etapas de purificacdo do inibido
de Delonix regia .
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Cromatografia de troca idnica em DEAE Sephadex A-50

Nesta cromatografia 10 mi (4,5 mg/ml) da fracdo protéica refésuitante da precipitacéc

com acetona 80% (v/v), apds dialisada e liofilizada, foi aplicada eg&n uma coluna de troca

ibnica DEAE Sephadex A-50.

A figura 8 mostra o perfil cromatografico, em que a fragéo }_::om atividade biologica
encontra-se no “pool A’, o qual corresponde aos tubos 100-120. A elisigéo do inibidor ocorreu

através de um gradiente linear de NaCl (0-0,5M).

A cromatografia de troca idnica foi empregada para purificar o inibidor e verificar a

possivel ocorréncia de isoinibidores nas preparagdes.
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Figura 8. Cromatografia de troca ibnica em DEAE Sephadex A-50. Amostra: 10 mi do
inibidor proveniente da precipitacédo por acetona (4,5 mg/mi). Fluxo: 30 mi/h. Tampao de
equilibrio: 0,05M de Tris-HCI. Tampéo de eluicdo: 0,05M de Tris-HCI /0-0,5M de NaCl, pH
8,0. () fragdo com atividade inibit6ria.

Cromatografia de Exclusdo Molecular em Sephadex G-75

Nesta segunda etapa de purificacdo, a fragho ativa (“pool A"), proveniente da
cromatografia de troca ionica (DEAE Sephadex A-50), apods didlise e liofilizagéo, foi

submetida a uma c}omatografia de exclusgo molecular (Sephadex G-75). O perfil
cromatografico mostra a presencga de uma porgdo principal (“pool B"), correspondente aos
tubos 37-42. A fracao ‘com atividade inibitéria esta demarcada com uma linha na base do

pico. como mostra a ficura 9.
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Figura 2. Cromatografia de exclusdo molecular em Sephadex G-75. Amostra: 2,5 mg de
inibidor proveniente da DEAE Sephadex A-50. Tamp&o de equilibrio: 0,05M de Tris-
HCI/0,15M de NaCl, pH 8,0. Fluxo: 12 mi/h. (-) fragdo com atividade inibitoria.

Cromatografia de troca iénica em DEAE 5PW (HPLC)

A fracdo ativa proveniente da cromatografia de exclusdo molecular em Sephadex G-
75 (“pool B"), foi submetida a outra cromatografia de troca idnica, com a finalidade de se
obter o inibidor purificado e com atividade biologica. A fracdo c:orf%n atividade inibitéria foi
eluida num pico principal, através de um gradiente linear com 0~O,5E§/§ de NaCl, sendo que a
fracdo correspondente ao inibidor foi eluida no gradiente de 0,2 M de NaCl. Este resultado

esta apresentado na figura 10.
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Figura 10. Cromatografia de troca iénica em DEAE 5PW, acoplada ao sistema de HPLC.
Amostra: 1 mg de inibidor eluido da coluna de exclusdo molecular. Tampéo de equilibrio:
Tris-HCI 20 mM, pH 8,0. Tampao de eluigdo: 20 mM de Tris-HCI / 0-0,5M de NaCl, pH 8,0.
Fluxo: 1mi/min. (-) fragéo com atividade inibitoria.

Controle do rendimerﬁ%ta de purificacéo do inibidor

As etapas de éuriﬁcagéo do inibidor estao apresentadas na tabela 3. E possivel
verificar que a atividad_fe especifica do inibidor aumentou, conforme foram sendo realizadas
as etapas de purificacZo, sendo de 0,05 no inicio e 2,3 no final. Este resultado é esperado,
uma vez que indica o g:ijau de pureza de uma proteina. Na Ultima etapa de purificac&o (DEAE
5PW). o inibidor foi Duri;ficado cerca de 343 veres e o rendimantn foi de 3%



Tabela 2. Purificacao do inibidor de Delonix regia.
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Extrat 520 1820 101,1 0,056 100
salino :
Precipitado 46 188,6 67,32 0,36 e 66
aceténico
DEAE 81 86,83 43,97 0,51 g 43
Sephadex '
A-50
Sephadex 116 12,3 20,59 1,67 249 20
G-75
DEAE 5PW 10 1,3 3 2.3 343 3

? Estimado por Lowry et al., 1951;
® (U) = unidade de inibidor;
© {Uimg) = unidade de inibidor / mg de proteina;

4. ELETROFORESE EM SDS-PAGE

A figura 11, mostra um gel com as etapas iniciais de isola

exiracao salina e o precipitado acetdnico, onde ocorre a presenga

proteinas, distribuidas em todas as faixas de massa molecular.
A figura 12 mostra as etapas de purificacdo do inibidor obtide

molecular (Sephadex G-75) e coluna de troca idnica (DEAE 5PW

nento do DrTl, como a
de maior numero de

em coluna de exclusdo
O grau de pureza do

inibidor & semelhante ao SBTI (inibidor de tripsina de soja), disponivésl comercialmente. Além

disso € possivel verificar que o inibidor apresenta uma cadeia polupepﬁtidlca anica, mesmo em

condigbes redutoras, na presenca de DTT 0,1M.
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Figura 11. Eletroforese em gel de poliacrilamida (10-20%), das etapas iniciais de isolamento
do inibidor, na presenc

a de SDS. Amostras: a: marcadores de massa molecular; b: extrato
salino do DrTl 40 (pg);;

¢: precipitado acetdnico do DrT1 (40pg).
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Figura 12. Eletroforese em gel de poliacrilamida (10-20%), do inibidor purificado, na

presenca de SDS. Amostras: a: marcadores de massa molecular; b: inibidor eluido da
Sephadex G-75; ce d: '%“{nibidor eluido da DEAE 5PW; e: inibidor da DEAE 5PW reduzido.
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5. DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR APARENTE DO !N!%BIDOR

A massa molecular aparente do inibidor também foi estimada

em gel de poliacrilamida, sendo o valor de aproximadamente 22 k

inibidor pertence & familia de inibidores vegetais do tipo Kunitz (figure
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Figura 13. Determinacdo da massa molecular aparente do inibidor d% Delonix regia, através
de eletroforese em gel de poliacrilamida (10-20%).
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6. CRISTALIZAGAO !130 INIBIDOR

O inibidor DrTi foi submetido a uma precipitacéo por PEG 6000, usando o método de
crescimento por difusdo a vapor. Afravés deste método foi possivel obter cristais
pertencentes ao grupo espacial ortorrombico com dimensées de a= 315 A, b=69,39 A e
c=72,54 A. O ajuste final dos dados esta 89,3% entre 13A e resolucdo de 2,95 A. A perfeicao
dentro da (ltima cépﬁ_’suia de resolugdo foi de 96%. Um total de 8199 reflexdes foram
coletadas, dentre as qﬁixais 3326 reflexdes foram nicas. Considerando uma massa molecular

de aproximadamente 22 kDa e uma Unica molécula de DrTl por unidade de célula (cristal)
assimétrica, o volume do cristal foi de 1,92A3/Da (Matthews, 1968). Estes dados indicam a
presenca de um L’lnico__tipo de molécula de DrTl na unidade celular (cristal) assimétrica.

Os cristais do DrTl foram melhor resolvidos usando uma resolugéo de 2,5 A, a mesma
resolucdo da estruturzéa do inibidor de Erythrina caffra (figura 14). A funcio de rotacédo foi
calculada usando dac}ééos de difracdo num limite de resolugdo de 10 A -3.3 A e um raio
Patterson de 20 A. O pico de rotagéo correspondente 3 solugéo correta foi o mais alto (CC de
25,1%). A fungdo de t%radugéo resultou numa solugao clara com o CC de 39,7% e fator de
resolugdo de 53,6%. O modelo foi finalmente submetido a um refinamento rigido num limite
de resolugéo de 10 A até 3,3 A, o qual melhorou o fator de resolucéo (52,7%) e o coeficiente
de correlagdo (40,4%). Este refinamento foi realizado através do programa REFMAC, da

série de programas CC P4 (Projeto Colaborative Computacional, Niimero 4, 1994).
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(B)

Figura 14, Estrutura dos inibidores de tripsina do tipo Kunitz de sementes de Erythrina caffra
(A) e de Delonix regia (B). A leitura dos cristais desses inibidores fem realizada pelo método
de difra¢do de raios-X.
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DISCUSSAO

As sementes da}és leguminosas contém um aito teor de proteinas em relagdo as outras

partes da planta. Em p_%aﬁicular, dois grupos de plantas, os cereais e as leguminosas, s3o de
grande importancia nuéricionai e economica uma vez que o seu contelido protéico constitui-
se em componentes %%mportantes para a alimentagdo humana e animal. Dentre essas
proteinas estdo os iriﬁbidores de proteinases, particularmente inibidores de enzimas da
familia das serinoprote%?nases (Richardson, 1977).

Esses inibidoreé provocam efeitos adversos quando ingeridos na dieta, podendo
interferir direta ou lnd%retamente na digestdo e absorgdo de proteinas ou por afetar as
fungbes de digestdo e absorgdo de células intestinais limitando assim, o uso dessas
sementes na nutricao hﬁgumana e animal (Birk, 1989).

Os métodos utilﬁézados para a extracdo e purificagdo do inibidor de Delonix regia, séo
aqueles usados para pémteinas vegetais. A extragdo geraimente é feita a partir da farinha de
sementes inteiras, sal%to em alguns casos em que € preciso remover o fegumento das
sementes, ou seja, d@scasca las para eliminar pigmenios ou outras substancias como
polifendis e aicaléldes@ que possam interferir nas etapas de purificacdo subsequentes
(Richardson, 1991). O ;gaxtfato das sementes em estudo, ndo apresentou qualquer substincia
que pudesse dificultar zas analises posteriores e, por isso, foi utilizada a farinha das sementes

inteiras.

A solubilidade d_;éas proteinas € muito variavel e a escolha do solvente para efetuar a
precipitacdo dessas prg;f)teiﬂas apresenta alguma dificuldade em funcéo dessa solubilidade.
Os inibidores semelhar%tes a albumina, presentes em trigo e arroz, foram extraidos em agua
(Poerio et al., 1989), er’%quanto que os inibidores do tipo globulina sao extraidos em solugéo
de 0,1M de NaCl (Sarichez-Monge et al., 1986a) Alem disso, solugdes diluidas de acido
cloridrico e acido sulfurtco também podem ser usadas para a extragéo de proteinas (Odani et
al., 1986} ou ainda tanr;%poes como acetato de sodio e etanol (Lyons ef ai, 1987). Algumas
proteinas de reserva d@ cereais, que incluem varios inibidores de proteinases e o-amilase
s80 extraidos com mist&?élras de cloroférmio e metanol (Salcedo et al., 1982).

Muitas semente&é contém niveis elevados de lipidios, que podem impedir a extracéo
dos inibidores de prote;‘fanases em meio aquoso e causar problemas durante a centrifugaco.
A retirada do excesso de lipidios pode ser feita através da extragcdo com acetona fria a
temperatura de —20°C (_%?ﬁichardson, 1991).



43
A escolha da acetona como solvente para a extracao inicial r;io inibidor foi baseada na
literatura, onde diversos autores (Oliva et al., 1988; Tanaka 1991; Sallai 1993) utilizaram este
procedimento para os inibidores das sementes de Enterolobium égontortisiliquum, Torresea
cearensis e Bauhinias, respectivamente. O fracionamenio das prq@teinas por acetona pode
acarretar a perda da atividade bioldgica. Entretanto com as semen?ees de Delonix regia, ndo
houve perda da atividade do inibidor apds esta etapa (figura 6), poisé_ a atividade presente nos
extratos salinos das sementes foi preservada durante as demais etapas de purificacéo.
Existem varios métodos para se determinar a inibigdo de p%oteases. O método mais
conhecido é o ensaio padrdo baseado na medida do decréscimc%{ da atividade enzimatica
induzida pela adigao de quantidades crescentes de inibidor, junta}nente com uma solucéo
padrao de enzima em presenga de seu substrato especifico. A atividjﬁade residual da enzima é
plotada versus as quantidades de amostras adicionadas, resuitandc% numa curva de inibicao.
Desta curva é possivel obter a quantidade de enzima inibidé por uma determinada
quantidade de inibidor. Pode-se monitorar o decréscimo da hidrélis;;ée de substratos protéicos
(caseina, azocaseina ou haemoglobina) ou sintéticos como o B&_%PNA ou APANA, para a
tripsina @ BTPNA ou BTEE, para a quimotripsina. Os substratos gintéticos sao geralmente
usados devide a sua maior especificidade, o que permite diferenciar entre as atividades
proteoliticas individuais (Belitz & Weder, 1990). |
A medida da inibicdo maxima das enzimas é feita espectrofotometricamente ou
titulometricamente (Kassel, 1970; Bergmeyer, 1974). No presenté trabalho foi utilizado o
metodo espectrofotométrico. |
_ Weder (1981) utiliza outro método, que consiste em coloragio negativa usando uma
diazotagdo do (B-Naftol pela hidrélise do substrato APNE, segund;b Uriel & Berges (1968).
Através deste método é possivel detectar os inibidores de @rotelnases em gel de
poliacrilamida apés a focalizacéo isoelétrica. ;
A determinacéo da atividade dos inibidores de tripsina é imp?;;artante para a analise do
seu contelido nos alimentos (Rackis et al., 1986). O extrato das sementes de Delonix regia

foi testado para se determinar a atividade do inibidor sobre a tripsizééza, segundo metodoiogia
descrita por Weder (1981). O resultado obtido com este ensaio revelou que a atividade do
inibidor de tripsina de Delonix regia foi de 0,503 mg/g das prepa:éfagées. Este resultado é
compativel com a literatura, cujos valores da atividade inibitoria dafsoja foram de 0,1mg/g a
0,2 mg/g das preparacdes (Schulze et al., 1992). f

A caracterizagdo de inibidores nas sementes tem um tmport&nte papel tanto do ponto
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de vista nutricional, pois énuitas destas sementes sdo usadas como alimento, como do ponto
de vista bioquimico, sarﬁédo importantes modelos para entender processos biolégicos de
protedlise. Os inibidores;f; sao importantes na determinagdo da qualidade nutricional das
sementes das Ieguminos;;fas, que € dependente ndo somente do conteudo de proteinas e
composi¢ao de aminoéci 0s, mas também da presenca de fatores antinutricionais, incluindo
0s inibidores de proteina%es. Esses inibidores inativam suas enzimas, ocasionando reducéo
na digestibilidade e abscégéo protéica e, em muitos animais, uma reducgéo no ganho de peso
(Liener & Hasdai, ?9865) Além disso, os inibidores enzimaticos de plantas sdo de
significdncia nufricional Epositiva, uma vez que muitos deles sado proteinas ricas em
aminoécidos contendo %nxofre, usuaimente cisteina. A remocgio destas proteinas da
semenie pode resultar em uma proteina de composigdo pobre deste aminoéacido. E ainda,
muitos inibidores tém sidé:) implicados na defesa das plantas contra ataques microbiais e de
insetos (Tan-Wilson & Wi%fson, 1986).

A elucidagdo da eéépeciﬁcidade dos inibidores de proteinases &, sem dlvida, uma das
mais importantes formasé usadas para o esclarecimento dos mecanismos de acéo e do
controle da atividade das enzimas envolvidas nos mais variados processos fisiologicos
(Wenzel & Tschesche, 1995).

0O estudo cinético éltilizado para a inibig&éo foi baseado no modelo do tipo “slow tight-
binding”, proposto por Marrison (1982). Neste modelo, “slow”, significa que a inibig3o ndo é
imediata. A inibicao tipo “tight-binding” refere-se ao fato de que os inibidores produzem
inibigdo significativa em cﬁ%encentragﬁes proximas as da enzima que esta sendo inibida. Os
valores de Ki indicam a nff%agnitude de afinidade entre a enzima e o inibidor € quanto menor
for o Ki, mais forte € a inte%éragéo do inibidor com a enzima alvo.

O inibidor de Deloréfx regia atuou sobre a tripsina bovina e porcina, sendo que inibigéo,
para estas duas enzimas,}oi da mesma ordem de grandeza (10°M). As curvas de inibicio da
tripsina estao apresentaégas nas figuras 4 e 5. A quimotripsina, uma outra enzima do
processo digestivo, ndo f@i inibida pelo inibidor de Delonix regia. Este resuitado sugere que o
sitio reativo desse inibidcﬁr pode ser reconhecido apenas pela tripsina ou por uma enzima
semelhante a tripsina (“triﬁ sin-like").

A possivel apl‘icagézo terapéutica de inibidores de calicreina, no controle de processos
fisiopatoldgicos, tais com:@:, coagulacédo sanguinea, relacionado ao sistema calicreina-cinina,

tem levado a numerosos e;;ﬁstudos deste tipo de inibidores em plantas (Chong & Reeck, 1987;
Sampaio ef al.. 1990: Lopes. 1992 Sallai. 1993).
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No presente frabalho, trés serinoproteinases envolvidas m:a cascata de coagulagéo
sanguinea foram testadas com o inibidor de Delonix regia. A pla%mina e o Fator Xa nac
foram inibidas pelo DrTl, sendo que esta Ultima enzima é inibida por poucos inibidores
vegetais. Sallai (1993) descreveu a inibigdo do fator Xa pelos inibzﬁdores de Bauhinia rufa e
Bauhinia ungulata, porém com o inibidor de Bauhinia forﬁcatagf ndo houve inibicdo. A
calicreina plasmatica humana, uma outra importante enzima do ?:-processo de coagulacio
sanguinea, foi inibida pelo DrTl, sendo que o valor da constante ;ffde dissociagao foi menor
para esta enzima (5 x 10°°M), indicando uma maior afinidade enére a enzima e o inibidor
(tabela 1). Resultado similar foi obtido com o inibidor de Swartzia p%‘ckeliii (Cavalcanti, 1994).
A calicreina é geralmente inibida por inibidores de tripsina do tipgii) Kunitz (Sampaio ef al.,
1992) mas néo por inibidor de quimotripsina do tipo Kunitz (Souza et al., 1995).

A maioria das pessoas apresenta algum problema relacééonado a hemorragias e
coagulacéo sanguinea, por isso, muitos inibidores fisiolégicos, coméfs 0 (az~ macroglobulina e
o C1 inibidor, atuam eficientemente no controle das proteinas da cascata de coagulacao
sanguinea (Travis & Salvesen, 1983), em condigbes normais. Entretanto existem inibidores
vegetais, que sdo relativamente faceis de se obter e que também s&o eficientes para o
estudo de muitas propriedades dessas proteinas (Sampaio ef al., 1955590).

O processo de purificagdo de inibidores de proteinases a partir do extrato de varias
espécies de plantas leguminosas, geraimente consiste na utifizacdo de duas técnicas
amplamente utilizadas, a cromatografia de afinidade em f{ripsina-Sepharose e a
cromatografia de troca idnica (Richardson, 1977). A purificacdo dos inibidores estudados por
Batista (1997), foi realizada basicamente por cromatografia dé; afinidade em ftripsina-
Sepharose. Este procedimento pode representar risco de protedlise do inibidor, caso a
tripsina n&o esteja imobifizada em um forma inativa, podendo dest{;@ir a atividade do inibidor
e ocasionando heterogeneidade nas preparagbes obtidas (Belitz & Weder, 1890). Entretanto
ha um método alternativo que seria o uso de uma resina de anidro-tripsina-Sepharose, uma
vez que neste caso, a enzima imobilizada na resina possui um resicuo de desidro-alanina no
seu sitio ativo, que permite a purificagao do inibidor, evitando assim a sua protedlise (Xavier-
Filho & Campos, 1983). Este procedimento apresenta resultad )s razoaveis quanio ao

rendimento de purificagéo (Oliva, 1986), sendo uma alternativa para a purificacgo do inibidor
de Delonix regia, visando a obtencao de um maior rendimento, uma vez gue a cromatografia
de troca idnica permitiu a purificagdo do DrTi em 343 vezes, pcrér?t com um rendimento de
apenas 3% (tabela 3). ‘
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A atividade espemﬁ?ﬁca do inibidor aumentou conforme foram sendo realizadas as
etapas de purificacgéo, seé:do de 0,056 no inicio e 2,3 no final. Este resultado é esperado uma

vez que € indicativo do grau de pureza de uma proteina. Os dados estdo compativeis com
aqueles encontrados na Iéfteratura (Tanaka, 1991; Oliva, 1986; Lin ef al., 1991).

Os inibidores tipo %%(unitz extraidos das sementes das leguminosas e que pertencem a

sub-familia Caesalpinioid%eae {(Bauhinia rufa, Bauhinia ungulata e Bauhinia forficata), s&o
proteinas que apresenfiam cadeia polipeptidica (nica, com massa molecular de
aproximadamente 20 kﬁa (Saliai ef al., 1992). De acordo com estudos realizados em
sementes de Caesalpini? pulcherrima, que pertence & subfamilia Caesalpinioideae, foi
demonstrada somente af presenga de inibidor da familia Kunitz, sendo considerada a
subfamilia mais primi:‘iv%a, enquanto que as espécies da subfamilia Papilionoideae,
apresentou apenas inibidc{éres da familia Bowman-Birk e, por isso, é considerada a subfamilia
mais evoluida (Norioka &t al, 1983). Este fato sugere que ha alguma relagdo entre as
familias de inibidores eécontr‘ados em sementes de leguminosas e a evolugao destas
plantas.
E importante ressa}}tar que os inibidores do tipo Kunitz purificados de sementes das
subfamilias Caesaipinioidégae e Papilionoideae apresentam apenas uma cadeia polipeptidica,
enquanto que aqueles purificados das sementes da subfamilia Mimosoideae séo proteinas
compostas por duas cada;f;ias polipeptidicas. A razdo da existéncia dessas duas cadeias se
deve, provaveimente, a protedlise da porgao C-terminal de uma cadeia tnica de um inibidor
primitivo, originando assinﬁ‘i, o inibidor de duas cadeias (Richardson et al., 1986; Batista ef al.,
1996). f

A analise do perfil e massa molecuiar do inibidor, em SDS-PAGE, revelou que essa
proteina apresentou cadeéa polipeptidica tnica, mesmo em condigdes redutoras, com 0,1M
de DTT e uma massa mol@cular aparente de 22 kDa (figura 13), sugerindo ser um inibidor do
tipo Kunitz. E possivel ve%riﬁcar que em condigdes redutoras, o inibidor apresentou massa
molecular aparente maior-_ﬁque aquela determinada em condigdes nao redutoras. isto ocorreu
devido a reducgédo das pon?es dissulfeto intracadeia, fazendo com que a cadeia polipeptidica
ficasse “esticada”, aume}iﬁtando o grau de dificuidade para a penetragdo no gel de
poliacrilamida,

Estes resultados dfe pureza permitiram submeter o inibidor DrTl aos estudos de
cristalografia de raio-X, cciam o objetivo de elucidar as possiveis diferengas estruturais que
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confribuem para a expressédo da atividade bioldgica dos inibidores d@ proteinases.

A estrutura do DrTI foi resolvida pelo método de substiéé.xigéo molecular, usando
modelo cristalografico ja existente, como o inibidor de tripsina tip Kunitz de sementes de
Erythrina caffra (Onesti ef al., 1991).

O DrTi, assim como outros inibidores vegetais, podem ser usados como ferramentas
para investigar o mecanismo catalitico das enzimas digestivas e das?'calicreina plasmatica por
exemplo, além disso, a aplicagéo clinica desses inibidores de tﬂ@sma podera ser possivel
futuramente (Nakagaki et al.,1996).

E importante considerar ainda que este trabalho podera contribuir para o
desenvolvimento de um método que discrimine as dosagens c;f%e calicreina plasmatica,
atraveés da inibicao especifica dessa enzima pelo inibidor em estudf}éc. Nestas circunstancias,

pode-se prever o esclarecimento, ainda que parcial, dos mecanismct?;%s envolvidos na ativacéo
da fase intrinseca da coagulagao do sangue.

A continuidade dos estudos com esse inibidor tornarﬁ possivel aprimorar ©
refinamento da resolucéo nos estudos cristalograficos, determmasj_ a regido molecular que
contém o sitio reativo e realizar estudos de propriedades cir%éﬁcas do inibidor. Isso
contribuira para a caracterizagéo fisico-quimica dos inibidores das s;ementes de leguminosas
da subfamilia Caesalpinioideae, sendo importantes modelos para m estudo do processo de
evolugdo dessas plantas. Embora os estudos sobre as propnef:ﬂades dos inibidores de
enzimas proteoliticas sejam amplos, o presente trabaltho vem mq_;strar que existem varios
aspectos que merecem ser abordados, seja pela descoberta d@ novos inibidores, com
potencial de aplicac&o em campos diversos, seja por gerarem novaség@ linhas de pesquisa.
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CONCLUSAO

A realizacdo deste trabalho permitiu purificar uma proteina de sementes de Delonix
regia. Essa proteina foifé caracterizada como um inibidor especifico para tripsina (enzima
digestiva) e para a caiicr@ina plasmatica humana (enzima da coagulacéo sanguinea).

A analise através }Qda eletroforese em gel de poliacrilamida revelou que essa proteina
apresenta uma Unica banda de proteina e uma Unica cadeia polipeptidica, mesmo em
condi¢cbes redutoras (O,?éé\n de DTT). A massa molecuiar aparente foi de 22 kDa, sugerindo
que este inibidor pertenc;e% a familia de inibidores vegetais do tipo Kunitz.

Os resultados de giéaureza permitiram submeter esse inibidor a estudos cristalogréaficos,
por meic de difracao de;; raios-X. O modelo molecular obtido foi similar aquele encontrado
para ¢ inibidor do tipo Kuj;%é\itz isolado de sementes de Erythrina caffra.
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