N~

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
INSTITUTO DE QUIMICA

Fernanda Leonel Silva

Interac&o do inibidor de proteases BTCI com tripsina,
guimotripsina e proteassoma

Brasilia - DF
1°/2019



UNIVERSIDADE DE BRASILIA
INSTITUTO DE QUIMICA

Fernanda Leonel Silva

Interac&o do inibidor de proteases BTCI com tripsina,
guimotripsina e proteassoma

Trabalho de Concluséao de Curso em
Quimica apresentada ao Instituto de
Quimica da Universidade de Brasilia,
como requisito parcial para a
obtencdo do titulo de bacharelado
em Quimica.

Orientador(a): Prof. Dr. José Roberto dos Santos Politi
Co-Orientador(a): Prof? Dra. Sonia Maria de Freitas

Brasilia - DF
1°/2019



Agradecimentos

Primeiramente aos meus pais, em especial & minha méae, que é uma
mulher incrivelmente forte e batalhadora que sempre apoiou as minhas
escolhas e acreditou em mim.

A minha coorientadora, profd Dr2. Sonia Maria de Freitas, pela
oportunidade de trabalhar e fazer parte do seu grupo de pesquisa. Um grande
exemplo de mulher que sempre se mostrou muito inteligente e disposta a
passar esse conhecimento.

Ao professor Dr. Aisel Valle Garay, que me ajudou muito, principalmente,
na ultima fase desse trabalho. Um agradecimento especial a vocé professor,
por ser esta pessoa maravilhosa, sempre disposto a ajudar a todos que |he
rodeiam, sendo um exemplo de personalidade.

Ao meu orientador Dr. José Roberto dos Santos Politi, por sempre se
disponibilizar a me orientar, tanto neste trabalho quanto no laboratério
computacional de quimica.

Aos meus amigos, em especial a Rayanne Poletti, minha melhor amiga,
gue sempre foi e serd um grande exemplo de pessoa para mim.

Aos amigos da graduacdo, principalmente a Beatriz Costa Guedes,
amiga que quero manter para a vida inteira e que sempre me ajudou nos
guesitos académicos e pessoais.

Aos amigos do laboratoério de Biofisica Molecular que fizeram meus dias
no laboratério serem mais prazerosos e divertidos.

Ao meu namorado, Jodo Felipe Guimardes Peixoto, pela paciéncia,
carinho e compreensao nos ultimos meses.

A todos que fizeram parte da minha formacéo, ndo s6 académica, mas
também pessoal.

Muito obrigada!



Sumario

L INEFOAUGAD . ...ttt e e e e e e e 6
[LReVISA0 DIDHOGrafiCa......ccceeiiieeee e 8
HL.LMEtOAOS € MALEIIAIS...cciiiiiiiiieie et 16
1.1, PUrificag8o dO BTCl....uuuiiiiiiiiiiiiiiieeiee e 16
[1l.2. Analise da atividade inibitéria do BTCI contra tripsina e quimotripsina
por espectroscopia de Ultra-violeta e visivel (UV-ViS)...........ccccceeviivivvinnnnene. 17
[11.3. Andlise da atividade inibitoria do BTCI contra tripsina por
espectroscopia de emissao de fluorescéncia...........ccccceeeeeeieiiieeeeiieeieeeiiieeens 18
[1l.4. Expressao e Purificacdo do proteassoma (PTS20S).........cccoevvvvvvvnnnee. 19
[11.4.1.Purificacdo do proteassoma 20S de levedura............ccccvvvveeiviiiineennne. 19
[11.4.2. Analise da pureza do P20S...........cooiiiiiiiiiiiiiiieceeeeee e 20
[11.4.3. Analise do tamanho e estado oligomeérico do P20S................ccuuveee. 20
[11.4.4. Determinacao da concentracdo de PTS20S............cccoeeevvvevveeeiiinnnnns 21
[11.5.Interacao e atividade inibitéria do PTS20S pelo BTCl.........ccvvvviieieenennn. 22
[11.5.1. Ensaio de inibichio da atividade peptidase do PTS20S por
espectroscopia de fluOreSCENCIA............uuuuriiiiiiiii e 22
IV.ReSUItad0S € AISCUSSA0........cceueiiiieeiiiiiiie et 23
AV I ¥ o= o= To o [o 1 = ) 0 SRR 23

IV.2. Ensaio da atividade inibitéria do BTCI contra tripsina e
(o [UT L 1o ] (] 0] - VPP 24

IV.2.1. Analise da atividade inibitéria do BTCI por espectroscopia de
ultravioleta € VISIVEl (UV-VIS)........cccoiiiiiiiiieeie e 24

IV.2.2. Andlise da atividade inibitoria do BTCI sobre tripsina por
L1002t o ot - VPP 27

IV.3. Purificacdo proteassoma 20S de levedura..............cccooevvvviiiiiiiiiieeennnnn. 29

IV.4. Ensaio de inibichio do proteassoma 20S pelo BTCI por
L1802 =] o ot - VU U 33



V.Conclusdes..

VII.Bibliografia



. INTRODUCAO

Os estudos sobre inibidores de protease estdo sendo de bastante
interesse devido a sua vasta aplicagdo no ambito biolégico, como no
tratamento de cancer de mama, prostata, oral ou faringiano [1]. Alguns dos
inibidores de protease sdo encontrados em plantas. Dentre esses, 0s mais
abundantes e extensivamente caracterizados, sdo aqueles presentes em
sementes de leguminosas (legumenosae). Nas plantas, estes inibidores atuam
como agentes protetores contra patégenos e insetos, devido as propriedades
funcionais em inibir proteases que sao fundamentais no desenvolvimento
destes organismos. Nas sementes, apresentam protecdo contra perigos
ambientais, durante a fase de germinagéo [2].

O inibidor de proteases denominado BTCI (do inglés Black-eyed pea
trypsin and chymotrypsin inhibitor) é uma proteina isolada e purificada das
sementes da Vigna Unguiculata (c.v. Seridd) [3]. Esta classificado como
membro da familia dos inibidores do tipo Bowman-Birk (BBl — Bowman-Birk
inhibitors). Membros desta familia apresentam sitios reativos distintos e
independentes contra proteases, tripsina e/ou quimotripsina, sendo conhecidos
como inibidores bifuncionais, do tipo Double-headed. Geralmente, o sitio
reativo para tripsina é representado por um residuo lisina (Lys-26, no caso do
BTCI) e o sitio reativo para quimotripsina é representado por uma fenilalanina
(Phe-53, no caso do BTCI) [4], tirosina ou leucina.

O BTCI, assim como outros inibidores de protease, apresenta potencial
para aplicacdo biotecnologica em varias linhas do conhecimento,
principalmente na area farmacoldgica e no controle biolégico de pragas em
plantacdes. Estas propriedades em potencial sdo atribuidas a capacidade do
BTCI em atuar como inibidor de proteases que sdo essenciais para 0O
desenvolvimento, diferenciacao celular, ciclo celular, desenvolvimento de larvas
de insetos e crescimento de organismos, de forma geral. Dentre estes efeitos,
destacam-se as atividades do BTCI como agente anticarcinogénico, acdes no
aumento da natriurese induzida por guanilina e promover resposta funcional
renal em ratos, como um agente potenciador molecular de bradicinina e

propriedades como inseticida [5-10].



Este inibidor tem sido estudado desde a década de 60 até os dias
atuais, correspondendo a mais de 45 anos de estudos dedicados a purificacao,
caracterizacdo bioquimica, fisico-quimica, estrutural e funcional desta
molécula, de forma livre e em complexo com proteases. Estes estudos foram
inicialmente desenvolvidos pelo grupo de professores do Laboratério de
Biofisica da UnB, sob a supervisdo do saudoso Prof. Emérito da UnB, Manuel
Mateus Ventura, até meados de 1996. Desde 1991, a Profa Sonia Maria de
Freitas, coorientadora deste TCC, tem desenvolvido varios trabalhos
envolvendo este inibidor, principalmente sob o ponto de vista estrutural e
funcional.

Devido a variedade de acédo biologica e funcional deste inibidor, varios
trabalhos tém sido apresentados e publicados visando, no futuro, utilizar esta
molécula, bem como peptideos derivados desta, no controle biolégico de
pragas e na terapia contra o cancer. A seguir, apresentaremos, de forma
cronologica, os varios trabalhos que foram publicados sobre inibidores da

familia BBI e, em particular, do inibidor de proteases BTCI.



Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Em meados das décadas de 30 e 50, pesquisas sobre isolamento e
purificacéo dos inibidores de tripsina foram mais enfatizadas. Kunitz iniciou um
estudo em que se isolava inibidores de tripsina de pancreas bovino e soja [11-
12]. Durante esse tempo, também sucederam-se estudos oriundos dos
pesquisadores Bowman e Birk, onde eles constataram a inibicdo de caseina
(origem do leite) pela tripsina a partir de adi¢cdes de fracées de feijao branco e
soja [13]. Estes estudos estavam indiretamente conectados, pois ambos
abordavam temas sobre a correlacdo da presenca de compostos proteoliticos
isolaveis presentes em leguminosas. Entretanto, existe uma diferenca durante
a metodologia de purificacdo, onde os da familia de Kunitz sdo extraidos por
agua e precipitados com etanol, enquanto para Bowman extraia com alcool e
precipitava com acetona [14]. Posteriormente, essa diferenga metodoldgica foi
explicada devido a presenca de duas fracdes inibitdrias no mesmo extrato [15].

A partir desse momento, Birk isolou e caracterizou amostras de
inibidores pela primeira vez [16] em fracdes de leguminosas, constatando que
esta era distinta daquela estudada por Kunitz, tanto que esta fracdo apresentou
atividade para tripsina como também uma atividade ainda maior para
qguimotripsina. Em 1972, Odani completou os estudos anteriormente apontados
por Bowman, Birk e Kunitz determinando a sequéncia de aminoacidos do
extrato protéico e concluindo que a estrutura estudada apresentava duas
regides homologas e distintas para a inibicdo de tripsina e quimotripsina [17].

Conforme os estudos eram feitos, mais caracteristicas e propriedades
fisico-quimicas eram encontradas para diversos inibidores de protease
oriundos de sementes de vegetais e que era possivel fazer uma ligagdo com
aquelas informa¢des vindas dos trabalhos de Bowman, Birk e Odani.
Entretanto, haviam discrepancias em relacdo a massa molecular desses
inibidores [18-19]. Em 1969, Frettali trabalhando com sementes de soja,
constatou a formacdo de complexos entre as moléculas que podiam ser na
forma monoméricas, diméricas e triméricas, quando sollveis em alcool [20].
Entdo, todas as informagdes de Birk, Haynes, Feeney e Frattali sobre as
espécies estudas possibilitaram concluir que existiam similaridades entre elas,

tais como compostos proteoliticos extraidos de leguminosas, atividade inibitoria



tanto para tripsina como quimotripsina e formagédo de oligbmeros, embora 0s
meétodos de extragdo tenham sido diferentes. Por exemplo, Birk utilizou coluna
de CM-Celulose e os outros utilizaram DEAE-celulose [21].

No Brasil, o trabalho pioneiro foi realizado por Ventura e Xavier-Filho
(1966), no qual purificaram e caracterizaram uma proteina que inibia tripsina e
quimotripsina retiradas de sementes de feijao [3]. A purificacdo deste inibidor é
baseada em uma extracdo com &cido tricloroacético (TCA) e precipitado com
sulfato de amonio, seguida de uma cromatografia do tipo troca ibnica em uma
coluna de DEAE-celulose. Ao fazer uma primeira cromatografia, obtém-se dois
picos no cromatograma, um ativo apenas contra tripsina e outro contra as duas
enzimas, tripsina e a-quimotripsina. Realizando uma recromatografia de troca
ibnica, o inibidor denominado Black-eyed pea trypsin and chymotrypisin
inhibdor (BTCI) foi purificado [22].

BTCI é uma proteina isolada e purificada das sementes da Vigna
Unguiculata (c.v. Serido) [3]. A massa molecular foi primeiramente reportada
com 17.100 Da, com utilizacdo de método, por aproximacéo, de equilibrio de
sedimentacao [3], sendo que esta massa molecular, determinada por filtracédo
em gel (cromatografia de exclusdo molecular), reduz para 13.300 até 12.800
Da [24]. Posteriormente, essa massa molecular foi estimada por pressao
osmotica e o valor obtido foi abaixo de 10.700 Da. Essas discrepancias quanto
ao valor de sua massa, foi depois explicada, utlizando a técnica de
espalhamento de luz (do inglés light scattering) [24], pela deteccdo de unidades
moleculares em processo de auto associacdo, podendo ser monomeérica,
dimérica e trimérica. Em meio a tantas investigacdes sobre o BTCI, foi obtido,
enfim, sua composicdo e sequéncia de 83 residuos de aminoacidos, com
massa molecular de 9,1 kDa [3], na sua forma monomérica. Esta molécula é
formada por dois dominios, sendo um deles constituido por trés fitas beta, duas
das quais ddo origem a um arranjo secundario da forma folha beta antiparalela,
e a terceira gera outra folha beta antiparalela com a fita beta do dominio
simétrico adjacente, que origina a uma forma secundaria de interdominio [24].
Outra caracteristica importante da composi¢cdo do BTCI, € a ocorréncia de
ligacdes dissulfeto devido a 14 residuos de cisteina que estdo diretamente
associadas a formagéo e estabilidade das folhas betas. Essas liga¢gbes C-S-S-

C promovem uma estabilidade singular a molécula quando ela é submetida a
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condicOes extremas, tais como mudancas de pH e alteracbes de temperatura.
O BTCI apresenta aminoacidos hidrofébicos expostos ao solvente,
caracteristica vista nos inibidores da familia de BBI [25]. Estes amino&cidos,
Phe®, Tyr®% His®, que apresentam estruturas aromaticas, sdo partes

responsaveis pela oligomerizacdo da molécula [4]. A estrutura 3D do BTCI esta

apresentada nas figuras 1 e 2.

Figura 1 - Representacdo da estrutura 3D do BTCI, evidenciando dois subdominios,
um contendo o sitio reativo para quimotripsina (fita Beta em azul com o residuo reativo
Phe53) e outro subdominio contendo o sitio reativo para tripsina (fita beta em rosa com
o residuo Lys26). Em amarelo, estdo representadas as regides N e C terminal e o
nucleo estrutural organizado por ligacfes dissulfeto, duas das quais estdo indicadas
por setas na figura 2 abaixo. Imagem adaptada [4; 24]

Phes3f”

Figura 2 — Representacdo 3D do BTCI evidenciando as ligagGes dissulfeto, residuos
P1 (Lys26 e Phe53, sitios reativos para tripsina e quimotripsina, respectivamente) nos
subdominios 1 e 2 e residuos estabilizantes da regido intersubdominal (Asp36, Arg38
e His43,clusters de cadeia carregada enterradas, Asp63 exposta e carregada e Phe67
e His43 residuos arométicos altamente conservados, posicionados em uma geometria

ortogonal).[24]

10



Os primeiros estudos termodinamicos e fisico-quimicos do BTCI
interagindo com tripsina foram realizados por Ventura et al, na década de 80
[26]. O método utilizado era baseado em titulagdo com quantidades crescentes
de inibidor e deteccdo da atividade inibitéria da tripsina por espectroscopia. A
partir destes estudos, foi determinada a proporcao de inibidor e enzima de 1:1
(Figura 3), bem como estimados os parametros termodinamicos da reacéo,
como variagao da energia livre de Gibbs, variacdo de entropia e entalpia. Com
essas informagbes, concluiu-se que o processo de inibicdo de tripsina
utilizando o BTCI é uma reacéo do tipo endotérmico e espontaneo. A estrutura
do complexo esta apresentada na figura 4.

100 4

80+

60

40 4

20 4

0

Atividade Relativa de Trypsina (%)

0 1 2 3 fBTCﬁ] ﬂlﬁ) 7 8 9 10

Figura 3 - Atividade inibitoria do Figura 4 - Complexo BTCI (azul) e tripsina (cinza).
Os sitios reativos do BTCI estdo representados
em verde, Phe e Lys, para quimotripsina e tripsina,
respectivamente. A Lys ocupa o0 bolsdo S1 da

BTCI contra a tripsina, em

concentracdes crescentes de

BTCI [27] tripsina, interagindo com o Asp. [24]

Anos mais tarde, foram determinados os parametros termodinamicos da
interacdo do BTCI com a quimotripsina. Os ensaios foram realizados por
Freitas et al [27] que utilizou métodos espectroscopico e microcalorimetria de
mistura isotérmica. Este estudo foi realizado seguindo trés protocolos, um
semelhante ao que foi realizado por Ventura em 1985 (Figura 5), outro que
utilizou uma técnica baseada em polarizacdo de fluorescéncia e um ultimo
baseado na técnica de microcalorimetria de mistura isotérmica. As informacgdes
obtidas com este estudo convergiram para resultados semelhantes aos obtidos

para a tripsina, sendo a mesma relacéo estequiométrica ou proporcéo reacional
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1:1 de BTCI e quimotripsina, uma reacéo do tipo endotérmico e espontaneo. A

figura do complexo BTCI-quimotripsina esta apresentada na figura 6.

Atividade Residual de Quimotripsina (%)

T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40

[BTCI] {uM)
Figura 5. Atividade inibitéria do BTCI Figura 6 — Complexo do BTCI (azul, laranja e
contra a  quimotripsina em rosa) com quimotripsina (cinza). Sitio reativo

concentracdes crescentes de BTCI para quimotripsina (Phe®’), em azul, ocupa o

[26] bolsdo catalitico da quimotripsina. [4]

Um ponto importante a ser descrito € o mecanismo envolvido na
interacdo do BTCI com essas enzimas. Sabe-se que a quimotripsina e a
tripsina sdo serinoproteases e seus sitios cataliticos reacionais envolvem a
participacdo de uma serina (Ser). Esta Ser, em modelos apresentados por
Ventura et al [26] e Freitas et al [27], funciona como um nucledfilo que ataca o
carbono da carbonila da ligacdo peptidica, causando uma espécie de catalise
covalente formando um intermediério ligado a enzima.

Tanto para a tripsina quanto para a quimotripsina, o centro catalitico é
formado pelo Aspl02, His57 e a Serl95 (numeracdo da estrutura da
guimotripsina). Estes trés residuos formam ligacbes de hidrogénio entre si, 0
gue propicia o revezamento de cargas na molécula e reduz o pKa da serina,
causando uma hiperpolarizacdo da sua ligacdo OH, formando o nucleéfilo
desejado. Por comparacdo aos modelos ja reportados para o mecanismo das
serinoproteases, a reacao ocorre em duas etapas, uma acilacdo (formando
uma acil-enzima) e depois uma desacilacdo juntamente com agua (Figura 7). O
sitio reativo da proteina, Phe53 e Lys26 para a quimotripsina e tripsina,
respectivamente no BTCI, entram em uma cavidade da enzima onde se

encontra o centro catalitico [28].
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Figura 7 — Representacdo para o mecanismo catalitico da quimotripsina. No passo 3

ocorre a acilacdo, formando uma acil-enzima, ja na parte 5, a agua entra em contato

com esta parte da molécula e, na parte 7, ocorre a reacdo de desacilacdo [28].

O que difere o mecanismo da quimotripsina e tripsina sédo as

especificidades por substratos. No caso da quimotripsina, uma Phe ocupa um

espaco hidrofébico e é posicionado para permitir 0 acesso da Ser da enzima

proxima a ligacdo peptidica, envolvendo esta Phe. Na tripsina, a Lys interage

por interacdo eletrostatica com o Aspl189 da protease, posicionando de forma

semelhante o sitio reativo Lys26 proximo a triade catalitica (Figura 8) [31].

Tripsina
sigacio ce Gzio

Ly

N
\ Gy

‘\ . .
Gy - J
230 g
\ % /

A 109

Tripsine

Figura 8 — Imagem comparativa
quanto a  especificidade e
envolvimento dos sitios reativos da
quimotripsina e da tripsina em seus

respectivos bols@es cataliticos. [31]
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Estas proteases tripsina e quimotripsina estdo associadas a degradacgéo
de proteinas e estdo presentes em Varios tipos de organismos,
desempenhando uma série de fungBes, como controle do ciclo celular,
processamento de proteinas de interesse vital, coagulacdo sanguinea e
fibrindlise, na resposta imune, na liberacdo de horménios protéicos, a partir de
moléculas precursoras, no transporte de proteinas secretoras pela membrana,
no controle da digestdo de proteinas, na fertilizacdo e no processo de
montagem de estruturas macromoleculares, como as fibras de colageno e
alguns virus [29-30].

Uma proteina de destaque nas células de organismos superiores,
plantas e outros € o complexo proteico denominado proteassoma. Este é um
complexo enzimatico multicatalitico expressado no nucleo e no citoplasma de
todas as células eucaridticas. No oligbmero proteico 20S do proteassoma,
encontram-se subunidades com atividades cataliticas do tipo protease.
Especificamente, trés tipos de subunidades com atividades proteoliticas
residem no oligdbmero, sendo elas do tipo caspase-like, tripsina-like e
guimotriosina-like, encontradas nas subunidades 31, B2 e B5, respectivamente.
Essas atividades sédo fundamentais para a degradacdo de proteinas que sao
dobradas de forma errada ou proteinas sem funcdo na célula. O proteassoma
20S apresenta uma conformacdo semelhante a um cilindro composta por 4
anéis heptaméricos de subunidades a e B, 2 anéis B centrais e 2 anéis a nas
extremidades[32].

O BTCI, por apresentar atividade inibitéria contra tripsina e
guimotripsina, também foi capaz de inibir a atividade proteolitica do
proteassoma 20S [33], pois este apresenta subunidades que tém atividade
como estas enzimas. Esta inibicdo tem sido atribuida a atividade
anticarcinogénica do BTCI, contra células de cancer de mama. Estudos feitos
com células tumorais da linhagem MCF-7 mostraram que essas células foram
impedidas de proliferar devido a presenca do BTCI. O mais interessante
constatado foi que o inibidor ndo afetou a populacdo células normais epiteliais
mamaria do tipo MCF-10A [7]. Entender o mecanismo de morte dessas células
tumorais € de suma importancia. Sabe-se que uma das principais vias de morte
celular envolve o processo de degradagdo protéica, exercida pela via de

ubiquitacéo e posterior degradagao do proteassoma.
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Este complexo protéico, o proteassoma 20S, é objeto de estudo do
presente projeto, onde foi avaliado a interacdo desta molécula, sobre suas

subunidades cataliticas, com o BTCI.
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lI.  Métodos e materiais

I11.1. Purificacdo do BTCI

A purificagdo do BTCI foi realizada baseada no protocolo descrito por
Ventura at el [3] e esse processo é feito seguindo 0s seguintes passos:

As sementes do feijdo sdo descascadas e trituradas para se obter um pé
fino. A 1 kg deste p6é sdo adicionados 4 L de agua destilada e 400 pL de
fenilmetilsulfonilfluor (PMSF) 200 mM, com o objetivo de inibir a acdo de
proteases existentes nas sementes. Entdo, este extrato foi deixado em
agitagao por 12 horas dentro da camera fria a aproximadamente 4 °C. Logo
apos, o extrato foi submetido a uma agitacdo maxima em um liquidificador, com
o0 intuito de causar um maior grau de homogenizacao a amostra. A agitacao foi
realizada por 15 minutos, sendo este processo dividido em 3 etapas de 5
minutos, com intervalo de 5 minutos entre elas, para evitar o aquecimento da
amostra.

Em seguida, o extrato foi filtrado em uma malha de algodéo, onde se separa
o bagaco. O procedimento de homogenizacéo no liquidificador foi repetido com
mais 1 L de agua destilada para maior proveito do extrato, sendo o bagaco
resultante descartado posteriormente. A suspensdo obtida foi submetida ao
processo de precipitacdo por adicdo sucessiva e constante de &acido
tricloroacético (TCA) a 2,5% por 1 hora, sob agitacdo em um agitador
magnético. Posteriormente, o extrato foi deixado em agitacdo por mais 1 hora e
filtrado logo ap6s com um filtro de papel.

O extrato resultante foi submetido a centrifugacdo por 30 minutos a 4 °C e
8.000 x g. Ao sobrenadante foi adicionado sulfato de ambénio 70%
(peso/volume) para precipitacdo de proteinas. Este extrato foi deixado em
agitacdo por mais 1 hora a fim de otimizar a precipitacdo e, posteriormente,
centrifugado por 30 minutos a 4 °C e 8.000 x g. O sobrenadante foi descartado
e o0 precipitado ressuspendido com agua destilada. Logo ap6és, a suspensao
proteica foi colocada em saquinhos de didlise com espessura da malha para
reter proteinas de até 7 kDa e dialisado contra agua destilada. Este processo
foi realizado repetidamente, com trocas de aproximadamente 10 vezes em

intervalos de 1 hora e 30 minutos.
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Este material obtido, extrato bruto (EB), por conter variedade de
proteinas do feijdo, incluindo o BTCI, foi submetido & cromatografia de troca
ibnica com resina DEAE-celulose com dimensfes 3 cm de diametro e 20 cm de
altura para purificagcdo do inibidor. A amostra de EB foi preparada em tamp&o
fosfato de sédio 100mM e pH 7,3 para uma concentracao final de 10 mM. A
coluna foi previamente ativada com as seguintes lavagens consecutivas: agua
destilada, HCI 0,2 M, 4gua destilada, NaOH 0,2 M, 4gua destilada, tamp&o de
eluicdo 10x e tampé&o de eluigdo 1X. A coluna foi posteriormente lavada com
750 mL de tampao fosfato de s6dio a 10 mM e pH 7,3. Logo apdés, eluiu-se o
BTCI com a aplicagdo de um gradiente linear de NaCl 0-0,8 M, sendo este
aplicado com um fluxo de 3 mL por minuto. Esta eluicdo foi acompanhada pela
leitura concomitante da absorbancia em 280 nm, utilizando o aparelho AKTA
Prime (GE Healthcare, EUA). A amostra contendo o BTCI foi por fim coletada e

submetida ao mesmo processo de dialise realizado anteriormente.

[11.2. Andlise da atividade inibitéria do BTCI contra tripsina e guimotripsina

por espectroscopia de Ultra-violeta e visivel (UV-vis)

O ensaio de inibicdo especifico para tripsina foi feito utilizando a tripsina
diluida em solucdo de HCI 1 mM para uma concentracao final de 32,6 nM e seu
substrato  sintético  especifico  (Na-Benzoyl-DL-arginine  4-nitroanilide
hydrochloride — BAPNA) que foi dissolvido em 500 pL de dimetilsulfoxido
(DMSO) e 500 pL de tampéao de ensaio para a tripsina (Tris-HCI 50 mM, CacCl,
20 mM, pH 8.2) para obter uma concentracdo final de 200 pg/mL.
Concentracfes crescentes de BTCI 0-5 uM foram dissolvidas em tampéo de
ensaio e, em seguida, incubadas com 3 pL de tripsina por 15 minutos a
temperatura ambiente em placa de 96 pocos para um volume de ensaio de 200
uL. Apéds esse tempo de incubacédo, 88 uL de substrato foram adicionados as
solucdes anteriores e imediatamente realizou as medidas da absorbancia no
comprimento de onda de 410 nm de cada po¢o em relacdo ao tempo usando
um espectrofotdbmetro de placa M2e spectrophotometer (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA). O ensaio foi realizado em triplicata.

O ensaio de inibicdo de quimotripsina foi realizado igual ao ensaio de

inibicdo da tripsina. A quimotripsina foi diluida em solu¢cdo de HCI 1mM para
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uma concentragéo final de 1uM, com o substrato especifico para quimotripsina
(N — glutaryl — L — phenylalanine — p — nitroanilide — GPNA) preparado 1:1
volume:volume em DMSO e o tampao de ensaio para quimotripsina (Tris-HCI
50 mM CacCl, 20 mM pH 7,6) a 200 pg/mL. O ensaio também foi realizado por
absorbancia em placa de 96 pocos, por triplicata com comprimento de onda em
410 nm no espectrofotdmetro M2e spectrophotometer (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA).

Diferentemente de outros trabalhos, as velocidades iniciais da cinética de
tripsina e quimotripsina foram calculadas para cada concentracdo de BTCI
utilizada, e a porcentagem de atividade enzimatica relativa foi determinada em
relacdo ao controle das enzimas sem BTCI e a concentracdo maxima de BTCI.
As curvas de atividade relativa em relagdo a concentracdo de BTCI foram
ajustadas a funcao de Boltzmann de acordo a Equacao (1) para determinar a
concentracdo de BTCI em que ocorrem 50% de inibicdo das moléculas de
enzima (ICsp). Este valor de ICsp € uma medida da capacidade inibidora de
BTCI para Tripsina e quimotripsina.

%Ativ. Relativ. = Al+f§(o + A, Equagdo (1)

(1+e dx )

Onde, % Ativ. Relativ. é a atividade inibitoria relativa de BTCI a respeito a
atividade da enzima sem BTCI (A1=100%) e a concentracdo maxima do inibidor
analisado (A= 0%); X corresponde a concentracdo de BTCI e X, corresponde
ao valor onde metade da %Ativ. Relativ. € alcancada. O X, representa ao 1Csg

do ensaio.

[11.3. Andlise da atividade inibitéria do BTCI contra tripsina por

espectroscopia de emissao de fluorescéncia.

Neste ensaio, a atividade enzimatica da tripsina foi medida em relacéo a
presenca do BTCI em concentracdes diferentes. Para um controle negativo, foi
utilizado apenas o substrato VI fluorogénico especifico para atividade tripsina-
like do Proteassoma (Sigma-Aldrich) dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO) a
500 mg/mL. A sequéncia desse substrato € Z-Ala-Arg-Arg-AMC (Z-ARR-AMC)
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onde Z é o grupo Benzyloxycarbonyl, e AMC é 7-Amido-4-MethylCoumarin Z-
ARR-AMC, Para o controle positivo, a amostra era constituida por 1 uL de
tripsina a 1,57 mg/mL e tampao para um volume de ensaio de 50 uL e 1 uM de
enzima final. O controle negativo foi constituido s6 com tamp&o sem enzima. O
ensaio de inibicdo da enzima foi realizado da mesma maneira que o controle
positivo, entretanto, houve adicdo de concentracdes crescentes de BTCI de
0,01-5 uM. As amostras controles e com enzima e inibidor foram incubadas por
aproximadamente 1 hora a temperatura ambiente, em seguida, 1,56 uL de
substrato foram adicionados em cada ensaio. Depois de outra hora de
incubacéo, foram adicionados 50 uL a mais de tampéao e os espectros (400-500
nm) das amostras foram lidas em um espectrofluorimetro JASCO FP-6500
(Jasco Analytical Instruments, Japao), acoplado a um sistema automatico de
leitura de placa Auto-Sampler ASU-605 (Jasco Analytical Instruments, Japao),
com comprimento de onda de excitacdo de 380 nm. Os ensaios foram

realizados em triplicata.

I11.4. Expressdo e Purificacdo do proteassoma (PTS20S)

111.4.1.Purificacdo do proteassoma 20S de levedura

Esta etapa foi realizada em colaboracdo com o Professor Visitante Dr. Aisel
Valle Garay do laboratério de biofisica molecular, do departamento de Biologia
Celular do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UnB.

O processo de obtencdo do proteassoma 20S (PTS20S) foi realizado
utilizando colonias recombinantes da levedura Saccharomyces cerevisiae que
foram transformadas com o gene que codifica 0 PTS20S. Esta levedura é da
linhagem RJD1144 (MATa his3 200 leu2-3,112, lys2-801 trpl 63 ura3-52
PRE1™"::YIplac211 URA3), onde apresenta uma cauda de histidina fusionada a
subunidade B4 do PTS20S. Esta levedura foi cedida pela Dra. Marilene Demasi
do Laboratério de Bioquimica e Biofisica, Instituto Butantd, Sao Paulo, Brasil. O
crescimento da levedura foi realizado no meio de cultura YPD, contendo
glicose 4% (1% de extrato de levedura, 2% de peptona e 4% de glicose) por 60

horas, a 30 °C, sob agitagcédo de 220 rpm.
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ApOs o tempo de incubacgéo estimado, o cultivo foi dividido em garrafas de
500 mL de capacidade apropriadas para centrifugacdo. A obtencéo das células
foi realizada por centrifugacdo a uma rotacao de 8000 x g por 30 minutos. Apds
este processo o pellet celular obtido foi ressuspendido em tampé&o Tris-HCI 50
mM pH 7,5 contendo MgCl, 5 mM e KCI 20 mM, e as células lisadas por
sonificagdo. Este processo foi realizado em volumes de 50 mL por 8 minutos,
50% de intervalo de tempo sonificando, a intensidade de 7. Em seguida, o
extrato celular lisado foi centrifugado a uma rotagdo de 11000 x g por 15
minutos a 4 °C.

Este sobrenadante obtido foi centrifugado por 2 vezes conforme descrito
anteriormente, para estar limpido e claro,. Para obtencdo do PTS20, foi
realizado inicialmente uma cromatografia de afinidade utilizando colunas de
niquel HisTrap™ HP (GE Healthcare, EUA), seguindo o manual do fabricante, a
um fluxo de 1 mL/min. A eluicdo do proteassoma foi realizada em gradiente
linear de imidazol de 0 até 0,4 M no sistema AKTA prime (GE Healthcare,
EUA). Em seguida, utilizando o material extraido das fracbes especificas do
pico e diluido-as a metade da condutividade (= 20 mS/cm), foi feita uma
cromatografia de troca ibnica em uma coluna Mono Q 4.6/100 PE (GE
Healthcare, EUA) utilizando o sistema AKTA pure (GE Healthcare, EUA) a um
fluxo de 0,3 mL/min. Nesta etapa o proteassoma foi eluido em um gradiente
linear de NaCl de 0 até 1 M.

111.4.2. Analise da pureza do P20S

A pureza das amostras foi avaliada por ensaios de eletroforese em gel de
poliacrilamida-dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE 15%). O gel separador foi
preparado com poliacrilamida 15% m/v [34], sendo acrilamida 14,5% e
bisacrilamida 0,5%, tris-HCI 250 mM pH 8,8; SDS 0,3% ml/v, persulfato de
aménia (PSA) 0,1% e 3 pl tetrametiletiienodiamina (TEMED). O gel
concentrador foi preparado com poliacrilamida 5% m/v (sendo acrilamida
4,85% e bisacrilamida 0,15%), tris-HCI 140 mM pH 6,8, SDS 0,3% m/v, PSA
0,1% m/v e 3 yl TEMED. O procedimento foi executado utilizando uma fonte de
eletroforese EPS301 (Amersham Pharmacia Biotech, Suica) e tampao de
corrida contendo Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1% m/v e pH = 8,3,
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conforme Laemmli [34]. A corrente para cada gel e tensao aplicadas foram
limitadas a 35 mA e 220 V, respectivamente. Os géis foram utilizados a
coloracdo Coomassie brilliant blue R-250 0,1% m/v, metanol 50% v/v e acido
acético 10% v/v) e descorados com agua destilada morna. As amostras
analisadas eram de aliquotas de aproximadamente 50 ul de fracBes coletas

durante processo de purificacéo.

111.4.3. Analise do tamanho e estado oligomérico do P20S

As medic¢des de espalhamento por luz dindmica (ELD) foram feitas em um
Zetasizer Nano Series Nano-ZS (Malvern Instruments, Reino Unido) para
determinacdo do tamanho de particula/moléculas a 20 °C. Um laser He-Ne com
A = 633 nm foi usado para medigdes, em angulo de 173°, com detecgédo de
retrodispersdo, usando uma cubeta de plastico. Os experimentos foram
realizados utilizando as amostras coletadas apds a cromatografia de troca
ibnica. Antes das medicdes, as amostras de proteassoma 20S purificadas
foram centrifugadas a 14000 x g durante 5 minutos, a temperatura ambiente, e
deixada no vacuo, dentro da cubeta por 5 minutos, para eliminar a presenca de
particulas de p6 e micro bolhas de ar nas amostras. O ELD foi utilizado para
avaliar as populacbes das proteinas em solucdo, verificando a

polidispersividade, a massa molecular e diametros hidrodinamicos.

111.4.4. Determinacdo da concentracdo de P20S

A concentracdo de proteassoma contido nas aliquotas coletadas apés
purificacdo foi determinada por espectrofotometria  utilizando o
espectrofotometro V-530 (Jasco Analytical Instruments, Japao). Essa
concentracédo foi estimada com o coeficiente de extingdo molar €gsonm= 1,22
ml.mg*.cm™ [35] seguindo a lei de Lambert-Beer, considerando a correlacéo da
absorbancia (no caso, em 280 nm) pela concentracdo da amostra. As leituras
foram feitas em uma cubeta de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico, a

temperatura ambiente.

C:A/s. £
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em que, C é a concentragdo molar do P20S; A é absorbancia da amostra; € € o
coeficiente de absorbtividade molar; £ € o caminho 6ptico pelo feixe de luz (1

cm).

I11.5.Interacdo e atividade inibitéria do PTS20S pelo BTCI

11.5.1. Ensaio de inibicdo da atividade peptidase do PTS20S por

espectroscopia de fluorescéncia

A atividade enzimatica do proteassoma 20S foi medida em relacédo a
atividade catalitica tipo tripsina-like na presenca do BTCI em concentracdes
diferentes. Para um controle negativo, foi utilizado apenas 1,56 uL do substrato
fluorogénico especifico Z-Ala-Arg-Arg-AMC (Z-ARR-AMC) a 500 mg/mL em
dimetilsulfoxido, (DMSO) para 50 uL de volume de ensaio final com tampé&o.
Para o controle positivo, a amostra foi constituida por 1 uL de proteassoma a
0,14 uM e tampéao até volume final de ensaio de 50 uL. O ensaio de inibicdo do
proteassoma foi realizado da mesma maneira que o controle positivo,
entretanto, houve uma analise das amostras em relacdo a concentracdes
crescentes de BTCI de 0,01-5 uM. As amostras foram incubadas por
aproximadamente 1 hora, a temperatura ambiente, em seguida 1,56 uL de
substrato foi adicionado em cada ensaio. Apos uma hora de incubacao, foram
adicionados 50 uL a mais de tampédo e os espectros (400-500 nm) das
amostras foram obtidos em um espectrofluorimetro JASCO FP-6500 (Jasco
Analytical Instruments, Japéo), acoplado a um sistema automatico de leitura de
placa Auto-Sampler ASU-605 (Jasco Analytical Instruments, Jap&o), com
comprimento de onda de excitacdo de 380 nm. Os ensaios foram realizados

em triplicata.
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V. Resultados e discussao

IV.1. Purificacdo do BTCI

O inibidor de proteases, BTCI, foi extraido e purificado de sementes de
feijdo, do tipo Vigna unguiculata. A figura 9 corresponde ao cromatograma
obtido na purificacéo do extrato proteico em uma coluna de troca i6nica do tipo
DEAE-celulose, por coleta da absorbancia no comprimento de onda de 280 nm
no equipamento AKTA Prime (GE Healthcare, EUA). O cromatograma
apresenta quatro picos proteicos, sendo o BTCI purificado encontrado no
quarto pico (IV) com valor maximo de condutividade de 1388,957 mAuU.

1600 40 100
1400 | | 35 90
1200 | 30 - 80
. ] ElL7om
-= 1000 21 =
Q 25 ¢ [
c | | 60 &
S 800 E[T3
s ~20 ¢ [ 50 @
2 600 - ar &
< | _15_'5 —402
400 - - S L6
| -7 -105 [ B
-7 ©
200 - G Fa20 2
. P s 0 O
ol - _—10
{.- L0 [ o
'200 T I T l T ' T l T ' T '
0 50 100 150 200 250 300

Volume (mL)
Figura 9 - Cromatograma correspondente a purificacdo do inibidor de protease BTCI

obtido por troca ibnica, monitorado pelo equipamento AKTA onde o comprimento de
onda fixado foi de 280 nm. Os quatro picos foram eluidos em um gradiente de NacCl
(representado pela linha pontilhada azul), sendo o pico IV (= 25 mS/cm)

correspondente ao BTCI purificado.

A pureza do BTCI foi confirmada por espectrometria de massas (figura
10), com pico de intensidade correspondente a massa molecular de 9105,957
Da. Essa analise de massas foi feito pelo Prof. Dr. Marcelo Ramada da

Universidade Catdlica de Brasilia, colaborador deste projeto.
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Figura 10 — Analise por espectrometria de massas do BTCI, a massa do inibidor
ionizado € 9105,957 Da. A massa do inibidor duplamente ionizado é 4551,328 Da. O
BTCI foi analisado em um espectrémetro de massa MALDI-TOF/TOF UltraFlex 11l sob

controle do programa computacional Flex Control 3.3 (BrukerDaltonics, Alemanha).

IV.2. Ensaio da atividade inibitoria do BTCIl contra tripsina e

quimotripsina

IV.2.1. Andlise da atividade inibitéria do BTCI| por espectroscopia de

ultravioleta e visivel (Uv-vis)

Os ensaios de inibicdo da atividade enzimatica da tripsina e da
guimotripsina foram realizados fixando a concentracdo destas enzimas e
analisando o efeito da inibicdo do BTCI de forma cinética de amostras que
apresentaram concentracdes variadas de inibidor. Os ensaios foram
monitorados pela absorbancia em um comprimento de onda de 410 nm em
relacdo ao tempo. Cada enzima apresenta um substrato cromogénico
especifico. Para a tripsina, foi usado o Na-Benzoyl-L-arginine 4-nitroanilide
(BAPNA) e, para a quimotripsina, foi usado o Na-Glutaryl-L-phenylalanine 4-
nitroanilide (GPNA), ambos obtidos da Sigma-Aldrich. A figura 11 apresenta o
estudo de forma cinética da inibicdo referente a algumas concentracdes de
BTCI
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Figura 11 — Analise da cinética de inibicdo referente as concentra¢des 0.05 uM, 0,1
uM, 0,3 uM, 0,5 uM e 1,5 uM por espectroscopia de ultravioleta e visivel a um
comprimento de onda de 410 nm; As concentra¢gbes de 400 nM e 1 uM de tripsina e
guimotripsina foram usadas, respectivamente. (A) corresponde a cinética de inibicdo

da tripsina; (B) corresponde a cinética de inibicdo da quimotripsina;

A partir dos dados cinéticos foi possivel obter os valores de velocidade
inicial relativos a atividade enzimatica, em relacdo a concentracdo de BTCI. As
velocidades iniciais foram determinadas a partir do coeficiente angular de
ajuste lineal das curvas cinéticas de atividade, durante o primero intervalo de
tempo de acordo com a concentracdo do inibidor. Os dados de atividade foram
normalizados como atividade relativa a atividade enzimatica na auséncia de
BTCI (100% de atividade) e na presenca da maior concentracdo de BTCI (0%
de atividade). Os resultados de atividade relativa, relacionados a cada
concentracdo de BTCI, foram ajustados néo linearmente pela equacdo de
Boltzmann, de acordo com a equacado (1). A figura 12 representa a atividade
inibitéria do BTCI contra tripsina e a quimotripsina, mostrada em preto e

vermelho, respectivamente.
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Figura 12 — Perfil da atividade enzimatica relativa na presenca de BTCI em
concentracdes crescentes de 0 até 5 uM. Em vermelho esta representado o ensaio
com quimotripsina onde foi utilizado o substrado cromatogénico GPNA. Em preto esta
representado o ensaio com tripsina onde se utilizou o substrato cromatogénico
BAPNA. Em ambos 0s ensaios a atividade enzimética foi monitorada por absorbancia
a 410 nm. As concentracGes de 0,4 uM e 1 uM de tripsina e quimotripsina foram
usadas, respectivamente.

Tabela 1- Tabela com valores de ICso, concentracdo minima de BTCI para inibir toda a
enzima no ensaio (relacdo 2xICso/[Enzima]), e a variagdo da concentragcdo de BTCI

(9rcn) para experimentar uma diminuicdo de uma unidade de % de atividade

relativa, para as enzimas tripsina e a quimotripsina com seus respectivos erros.

) 2-1Cs
Enzima ICs0 (UM —_— d uM
50 (UM) [Enzima] igrer; (UM)
Tripsina 0,15+0,01 0,75 £ 0,05 0,05 +0,01
Quimotripsina 0,33+0,03 0,66 + 0,06 0,18 £ 0,02

A partir do ajuste néo linear de Boltzmann foi possivel obter o valor do
ICs0, que representa a concentracdo de inibidor que inibe o 50% da atividade
enzimatica. Em relacdo a tripsina, representada em preto, a concentracao
necessaria de BTCI para inibir 50% da atividade enzimatica € de 0,15 uM de

BTCI (Tabela 1 Figura 12B). Ja para a quimotripsina € necessario uma
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concentragéo de 0,33 uM de BTCI (tabela Figura 12B). Se consideramos a
concentragdo de Tripsina a 0,4 uM e quimotripsina 1,0 uM nos ensaios,
podemos determinar a relagdo entre o dobro de ICsp € as concentracdes de
essas enzimaticas. Os valores obtidos seriam uma medida aproximada do
numero de moléculas de BTCI que s&o requeridas para inibir totalmente as
moléculas de enzima no ensaio. Os resultados indicam que ambas as enzimas
mostram um mesmo valor préximo a 0,7. Portanto, a capacidade inibitéria do
BTCI, ndo dependente do tempo, pois € muito semelhante para ambas as
enzimas. No entanto, as taxas de diminuicdo da atividade enziméatica relativa
em relacdo a concentracdo de BTCI séo diferentes entre as duas enzimas. A
Tripsina mostra uma variacdo de 0,05 uM de BTCI para experimentar uma
diminuicdo de 1% na atividade relativa da enzima no valor de ICso, de acordo
com a inclinagdo da curva decrescente do grafico. Enquanto para
qguimotripsina, o valor é de 0,18 uM para ocorrer uma diminuicdo de 1% na
atividade relativa no valor de 1Cs. Portanto, a relacdo entre estes parametros
indicam que o BTCI inibe a Tripsina aproximadamente 3,6 vezes mais rapida e
eficientemente que a quimotripsina.

Portanto, esse resultado mostra ha uma maior eficiéncia e/ou rapidez
catalitica na inibicdo do BTCI em relagéo a tripsina, ja que, para esta enzima, é
necessaria uma menor quantidade de inibidor para reduzir sua atividade

enzimatica relativa.

IV.2.2. Andlise da atividade inibitdbria do BTCIl sobre ftripsina por

fluorescéncia

O ensaio de fluorescéncia sobre a atividade inibitéria do BTCI sobre a
tripsina foi feita mediante a leitura dos espectros (400-500 nm), depois de
excitacdo a 380 nm, no espectrofluorimetro JASCO FP-6500 (Jasco Analytical
Instruments, Japdo), a um sistema automatico de leitura de placa Auto-Sampler
ASU-605 (Jasco Analytical Instruments, Japdo). Os ensaios foram realizados
em triplicata.

O estudo de emissdo de fluorescéncia foi realizado com o substrado
fluorogénico especifico Z-Ala-Arg-Arg-AMC (Z-ARR-AMC) e analisando

amostras com quantidade crescentes de BTCI. Na figura 13, € possivel conferir
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a diminugéo da intensidade de fluorescéncia nos espectros como indicativo da
diminucao da hidrélise de substrato devido a inibicdo da tripsina, a medida que

se aumenta a concentracédo de BTCI.
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Figura 13- Espectro de emissao de fluorescéncia para andlise da inibicdo da tripsina

(1,31 uM) feita pelo BTCI. Estudo feito com concentracbes de 0 uM, 0,5 uM 1,5 uM,
2,5uM, 3,5uM e 4 uM de BTCI.

O aumento gradualda concentracdo do BTCI no ensaio mostrou que
houve uma diminuicdo da emissdo de fluorescéncia. A analise sobre a
atividade inibitéria foi feita de duas maneiras, uma analise foi realizada em
funcdo intensidade méaxima de fluorescéncia emitida em relacdo a cada
concentracdo. A outra medida foi feita em relacdo a area abaixo do pico de
intensidade de fluorescéncia relevante a cada concentracdo de BTCI. A partir
desses valores foi feito um ajuste, utilizando a equacdo de Bolzmann, de
acordo com a equacéo (1), para assim, encontrar o valor do ICs. A figura 14
apresenta estas analises de maximo de intensidade e em relacdo a area do
grafico com seus respectivos ajustes nao linear, utilizando a equacao de

Boltzmann.
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Figura 14- Andlise de inibicao da tripsina a concentragfes crescentes de BTCI de 0,1-

5 uM; (A) corresponde a analise em relagdo a area abaixo dos picos; (B) corresponde

a analise em relagdo a intensidade méaxima de fluorescéncia;

Tabela 2- Tabela com valores do ICs, € 0 erro para a tripsina. A concentracdo de

Tripsina no ensaio foi de 1,31 uM.

Tripsina ICs0 (UM)
Area 0,881 + 0,147
Fmax 0,881 £ 0,116

A partir do ajuste ndo linear de Boltzmann, foi possivel obter o valor do
ICs0. O BTCI apresentou um ICsp de 0,881 uM tanto para a analise em reagao a
area quanto para o Fnax, Verificando-se concordancia entre os dois métodos de
analises. E possivel concluir que é necessario no minimo aproximadamente
1,34 uM de BTCI para inibir toda da atividade da tripsina correspondente a 1,31
uM de enzima. Ou seja, praticamente huma proporcao 1:1 de BTCIl:Enzima, o
gue corrobora a emissao de fluorescéncia ser um método mais sensivel, que a

absorbancia UV-visivel para avaliar a atividade inibitoria do BTCI.

IV.3. Purificacdo proteassoma 20S de levedura

Apés o crescimento da levedura e preparacdo do extrato, a primeira
etapa para a purificacdo do proteassoma 20S foi feita por cromatografia de
afinidade a niquel em colunas HisTrap HP no sistema de AKTA prime (GE
Healthcare, EUA), monitorando a absorbancia num comprimento de onda a 280
nm. A eluicdo da proteina teve inicio a 27,5% e apresentando seu valor maximo

préximo a 33% do tampédo B que contem imidazol. A figura 15, corresponde ao
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cromatograma obtido na purificacdo do proteassoma 20S por afinidade,

realizado:
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Figura 15- Primeira etapa de purificacdo do proteassoma 20S de levedura. Perfil de
cromatografia de afinidade por quelatos metalicos (Ni**/His-tag), onde a linha vermelha
representa a condutividade, a linha pontilhada em azul é proporcional ao gradiente
linear de tampéo B (em porcentagem) e a linha preta referente a absorbancia a 280

nm.

Apoés realizar a cromatografia de afinidade, foi feita a coleta das fracdes
relativa ao pico. Esta amostra foi diluida com agua até = 20mS/cm. Entéo, foi
realizada uma cromatografia de troca iébnica com colunas MonoQ 4.6/100 PE
(GE Healthcare, EUA) utilizando o sistema AKTA pure (GE Healthcare, EUA),
para monitorar a absorbancia com o comprimento de onda a 280 nm. A eluicéo
da amostra referente ao proteassoma teve inicio a 75,9% e apresentando seu
valor maximo préximo a 76.5% do tampdo B que contem NaCl a uma
condutividade de =30 mS/cm. A figura 16, representando esta cromatografia de

troca idnica.
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Figura 16. Cromatograma de troca idnica do proteassoma 20S de levedura. Perfil de
cromatografia monoQ, onde a linha vermelha representa a condutividade, a linha
pontilhada em azul é proporcional ao gradiente linear de tamp&o B (em porcentagem) ,
a linha preta referente a absorbancia a 280 nm e a seta vermelha correspondente ao

pico onde esta o proteassoma 20S.

A presenca do proteassoma 20S foi confirmada em gel de poliacrilamida
SDS-PAGE 15%. A figura 17 mostra os resultados de diversas amostras
coletadas durante a purificacdo, para verificar se havia perda proteica e
também para confirmar a presenca do P20S no final da purificacdo. A
cromatografia de troca idnica apresentou 3 picos e foi feita a analise de todos.
Os pocos 1, 2 e 3 correspondem a esses picos, 0 poco 1 representa o pico
indicado com a seta vermelha, poco que se confirmou a presenca das
subunidades constitutivas do proteassoma 20S com a massas moleculares
entre 20-30 kDa [35]. Os pocos 4, 5 e 7 sdo referentes a cromatografia de
afinidade. No poco 5 observa-se diversas subunidades proteassomais. O poc¢o
6 € a referéncia de proteinas de massas moleculares padrées. O poco 8
corresponde a amostra que foi utilizada na primeira cromatografia, ou seja, o

sobrenadante obtido apés a centrifugacéo.
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Figura 17 - SDS-PAGE 15% de

- TEm poliacrilamida, onde, poco 1: pico

3 116.0kDa  jygicado pela seta vermelha na
i 66,2 kDa cromatografia com a coluna monoQ
s referente ao proteassoma 20S
L

45.0 kDa purificado; pog¢o 2: primeiro pico no
cromatograma da monoQ; pogo 3:
35.0kDa terceiro pico do cromatograma da
monoQ; poc¢o 4: fracdo lavada com
NaOH; pogo 5: fracdo retirada da

25kDa Histag; poco 6: padrdo do tipo

Thermo; poco 7: parte ndo ligada

18,4 kDa na coluna Hlstag;. poco 8:

! 7 3 sobrenadante analisado por
1 2 345 6 7 8 cromatografia;

Para uma ultima confirmacdo se amostra obtida na cromatografia de
troca ibnica monoQ corresponde ao proteassoma 20S oligomerizado, foi
realizada andlise de espalhamento de luz (ELD), indicado pelo baixo valor da
polidispersividade de 23,6% (polidispersa). A massa molecular obtida foi de
aproximadamente 686,9 kDa, correspondendo a um valor proximo ao
referenciado ao PTS20 (~ 700 kDa) e seu diametro hidrodinamico observado
foi de 19.42 + 4,58 nm.

Volume (%)
Intensidade (%)

T T T T T s - 7 e
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Diamentro hidrodinamico (nm) Diametro hidrodinamico (nm)

Figura 18- Andlise de espalhamento de luz- analise do pico correspondente ao
proteassoma 20S, com didmetro hidrodindmico de 19,42 nm e massa estimada de
686,9 kDa;

A concentracdo do proteassoma 20S foi estimada seguindo a lei de Beer-
Lambert por espectrofotometria, considerando o comprimento de onda fixado
(280 nm) e o coeficiente de absorbtividade molar para o proteassoma 20S de

1,22 mL.mg*.cm™.
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IV.4. Ensaio de inibicdo do proteassoma 20S pelo BTCI por fluorescéncia

O ensaio de fluorescéncia sobre a atividade inibitéria do BTCI sobre o
proteassoma 20S quanto a atividade catalitica tipo tripsina-like foi feita
mediante a leitura dos espectros (400-500 nm), depois de excitagdo a 380 nm,
no espectrofluorimetro JASCO FP-6500 (Jasco Analytical Instruments, Japao),
a um sistema automatico de leitura de placa Auto-Sampler ASU-605 (Jasco
Analytical Instruments, Japao). Os ensaios foram realizados em triplicata. O
estudo de emisséo de fluorescéncia foi realizado com o substrado fluorogénico
especifico Z-Ala-Arg-Arg-AMC (Z-ARR-AMC) e analisando amostras com
guantidade crescentes de BTCI. Na figura 19, estdo os resultados da
intensidade da fluorescéncia versus concentracdo que indicam a inibicao
atividade proteolitica tipo tripsina-like do proteassoma 20S a medida que se
aumenta a concentracao de BTCI.

[BTCI] (uM)
—0
——05
—15
——25
—35
—4

100

Intensidade de fluorescéencia

0 T T T T T T T T T T T
400 420 440 460 480 500

Comprimento de onda (nm)

Figura 19 - Espectro de emissdo de fluorescéncia para andlise da inibicdo do
proteassoma 20S (0,0028 uM) feita pelo BTCI. Estudo feito com concentracdes de 0
uM, 0,5 uM 1,5uM, 2,5 uM, 3,5uM e 4,0 uM de BTCI.
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A intensidade de fluorescéncia observada neste experimento foi menor
comparada ao ensaio de fluorescéncia com tripsina. Isso ocorre, pois ha uma

concentragdo bem menor de proteassoma utilizada do que tripsina.

Com o aumento gradual de concentracao do BTCI foi possivel verificar
uma diminuicdo na emissdo de fluorescéncia. A analise sobre a atividade
inibitéria do proteassoma foi feita de duas maneiras, uma analise foi realizada
em funcao intensidade maxima de fluorescéncia emitida (Fmax) €m relacéo a
cada concentracdo. A outra medida foi feita em relacdo a area abaixo do pico
de intensidade de fluorescéncia relevante a cada concentracdo de BTCI. A
partir desses valores foi feito um ajuste nao linear, utilizando a equacdo de
Boltzmann, representada pela equacao (1), para assim encontrar o valor do
ICs0, de forma semelhante ao realizado anteriormente. A figura 20 apresenta
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estas analises de maximo de intensidade e em relacdo a area do grafico com

seus respectivos ajustes nao linear utilizando a equacao de Boltzmann.
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Figura 20- Analise de inibicdo do proteassoma as concentracdes crescentes de BTCI
de 0,1 — 5 uM; (A) corresponde a analise em relacao a area; (B) corresponde a analise
em relacdo a intensidade maxima de fluorescéncia;

Tabela 3- tabela com os valores de ICs, referentes a area e ao Fnado proteassoma

20S a uma concentracao de 0,0028 uM.

Proteassoma ICs0 (UM)
Area 0,0074
Frmax 0,0085

A partir do ajuste néo linear de Boltzmann foi possivel obter o valor do
ICs0. O BTCI apresentou um mesmo valor de ICso de 0,008 uM, quando
analisado em relacdo a area e ao Fnax. ESse parametro ndo pode ser
determinado com boa precisdo devido a baixa concentracdo de BTCI na qual
acontece a inibicdo. Entéo, € possivel inferir que, se o proteassoma 20S tém 2
subunidades -2 com atividades tripsina-like, no ensaio tem 0,0056 uM dessas
subunidades cataliticas, entdo € necessario um minimo de 2,87 uM de BTCI
para inibir toda a atividade catalitica tipo tripsina-like das moléculas de
proteassoma 20S presente no ensaio. Contudo, na prética, essa concentracéo
foi bem mais baixa, provavelmente devido a falta de precisdo na determinacéo
do pardmetro ICso, Ou ao uso de uma estequiometria de inibicdo diferente da
equimolar, incluindo até mesmo a inibicdo da tripsina e quimotripsina

simultdneamente nas subunidades cataliticas do proteassoma.
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V.

o

Conclusoes

O inibidor de proteases, BTCI, foi purificado satisfatoriamente e
apresentou atividade inbitéria conforme esperado para tripsina,
guimotripsina e proteassoma.

A extensao da inibicdo de BTCI nas enzimas tripsina e quimotripsina,
entendida como a relacdo minima de inibidor:enzima necesséaria para
observar 100% de inibicdo da atividade, sdo semelhantes e aproxima-se
de 0,7; de acordo com os ensaio de absorcédo UV-visivel. Porém, o BTCI
inibe a tripsina aproximadamente 3,6 vezes mais rapida e eficientemente
gue a quimotripsina.

Ao analisar, por espectrometria de fluorescéncia, o efeito inibitdrio do
BTCI sobre a tripsina, foi verificado que o ICsp, tanto em relacéo a area
guanto ao Fmax, apresentou um valor menor que 0,88 uM. Portanto, para
1,31 uM de enzima, € necessario, aproximadamente, 1,34 uM de BTCI
para inibir toda da atividade da tripsina com uma propor¢do 1:1
BTCIl:Enzima, sendo mais sensivel e eficiente 0 método de emisséo de
fluorescéncia que a absorbéancia UV-visivel para avaliar a atividade
inibitoria do BTCI.

A purificacdo do proteassoma 20S de levedura foi realizada de maneira
eficaz, mantendo seu estado oligomérico, mediante a combinac&o de os
principios cromatogréaficos diferentes de afinidade e troca ibnica, e com
alto grau de pureza de acordo com as analises de eletroforese e de
EDL.

A inibicdo da atividade tripsina-like do proteassoma feita pelo BTCI foi
significativa, ao analisar a inibicdo por emissdo de fluorescéncia, com
um valor de ICso de 0,008 uM, que demonstra a capacidade inibitoria de
BTCI na estrutura proteolitica e oligomérica do proteassoma de levedura
20S.
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