UFAL

INSTITUTO DE QUIMICA E BIOTECNOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA E
BIOTECNOLOGIA

SERINO PROTEASE E INIBIDOR DE TRIPSINA: PURIFICACAO, CARACTERIZACAO E
APLICACAO BIOTECNOLOGICA

CLAUDIO WILIAN VICTOR DOS SANTOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS

Campus A. C. Simodes

Tabuleiro dos Martins
57072-970 - Macei6 - AL




CLAUDIO WILIAN VICTOR DOS SANTOS

SERINO PROTEASE E INIBIDOR DE TRIPSINA: PURIFICACAO,
CARACTERIZACAO E APLICACAO BIOTECNOLOGICA

Tese apresentada ao programa de POs-
graduacdo em Quimica e Biotecnologia da
Universidade Federal de Alagoas, como
requisito parcial da obtencdo do titulo de
doutor em ciéncias.

Orientador: Prof°. Dr.° Hugo Juarez Vieira
Pereira

Maceio- AL
2020



Catalogacao na fonte
Universidade Federal de Alagoas
Biblioteca Central

Divisao de Tratamento Técnico
Bibliotecario: Marcelino de Carvalho Freitas Neto — CRB-4 — 1767

§5237s

Santos, Claudio Willian dos.

Serino protease e mibidor de tripsina : purificagdo, caracterizagio e
aplicacio biotecnologica / Clandio Willian dos Santos. — 2020.

144 f -1l grafs . tabs. color.

Orientador: Hugo Juarez Vieira Pereira.
Tese (doutorado em ciéncias) — Umiversidade Federal de
Alagoas. Instifuto de Quimica e Biotecnologia. Programa de Pés-Graduacgio em

Quimica e Biotecnologia. Maceid, 2020.

Bibliografia: f 130-144.

1. C. stipularia. 2. Imbidores de serino proteinase. 3. Agentes de coagulacdo
- Lette. 4. C. plumieri. 5. Imbidores da tripsina. 6. T. castaneum. 1. Titulo.

CDU: 66.097.8:663.15




UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS Hdd
INSTITUTO DE QUIMICA E BIOTECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA E

BIOTECNOLOGIA
ER 104 Km14, Campus A. C. Simdes
Cidade Universitina, Tabuleiro dos Martins
57072-970, Macei6-AL, Brasil
Fone: (82) 3214-1144
Email: ppgqb ufali@gmail com
FOLHA DE APROVACAO

Membros da Comissdo Julgadora da SERINO PROTEASE E INIBIDOR DE TRIPSINA:
PURIFICA(;AO, CARACTER]ZA(;AO E APL]CAC;&O BIOTECNOLOGICA™,
apresentada ao Programa de Pos-Graduacdo em Quimica e Biotecnologia da Universidade

Federal de Alagoas no dia 1° de maio de 2020, as 9h. por meio de videoconferéncia realizada
através da ferramenta Microsoft Teams.

Comissao Examinadora:

Prof. Dr. Hugo Juarez Vieira Pereira
(Presidente da banca - Orientador — PPGQB/IQB/UFAL)

oy

Prof. Dr. Francis Soares Gomes

(PPGQB/IQB/UFAL)

Pral Dr Locioms hporecids IL. Gl

A " _Z#Counienador PPGCF | FAL
ek bebasee

Prof. Dr. Luciano Aparecido Meireles Grillo
(ICF/UFAL)

rfdimw Jouadsts

Profa. Dra. Melissa Fontes Landell
(ICBS/UFAL)



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela oportunidade concedida de ingressar no programa de pos-
graduacéo, por ter sido um pai supridor nos momentos mais delicados que tive que
enfrentar ao longo dessa jornada e, por sua companhia incontestével, pois sem Ele,
nada do que foi feito poderia ser concluido.

A minha mae, Maria Luiza Victor, por toda coragem e companheirismo, onde
soube com prudéncia guiar seus filhos em corretos caminhos. Por ter entendido por
diversas vezes a minha auséncia, e ter acreditado até o fim que conseguiriamos
alcancar essa vitoria. A meu irmdo, Luiz Felipe Victor, por seu esfor¢co e empenho
a me ajudar com esse trabalho. A minha v6 Epifania e demais familiares, por todo
o carinho, dedicacéo e encorajamento dado.

A minha namorada Andréa Batista, pela atencdo, cuidado e paciéncia
ofertada durante os quatro anos que estivemos juntos. Sempre serei grato pela
ajuda oferecida, a qual foi determinante ao longo dessa trajetoria.

Ao Professor Orientador Dr° Hugo J. V. Pereira, pelo acolhimento em seu
grupo de pesquisa, atencédo e esclarecimentos de duvidas no campo de pesquisa.
Aos demais professores do laboratério, especialmente a professora Dr° Edma
Miranda, onde esteve nos acolhendo com seu cuidado fraternal, e pelos
ensinamentos de vida adquiridos ao longo de sua vida académica.

A colega de trabalho e amiga Maria Elizabeth da Costa Marques, por ter sido
a profissional responsavel em mostrar todos os encantos da Bioquimica. Além da
amizade, companheirismo e ensino oferecidos durante 0s momentos que passamos
no laboratério. Por mesmo distantes (na reta final do doutorado), sempre que
possivel, exercia papel fundamental, no tocante a orientacdo e aconselhamento.

Aos meus companheiros de pelotdo do Curso de Formacdo e
Aperfeicoamento de Pracas da policia Militar de Alagoas, pela irmandade firmada,
pelos maravilhosos momentos passados durante todo o curso de formacéo; pelo
suporte material, emocional e aprendizado trocado até o presente momento.

A todos os colegas do Batalhdo de Policia Rodoviaria, pelo grande
profissionalismo, coragem e dedicacdo; por terem mostrado a valorizagcdo do
companheirismo; pelo incentivo dado em continuar esta pesquisa, e pela

flexibilizagcdo permitida, que foram fundamentais a continuidade deste trabalho.



A amiga de trabalho Andrea Carla, por seu imenso coracéo, capaz de aceitar
as diferencas, enxergar o proximo pelo que ele € (em sua esséncia), pelo seu
cuidado incomparavel, por todas as mensagens de fortalecimento, por ter estado
presente nos mais dificeis momentos enfrentados e, por ter sido a pessoa
determinante em me fazer continuar esta pesquisa.

Ao professor Dr° Luciano Aparecido, por ter confiado e permitido a minha

permanéncia em seu laboratério. Ao amigo e irmao Anténio Thomas, por todos os
momentos de companheirismo que vivenciamos. Ao amigo Josiel, pessoa
incomparavel, atenciosa, e extremamente prestativa.
Aos amigos Cledson Barros, Tatiele, Alexandra, Camila, Déavida, Janaina,
Giovanne, Joao Artur, Fabiana, Marta, Meiriele, Mariana, Josenilda, Erika, Luana,
Niete; todos que sofreram, riram, choraram e estiveram presentes com ajuda
inestimada em toda pesquisa.

A Universidade Federal de Alagoas-UFAL, ao Instituto de Quimica e
Biotecnologia-IQB, ao Programa de Pds-graduacdo em Quimica e Biotecnologia-
PPGQB, assim como os 6rgaos de fomento: Coordenacéo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior-CAPES, e o Conselho Nacional de Desenvolvimento

Cientifico e Tecnolégico-CNPQ.



RESUMO

Sabe-se que a maior parte da comercializacao envolvendo a producéo de enzimas
esta centrada na venda de proteases e, 0 sucesso no uso destas moléculas se deve
a fatores como elevada atividade catalitica, seletividade a substratos especificos,
assim como a diversidade de producdo. Da mesma forma que as reacdes
enzimaticas sao Uteis em aplicacdes biotecnoldgicas, a sua inibi¢cdo; por outro lado,
também tem sido alvo de muitas pesquisas e desenvolvimento cientifico. Os
inibidores de protease (Pls) sédo tidos como moléculas presentes em praticamente
todos os organismos vivos, e desempenham um papel significativo em muitos
processos biolégicos, através da regulacdo das fungdes proteoliticas de enzimas
alvo. Diante da necessidade em disseminar estudos voltados a obtencdo de
proteinas com viés comercial, objetivamos com este trabalho a obtencao de serino
proteases e inibidores de tripsina de interesse biotecnoldgico, seguido de sua
purificacdo, caracterizacdo e aplicacdo. A realizacdo do trabalho seguiu
metodologias comparativas com diferentes estratégias de precipitacdo (salina,
solventes organicos e sistema trifasico), assistidas por cromatografia liquida (S-100
Sephacryl e DEAE-Sepharose). Todo o desenvolvimento experimental foi realizado
a 4°C, com o intuito de minimizar as perturba¢cdes estruturais das proteinas. Em se
tratando da aplicacéo biotecnolédgica do extrato bruto da espécie C. stipularia e do
inibidor isolado da espécie C. plumieri, foi avaliado, respectivamente, a atividade
coagulante (com leite desnatado e integral) e ensaio inibitério (in vitro) contra serino
protease isolada do intestino do inseto praga T. castaneum. Por meio desta
pesquisa, foi possivel descrever a obtencdo de novo coagulante de leite e,
purificacdo de uma tripsina-similis a partir das sementes da espécie C. stipularia;
com 45 kDa e atividades o6timas determinadas em 50°C e pH 8,0. Quando
submetida a reacdo com diferentes substratos conjugados com p-nitroanilina, a
hidrolase mostrou especificidade apenas para o BApNA. Em se tratando dos
estudos realizados com a espécie C. plumieri, foi possivel isolar o inibidor de tripsina
com massa estimada em 50kDa; que apresentou alta especificidade inibitoria para
a protease isolada do T. castaneum, o que mostra uma provavel utilidade desta
molécula no combate ao inseto praga usado na pesquisa.

Palavras-chave: C. stipularia, serino protease, coagulante de leite, C. plumieri,

inibidor de tripsina, T. castaneum.



ABSTRACT

It is known that most commercialization involving the production of enzymes is
centered on the sale of proteases and the success in the use of these molecules is
due to factors such as high catalytic activity, selectivity to specific substrates, as well
as the diversity of Production. In the same way that enzymatic reactions are useful
in biotechnological applications, their inhibition; on the other hand, it has also been
the subject of much scientific research and development. Protease inhibitors (PIs)
are seen as molecules present in virtually all living organisms and play a significant
role in many biological processes, through the regulation of the proteolytic functions
of target enzymes. In view of the need to disseminate studies aimed at obtaining
proteins with a commercial bias, with this work we seek to verify serine proteases
and trypsin inhibitors of biotechnological interest, followed by their purification,
characterization and application. The work was carried out following comparative
methodologies with different precipitation strategies (saline solution, organic
solvents and three-phase system), assisted by liquid chromatography (S-100
Sephacryl and DEAE-Sepharose). All experimental development was carried out at
4°C, in order to minimize structural protein disorders. As for the biotechnological
application of the crude extract of the species C. stipularia and the isolated inhibitor
of the species C. plumieri, the coagulant activity (with skimmed and whole milk) and
the inhibitory test (in vitro) against the serine protease isolated from the intestine of
the pest of insects T. castaneum. Through this work, it was possible to describe the
obtaining of a new milk coagulant and the purification of the trypsin type from seeds
of the species C. stipularia; with 45 kDa and optimal activities determined at 50°C
and pH 8.0. When subjected to reaction with different substrates conjugated to p-
nitroaniline, the hydrolase showed specificity only for BApNA. In the case of studies
carried out with the species C. plumieri, it was possible to isolate the trypsin inhibitor
with an estimated mass of 50kDa; which showed high inhibitory specificity for the
isolated protease of T. castaneum, which shows a probable usefulness of this

molecule in combating the insect pest used in the research.

Keywords: C. stipularia, serine protease, milk coagulant, C. plumieri, trypsin

inhibitor, T. castaneum.
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1. INTRODUCAO

A elevacdo da atividade industrial, bem como os impactos na economia
global estiveram sempre associados a participacdo da inddstria quimica e, que via
de regra, assumia o papel de assegurar uma melhor qualidade de vida por meio dos
produtos distribuidos no mercado. Durante muitos anos esse avanco esteve
concentrado na utilizagdo extrativista de recursos naturais, onde 0 seu uso
desenfreado acarretou no agravamento de algumas problematicas ambientais.

Uma proposta alternativa que vem ganhando maior posicionamento no
segmento econdmico é biotecnologia, em que através do reaproveitamento da
biomassa consegue elaborar mecanismos industriais alternativos, com baixa
agressividade ao ecossistema local, e com maior sustentabilidade. Como enfoque
desta tendéncia, destaca-se a participacdo das enzimas em plantas industriais, as
guais agem de forma especifica, agindo sob condi¢cfes de reacdo mais brandas que
0s produtos quimicos tradicionais. Além disso, eles sao prontamente
biodegradaveis e; geralmente, levam a redugdo ou auséncia de toxicidade quando
atingem o meio ambiente (BILAL et al., 2019). De forma pratica, observa-se que a
aplicacdo de enzimas nos processos biotecnoldgicos oferece algumas vantagens,
como maior seletividade e baixas concentracdes, em comparacao com 0s métodos
sintéticos, sendo por isso, ampliada a sua utilizacdo em diversos segmentos da
biocatalise (SHELDON e WOODLEY, 2018; ADAMS, et al., 2019).

Sabe-se que a maior parte da comercializacdo envolvendo a producéo de
enzimas esta centrada na manipulacdo de proteases e, 0 sucesso no uso destas
moléculas se deve a fatores como maior degradacdo, quando comparadas aos
catalisadores sintéticos, elevada atividade catalitica, seletividade aos substratos
especificos, assim como a diversidade de producdo (GURUMALLESH et al., 2019).
Por outro lado, sobre os beneficios econémicos, percebe-se que a adequacdo
destas proteinas a insumos processuais favorece em grandes proporcoes, a
economia local, principalmente pelo valor atribuido a molécula comercializada.

Comparado com as proteases de vertebrados, as enzimas produzidas por
plantas apresentam menor incidéncia na utilizacdo em processos industriais, sendo
gue os seus relatos literarios, sdo datados de milhares de anos. O grande interesse
em utilizar processos bioquimicos em escala industrial € que na maior parte dos

casos, 0 custo de producao e, agressdo ambiental, tende a ser bem inferior, em
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comparacao com as metodologias inorganicas e, de tratamentos mecanicos. Por
outro lado, por influéncia da producao em larga escala, ou mesmo pelo baixo custo
de producéo, as proteases de origem vegetal tiveram seu espaco industrial
decrescido, ao passo que a utilizacao de enzimas purificadas de micro-organismos
cresceu exponencialmente (FEIJOO-SIOTA e VILLA, 2010). Entretanto, mesmo
com esse desequilibrio mercadoldgico, o nimero de trabalhos realizados com a
finalidade de purificar serino proteases de origem vegetal tem revelado forte
Importéancia, principalmente pelo fato de n&o necessitarem de agentes redutores e
guelantes como aditivos, e por se mostrar estavel em expressiva faixa de pH e
temperatura (LI et al., 2018).

Assim como as reagbes enzimaticas sao utilitdrias em aplicacdes
biotecnolégicas, a sua inibicdo, por outro lado, também tem sido alvo de muitas
pesquisas e desenvolvimento cientifico, principalmente como alvos farmacoldgicos,
agindo seletivamente ao sitio ativo da molécula e, com isso, minimizando os efeitos
deletérios aos pacientes tratados. Com relacdo a acdo dos inibidores de enzimas
podemos dividi-los em reversiveis e irreversiveis. Os inibidores irreversiveis formam
uma estavel ligacdo covalente com o sitio ativo da enzima, impossibilitando que esta
acelere a processabilidade do substrato. Em contrapartida, aqueles ditos reversiveis
(competitivo, misto e ndo competitivo) interagem com a proteina (enzima) por meio
de interacdes fracas (ligacdo de hidrogénio, ligacdo hidrofébica e idnicas),
modificando a estrutura tridimensional da proteina e, com isso, inviabilizando o seu
encaixe ao substrato.

Da mesma forma que o comércio internacional de proteases tem alcangcado
o percentual de praticamente metade do total de enzimas produzidas, a descoberta
por moléculas inibitérias tem também mostrado expressivo destaque. Os inibidores
de protease (Pls) sdo tidos como moléculas presentes em praticamente todos 0s
organismos vivos, desempenhando papel significativo em muitos processos
biologicos, por regulacdo das funcdes proteoliticas de suas enzimas alvo
(VAGADIA, VANGA e RAGHAVAN, 2017). Devido a sua capacidade de inibir as
proteases, incluindo as do sistema digestivo humano e, reduzir a biodisponibilidade
das proteinas, os IPs passaram a ser considerados como antinutrientes (ZHAO et
al., 2018). Entretanto, a sua atribuicdo € ainda mais abrangente, por intermédio de

acao preventiva contra uma série de doencas; como cancer, esclerose multipla,
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inflamacé&o e Duchenne, distrofia muscular (CLEMENTE et al., 2011; KOBAYASHI,
2013; HERNANDEZ-LEDESMA e HSIEH, 2017).

Assim, diante da necessidade em disseminar estudos voltados a obtencgéo
de proteinas com viés comercial, objetivamos com este trabalho a verificacdo de
serino proteases e inibidores de tripsina de interesse biotecnolédgico, seguido de sua

purificacdo, caracterizacéo e aplicacao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Implementacgéo da Industria Quimica

A industria quimica abrange a producdo de petroquimicos, agroquimicos,
produtos farmacéuticos, tintas, polimeros dentre outros e, para ser caracterizado
como um produto desta natureza, 0 mesmo deve passar por processos quimicos
(reacdes quimicas) que formam novas substancias com caracteristicas fisico-
quimicas diferentes das substancias iniciais (BRITO, 2017).

E importante destacar que em funcdo da condi¢do socioeconémica de cada
pais, bem como as politicas governamentais neles implementadas, o crescimento
desse segmento se deu de maneira heterogénea e, que nos paises
subdesenvolvidos, a sua disseminacdo se deu de modo mais retardatario. Nao
obstante, por se tratar de uma ciéncia extremamente experimental, demorou certo
tempo para dispor de recursos teoricos que permitissem realizar as previsées dos
resultados e as condicbes necessarias para que os fendmenos quimicos
ocorressem (BRITO, 2017). A partir dai a indUstria quimica teve como iniciar suas
atividades e, ao longo da histdria, os impactos por ela gerado se estenderam por
demais paises e continentes.

Sob uma analise contemporéanea, a inddstria quimica esta presente em
praticamente todos os bens de consumo e em todas as atividades econdmicas,
oferecendo solucdes e, contribuindo para a melhoria dos processos e qualidade dos
produtos. A dependéncia por capital, conhecimento e, recursos humanos
qualificados, faz com que o0 segmento produza uma grande quantidade de insumos
para todos os setores (ABIQUIM, 2010). Além disso, os investimentos da quimica
sdo de grande porte, intensivos em capital, caracterizados por elevados prazos de
maturacgao e extensa vida Gtil. Como resultado, os valores desses investimentos séo
representativos, quando confrontados com os montantes despendidos na maioria
dos outros segmentos industriais (ABIQUIM, 2010).

Atualmente no Brasil, os produtos quimicos presentes em todos o0s
segmentos da industria de transformacédo, no consumo doméstico e, na agricultura,
sdo obtidos principalmente por meio de matérias fésseis. Devido ao fato de nos

altimos anos a demanda ter sido atendida por importacdes, a industria quimica
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brasileira apresentou grande potencial de desenvolvimento, ocupando a nona
posicdo no ranking de faturamento liquido da industria quimica (ABEQ, 2014).

Ainda sobre os relatérios desta associa¢do, no ano de 2017 a producgdo
brasileira alcancou um faturamento liquido de aproximadamente US$ 119,6 bilhdes,
0 que corresponde a 9,5% a mais ao registrado em 2016, quando a indudstria
quimica faturou US$ 109,2 bilhdes (ABQUIM, 2017). Com esse montante, o Brasil
se manteve na 82 posicdo, status ja confirmado no ano anterior (Figura 1),
responsabilizando também pela 32 posicdo no PIB industrial nacional (ABQUIM,
2017).

Figura 1: Ranking Mundial da Industrias Quimica
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Adaptado de Marchi, 2017

Esse tipo de evolucéo, é reflexo de inUmeros programas elaborados, como
forma de assegurar uma melhor adequacao e, estruturacédo das empresas atuantes
na area, sobretudo, na possibilidade de formar a real participacdo colaborativa de
entes participantes, como universidades, centros tecnoldgicos de pesquisa e muitos
outros. De acordo com estudo realizado por Mansur (2005), onde avaliou a indUstria
de processamento quimico no Brasil, sobre a 6tica das motivacfes para pesquisa,
desenvolvimento e suas interfaces com as politicas governamentais; a quimica é
uma ciéncia experimental. Desta feita, para que as industrias brasileiras se mostrem
consolidadas e competitivas, deveriam acima de tudo, deter pessoal qualificado em
seus quadros profissionais e, além disso, precisaria estar intimamente conveniada
com universidades/Institutos que disponham de pesquisadores que saibam

trabalhar em laboratorios e, que tenham vocacéo para trabalhos experimentais.

2.2 Avaliagéo do uso de Enzimas na Produgéo Industrial

Conforme visto anteriormente, a elevagao da atividade industrial, bem como
0s impactos na economia global; estiveram sempre associados a participacéo da

industria quimica e, que via de regra, assumia o papel de assegurar uma melhor
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qualidade de vida por meio dos produtos distribuidos no mercado. Durante muitos
anos, esse avanco esteve concentrado na utilizacdo extrativista de recursos
naturais, onde o seu uso desenfreado, acarretou no agravamento de algumas
probleméticas ambientais.

Por se tratarem de proteinas produzidas em praticamente todos 0s seres
Vivos; e por atuarem como catalisadores em diferentes reacfes bioquimicas, as
enzimas sdo vistas como uma importante ferramenta biotecnolédgica, capaz de
assegurar, em alguns processos industriais, a sustentabilidade ndo alcancada por
intermédio das técnicas mais tradicionais (CHOI, HAN e KIM, 2015). De acordo com
Demain e Fang (2000) a utilizacdo de enzimas na producdo de bens para consumo
humano remonta ha pelo menos 2000 anos, quando 0s micro-organismos foram
impostos no processo de sacarificagdo do arroz e, fermentacdo de péaes. Na
verdade, o mecanismo enzimético era desconhecido até 1877, quando Moritz
Traube propés que “materiais semelhantes as proteinas aceleravam a fermentacao
e outras reagdes quimicas”. Mais tarde, a demonstracdo histérica de Buchner em
1897, mostrou que a fermentacéo alcodlica poderia ser realizada usando extrato de
levedura sem intervencdo celular, ocorrendo entdo, a primeira aplicacdo de
biocatalise (JEGANNATHAN e NIELSEN, 2013).

Existem atualmente mais de 5.500 enzimas identificadas (BRENDA, 2012),
as quais séo classificadas com base no tipo de reacdo que elas catalisam
(oxidorredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases). (Tabela
1).

Tabela 1: Classificacdo internacional das enzimas: Nomenclatura da Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular

Classe n® N(E;)lrg:sia Reacédo Catalisada

1 Oxirredutases Transferéncia de Elétrons
(EC 1.x.y.2)

2 Transferases Transferéncia de Grupos
(EC 2.x.y.2)

3 Hidrolases Reacdes de Hidrolise
(EC 3.x.y.2)

4 Liases Adicao de grupos e liga¢cbes duplas
(EC 4.x.y.2)

5 Isomerases Transferéncia de grupos de uma mesma molécula
(EC 5.x.y.2)

6 Ligases Formacéao de Ligacdes
(EC 6.x.y.2)

Fonte: elaborada pelo autor, 2020
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Estas proteinas sdo altamente especificas, agindo sob condicfes de reacao
mais brandas que os produtos quimicos tradicionais. Além disso, eles séo
prontamente biodegradaveis e; geralmente, levam a redugdo ou auséncia de
toxicidade quando atingem o meio ambiente (BILAL et al., 2019). De forma pratica,
observa-se que a aplicacdo de enzimas nos processos biotecnolégicos oferece
algumas vantagens, como maior seletividade e baixas concentracbes, em
comparacao com os métodos sintéticos, sendo por isso, ampliada a sua utilizacédo
em diversos segmentos da biocatalise (SHELDON e WOODLEY, 2018; ADAMS, et
al., 2019). No entanto, é importante destacar que em alguns casos a utilizacao de
catalisadores biologicos se mostra ineficiente e, por isso, faz-se necessario lancar
mao dos processos mais rudimentares. Um exemplo, seria os custos de producéo,
bem como a necessidade de que sejam difundidos demais estudos que visem a
descoberta de novas moléculas com maior dinamismo reacional (SANDOVAL e
HYSTER, 2020).

A abordagem da implementacdo da atividade biotecnolégica pode ser
esquematizada sob duas perspectivas: aquela envolvida na completa substituicao
do processo tradicional, pela acdo enzimética (Figura 2-A) e a que convalida a

implementacdo de materiais e processos alternativos (Figura 2-B).

Figura 2: Variagcbes da implementac¢ao biotecnoldgica
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Fonte: Adaptado de Jegannathan e Nielsen, 2013

Entretanto, para este trabalho, estaremos levando em consideracdo apenas
primeira possibilidade, em que sera verificado as atuais implementacées de
moléculas enziméticas em escala industrial. A seguir, serdo mostrados alguns
exemplos de processos de fabricagcdo, assim como 0s avancos obtidos por

intermédio da utilizacdo de enzimas na linha de producao industrial.
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2.2.1 Industria de couros

Muitos acessoérios como bolsas, sapatos, estofados de méveis e reldgios, sdo
fabricados a partir do couro retirado das peles de animais e, dependendo da espécie
escolhida, o tratamento quimico da matéria prima se torna indispensavel. Embora
seja bem difundida a manipulacéo dos couros, o tratamento dos residuos industriais
sdo sempre uma problematica para o ecossistema local (KANDASAMY et al., 2012).
Em funcdo desta observacdo, outros mecanismos auxiliares (processos
biotecnolégicos) passaram a ser implementados, na finalidade de minimizar os
gastos, bem como regredir os impactos ecologicos ocasionados no sistema
tradicional de producédo. Dentre as possibilidades, destaca-se a implementacéo de
enzimas queratinoliticas, que dependendo planta industrial, pode proporcionar uma
reducao de até 80% insumos emitidos, tais como gases nocivos, e demais residuos
sélidos (PAUL et al., 2016). Os pesquisadores ainda ressaltam algumas limitacoes
do setor alternativo, que seria a melhoria da eficiéncia enzimatica e estabilidade da

proteina durante a comercializagéo.

2.2.2 Industria téxtil

Durante a sua manipulacéo, o algodao (in natura) sofre varios tratamentos,
como a lavagem, brangueamento, polimento e, tingimento, antes de ser
transformado em fio e tecido. Esses procedimentos, por via de regra; requerem
elevado custo energético, e uma alta demanda de agua (TOUNSADI et al., 2020),
fazendo com que essa atividade industrial seja considerada como uma das
principais causadoras de agressao ao ecossistema.

Para minimizar os impactos ecolégicos, assim como reduzir as problematicas
discutidas, implementou-se como estratégia auxiliar, aplicacdo de enzimas no
processamento na industria téxtil (MADHU, CHAKRABORTY, 2017) sobretudo, na
otimizacdo do processo assistido pela proteina, em detrimento do mecanismo
rudimentar.

Os tecidos de malha e fios para tecidos leves; antes de serem tingidos, sao
branqueados com a adi¢édo de perdxido de hidrogénio, o qual deve mais tarde ser
remanejado. Para que o tingimento ocorra de maneira uniforme, tal reagente é
tradicionalmente removido pela utilizacdo de agua quente, ou por acdo de agentes
redutores (tiossulfato de sédio), o que acaba exigindo; por parte das fabricas, um
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alto recurso hidrico (JEGANNATHAN e NIELSEN, 2013). Por outro lado, por meio
da utilizacdo de oxirredutases, a desconstrucéo do peroxido de hidrogénio pode ser
efetivada em condi¢des brandas, em baixas temperaturas e, que a planta industrial
pode ser otimizada para um unico processo. Além disso, Kadam et al., (2018)
reportaram a intrinseca participacdo da catalase na biotransformacao de corantes
téxtis, agindo como consequéncia, na reducédo do consumo de agua em niveis bem
mais expressivos, quando comparado com as metodologias ndo assistidas por
catalisadores bioldgicos.

Semelhante a catalase, a enzima arilesterase pode ser usada no processo de
branqueamento de algodéo. A enzima catalisa a hidrolise de diacetato de propileno
glicol e perdxido de hidrogénio a propilenoglicol e idoperacico. O método atua como
um agente clareador sob condigcbes operacionais mais brandas, do que o
branqueamento rudimentar, poupando energia e, evitando a perda de algodao.
Dettore (2011) em estudo feito com o brangueamento de algoddo, mostrou que o
impacto ambiental de um processo de branqueamento assistido por enzimas é

menos dispendioso, aos efetuados por mecanismos n&o assistidos.

2.2.3 Industria de detergentes

Os surfactantes sdo uns dos principais constituintes dos detergentes,
removendo as manchas das roupas durante a sua lavagem. Normalmente, a
produtividade deste insumo é destinada ao uso em limpeza doméstica, de forma
gue no ano de 2012, resultou numa movimentacao econdmica de aproximadamente
US$ 60,9 bilhdes (BIANCHETTI et al., 2015). Estas substancias apresentam
maiores eficiéncias na limpeza quando expostas a altas temperaturas e, para isso;
faz-se necessario nas grandes lavanderias, um alto consumo energético (SINGH et
al., 2018), principalmente nos paises mais frios. Além disso, os surfactantes
liberados no meio ambiente ap0s lavagem séo toxicos para as espeécies aquaticas,
a menos que sejam removidos em esta¢des de tratamento hidrico (CARRASCHI et
al., 2012).

Uma alternativa que vem sendo utilizada de forma a minimizar as agressoes
provocadas pelos surfactantes é através da elaboragdo dos “detergentes verdes”
(SINGH et al., 2018) com a incorporacdo de enzimas funcionais aos métodos
tradicionais. Tais moléculas possuem a capacidade de degradar as manchas das

roupas a baixas temperaturas e, apresentam menor toxicidade que os agentes
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surfactantes (OECD, 2011). Dos Santos et al., (2020) reportaram em estudo
conjunto que a incorporacao da tripsina isolada da espécie aquatica Coryphaena
hippurus em detergentes comerciais resultou numa expressiva atividade catalitica
da enzima, enfatizando a sua compatibilidade como componente adicional aos

detergentes industriais.

2.2.4 Industria de alimentos e bebidas

A utilizagdo de enzimas como aditivos em alimentos e bebidas é algo bem
comum, ndo sO pela degradacao organica do catalisador, mas principalmente, pela
mudanca organoléptica atribuida aos produtos (COLLADOS et al.,, 2020). Na
verdade, a implementacéo de enzimas para a producao de segmentos alimenticios
tradicionais é relatada a milhares de anos, sendo que com advento biotecnoldgico,
0S biocatalisadores passaram a ocupar um papel ainda mais importante,
contemplando inclusive, em menores custos na produtividade.

Além disso, com a necessidade de contemplar os mais diversos ambientes
de processamento de alimentos, e atender ao desenvolvimento de novos produtos
alimentares, constata-se a elaboragcdo de novas alternativas de obtencéo e
produtividade destes catalisadores organicos; a exemplo de enzimas aprimoradas
como proteases, lipases, que apresentam proeminente atividade catalitica (ZHANG,
HE e SIMPSON, 2018). Muitos desses avancos foram obtidos através de esforcos
na area de metagenémica, DNA recombinante e técnicas de engenharia de
proteinas, os quais foram determinantes para a aquisicdo de alimentos mais densos
em nutrientes, extracao de compostos bioativos, e reducao dos riscos de seguranca
em alimentos (ZHANG, HE e SIMPSON, 2018).

Como se nota, sdo muitas as aplicacbes e avancos alcancados pela
implementagdo de moléculas enziméticas em plantas industriais, sobretudo, na
capacidade de metabolizar os seus substratos de maneira seletiva, com rendimento
energético bem acima dos processos nao catalisados. Além do mais, a sua
utilizagdo consegue reverter em niveis consideraveis a contaminagdo dos
subprodutos gerados, jA que que sua estrutura organica pode ser facilmente
degradada, sem ocasionar danos ao ecossistema local.

Na opinido do professor Jodo Furtado, da Universidade de Sao Paulo (USP)
em encontro com representantes dos principais produtores de enzima em nosso

pais (EMBRAPA, 2015) "a industria de enzimas € importante ndo pelo tamanho,
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mas porque desempenha um papel chave para uma série de atividades
econdmicas". Sendo assim, “dar atencédo a essa industria € fundamental para um
pais que quer utilizar seus recursos naturais, gerando valor agregado de forma
sustentavel”, enfatizou.

No mesmo encontro, o coordenador-geral de Biotecnologia, Energia e
Tecnologias da Informacgédo e Comunicacao da Secretaria de Inovagéao do Ministério
do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior, Luciano Cunha de Souza,
enfatizou que dispor de matéria-prima abundante e com baixo custo & um forte
diferencial para paises se destacarem na produ¢ao de enzimas e; que 0 n0SSo pais,

em comparacao com outras economias globais, aparece como um forte candidato.

2.3 Proteases

Os seres vivos tém como caracteristica em comum, ainda que sendo de
diferentes reinos; o processamento de reacdes bioguimicas intermediadas por
enzimas cataliticas, de forma que sem elas, ndo seria possivel a manutencédo da
vida (COX, DOUDNA e ODONNELL, 2012). Existem na atualidade uma infinita
gama de enzimas catalogadas, as quais se distinguem quanto a sua funcéo,
tamanho e estabilidade quimica (Tabela 1). Estas por sua vez, alcancam como
ponto de convergéncia, a sequéncia fundamental de residuos de aminoacidos, que
a depender da cadeia lateral, poderdo ser quimicamente enquadrados como
aminoacidos aromaticos (Fenilalanina, Tirosina, Triptofano), aminoécidos alifaticos
(Glicina, Alanina, Prolina, Valina, Leucina, Isoleucina, Metionina) (HARVEY e
FERRIER, 2012), aminoacidos carregados positivamente (Lisina, Arginina,
Histidina), aminoacidos carregados negativamente (Aspartato, Glutamato) e
aminoacidos ndo carregados (Serina, Treonina, Cisteina, Asparagina, Glutamina)
(CAMPBEL, 2003).

Dentre estas classes de enzimas, as de maior representatividade
biotecnoldgica na atualidade s&o as hidrolases, enzimas com a capacidade quimica
de clivar ligagbes covalentes através da adicdo de moléculas de agua. Fazem parte
deste grupo as lipases (EC 3.1), celulases (EC 3.2), amilases (EC 3.2) e proteases
(EC 3.4), sendo que esta ultima, abrange por si so, cerca 60% do total de enzimas
comercializadas no setor industrial (YOUNES et al., 2015). Tais moléculas agem

especificamente nas ligagbes peptidicas de proteinas e peptideos e, estédo
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presentes de forma universal em todos o0s seres Vvivos, representando cerca de 2%
do total de proteinas existentes em todos os organismos (SILVA, 2013).
Semelhantemente, Gurumallesh et al., (2019) reportaram que nos seres humanos,
essas hidrolases chegam a corresponder 500 diferentes enzimas, de modo a
constituir um nimero estimado em 2% de todo 0 genoma humanao.

A atividade proteolitica € fundamental para a sobrevivéncia, portanto, nao é
de surpreender que todos 0s organismos Vivos expressem essas moléculas. Com
a ampla diversidade de isoformas e moléculas homologas, constituem um excelente
mecanismo de ataque e defesa, seja como proteinas de superficie, moléculas
secretadas, enzimas digestivas, veneno de glandulas, latex vegetal, entre outras
manifestagdes (PATEL, 2017).

A renovacao de proteinas € um importante processo em sistemas vivos. Uma
vez que as proteinas cumprem seus propositos, elas devem ser degradadas, de
modo que os aminoacidos constituintes possam ser reutilizados em vias anabdlicas.
Além disso, as proteinas adquiridas por meio da dieta tém de ser degradadas a
peptideos e aminoacidos para melhor absorcao intestinal (STRYER et al., 2008).
Sob esses aspectos, as proteases sado liberadas em meios intra e extracelulares,
agindo em vias metabdlicas, vias de sinalizacéo celular, assim como na digestédo de
proteinas.

Esse tipo de diversidade funcional, vinculada as caracteristicas estruturais,
faz com que essas moléculas assumam participacao diferentes setores. Segundo
Li et al., (2013) a sua projecao podera alcancar potencialidades cientificas ainda
maiores das observadas até o momento. Isso; por sua vez, € permitido pelo grande
avanco cientifico da comunidade académica, de forma que a sua aplicabilidade saiu
da esfera industrial, mas incorporando, também; preponderantes participacdes para
terapia de algumas patologias (LI et al., 2013).

Parte das proteases sdo traduzidas a partir do RNAm, na forma inativa
(zimogénio) e, apos ativacdo por proteolise parcial, é que elas conseguem efetuar
suas funcdes cataliticas. Na verdade, se trata de pro-dominios inibitorios, os quais
deverdo ser removidos, para que a molécula realize perfeitamente a funcéo
biolégica (SANMAN e BOGYO, 2014). As enzimas que ndo sao sintetizadas com o0s
pré-dominios inibitorios, por outro lado, necessitam da ligacdo a cofatores

especificos, ou mesmo, de uma modificagédo pos-traducionais (PTMs) (Figura 3).
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Figura 3: Mecanismo de ativacdo de proteases

a C

ol @

protease
pT"‘S ‘j’] Inibicéo
_ @/_, @

Zimogeénio |nat|vo Proteaseativa

v d
'|
Environment !
&

Zimogénioinativo Remocéo de pré-dominio B
linativador Degradagéo

Fonte: Adaptado de Sanman e Bogyo. 2014

Conforme esquematizado na figura, as proteases que sao traduzidas na
forma de zimogénio (A) podem ser ativadas por diferentes mecanismos, como a
variacdo do pH, modificacbes pos-traducionais, ligacdo a cofatores e, por fim; a
excisdo do dominio inibitério (B). E importante mencionar que a clivagem do dominio
inibitério pode ocorrer em um complexo de sinalizacdo macromolecular (B-topo),
pela acdo de outra protease individual (B-centro), ou pela autocatalise (B-inferior).
Cada tipo de mecanismo citado, estara envolvido em processos biolégicos
especificos, mas que apo6s a ativacdo, a molécula so perdera a atividade, quando
estiver associada a um inibidor endégeno, ou pela degradacédo induzida pelos
proteossomos (C) (SANMAN e BOGYO, 2014).

A depender do sitio de acdo no substrato, as proteases podem ser
classificadas em endopeptidases e exopeptidases. As exopeptidases agem
preferencialmente  nas  extremidades C  (Carboxipeptidases) ou N
(Aminopeptidases) da cadeia polipeptidica enquanto que as endopeptidases
hidrolisam ligacdes peptidicas alocadas no interior da molécula (MOTYAN, TOTH e
TOZSER, 2013) (Figura 4).
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Figura 4: Mecanismo de hidrélise das proteases
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Embora estas enzimas basicamente clivem ligacdes peptidicas, existem
diferencas entre elas individualmente, no que diz respeito a posi¢cdo da ligacdo
hidrolisada e, a sequéncia de aminoacidos adjacentes a essa ligacdo (VERMELHO
et al., 2008). O referido autor ainda cita que por consequéncia, em 1960 o cientista
Hartley prop6s um tipo de classificacdo onde as enzimas seriam divididas de acordo
com 0s grupos quimicos do centro ativo envolvidos no mecanismo catalitico. Desta
forma, as proteases séo atualmente classificadas em seis grandes grupos com base
em seus dominios cataliticos: Serino proteases (EC 3.24.21); Treonina Proteases
(EC 3.4.25); Cisteino Proteases (EC 3.4.22); Aspartico Proteases (EC 3.4.23);
Proteases Glutamicas (EC 3.4.19); e Metaloproteases (EC 3.4.24) (DEL ROSSO,
2013 e SRILAKSHMI, et al., 2015).

2.3.1 Aplicacgbes biotecnoldgicas

O uso de enzimas em processamentos tecnoldgicos é datado de muitos
anos, sendo que as varias aplicacdes das enzimas conhecidas hoje, séo resultados
de grandes investimentos, principalmente nas quatro ultimas décadas, as quais
estdo associadas a implementacdo da biotecnologia moderna. Na verdade, a

biocatalise surge como uma ferramenta otimizada, através da redugéo no tempo de



35

processo, concentracdo das etapas operacionais, € maxima especificidade aos
substratos (CHOI, HAN e KIM, 2015)

E importante salientar que essa evoluc&o se deu pela contribuicdo mutua de
diferentes linhas de pesquisa. A saber, exploracdo genética, associada as
estratégias de recombinacdo génica, assim como 0S avancos ha area da
protedmica, onde foi alcancado maior esclarecimento sobre as fungdes estruturais
de cada macromolécula, assim como a énfase em estratégias de purificacdo
(ZHANG, HE e SIMPSON, 2018).

Sabe-se que a maior parte da comercializacdo envolvendo a producao de
enzimas esta centrada na manipulacdo de proteases e, 0 sucesso no uso destas
moléculas, se deve a fatores como maior degradagcdo, quando comparadas aos
catalisadores sintéticos, elevada atividade catalitica, seletividade aos substratos
especificos, assim como a diversidade de producdo (GURUMALLESH et al., 2019).
Por outro lado, sobre os beneficios econémicos, percebe-se que a adequacédo
destas proteinas a insumos processuais favorece em grandes proporcdes, a
economia local, principalmente pelo valor atribuido a molécula comercializada.

Em 2007, o mercado de enzimas era estimado em 2,3 bilhdes de ddlares
anuais, com 60% deste valor correspondente as enzimas proteoliticas, sendo 40%
de fontes microbianas (ARRUDA, 2017). O mercado mundial pode ser dividido em
trés segmentos: enzimas técnicas, destinadas a industria téxtil e produtos de
limpeza; enzimas para alimentos e bebidas e, enzimas para ragao animal (SOUZA,
2012). Em 2011 este mercado movimentou 3,5 bilhdes de doélares, sendo 1,3 bilhdo
em enzimas técnicas, 1 bilhdo na industria de alimentos e bebidas e 1,2 bilhdo em
demais segmentos (MORGADO, 2013).

Os Estados Unidos responderam em 2006 por 34% do mercado de enzimas,
com receita de US$ 394 milhdes, com potencial de alcancar no ano de 2013 US$
749 milhées. O mercado brasileiro, por outro lado, € essencialmente importador de
enzimas industriais. Segundo dados do Ministério de Desenvolvimento, Industria e
Comércio Exterior, no ano de 2011 as importacdes chegaram a US$ 119 milhdes e,
as exportacdes US$ 52 milhdes (ARRUDA, 2017). Ainda de acordo com a fonte, de
2007 a 2011 as exportacdes brasileiras cresceram moderadamente, enquanto que

as importagoes triplicaram (Figura 5).



36

Figura 5: Importacdes e exportacdes de enzimas no Brasil (MDIC, 2012)
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Sobretudo, tem-se que o Brasil possui um enorme potencial para produgéo
de enzimas, devido a dois principais fatores: a abundancia em matéria organica a
ser utilizada como substrato de baixo custo para fermentacdes, como palha de
arroz, soro de leite, bagaco de cana e, a enorme diversidade biolégica, com a
descoberta de novos microrganismos produtores de enzimas de interesse industrial
(SOUZA, 2012).

2.3.2 Proteases na industria de detergentes

Os detergentes sdo substancias que mimetizam a tenséo superficial de um
liguido, sendo estes compostos, também considerados tensoativos (SILVA et al.,
2011). Estas substancias sdo produtos sintéticos produzidos a partir de derivados
do petrdleo, e comecaram a ser produzidos comercialmente a partir da segunda
guerra mundial, devido a escassez de 6leos e gorduras necessarios para fabricacdo
de sabdes (SILVA et al., 2011). A estrutura quimica das moléculas de detergentes
possui como similaridade a constituicdo de um sal organico, com uma longa cadeia
alquilica hidrofébica e, uma extremidade hidrossoluvel. Assim, as moléculas de
detergentes séo classificadas como anfipaticas, por possuirem uma regiao polar
(hidrossoluvel) e outra apolar (ndo soluvel). Esse arranjo molecular faz com que as
manchas de gordura, geralmente enriquecidas de conteludo proteico, sejam
retiradas e engaioladas pela porcao alquilica do detergente, onde posteriormente
serdo retiradas através do fluxo de agua.

Conforme discutido anteriormente, os detergentes comerciais mais simples

sdo formados por surfactantes e agentes estabilizadores, que em conjunto,
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favorecem a descoloracdo dos tecidos, evita a producdo excessiva de espuma,
facilita a retirada de sujeira das roupas, reduz o efeito de encardimento e, disfarca
0 mau odor dos demais componentes do produto (SINGH et al., 2018).

A partir da década de 60, passou-se a incrementar nessas solu¢des enzimas
proteoliticas, as quais atuavam em manchas especificas ao degradarem os
residuos organicos de origem proteica, permitindo assim, a substituicdo, ou a
reducdo, de produtos causticos, 4cidos e solventes tdxicos, que agridem o meio
ambiente e promovem o desgaste dos tecidos e equipamentos (MITIDIERI et al.,
2002). Na verdade, os detergentes que recebem hidrolases como um dos
constituintes, recebem o nome de detergentes biologicos, sendo destinados a
limpeza de caldeiras em grandes industrias, rede hospitalar ou até mesmo nas
atividades domeésticas (SRILAKSHMI et al., 2015). Estatisticas apontam que de 25%
a 30% das enzimas comerciais sao implementadas na fabricacdo de detergentes,
com maior destaque as enzimas proteases e amilases (GURUMALLESH et al.,
2019).

As principais vantagens em se utilizar biocatlisadores como aditivos em
detergentes sdo: a alta economia energética e baixa emissdo de CO:2 (visto ser
possivel lavagens a baixas temperaturas), por substituirem outros compostos como
agentes surfactantes e por serem biodegradaveis. Acredita-se que o uso destes
materiais modificados favorece a lavagem de roupas a 30, em vez de 40 ou 60°C,
possibilitando uma economia energética e reducao de emissao de CO2 na Europa
de 12 milhdes de toneladas, valor equivalente a emissdo de 3 milhGes de
automoveis (www.novozymes.com.br, 2015).

Apesar das proteases poderem ser obtidas de diferentes fontes bioldgicas,
as mais utilizadas como aditivos em detergentes sdo aquelas extraidas de bactérias.
Estima-se que a sua implementacéo ocorreu em meados dos anos 60, por meio da
utilizacao de Bacillus amyloliquefaciense e Bacillus licheniformis (MAURER, 2004).
Atualmente, os microrganismos sao responsaveis pela maior parte da producao
mundial de enzimas, mas com toda a exigéncia em eficiéncia catalitica e,
rentabilidade no processo de producédo, a descoberta por novas fontes biolégicas
se mostra de grande interesse.

Em decorréncia desta tendéncia mercadoldgica; o Brasil, em conformidade
com outros paises, passou a exercer grande investimento tecnologico, com a

finalidade de otimizar seus produtos, assim como aprimorar a eficiéncia deles.
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Esses avancos se deram em diferentes escalas e setores industriais e, com relacao
ao enfoque desta secdo, destaca-se que aproximadamente 80% dos detergentes
comercializados apresentam pelo menos uma enzima proteolitica como incremento
inovador e, obviamente, respaldando em eficiéncia imensuravelmente superior aos

demais produzidos de forma tradicional (www.novozymes.com.br, 2015).

2.3.3 Proteases na industria alimenticia

O uso de proteases em processos industriais destinados a fabricacao de
alimentos e bebidas sdo uns dos mais observados. Como exemplo, cita-se a
fabricacdo de cervejas, maturacdo de queijos, amaciamento de carnes, producao
de hidrolisados funcionais, panificacdo, producdo de adocantes artificiais e, na
recuperacao/aproveitamento de residuos e subprodutos (SRILAKSHMI et al., 2015).
Entre os efeitos positivos que se espera no processamento de alimentos, ha aqueles
relacionados com o valor nutricional e funcional, incluindo maior absorcéo,
modificacdes sensoriais (textura e sabor) assim como melhoria na capacidade
antioxidante e reducdo de compostos alergénicos (VAN BOEKEL, 2010).

No inicio, quando a enzimologia estava ainda em ascenséo, as estratégias
escolhidas como forma de modificacdo das propriedades funcionais das proteinas
eram através de tratamentos com substéncias é&cidas, que por sua vez,
ocasionaram alteracfes quimicas em parte das moléculas constituintes (THYS,
2004). Em contrapartida, o uso inovador de enzimas proteoliticas assumiu inimeras
vantagens, quando comparado a esses outros agentes, as quais se destacam:
especificidade, auséncia de toxicidade e baixas concentracdes. Na realidade, a
hidrolise proteica € uma estratégia imposta com a finalidade de agregar valor,
funcionalidade e ampliacdo do leque de aplicacbes para materiais de pouca
utilizacdo convencional, subprodutos e residuos da industria alimenticia (ZHANG,
HE e SIMPSON, 2018).

Sob aspectos nutricionais, representa a oportunidade de conferir textura a
proteina, alterar a capacidade espumante, de coagulacdo e emulsificacdo, assim
como remocao de sabores e odores indesejaveis (LLORENTE et al., 2014). Além
do mais, ndo altera o valor nutricional do composto, sendo as modificagbes
ocasionadas durante o processo decorrentes da maior ou menor especificidade da

enzima pelo substrato.
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A acdo hidrolitica nas moléculas de proteina faz também com que os
peptideos e aminoacidos gerados assumam maiores niveis de solubilidade. Isto,
por sua vez, se deve ao fato de os produtos da hidrélise serem menores, quando
comparados com a proteina de partida, assim como maiores quantidades de grupos
passiveis de sofrerem o efeito de solvatacdo. Segundo Zhao et al., (2011), o
tratamento enzimatico com alcalases de um extrato proteico de amendoim, resultou
no aumento da solubilidade do material, ao passo que favoreceu uma diminui¢cdo
no critério de hidrofobicidade da amostra. Outros artigos também comprovaram os
mesmos resultados (CHEN, 2012).

Uma das aplicagcdes inovadoras do uso de proteases esta também
relacionada a hidrélise de proteinas de soja. Estudos apontam que muitas das
propriedades fisiolégicas e funcionais das proteinas estdo associadas a peptideos
biologicamente ativos, que séo codificados na sequéncia primaria de suas proteinas
parenterais (RIZZELLO et al., 2016). Eles sdo oriundos da hidrolise de
macromoléculas proteicas, com sequéncias de aminoacidos bastante particular.
Hoje jA se conhece inumeras correlagcbes da acdo destes com o melhor
funcionamento fisiolégico: acéo cardiovascular nos sistemas imunolégico, nervoso
e digestivo (HERNANDEZ-LEDESMA, 2011). Basicamente, o processo metabdlico
envolvido na formacao de peptideos bioativos oriunda da acéo de proteases, tanto
aguelas envolvidas em processos digestivos, quanto as participantes da
fermentacao (TAVANO, 2013).

Coscueta et al., (2019) verificaram o aumento bem significativo na formacéo
e estabilidade de peptideos bioativos, a partir de proteinas de soja; ressaltando a
importante participacdo enzimatica no enriqguecimento nutricional de produtos
nutricionais. Ainda nessa perspectiva, Liang et al., (2020) mostraram que o
tratamento de proteinas da soja com biocatalisadores resultou numa maior
formacao de espumas e melhoramento nas propriedades interfaciais, o que estima
a sua aplicabilidade para a manipulacéo de alimentos aerados.

Outro importante uso de proteases em insumos alimenticios provém dos
processamentos de leite e seus derivados, principalmente aqueles destinados a
coagulagcédo. Estimativas apontam que na atualidade, cerca de 816 milhdes de
toneladas de leite sdo produzidas anualmente em todo o mundo e, com uma média
de consumo de aproximadamente 116,5kg por habitante (SIQUEIRA, 2019). No

Brasil a producgéao de leite cresceu 271% entre os anos de 1974 e 2017, ao ponto de
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0 pais saltar da 102 posicao para o 4° maior produtor no mundo (SIQUEIRA, 2019).
De acordo com o autor, essa produtividade se encontra fragmentada em diferentes
segmentos comerciais, mas que de modo majoritario, a comercializacao do leite
longa vida e producao de queijos detém mais de 50% de toda cadeia produtiva.

A preparacdo enzimatica mais conhecida utilizada pelo setor lacteo € o
coalho (ou renina) nome dado as preparacdes comerciais contendo proteases
acidas extraidas de tecidos animais (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2011).
Inicialmente, as proteases existentes no coalho clivam a k-caseina numa regido
especifica da molécula (ligacdo peptidica entre os aminoacidos fenilalanina e
metionina) (BEY et al., 2018) de modo que a estrutura nativa da proteina € desfeita,
levando como consequéncia, a sua menor solubilidade (BADGUJAR, MAHAJAN,
2014). Portanto, a coagulacao do leite corresponde a formacédo de um coagulo firme
(insolavel), obtido através de modificacdes fisico-quimicas das micelas de caseina,
em tempo determinado (FERNANDES, 2020).

Devido a fatores como o aumento da produtividade, o alto custo do coalho,
disponibilidade limitada, requisitos religiosos e, habitos alimentares; alguns paises
tém incentivado a disseminacdo de pesquisas que visem identificar e disseminar a
utilizacdo de materiais alternativos destinados a producédo de queijo (BEY et al.,
2018) a exemplo da tecnologia recombinante com micro-organismos e,
principalmente, a investigagcdo de peptidases de origem vegetal (MAZORRA-
MANZANO et al., 2013; DE FARIAS et al., 2019).

2.3.4 Proteases em fontes vegetais

Foi visto em momentos anteriores que que além da participacéo digestiva, as
proteases também assumiram importantes papéis no sistema regulatério. Em
espécies vegetais, estas moléculas também revelam fundamental importancia,
agindo seletivamente na liberacdo de aminoacidos e peptideos funcionais,
regulacdo proteica, regulacdo evolutiva (senescéncia) e, na defesa contra seres
patogénicos (HOORN, 2008; CHINNADURAI, KRISHNAN e PERUMAL, 2018).

Assim como ocorrem em enzimas de vertebrados, as proteases produzidas
por células vegetais possuem a capacidade de hidrolisar ligacbes peptidicas de
proteinas, agindo seletivamente em por¢cbes C-terminal e N-terminal, através do
ataque nucleofilico da carbonila (ligacdo peptidica) e, posterior estabilizacdo do
oxianion (Figura 7-a). A depender da forma como esse ataque ocorre e, dos grupos
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quimicos mais participativos, podemos classificar as moléculas como sendo
pertencente a familia das Cisteino, Serino, Aspartico e Metaloproteinases (Figura 6-
b).

Figura 6: Mecanismo de clivagem enzimatica
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Fonte: Adaptado de Van Der Hoorn, 2008

Com mais de 200 membros, as proteases séricas sdo as maiores classes de
enzimas proteoliticas encontradas em espécies vegetais, divididas em 14 familias,
pertencentes a 9 clas evolutivamente relacionados entre si. As familias S8, S9, S10
e S33 séo as de maior representatividade, com 60 membros cada uma delas (VAN
DER HOORN, 2008).

Comparado com as proteases de vertebrados, as enzimas produzidas por
plantas apresentam menor incidéncia na utilizacdo em processos industriais, sendo
que os seus relatos literarios, sdo datados de milhares de anos, como ilustrado nos
escritos homéricos, em que retratavam a utilizacéo do latex da figueira, como agente
coagulante de leite para a fabricagao de queijo (FEIJOO-SIOTA e VILLA, 2010).

O grande interesse em utilizar processos bioquimicos em escala industrial é
gue na maior parte dos casos, o custo de producéo e, agressdo ambiental, tende a
ser bem inferior, em comparacdo com as metodologias inorganicas e, de
tratamentos mecanicos. Por outro lado, por influéncia da producéo em larga escala,
ou mesmo pelo baixo custo de producédo, as proteases de origem vegetal tiveram
seu espaco industrial decrescido, ao passo que a utilizagédo de enzimas purificadas

de micro-organismos cresceu exponencialmente (FEIJOO-SIOTA e VILLA, 2010).
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Entretanto, mesmo com esse desequilibrio mercadolégico, o nimero de
trabalhos realizados com a finalidade de purificar serino proteases tem revelado
forte importéncia, principalmente pelo fato de ndo necessitarem de agentes
redutores e quelantes como aditivos, e por se mostrar estavel em expressiva faixa

de pH e temperatura (LI et al., 2018).

2.3.5 Tripsina

De todas proteases mencionadas na sec¢éo anterior, as serino proteases sao
amplamente estudadas, por estarem envolvidas em varios processos fisiologicos,
tais como a digestdo, apoptose, transducéo de sinal, controle do ciclo celular e,
coagulacéo do sangue (GOHARA e DI CERA, 2011). As serino proteases sao assim
denominadas por possuirem um mecanismo catalitico que envolve um residuo de
serina ativado, particularmente reativo em seu sitio catalitico (MINAYA, 2012). Além
disso; enzimas enquadradas nessa categoria, possuem em comum a participacao
de outros aminoacidos, que sao a histidina (His) e aspartato (Asp) (YANG, 2015). A
depender da especificidade com seus substratos, as serino proteases digestivas
podem ser subdivididas em trés categorias: tripsina, quimotripsina e elastase
(Figura 7).

Figura 7: Subdivisdo das serino proteases digestivas
A Trypsin B Chymotrypsin C Elastase

Ser'®

Fonte: Yang, 2015

A tripsina contém um residuo de aspartato carregado negativamente no sitio
ativo da molécula, o qual favorece a hidrdlise de ligacdes peptidicas na extremidade
carboxiterminal de residuos de lisina (Lys) e arginina (Arg), aminoacidos esses
carregados positivamente.

As enzimas, assim como as demais proteinas sao inteiramente dependentes

da estrutura primaria de sua cadeia polipeptidica, de modo que uma unica
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modificacdo num residuo de aminoacido, podera culminar em uma drastica
alteracéo funcional.

Com relagdo a hidrolise de ligacBes peptidicas dos residuos anteriormente
citados, a ocorréncia de prolina nas regides adjacentes a estes aminoacidos dificulta
0 acesso do substrato ao sitio ativo da tripsina (www.novozymes.com.br, 2015), ja
gue se trata de um aminoacido mais rigido, tornando a estrutura menos especifica
ao estado de transicdo do complexo enzima substrato.

A quimotripsina, por sua vez, age seletivamente em residuos hidrofébicos
como o triptofano (Trp), fenilalanina (Phe) e tirosina (Tyr). Por fim, tem-se a elastase,
gue por seu sitio catalitico ser menor que os da tripsina e quimotripsina, agem
preferencialmente em aminodcidos pequenos como alanina (Ala), glicina (Gly) e
valina (Val) (YANG, 2015).

O mecanismo de hidrolise envolvendo serino proteases podem ser
observado por meio da Figura 8. Através do mecanismo, € possivel verificar que o
ataque nucleofilico ocorre a partir da hidroxila do amino&cido serina, na posicéo
195. E importante mencionar que essa hidroxila protonada precisa ser “ativada”,
caso contrario, formaria um intermediario extremamente instavel (oxigénio com trés
valéncias acomoda carga parcial positiva, extremamente instavel nesse elemento
eletronegativo). Assim, a aproximacéao deste aminoacido com o residuo de histidina
na posicao 57 faz com que a hidroxila da serina seja desprotonada, tornando este
oxigénio da hidroxila com carga elétrica parcialmente negativa.

Figura 8: Mecanismo de Hidrdlise de serino proteases.

intermedidrio acil-enzima intermediario
tetraédrico tefraédrico

Ser85  qly193

Fonte: Gerais-Brasil, 2009

Em termos de reatividade, esta carga negativa em um atomo eletronegativo,
como o oxigénio, faz com que a energia do orbital molecular ocupado (HOMO) deste
residuo de aminoacido aumente consideravelmente, tornando-o ainda mais propicio

ao ataque nucleofilico (CAREY, 2007). Por si s0, o anel imidazoélico da histidina
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possui expressiva basicidade, em decorréncia do par de elétrons livres em um dos
atomos de nitrogénio. No entanto, ao se aproximar do terceiro aminoacido envolvido
na triade catalitica, aspartato (posi¢do 102), o mesmo pode efetuar uma ligagédo de
hidrogénio com a histidina, o que acarretaria em um aumento no pKa para a mesma,
tornando-a ainda mais basica e, consequentemente, promovendo uma interacao
mais efetiva entre ela e a hidroxila da serina.

A medida que o substrato se aproxima da triade catalitica, o oxigénio da
hidroxila efetua um ataque nucleofilico no grupo carbonila, formando um
intermediario tetraédrico e, o oxigénio da carbonila assume uma carga parcial
negativa. Esta carga por sua vez, pode sofrer efeito estabilizador por meio de
ligacbes de hidrogénio de outros aminoacidos posicionados num bolséo da enzima
denominado de oxianion (STRYER, BERG e TYMOZKO, 2006). O intermediério
formado é extremamente instavel e, ao restabelecer a ligacdo dupla da carbonila,
ocorre uma ruptura no intermediario entre o carbono e o grupo amino, facilitada
também pela protonacdo do aminoacido histidina. A adgua que entra é também
desprotonada, a hidroxila gerada ataca a carbonila, formando mais uma vez o
intermediario tetraédrico.

Por fim, a ligacdo dupla da carbonila é restabelecida, regenerando o estado
inicial da enzima para mais uma reacdo. Na verdade, esse tipo de mecanismo
reacional mostrado é comum para catélises covalentes, em que a histidina, participa
na reacdo como uma base de Lewis. Por outro lado, aquelas realizadas por
metaloproteinases e, proteases asparticas, sdo intituladas como catalises nao
covalentes, tendo como acidos e bases 0s grupos glutamato e zinco (TURK, 2006)
(Figura 9).

Figura 9: Mecanismo de catalise covalente e ndo covalente
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Nos seres humanos, a tripsina é produzida no pancreas, na forma inativa,
chamada de tripsinogénio (zimogénio). Sua molécula (Beta) consiste em uma Unica
cadeia polipeptidica, formada por dois dominios de estruturas similares, unidos de
forma assimétrica, cujas interfaces estdo inseridas os residuos de aminoacidos
cataliticos (DEVLIN, 2011) (Figura 10).

O primeiro dominio € representado em azul (1-105aa), seguido do outro
dominio em vermelho (106-223aa). O N-terminal da molécula é mostrado em
laranja, e C-terminal em cor azul claro. Finalmente, mostra-se a triade catalitica: Ser
(amarelo); His (lilas) e Asp (verde) (GERAIS-BRASIL, 2009).

Figura 10: Estrutura tridimensional da -tripsina pancreatica bovina

Fonte: Gerais-Brasil, 2009

Durante a digestdo, quando os alimentos previamente degradados pela
pepsina chegam ao intestino, ocorre a liberacao de tripsinogénio, onde sofre a agcéo
hidrolitica da enteropeptidase, liberando na forma ativa a tripsina (DEVLIN, 2011),
a qual propicia a continuidade da hidrélise das proteinas previamente digeridas,
bem como promove a ativacdo de outras moléculas proteicas.

Esse tipo de ativacdo é estabelecido pela exposi¢cdo do sitio catalitico da
molécula, que até entéo, encontrava-se impedido. Em se tratando de outra proteina,
a definicdo comumente escolhida pelos bioquimicos ao se referirem aos
precursores sao:. pro-proteinas ou pré-enzimas, dependendo da natureza da
molécula (NELSON e COX, 2013).

Para o tripsinogénio, a acdo hidrolitica da enteropeptidase desencadeia a
remocao do hexapeptideo a partir da extremidade N-terminal, H2N-Val-Asp-Asp-
Asp-Asp-Lys (DEVLIN, 2011). sendo que recentemente, Ogawa et al. (2015)

verificaram o efeito auto ativador do tripsinogénio intermediado por interacéo
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especifica com carboidratos. Com esse estudo, os pesquisadores puderam
certificar-se de que a ativacdo secundaria do tripsinogénio, desencadeada pela
acdo direta de moléculas de tripsina ativas, estaria sofrendo efeito regulatério a
partir de moléculas glucanares, associadas a forma inativa (zimogénio). Além disso,
puderam concluir que a acao inibitéria estaria atribuida ndo necessariamente a
tripsina ativa, mas através da mudanca estrutural do tripsinogénio, visto que a taxa
de hidrélise da tripsina ativa ndo mostrou alteracbes apds incubagdo com os
carboidratos estudados.

E de fundamental importancia que a tripsina seja disponibilizada apenas nos
momentos de interesse fisioldgico, caso contrario, desencadearia o efeito nocivo
denominado de pancreatite (BRANDL et al., 2016). Desta forma, acredita-se que a
associacgao intermolecular do tripsinogénio com moléculas glicanas representa mais
um novo mecanismo endogeno, destinado a regulacéo indireta contra a hidrdlise
intermediada por tripsina (auto ativacédo do zimogénio).

Por abranger importantes processos metabdlicos, sejam em bactérias ou
vertebrados, estudos destinados a purificagdo e caracterizagdo de tripsinas tem
crescido de forma bastante consideravel. Além do isolamento em si, analises mais
refinadas puderam também testificar importantes caracteristicas acerca da estrutura
primaria, amplo conhecimento de suas atividades, assim como estudos cinéticos
destinados ao processo catalitico destas moléculas (DOS SANTOS, 2020).

O manejo alternativo de tripsinas como aditivo em produtos industrializados
abrange hoje uma vasta diversificacdo, tanto farmacologica, andlises quimicas,
guanto na producédo de detergentes. Estima-se que neste, a tripsina foi introduzida
pela primeira vez em 1913, pelo quimico alemao Otto R6hm (HERBOTS et al.,
2008), sendo que o primeiro produto disponibilizado no mercado com essa
formulacéo, ocorreu apenas 46 anos mais tarde, produzido por Gebrider Schnyder
e, em 1985, somando cerca de 80% do total de detergentes comercializados
(VOJCIC et al., 2015).

O enquadramento de tripsinas como um bom aditivo em detergentes esta
associado a avaliacdo de multiplos fatores. Dentre eles pode-se destacar a ampla
acao da tripsina em pH alcalino, assim como em diferentes temperaturas (de baixas
temperaturas para fibra sintéticas, e de altas para fibras de algodao). Por fim,

destaca-se a sua estabilidade cinética frente aos demais constituintes do produto.
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Sobre acfes farmacoldgicas, pode-se citar a contribuicdo da tripsina sobre
efeitos dietéticos na industria alimentar, o que reflete direta, ou indiretamente num
maior estado nutricional, bem como uma terapia alternativa para pacientes com
disfuncdo pancreética (KIM, 2014). Normalmente estas moléculas sdo obtidas a
partir de extratos de pancreas bovinos e suinos, sendo que a série de epidemias
configuradas nos ultimos anos tem despertado um estado de alerta por parte dos
profissionais da é&rea, tendo em vista o risco iminente de contaminacdo apos
administracéo clinica com esse material.

Como uma das solucdes alternativas, tem-se pensado na técnica de
recombinacdo com células vegetais, por exemplo, a partir do milho transgénico
(zeamays) (WOODARD et al.,, 2003). No entanto, um dos maiores entraves
relacionados a esse estudo refere-se ao custo beneficio associado a purificacéo,
podendo atingir cerca de 80% do custo total (TIAN et al., 2011 e XU et al., 2012).

Em estudos desenvolvidos com células de arroz transgénico, Kim et al.,
(2011) obtiveram 15 mg/L de tripsina de pancreas bovino até o quinto dia de cultivo
das células, compreendendo cerca de 7,5% do total de enzimas secretadas por
estas células em meio de cultura.

Em andlises quimicas, a tripsina purificada € usualmente empregada na
espectrometria de massas, como forma elucidativa da massa molecular de
proteinas, assim como aferir o sequenciamento de alguns dos peptideos
constituintes. Nesta analise, as bandas das proteinas contidas no gel de
eletroforese devem ser retiradas antes de serem investigadas. Em seguida séo
hidrolisadas por meio de um tratamento enzimatico com tripsina. Assim, a depender
do perfil de fragmentacéo, torna-se possivel equiparar os resultados obtidos com
alguns bancos de dados apropriados e, consequentemente, determinar a classe e
subclasse da proteina em questdo (UPADHYAY et al., 2015; BAJAJ et al., 2015).

De forma preponderante, a biotecnologia visa cada vez mais a otimizagéo,
melhor desempenho e; principalmente, o uso de produtos com elevado potencial
biotecnolégico. Dentre as possibilidades, destaca-se o0 reaproveitamento de
descartes do setor agropecuario, que no nosso pais, é responsavel pela producéo
e comercializagcdo de grandes quantidades de biomassa rica em enzimas

digestivas.
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2.4 Inibidores de Proteases

Assim como as reacfes enzimaticas sao utilitarias em aplicacdes
biotecnolégicas, a sua inibicdo, por outro lado, também tem sido alvo de muitas
pesquisas e desenvolvimento cientifico, principalmente como alvos farmacolégicos,
agindo seletivamente ao sitio ativo da molécula e, com isso, minimizando os efeitos
deletérios aos pacientes tratados. Com relacdo a agéo dos inibidores de enzimas
podemos dividi-los em reversiveis e irreversiveis. Os inibidores irreversiveis formam
uma estavel ligacdo covalente com o sitio ativo da enzima, impossibilitando que esta
acelere a processabilidade do substrato. Em contrapartida, aqueles ditos reversiveis
(competitivo, misto e ndo competitivo) interagem com a proteina (enzima) por meio
de interacbes fracas (ligacdo de hidrogénio, ligacdo hidrofébica e ibnicas),
modificando a estrutura tridimensional da proteina e, com isso, inviabilizando o seu
encaixe ao substrato.

Da mesma forma que o comércio internacional de proteases tem alcancado
o percentual de praticamente metade do total de enzimas produzidas, a descoberta
por moléculas inibitérias tem também mostrado expressivo destaque. Os inibidores
de protease (PIs) sdo tidos como moléculas presentes em praticamente todos 0s
organismos vivos, desempenhando papel significativo em muitos processos
biolégicos, por regulacdo das funcbes proteoliticas de suas enzimas alvo
(VAGADIA, VANGA e RAGHAVAN, 2017). Entretanto, para Zhao et al., (2018) a
sua maior incidéncia ocorre em espécies vegetais, sobretudo, nas Fabaceas,
cereais, tubérculos e sementes oleaginosas.

Devido a sua capacidade de inibir as proteases, incluindo as do sistema
digestivo humano e, reduzir a biodisponibilidade das proteinas, os IPs passaram a
ser considerados como antinutrientes (ZHAO et al., 2018). Entretanto, a sua
atribuicdo é ainda mais abrangente, por intermédio de agcéo preventiva contra uma
série de doencas; como cancer, esclerose multipla, inflamacdo e Duchenne,
distrofia muscular (CLEMENTE et al., 2011; KOBAYASHI, 2013; HERNANDEZ-
LEDESMA e HSIEH, 2017).

2.4.1 Classificacéo dos inibidores de proteases de origem proteica

De acordo com o sistema digital MEROPS (sistema de banco de dados
eletrbnico) no ano de 2017, foram confirmados o registro de aproximadamente
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13.4011 PlIs identificados (RAWLINGS et al., 2018). Os autores ainda reforcam que
esse avanco teve como apoio cientifico os novos estudos de purificacdo e
sequenciamento de suas cadeias polipeptidicas.

Esse grupo de inibidores séo organizados em 82 familias, baseadas em sua
homologia da estrutura primaria e, sdo consideradas especificas na sua acao
inibitéria, contra as cinco principais classes de enzimas proteoliticas: serina,
cisteina, aspartico, metaloprotease e treonina protease.

Sobretudo, os IPs de serina e cisteina sdo os de maior incidéncia e, os de
maior representatividade cientifica, devido em parte, a sua associacdo como 0s
principais fatores antinutricionais no armazenamento de plantas, majoritariamente
nas sementes e tubérculos. Ndo obstante, estudos revelam que de maneira
enddgena, o percentual em massa destas moléculas pode alcangar 2% do total de
proteinas no farelo de soja e de 2-10% do quantitativo de proteinas nas sementes
de soja (VAGADIA, VANGA e RAGHAVAN, 2017).

A grande maioria dos inibidores de serino proteases agem sob a
estequiometria de 1:1, competindo seletivamente pelo mesmo sitio ativo do
substrato, através da formacéo do complexo enzima-inibidor (CABRERA-OROZCO,
JIMENEZ-MARTINEZ, e DAVILA-ORTIZ, 2013; DIAS, 2017). Por se tratarem de
estruturas polipeptidicas, a capacidade inibitéria destas moléculas e, sua tipificacao
dependera da sequéncia dos aminoacidos, assim como a maneira com que estes
estédo organizados tridimensionalmente. No caso dos inibidores de serino proteases,
estudos publicados tém mostrado que estas moléculas possuem em comum, uma
estrutura com massa variando de 8-24 KDa, 0s quais estéo justapostos ao sitio ativo
das hidrolases (ODDEPALLY, SRIRAM e GURUPRASAD, 2013).

Inicialmente, com o pioneirismo destas pesquisas, ndo se imaginava que
“‘modelos” diferentes de estudo (plantas) poderiam traduzir, em suas respectivas
células, moléculas com tamanha semelhanca estrutural. Entretanto, na medida que
os isolamentos dos inibidores foram sendo realizados e, suas sequéncias definidas,
pode-se concluir que diferentes espécies organicas conseguiam expressar
moléculas homélogas (AVILES-GAXIOLA, CHUCK-HERNANDEZ e SERNA
SALDIVAR, 2018).

De acordo com Zhao et al., (2019), podemos classificar os inibidores de serino

proteases como:
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e Tipo Kunitz (SBTI) uma proteina isolada de sementes de soja,
formada por uma uUnica cadeia polipeptidica, e peso estimado em 18
a 24 kDa. A estrutura da proteina também é marcada pela incidéncia
de duas pontes dissulfeto, localizadas entre os aminoacidos Cys 136—
145 e Cys 39-86, e seu sitio reativo esta localizado em Arg 63 e lle 64.
(ZHAO et al., 2018).

e Bowman-Birk (BBIs) IPs séricos que tém peso molecular estimado
em 8-10 kDa, com alta densidade de grupos cisteina. Normalmente,
essa classe de inibidor necessita dos aminoacidos glicina e triptofano,
e interagem por meio de dois dominios homologos, cada um contendo
um local reativo separado (ZHAO et al., 2018).

A inativacdo de enzimas proteoliticas se da pela associacdo intermolecular
com estas moléculas e, normalmente, assumem forte estabilidade, quando
expostas a variacdes de pH, temperatura, agentes desnaturantes e proteélise por
proteinases. Estas moléculas sdo encontradas em bactérias, fungos e, animais; no
entanto, sdo mais estudados em familias de plantas como Fabaceae, Poaceae e
Solanaceae, sendo detectadas em 6rgaos vegetativos, reprodutivos e de reserva
(BEZERRA, 2014).

2.4.2 Inibidores de Proteases como Fatores de Protecdo de Plantas

As plantas, assim como demais organismos, coevoluiram com micro-
organismos, insetos, nematoéides, aves e mamiferos, de forma que por intermédio
da selecdo natural, precisaram desenvolver mecanismo de defesa, capazes de
assegurar-lhes a continuidade da espécie, ou mesmo, a manutencdo do processo
senescente da planta. Em contrapartida, a habilidade desses microrganismos ou
herbivoros em adaptar-se aos mecanismos de defesa dos vegetais é que 0s
caracteriza como patdégenos ou predadores, respectivamente (TREMACOLDI,
2009).

Estudos apontam que em plantas, os inibidores apresentam variadas
funcdes, podendo atuar como reguladores de proteases enddgenas, proteinas de
reserva e, como agentes de defesa vegetal contra insetos, micro-organismos e
outros animais herbivoros (BEZERRA, 2014).

Até 1976, apenas um inibidor altamente especifico (para uma protease

microbiana) havia sido isolado de plantas, o inibidor de subtilisina encontrado na
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cevada (YOSHIKAWA et al., 1976). Ainda neste ano, foi observado que inibidores
de tripsina e quimotripsina presentes em sementes de soja, feijjao e também em
batata, foram capazes de suprimir a atividade de proteases secretadas por F. solani
(MOSOLOV et al., 1976) e, ainda, que inibidores da familia Bowman-Birk presentes
em feijao, suprimiram o crescimento de hifas e a germinacédo de conidios de F.
solani, F. culmorum e B. cinerea (MOSOLOV et al., 1976). Posteriormente, foram
publicados demais trabalhos associados, validando a acéo de outros inibidores de
proteases de plantas sobre enzimas extracelulares, crescimento e,

desenvolvimento de microrganismos fitopatogénicos (CRUZ, et al., 2013).

2.5 Modelos Biolégicos

2.5.1 Crotalaria stipularia (DESV., 1814) (FARBALES: FABACEAE)

A familia Fabaceae é a terceira maior familia entre as angiospermas e, a
segunda familia mais importante economicamente (JUDD et al., 2009). Muitas delas
desempenham papel vital na biogeoquimica global, por apresentarem nédulos com
bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico (SPRENT, 2001). No Brasil, esta
familia esta representada por cerca de 190 géneros e 2.100 espécies, que possuem
papel de destaque como elemento floristico em diversas formacdes vegetais,
principalmente daquelas pertencentes ao dominio atlantico, onde possuem
destacada importancia por sua rigueza e abundancia (LIMA, 2000).

Compde esse grupo majoritario, as Crotalarias, caracterizadas por
apresentarem porte herbaceo ou arbustivo; folhas digitado-trifolioladas,
unifolioladas ou simples; flores com corola predominantemente amarela; estames
10, monadelfos, formando um tubo aberto por uma fenda, anteras dimorfas e
legumes inflados (MAGON GARCIA et al., 2013).

Segundo os autores, as espécies sdo encontradas em diferentes condi¢des
ambientais, como areas proximas a rios, morros litoraneos, restingas, orlas de
florestas, campos e cerrados. Além disso, sédo oportunistas e, muito comum como
invasoras de culturas e de locais alterados como, por exemplo, em margem de
estradas e pastagens (FLORES e MIOTTO, 2005; LEWIS et al., 2005).

O legume inflado, quando proximo a deiscéncia (separagdo espontanea),
apresenta as sementes livres em seu interior e, assim; quando agitado produz um

som semelhante ao de um chocalho ou ao guizo da cobra cascavel (Crotalus sp.)
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(MARGON GARCIA et al., 2013). Dessa caracteristica, derivam os homes populares
da maioria de suas espécies, como guizo-de-cascavel, xique-xique e crotalaria
(QUEIROZ, 2009), bem como o nome do género.

Crotalaria constitui-se em um dos maiores géneros da familia Fabaceae, com
cerca de 690 espécies distribuidas em regides tropicais e subtropicais,
principalmente no Hemisfério Sul, sendo mais rico na Africa e na india. Para o Novo
Mundo, sdo citadas por Lewis et al.,, (2005) cerca de 74 espécies, sendo 59
endémicas e, destas, 35 sdo da América do Sul, a maioria das quais, no Brasil.
Segundo Burkart (1952), nos neotropicos, a area natural do género, abrange desde
o sul dos Estados Unidos até a Argentina e o Uruguai.

Em relacdo a sua utilidade agroecoldgica, diversos sao 0s usos citados para
suas espécies, como: adubo organico; forragem; no combate a nematdides de
plantacdes; em programas de revegetacao de areas contaminadas com substancias
téxicas (como arsénio empregado na industria téxtil); na producédo de fibras para
confeccdo de papel; na medicina popular e em atividades farmacologicas
(BURKART, 1952; POLHILL, 1982; MORRIS, 1997; MEDA e FURLANI, 2005;
NARENDER et al., 2005, AHMED et al., 20064, b, SILVA e et al., 2007; GARRIDO
et al., 2008, FELIPE et al., 2009; e ROCHA et al., 2009). Recentemente, também
fora divulgado no cenério cientifico uma importante aplicacéo biotecnoldgica do uso
de variedades do género Crotalaria, no combate ao mosquito Aedes aegypti, por
meio da atracao de libélulas (Odonata) as quais agem como predadores naturais do
mosquito vetor (PEIXOTO, FUJITA e ROQUE, 2018)

Para esta pesquisa, utilizou-se como modelo de referéncia a C. stipularia,
gue segundo a Reflora (http://servicos.jbrj.gov.br/flora/search/Crotalaria_stipularia)
possui as especificacdes taxondmicas muito bem definidas (Tabela 2).

Tabela 2: Classificagdo botanica da espécie C. stipularia

Caule Folha Inflorescéncia
Planta: alt. (m) 0.3-0.5; Estipula-forma: ausente; Numero de flores: paucifloro;
Ramo: porte prostrado ascendente ou | Folha: simples; Racemo: laxo;
decumbente/ereto;
Peciolo: ausente; Racemo-posicao: opositifolio.

Ramo-pilosidade: sericeo;
Lamina-foliar: oblonga/oval, oval-
Ala- interno: amplo lanceolada, orbicular.

Flor Fruto Semente
Bractea: persistente; Legume-formato: obovado; Semente-cor: castanha Gcrea
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Bractea-formato: lanceolada; Legume-cor: preto;

Calice-forma: bilabiado Legume-pilosidade: glabro

Corola-cor: amarela.
Fonte: http://servicos.jbrj.gov.br/flora/search/Crotalaria_stipularia. Acesso em 02 de junho de 2020

A sua distribuic@o geografica no Brasil também estd muito difundida, através
da confirmacdo nas regibes: Norte (Acre, Pard, Roraima); Nordeste (Alagoas,
Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Sergipe); Centro-
Oeste (Distrito  Federal, Goiads, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso);

Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, S&o Paulo) (Figura 11).

Figura 11: Distribuicao da C. stipularia no territério brasileiro

F

Fonte: http://servicos.jbrj.gov.br/flora/search/Crotalaria_stipularia. Acesso em 02 de junho de 2020

Os Dominio Fitogeograficos da espécie estdo fragmentados na Amazonia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal, e em vegetacdes do tipo: Area
Antrépica, Caatinga (stricto sensu), Campo de Altitude, Campo Limpo, Campo
Rupestre, Cerrado (lato sensu), Restinga, Savana  AmazoOnica
(http://servicos.jbrj.gov.br/flora/search/Crotalaria_stipularia).

2.5.2 Centrosema plumieri (BENTH) (FARBALES: FABACEAE)

O género Centrosema possui distribuicdo neotropical, sendo bastante
frequente em vegetacdes savanicas e florestais, especialmente no Brasil, onde esta
representado por 30 espécies, 11 destas endémicas (SILVA e SILVA, 2018).

A espécie C. plumieri pertence a familia das Fabaceae Lindl, e apresenta
distribuicdo majoritaria nas regibes neotropicais - Sul do México, Panama,

Venezuela, Brasil, Paraguai, Africa tropical, Asia e norte da Australia (BOTENY.CZ,
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2018). Sua ecologia € de florestas tropicais e em vegetacao secundaria, florescendo
de setembro a marco. A sua descricdo botanica é marcada pela Vinha com caule
glabro ou levemente piloso; folhas 3-folioladas, com 7,5-20 (-28) cm de
comprimento; stipules com 0,4-1 cm de comprimento; peciolos 1,9 a 9,5 cm;
folhetos de 4 a 14 cm de comprimento, 2 a 8 cm de largura, ovados a levemente
rémbicos, glabros acima, ligeiramente induzidos abaixo. Inflorescéncias axilares,
vérias flores, até 7 cm de comprimento; flores de 3,5-5 cm de comprimento, branco
com centro purpura, asas brancas com apice arroxeado, glabras; calice tubular
com 0,7-1 cm de comprimento, mais largo que longo, dentes a 3 mm de
comprimento. Sua fruta € uma leguminosa, com até 20 cm de comprimento, 0,7 a
0,8 cm de largura, esparsamente adulterada pubescente.

Embora nos deparemos com menor nimero de publicacdes cientificas,
utilizando como material de partida a espécie C. plumieri, acredita-se que este
vegetal se mostra com pujante acervo macromolecular, ao ponto de ser
implementado nas mais diversas utilidades biotecnoldgicas, com por exemplo, no

possivel combate de insetos pragas.

2.5.3 Utilizacdo de proteinas no combate ao inseto praga T. castaneum

by

Além dos argumentos supracitados, relacionados a diversidade
biotecnolégica dos inibidores de proteases, destacamos nesta secdo, a
possibilidade de utilizacdo destas moléculas no combate a insetos pragas de graos
armazenados e de demais culturas agricolas (MERINO-CABRERA, et al., 2020).
Dentre os casos de maior incidéncia, chama-se a atencdo para 0s danos
ocasionados pela espécie T. castaneum, comumente denominada de besouro
vermelho da farinha, por apresentarem uma coloracdo castanho-avermelhada
(Figura 12) (PERKIM, ELPIDINA, OPPERT, 2016).

O T. castaneum é considerado como uma das principais pragas agricolas,
causando perdas econémicas substanciais as mercadorias armazenadas (PERKIN,
ELPIDINAT e OPPERT, 2016). O seu dano é relatado nas mais diversas partes do
mundo e, que ao longo dos anos, tem apresentado expressiva resisténcia, quando
combatidos com produtos inseticidas (DISSANAYAKA, SAMMANI e
WIJAYARATNE, 2020). Estimativas apontam que a acdo destas pragas pode

comprometer a producdo mundial de gréaos em até 8% e, que anualmente, cerca de
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11 a 26% dos graos armazenados sdo destruidos através de sua agressao
(PANEZAI, et al., 2019).

Figura 12: T. castaneum: (A) fase larva; (B) fase pupa e (C) inseto adulto

Fonte: https://www.agrolink. Acesso em 11 de dezembro de 2019

O T. castaneum pertence a ordem Coleoptera e, familia Tenebrionidae. Em
sua morfologia, apresenta um sistema digestivo compartimentalizado, em que na
porcdo anterior do seu intestino, verificamos a a¢cdo majoritaria de enzimas écidas,
como as peptidases Catepsina L e Cisteina B (VINOKUROV et al.,, 2009;
MARTYNOV et al., 2015). Para alguns pesquisadores, esse tipo de distribuicdo
pode funcionar como um mecanismo evolutivo que estes animais desenvolveram,
como forma de defesa contra a acao de inibidores de serino proteases (OPPERT et
al., 2010). Apos sofrerem a hidrdlise das enzimas acidas, as proteinas e peptideos
remanescentes sao processados no intestino posterior, por meio da acao de
enzimas alcalinas como tripsinas e quimotripsinas (VINOKUROQV et al., 2009).

Em virtude da compartimentalizacdo metabdlica e, da participacao
escalonada das proteases no sistema digestivo do T. castaneum, acredita-se que a
suplementacao de Pls a dieta destes animais pode funcionar como método eficaz
no combate dessas pragas (OPPERT et al., 2010) em substituicdo a utilizacdo de

agroquimicos de maior agressao ambiental.
2.6 Estratégias de Precipitacdo de Proteinas

Para que as propriedades e atividades de uma proteina possam ser
determinadas, estas devem estar na sua forma pura (NELSON e COX, 2013). Essa
purificacdo deve ser tomada a partir do tecido, célula, ou qualquer outro tipo de
material bioldégico que a proteina de estudo esteja inserida, o que € chamado de
extrato bruto (EB) (AUGUSTO, 2012). Nesse processo de extracao, a intervencéo
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mecanica € em alguns casos fundamental, tanto para fragmentacdo de tecidos,
guanto em processos de ultrafiltracdo, para separar proteinas de suspensfes de
bactérias e fungos. Nestes casos, é importante que o pesquisador se preocupe com
a integridade estrutural da molécula, caso contrario, encontrard dificuldades durante
sua analise, ou até mesmo, deixard de realizar o processo, visto que tais
procedimentos podem influenciar na catalise realizada (em casos de enzimas),
incidindo na forma metodolégica mais plausivel na identificacdo da proteina.
Concluido esse procedimento, 0 proOXimo passo € a separacao do material
em diferentes fracdes, de forma que se consiga concentrar a proteina alvo em uma
Unica fracdo e, os demais contaminantes, serem gradativamente retirados do meio.
Normalmente, o critério levado em conta € a propriedade quimica da proteina, como
tamanho, solubilidade, carga (positiva ou negativa) e, especificidades quimicas dos
grupos presentes. Ou seja, suas propriedades de interacdo com outras moléculas.
A seguir, sdo elencadas algumas das principais técnicas de isolamento de
proteinas, as quais foram tomadas durante a realizagdo deste trabalho, como

embasamento metodoldgico e experimental.

2.6.1 Precipitagao salina

Esse tipo de técnica é muito difundido em trabalhos voltados a purificacédo de
proteinas, principalmente pelo baixo custo e, eficiéncia em minimizar a quantidade
de contaminantes na etapa inicial da purificagcdo (MARIAN et al., 2015). Nessa
técnica, € muito importante que o sal ndo provoque perturbacdes estruturais na
molécula polipeptidica que se pretende purificar, caso contrario, podera acarretar a
reducao parcial, ou mesmo completa, da atividade biolégica que ela desempenha.

Diante das possibilidades elencadas na literatura, adotou-se para essa
pesquisa o sulfato de amonio ((NH4)2 SOz2), composto quimico amplamente utilizado
em trabalhos voltados a purificacdo de macromoléculas, a exemplo de serino-
protease do extrato bruto de papaina (MARINO BOHORQUES et al., 2014). A sua
utilizacdo como etapa preliminar na purificacdo de proteases é algo bastante
difundido, independentemente de qual seja o material de partida, seja ele de origem
microbiolégica, animal ou vegetal.

Para ambos os casos, percebe-se que seu perfil segue como via de regra, a
caracteristica estrutural dos proprios aminoacidos presentes. Como exemplo, cita-

se o trabalho que reporta a purificacdo de uma protease extraida das sementes de
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Plodia interpunctella, com 80% de saturacao (JALAI et al., 2015) e, a influéncia do
uso de sulfato de aménio (65% de saturacdo) na purificacao de protease dos frutos
de Tamarilo (LI et al., 2018).

2.6.2 Precipitacdo com solventes organicos (acetona e etanol)

Da mesma forma que o fracionamento salino € utilizado como metodologia
preliminar; na precipitacdo de proteinas, observa-se que 0s solventes organicos tem
sido alvo de importantes pesquisas voltadas a essa temética. Como exemplo,
podemos mencionar a utilizagdo do etanol como agente precipitante de glicosil
hidrolases produzidas por Trichoderma harzianum (MARINO BOHORQUES et al.,
2014) e, a obtencéo de 120,3% da atividade recuperada de inulinase produzida por
Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 mediante a precipitagdo com 55% (v/v) de
etanol a 5°C (GOLUNSKI et al., 2011).

Resultados semelhantes sdo também mostrados quanto ao uso de acetona
como agente precipitante de proteinas, a exemplo da maximizacao na recuperacao
de proteinas sollveis em agua, através da precipitacdo com acetona (CROWELL,
WALL e DUCETTE , 2013); uso de acetona como agente precipitante na purificacdo
de inibidores de ftripsina e, a-amilases em Helicoverpa armigera (GADJE et al.,
2015); efeito da precipitacdo com acetona sobre a preparacdo de oligbmeros de
quitina (KAZAMIA, 2015); purificacéo parcial de inibidor de tripsina em sementes de
Adenanthera pavonina (DE SOUZA et al., 2016) e, o efeito precipitante da acetona
sobre a purificacdo de inibidor de tripsina a partir de Albizia amara (DABHADE
MOKASHE e PATIL, 2016).

O emprego de acetona em metodologias experimentais destinadas a
purificac@o de proteinas assume uma versatilidade ainda maior, quando comparada
com o alcool etilico, pois além da sua utilizagdo como agente precipitante, constata-
se também o seu emprego como solvente desengordurante, bem como extrator de
metabdlitos de menor solubilidade. Esse tipo de aplicagdo é muito comumente
empregada na purificacdo de proteinas oriundas de extratos vegetais, assim como
de amostras advindas de tecidos com placas de tecido adiposo justaposto a eles,
como exemplo, destaca-se 0 uso de acetona na extracao de particulas lipidicas, do
extrato preparado a partir das visceras do Salaria basilisca (KTARI et al., 2012);
despigmentacao do extrato preparado com as sementes de Helicoverpa armigera
(GADJE et al., 2015); uso de acetona a frio, como agente desengordurante do
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extrato enzimatico preparado com as visceras do Barbus callensis (NASRI et al.,
2012).

Neste tipo de técnica, a forma com que as proteinas sdo fracionadas esta
diretamente relacionada ao enovelamento tridimensional e, de quais aminoacidos
ocupam a face externa da estrutura globular. Entretanto, em se tratando de extratos
de origem vegetal, tem-se que a quantidade de metabdlitos secundarios pode
interferir drasticamente na atividade final desempenhada pela proteina, de forma
que a acao do solvente organico poderd induzir uma maior incorporacdo destes

metabalitos junto a macromolécula, resultando no fim do processo, a sua inativacao.

2.6.3 Precipitacdo de proteina por sistema trifasico (TPP)

Além das técnicas apresentadas nas secOes anteriores, destacamos
também, por meio deste trabalho, a implementacao do fracionamento de proteinas
por sistema trifasico (TPP), uma técnica realizada com a adequacao de diferentes
sais e alcoois de baixa solubilidade. Trata-se de uma metodologia que engloba
diferentes métodos de precipitagcdo, como a salting out, precipitacdo isoidnica,
precipitacdo osmolitica e cosmotrépica de proteinas (KTARI et al., 2012)

Na literatura sdo muitos os trabalhos destinados a purificacdo de proteinas
por meio de particdo em sistema TPP, como B-galactosidade de Lactobacillus
acidophilus (CHOONIA e LELE, 2013); Ficina do Figo Mediterraneo (Ficus carica
L.) (GAGAQUA et al., 2014) e na purificacdo de Nattokinase (GARG e THORAT,
2014). A maioria deles realizam andlises comparativas entre diferentes sais, em
suas variadas concentracdes e, diferentes solventes organicos, os quais tendem a
mostrar resultados bastante adversos, sejam na capacidade de purificar a proteina
de estudo, ou na otimizagcdo de uma melhor taxa de recuperacéao.

Assim como discutido para os métodos anteriores, em que a forma com que
as proteinas foram eluidas dependiam de suas propriedades estruturais, 0 mesmo
fendmeno é atribuido a esta técnica (TPP), sendo que aqui, o t-butanol liga-se as
proteinas precipitadas (interface), aumentando assim a sua flutuabilidade e,
fazendo com que os precipitados se mantenham acima da camada salina (aquosa)
mais densa. Por outro lado, os pigmentos, lipideos e, materiais hidrofébicos; estarédo
concentrados na fase superior, a0 passo que 0S componentes polares como
proteinas remanescentes, sacarideos e eletrolitos, se concentrardo na fase aquosa
(inferior) (SEN et al., 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Purificar e caracterizar serino protease e inibidor de tripsina de interesse

biotecnoldgico e, avaliar possiveis aplicagcbes como novo coagulante de leite e acéo

inseticida.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Espécie C. stipularia

v
v
v

<\

Identificacdo taxonomia da espécie;

Determinar atividade proteolitica no extrato bruto;

Avaliar o efeito da maturacdo das sementes na atividade proteolitica e
lipolitica;

Avaliar aplicacdo biotecnoldgica do extrato bruto para coagulacdo de leite
bovino desnatado e integral;

Determinar melhor proposta de precipitacdo de proteinas;

Purificar e caracterizar serino protease das sementes verdes de C. stipularia;
Realizar analises de parametros cinéticos, e verificar sua especificidade para

diferentes substratos conjugados com p-nitroanilina.

3.2.2 Espécie C. plumieri

D N N NI N

Identificac@o taxonomia da espécie;

Determinacéo de atividade inibitoria para tripsina comercial bovina;

Purificar inibidor de tripsina por meio de métodos cromatograficos;

Avaliar a especificidade do inibidor de tripsina para diferentes serino
proteases;

Avaliar potencial inseticida da molécula mediante inibicdo da serino protease
isolada do intestino do inseto praga T. castaneum.

Determinar constantes cinéticas para a proteina isolada.
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4. METODOLOGIA

4.1 Identificacdo das Espécies C. stipularia, C. plumieri e Preparo do Extrato
Bruto

ApoOs a extracao das sementes necessarias para a obtencéo do extrato bruto,
coletou-se uma amostra das espécies vegetais para identificacdo e deposicédo dos
exemplares no repositério do Herbario MAC do Instituto de Meio Ambiente-IMA/AL
(N° 64102 e 65056 respectivamente) (Figura 13).

As plantas selecionadas apresentavam em suas estruturas todos os
requisitos necessarios para a devida identificacédo (folhas, flores, caules e vagens).
O preparo das exsicatas foi realizado sob orientagcdo e coordenacdo dos

funcionéarios do IMA responsaveis pela identificacéo.

Figura 13: Espécies de estudo: C. stipularia (A); C. plumieri (B)

Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Para o preparo do EB da espécie C. stipularia foram retiradas as sementes
em diferentes estagios de maturacédo, as quais foram pesadas em balanca analitica
(Marte AY220) (0,789 g). Por outro lado, com a espécie C.plumieri obteve-se o EB
apenas com as sementes secas (10,1g). Apos coleta e separacédo dos materiais, as
amostras foram trituradas em tampéao de extracao (Tris-HCI, 50 mM pH8,0) na razéao
de 1:30 (g/mL). Para esse procedimento foi tomado como instrumento auxiliar um
homogeneizador de tecidos (HOMOMIX, Ser. No.: 175315) durante 5 min em alta
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rotacdo a 0 °C, para possibilitar uma maior integridade estrutural das proteinas
extraidas das sementes.

Em seguida, as solugdes foram mantidas sob agitacao constante por 180min,
para maior efetividade na extracdo das moléculas. Ao término do procedimento, foi
observado a presenca de material particulado de granulometria heterogénea para
ambas as espécies vegetais, necessitando com isso, de uma centrifugacéo auxiliar,
para que as particulas insoluveis fossem precipitadas e; o sobrenadante,

empregado nas demais andlises experimentais.
4.2 Cultivo das Espécies C. stipularia e C. plumieri

Durante a execucdo do trabalho, tomou-se a precaucdo de manter um
repositorio das espécies através de plantio em pequena escala de C. stipularia e C.
plumierii, garantindo desta forma, a continuidade da pesquisa, visto que a localidade
inicial onde foram encontradas ndo apresentava cuidados devidos para a
manutencao das espécies na regido. (Figura 14).

Figura 14: Cultivo das espécies C stipularia (A) e C. plumieri (B)

| Faat

Fonte: elaborda elo autor, 2020

Cientes de gue as proteinas expressas por determinados organismos sao
intimamente influenciadas por fatores externos, tomou-se o0 cuidado de que a
escolha da regido para fundamentacdo do plantio estivesse numa localidade
geograficamente similar a de origem (cidade de Marechal Deodoro/AL). Além do
mais, as plantas cultivadas foram mantidas sob as mesmas condi¢cdes dos

exemplares silvestres (auséncia de fertilizantes e, demais produtos relacionados).
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4.3 Ensaio Enzimatico

4.3.1 Efeito da concentracdo do extrato bruto da espécie C. stipularia na hidrélise
do substrato BApNA (N-a-benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide)

Como forma de confirmacéo da presenca de enzimas proteoliticas no extrato
bruto (EB) obtido a partir das sementes da planta C. stipularia, realizou-se um
ensaio enzimatico com o substrato BApNA, preparado em DMSO a concentragdo
de 50mM. Nessa reacdo, um dos produtos da hidrolise € o p-nitroalnilina, cuja

coloracdo amarela é monitorada a 410 nm (Figura 15).

Figura 15: Hidrélise do N-a-benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide (BAPNA)
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Fonte: https://pediaa.com/difference-between-trypsin-and-chymotrypsin/. Acesso em 06 de junho
de 2020

Em virtude de a amostra aparentar elevada complexidade molecular
(proteinas, gorduras e metabolitos secundarios) decidiu-se avaliar a concentragédo
da solucdo enzimatica em funcdo do volume de extrato usado na reacdo, pois
analises destinadas a quantificacdo de proteina se mostram pouco efetiva,
mediante a elevada possibilidade de interferentes (pigmentos, por exemplo) que
podem suprimir o real valor da quantidade de matéria existente da enzima estudada
(ZAIA et al., 1998).

Na Tabela 3, mostra-se detalhadamente os diferentes volumes do extrato
utilizado na reacdo, bem como as proporc¢des ajustadas para as demais solucoes.
A reacao foi realizada a 37°C e o tempo de incubacéo foi estimado em 60min. Para
interrupcdo do ensaio, utilizou-se a adicdo de 500uL de &cido citrico (20%), e

avaliado a producéo de p-nitroanilina a 410 nm.
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Tabela 3: Hidrolise de BApNA em funcédo da concentracdo do EB de C. stipularia

Extrato Bruto (uL) 10 20 30 40 50
Solucéo reveladora (uUL) 100 100 100 100 100
Tampao (uL) 390 380 370 360 350
Acido citrico (uL) 500 500 500 500 500

Fonte: elaborada pelo autor, 2020

4.3.2 Efeito do periodo de incubacédo na atividade proteolitica do EB da espécie C.
stipularia

Além do monitoramento da atividade enzimética em funcdo da concentracéao
do extrato obtido a partir das sementes de C. stipularia, realizou-se 0 monitoramento
da hidrdlise do substrato BApNA em diferentes intervalos de tempo (10, 20,30,40,50
e 60min). Neste procedimento, tomou-se 50uL do extrato, seguindo as mesmas
proporcdes do ensaio enzimatico discorrido no item anterior, assim como toda

metodologia experimental supracitada.

4.3.3 Efeito da temperatura na atividade proteolitica do EB da espécie C. stipularia

Com a finalidade de avaliar o efeito da temperatura na estabilidade da
enzima, foi verificado o efeito do aumento drastico na temperatura sobre a taxa de
conversédo do substrato BApNA em p-nitroanilna e, desta forma, certificar-se que a
hidrélise do substrato cromogénico era proporcionada pela acédo catalitica da
macromolécula e, ndo de metabdlitos secundarios. Para isso, 0 extrato bruto foi
previamente aguecido a 100°C por 5 min e, em seguida, incubado a 37°C (60 min)

na presenca do substrato BApNA (2 pL).

4.3.4 Efeito da maturacdo das sementes da espécie C. stipularia na atividade

proteolitica

Como forma de avaliar o efeito da maturacdo das sementes sobre a taxa de
hidrolise do substrato BApNA, realizou-se um procedimento experimental de forma
a comparar as sementes de C. stipularia em diferentes estagios de maturacéo, as
guais foram esguematicamente identificadas como sementes verdes (SV) e
sementes secas (SS). Para tanto, foi necessario a obtengéo de novos extratos, com

as sementes previamente selecionadas. (Figura 16).
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Figura 16: C. stipularia: sementes verdes (A); sementes secas

Fonte: elaborada pelo autor, 2020

O primeiro extrato preparado (SV) foi obtido a partir de 20 vagens em estagio
inicial de maturacao (sementes verdes) (2,6118 g). A preparacéo foi realizada com
0 uso de tesoura e almofariz. Em seguida, submetida a agitacdo em tampao tris-
HCI 50mM pH 8,0 (20mL) por 8 h. As particulas insoliveis foram retiradas atraves
de centrifugacéo, e o sobrenadante final foi usado nas analises experimentais.

O segundo extrato (SS) foi obtido a partir de sementes secas (33 vagens)
6,4303 g e, para garantir uma concentragdo equimolar, os procedimentos foram
realizados com 0os mesmos parametros. A razdo massa-volume de sementes e
tampdo mantiveram-se constantes. Para andlise enzimatica, efetuou-se reacdes
com ambos o0s extratos utilizando como parametro cinético a hidrolise do BApNA,
conforme esquematizado no item 4.3.1.

Ainda neste protocolo, foi avaliado a atividade lipolitica no EB de C. stipularia
com as sementes em diferentes estados de maturacéo, tendo em vista a andlise da
participagcdo das hidrolases no processo de senescéncia da planta. Atividade
lipolitica foi determinada mediante a hidrolise do substrato p-nitrofenilpalmitato. Os
extratos brutos das sementes verdes e secas foram preparados na mesma razao
(m/v), e em seguida submetidos ao ensaio enzimatico com o substrato p-
nitrofenilpalmitato. As reacfes foram processadas a 37 °C por 30 min. Todas as
andlises foram efetuadas em triplicata, e para interrupcdo da reagdo, foram
adicionados 500uL de acido citrico 20% (v/v).
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4.3.5 Ensaio inibitorio do EB da espécie C. plumieri frente a tripsina bovina comercial

Ao fim do processo de extracdo das proteinas a partir das sementes de C.
plumieri, percebeu-se que o material obtido mostrou coloracdo bastante intensa,
caracteristico de amostras ricas em metabdlitos secundarios. Sendo assim,
decidimos n&o avaliar, de imediato, a quantificacdo de proteinas (mg/mL) uma vez
qgue a coloracéo caracteristica do extrato dificultaria a analise, pela presenca dos
metabalitos referidos acima (ZAIA, 1998).

E importante destacar que trabalhos destinados a purificacdo e,
caracterizacdo de proteinas, devem ser realizados mediante rigoroso controle
termodinamico do sistema, seja pelo controle da temperatura, ou mesmo pelo pH
em que o extrato € mantido. Assim, tomou-se a precaucao de toda a manipulacéo
da amostra ser realizada sob refrigeracdo, a 4°C, conferindo a estrutura das
proteinas solUveis, maior estabilidade tridimensional dos aminoacidos.

A execucdo da analise inibitoria foi realizada com a enzima tripsina bovina,
mediante hidrolise do substrato BApNA, consoante ao trabalho publicado por
Erlanger, Kokowski e Cohen (1961). O substrato foi preparado a uma concentracao
inicial de 50mM, solubilizado em DMSO. Para o experimento foram tomados 10uL
do extrato de C. plumieri,10pL da solu¢do enzimatica (1lmg/mL de tripsina) e 130uL
de tampao de extracado (Tris-HCI 50mM pH 8,0). A solucdo enzimatica foi preparada
com tripsina bovina, na concentracdo de 1mg/mL. Como solvente, foi tomado o
tampéo Tis-HCI, 50mM pH 8,0.

Apbs a adicdo, a mistura foi mantida em incubacé&o por 15min a temperatura
ambiente, na finalidade de favorecer a associacao intermolecular entre a tripsina e,
o inibidor enzimatico alocado no extrato vegetal. Em seguida, foram adicionados a
mistura, 100uL de solucéo reveladora (2uL de BApNA + 98uL de tampéao Tris-HCI
50 mM pH 8,0). Posteriormente, seguido de agitacdo mecéanica. As amostras foram
mantidas em banho maria, por 30 min a 37 °C.

Como se trata de um mecanismo inibitorio, € muito importante que exista uma
reacao controle, para que a partir dela, possamos verificar o impacto inibitorio
promovido pela suposta molécula de estudo. Assim, foi realizado uma reacgéo
hidrolitica para a enzima tripsina sem a presenca do inibidor, em que foram tomados
10puL da solugdo enzimética (1mg/mL) e 140uL de tampdo de extracéo.

Posteriormente, a amostra foi mantida a temperatura ambiente por 15min e, em
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seguida, adicionado solucéo reveladora 100uL (2uL de BApNA + 98uL de tampéo
Tris-HCI 50mM pH 8,0). A reacao foi processada a 37 °C e, apos 30 min, com a
visualizacdo da cor caracteristica da hidrélise do BApNA, interrompemos a reacao,
com a adi¢éo de 100 puL de acido citrico 20% (v/v).

4.3.6 Efeito da concentracdo do EB de C. plumieri na atividade inibitéria

Na finalidade de monitorar a especificidade do inibidor frente a tripsina
bovina, efetuou-se um protocolo experimental para diferentes concentragdes do
inibidor e, assim, verificado a efetividade em inativar a enzima. Seguindo 0s
principios relatados no trabalho realizado com as sementes de C. stipularia, tomou-
se, para essa metodologia, a variacdo do volume de extrato bruto, ja que a
quantificacdo de proteinas (mg/mL) ndo representava um resultado estatisticamente
preciso.

Na Tabela 4, vemos detalhadamente os diferentes volumes do extrato
utilizados na reacéo, bem como as propor¢des ajustadas para as demais solucdes.
Frisa-se também que, semelhantemente aos ensaios enziméticos realizados para

espécie C. stipularia, a solucao reveladora foi preparada a partir de 2uL de BApNA.

Tabela 4: Hidrélise de BApNA em funcdo da concentracdo do extrato bruto

Extrato Bruto (uL) 10 5,0 1,5
Tampéo (uL) 130 135 | 138,5
Tripsina bovina (uL) 10 10 10

Fonte: elaborada pelo autor, 2020

ApoGs a adicdo, a mistura foi agitada de maneira mecénica e, incubada a
temperatura ambiente por 15min. Em seguida, a solugéo foi incrementada com a
adicao de 100uL de solucéo reveladora. A reacao foi processada a 37 °C, e ap0s
30min, com a visualizacdo da cor caracteristica da hidrolise do BApNA,
interrompemos a reacao, com a adicdo de 100uL de acido citrico 20% (v/v).

E importante destacar que nesse experimento foi preparado um controle de
reacdo para cada volume de extrato e, que em virtude da intensa coloragdao do

material, foram tomados brancos distintos.
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4.3.7 Efeito da temperatura na atividade inibitéria do EB da espécie C. plumieri

Inibidores de origem polipeptidica, podem assim como os demais polimeros
de aminoéacidos sofrer alteracdes de suas estruturas terciarias, mediante a acdo de
fatores como forca salina, acdo de solventes organicos, variagdo do pH, e
principalmente, através da mudanga da temperatura. Assim, foi verificado o efeito
do aumento drastico na temperatura sobre a estrutura tridimensional do inibidor,
mediante ensaio com a enzima tripsina bovina, na conversao do substrato BApNA
em p-nitroanilna. Os parametros reacionais foram os mesmos utilizados na Secao
4.3.5, sendo que neste, o extrato foi induzido a aquecimento (100°C) por 5min. Para
0 experimento tomou-se 10uL do extrato de C. plumieri,10uL da solugédo enziméatica
(Img/mL de tripsina) e 130uL de tampéao de extracao (Tris-HCI 50mM pH 8,0).

ApoOs a adicdo, a mistura foi mantida em incubacéo por 15min a temperatura
ambiente, em seguida, foram adicionados 100uL de solucédo reveladora (2uL de
BApNA + 98uL de tampéao Tris-HCI 50 mM pH8,0). Posteriormente, seguido de
agitacdo mecanica. As amostras foram mantidas em banho maria, por 30 min.
Semelhantemente ao verificado no experimento anterior, fora preparado uma
reacdo controle, para que a partir dela, pudéssemos verificar o impacto inibitorio
promovido pela suporta molécula de estudo.

4.3.8 Acéo inibitéria do EB da espécie C. plumieri avaliada por zimografia reversa

A visualizacdo do perfil de inibicdo in-gel do extrato bruto foi realizada de
acordo com adaptacbes ao método de Prasad et al., (2010). Inicialmente, a
eletroforese foi processada com a aplicacdo de concentragbes crescentes do
extrato das sementes de C. plumieri (aplicando-se um volume méaximo de 20uL em
cada canaleta) e, o gel, previamente polimerizado com caseina (0,1%). Apés a
corrida eletroforética, o gel foi incubado em solugéo Triton X-100 a 2,5% (v / v) em
Tris-HCI por 20min a 37 ° C, para a retirada de SDS polimerizado no gel e, em
seguida, lavado com agua destilada.

Posteriormente, o gel foi incubado com solugéo de tripsina (1,5 mg/mL) em
tampéo de extragéao por 28h a 37°C. Ao fim, o gel foi mergulhado em 0.2% Comassie
Brilliant Blue G-250 em H20: Metanol (1:1) e posteriormente lavado com solucéo

descorante (50% metanol e 10% acido acético).
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4.3.9 Ensaio inibitério do EB da espécie C. plumieri em fase sélida

A visualizacéo do perfil de inibicao in-gel do inibidor orgéanico foi realizada de
acordo com adaptacfes ao método de Dias et al., (2017). Para tanto, foram tomadas
aliquotas da solucéo de tripsina bovina incubada com inibidores comerciais (SBTI e
Benzamidina) e com diferentes concentragdes do extrato de C. plumieri. As misturas
foram mantidas em incubacéo por 15 min e, em seguida, induzida a eletroforese
nativa.

O gel foi previamente polimerizado com caseina (0,1%), e ap0s a corrida
eletroforética, lavado em solugéo Triton X-100 a 2,5% (v / v) em Tris-HCI por 20min
a 37 °C. ApOs a lavagem, os géis foram mantidos em tampao de extracao por 28h,
a 37°C, para que a tripsina aplicada nas canaletas realizasse a hidrolise da caseina
polimerizada no suporte solido. A coloracéo foi efetuada com uma solucéo contendo
0,1% (m / v) de Coomassie Brilliant Blue R-250 em metanol, acido acético e agua
(4: 1: 5, v/v/v)por4h. O excesso de corante foi removido do gel usando uma

solucéo de metanol, acido acético e agua (4: 1: 5, viviv).

4.4 Estratégias de Purificagdo de Proteinas

4.4.1 Precipitacao de proteinas com sulfato de amonio (NH4)2S0a4

Apbs a certificacdo da presenca de serino proteases no extrato enziméatico
obtido a partir das sementes de C. stipularia e, determinado a influéncia da
maturacdo das sementes na atividade tripsinica, realizou-se o processo de
purificacdo da molécula estudada, iniciado pela precipitacdo salina com sulfato de
amonio, como forma de eliminar demais proteinas contaminantes e, concentrar a
atividade enzimética numa amostra de maior resolucéo. O material usado para essa
analise foi obtido da desconstrucédo das sementes (SV), conforme mostrado no item
4.3.4.

Os mesmos protocolos experimentais descritos nessa secéo foram aplicados
com o EB obtido a partir das sementes de C. plumieri, e toda a operacao realizada
a baixa temperatura (4°C) no intuito de preservar a integridade estrutural das
macromoléculas.

Os fracionamentos impostos sao mostrados na Tabela 5 e ambas as etapas

de precipitacdo foram realizadas a 15,000xg 4°C por 20min, com centrifuga
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refrigerada (HERMLE- Z236K). O volume inicial de extrato utilizado para a
precipitacéo foi de 10mL.

Tabela 5: precipitacdo Salina: relacdo em massa da proporcao de sulfato de aménio aplicado no
experimento

Fracao (%) Massa de (NH4)2S04 (g)
0-20 1,060
20-40 1,164
40-60 1,260
60-80 1,419
80-100 -

Fonte: elaborada pelo autor, 2020
4.4.2 Precipitacdo de proteinas com solventes organicos (acetona e etanol)

Além da precipitacdo com sulfato de amonio, realizou-se também, com
ambas as espécies (C. stipularia e C. plumieri), um método comparativo de
precipitacdo de proteinas com diferentes solventes organicos (acetona e etanol).
Apds a homogeneizacado de cada uma das proporc¢des dos solventes, 0-80% (v/v),
0s materiais foram mantidos na geladeira por 15min (4°C) e, posteriormente,
centrifugado a 1500xg 4°C por 15min. Os precipitados obtidos foram
ressuspendidos em tampdo Tris-HClI 50mM pH8,0, para posterior ensaio

enzimaético.

4.4.3 Precipitacd@o de proteinas por sistema trifasico- TPP

Como forma de otimizacdo do método cromatografico e, possibilitar a
purificacdo da enzima encontrada no extrato da espécie C. stipularia em niveis mais
satisfatorios de recuperacédo, foi realizado um sistema de precipitacdo trifasico
(TPP), usando como fase orgéanica o alcool t-butilico e, sal precipitante o sulfato de
amaonio.

Inicialmente foram tomados 5mL de EB de C. stipularia, em que foram
submetidos a precipitacdo com sulfato de amonio até a concentragdo 60% (m/v). A
adicdo do sal seguiu os mesmos protocolos referidos no item 4.4.1, sendo que,
antes de realizar a centrifugacao, foi adicionado alcool t-butilico na razao de 1/0.5
(v/v) e mantido em descanso por 60min, a temperatura ambiente. Durante a adicao
do alcool, tomou-se o cuidado de efetuar uma agitacdo moderada, através de

movimentos circulares com o tubo falcon utilizado (15mL).
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Decorrido o tempo estipulado, a amostra foi centrifugada a 5000xg 15 min e
4°C. Posteriormente, as trés fases formadas foram separadas e destinadas a ensaio

enzimatico com o substrato BApNA.

4.4.4 Purificacdo de proteinas por métodos cromatograficos

As fracdes de C. stipularia com maiores atividades proteoliticas provenientes
das precipitacdes salina e sistema trifasico-TPP, foram submetidas a cromatografia
liguida em gel filtracdo, com a coluna cromatografica S-100 Sephacril (50mL),
acoplada ao FPLC Akta M1. As cromatografias foram realizadas sob os seguintes
parametros: coluna equilibrada com tampéo Tris-HCI 50mM pH 8,0 + 0,5M de NaCl,
fluxo de 0,1mL/min, 300uL de amostra aplicada diretamente a coluna, 2mL de
solucdo coletada em cada fracdo cromatogréafica e monitoramento em tempo real
das proteinas eluidas através de espectrofotbmetro acoplado ao Akta a 280nm.

Ao término desse processo cromatografico, foi tomado o material de C.
stipularia com maior atividade enzimatica obtida a partir do fracionamento com
acetona. A amostra foi reunida e aplicada em uma coluna cromatografica DEAE-
Sepharose (30mL), trocadora de anions, onde o tampéao de equilibrio foi 50mM Tris-
HCI pH 8,0 (A) e, para eluicdo, 50mM Tris-HCI pH 8,0 + 0,5M de NaCl (B), aplicando
um gradiente de 0-100% do mesmo, a um fluxo de 0,5mL/min em 40 volumes de
coluna.

Para o monitoramento enzimatico (atividade hidrolitica do substrato BApNA)
das fracdes coletadas, foram usados 350uL de tampéo,100uL de solucéo
reveladora (2uL de BApNA + 98uL de tampéo Tris-HCI 50mM pH 8,0) e 50uL das
fracOes coletadas. A reacao foi processada a 37 °C, e ap6s 30 min, adicionou-se
500uL de acido citrico 20 % (m/v), para bloqueio da reacdo. Em seguida aferiu-se a
absorbéancia a 410nm no espectrofotometro de cada reacao.

Além das experimentac¢des cromatograficas utilizando a planta C. stipularia,
apos certificacdo da ineficiéncia no processo de fracionamento proteico para o EB
obtido a partir das sementes de C.plumieri, destinou-se este material a metodologia
cromatografica por troca idnica, seguindo 0s mesmos parametros experimentais
usados com a espécie C.stipularia. Para o monitoramento inibitério das fracdes
coletadas foram usados 60uL de tampéao, 40uL de solugéo reveladora (1puL de

BApNA) e 100uL das fragOes coletadas. A reacao foi processada a 37 °C, e apés
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30 min, adicionou-se 100uL de &cido citrico 20 % (m/v), para bloqueio da reacéo.

Em seguida aferiu-se a absorbancia a 410nm em microplaca.

4.5 Eletroforese SDS-PAGE

Ambas as eletroforeses provenientes das amostras de C stipularia e C.
plumieri foram realizadas a voltagem constante, em gel de poliacrilamida com
dodecil-sulfato de sédio (SDS-PAGE) 12 e 15%, usando 5% e 15% (m/v) para os
géis de empilhamento e separacao respectivamente (LAEMMLI, 1970). Ao fim, o
gel foi mergulhado em 0.2% Coomassie Brilliant Blue G-250 em H20: Metanol (1:1),
e posteriormente lavado com solucdo descorante (50% metanol e 10% acido

acetico).

4.6 Determinacdo da Concentracdo de Proteina (C. stipularia e C. plumieri)

As concentracdes proteicas foram determinadas pelo método de Bradford
(1976), usando albumina de soro bovino como padréo (250-0,009ug/mL). Para isso
foram tomados 10uL das amostras, adicionados 190uL de reagente de Bradfotd.
Posteriormente as amostras foram incubadas por 5min, e medido a absorbéancia a

595nm. As unidades correspondentes sdo (mg/mL) de proteina.

4.7 Determinacado de Parametros Cinéticos

4.7.1 Estabilidade e determinacdo da atividade 6tima em diferentes pHs para a
protease isolada das sementes verdes de C. stipularia

Para a determinacgéo do pH étimo, foi avaliado o tamponamento com maior
taxa de hidrélise do substrato BApNA, os sistemas tampdo escolhidos foram:
acetato de sédio (pH 4-6); fosfato de sédio (pH 7,0); Tris-HCI (pH 8,0); glicina (pH
9-11) todos a concentragao de 100mM. Para determinacao do pH 6timo as enzimas
foram mantidas a 37°C nos diferentes pHs por 60min e, posteriormente determinado
a taxa da hidrélise, usando o BApNA como substrato, com monitoramento a 410
nm. Em se tratando dos testes de estabilidade, a proteina isolada foi incubada por
60min nos diferentes pHs. Apds o tempo especificado, todas as fracdes foram
submetidas a reacdo com o BApNA em condi¢cbes oOtimas (50°C e pH 8,0) e
posteriormente, avaliado por meio da intensidade da leitura (410nm) a estabilidade

dependente da variacao de pH.
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4.7.2 Estabilidade e determinacdo da temperatura 6tima da protease isolada das

sementes verdes de C. stipularia

As enzimas isoladas tiveram suas atividades avaliadas em diferentes
temperaturas (20, 30, 40, 50, 60 e 70°C), para especificar a temperatura étima. A
determinacao da temperatura 6tima foi realizada através da incubacao das enzimas
por 60min nas diferentes temperaturas, e posteriormente, avaliado a taxa de
hidrolise do substrato BApNA. Para os testes de estabilidade, a proteina isolada foi
incubada por 60min nas diferentes temperaturas, e posteriormente, submetida a
hidrolise com o substrato por mais 60min (50°C), e assim, avaliado a liberacéo de

p-nitroanilina num espectrofotémetro a 410nm.

4.7.3 Especificidade da enzima purificada de C. stipularia perante substratos

sintéticos conjugados com p-nitroanilina (p-NA)

Substratos peptidicos sintéticos conjugados com p-nitroanilida foram
utilizados para verificar a especificidade da serino protease purificada a partir das
sementes de C. stipularia. Os substratos escolhidos foram L-Leu-pNA, Na-Benzoil-
DL-Arg-pNA (DL-BApNA) e N-Suc-LPhe-pNA. Para ambos os substratos, as
solucbes estoques foram preparadas em DMSO na concentracdo de 50mM.
Durante a reacéo, foram adicionadas proporcées dos substratos equivalentes a uma
concentracéo final de 0,25mM, em que foram mantidas a 37°C por 60min.

Apbs o tempo estabelecido, adicionou-se acido citrico (20%), na propor¢cao
de 1/1. Em seguida, a intensidade da cor amarela resultante foi determinada

medindo a absorbancia contra a amostra em branco a 410nm.

4.7.4 Determinacdo de constantes cinéticas para a protease isolada de C. stipularia

Os estudos cinéticos da enzima purificada foram efetuados durante 60 min a
50°C em diferentes concentracdes do substrato BApNA (0,01 a 0,6 mM). As
determinacdes foram tomadas de acordo com os parametros cinéticos, incluindo
Km e Vmax. O kcat foi calculado pela seguinte equacgao: kcat = Vmax/[E], onde [E]

€ a concentracao de enzima total e Vmax a sua velocidade maxima.
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4.7.5 Especificidade do inibidor de tripsina isolado das sementes de C. plumieri

frente a diferentes enzimas proteoliticas

Na finalidade de averiguarmos a especificidade inibitoria da proteina isolada,
realizamos um ensaio enzimético com o farmaco pancreatina, constituido de
multiplas enzimas digestivas. Para isso, foram utilizados diferentes substratos
sintéticos, especificos as enzimas a serem estudadas. Os substratos escolhidos
foram L-Leu-pNA, Na-Benzoil-DL-Arg-pNA (DL-BApNA) e N-Suc-LPhe-pNA. Para
ambos os substratos, as solugdes estoques foram preparadas em DMSO, conforme

esquematizado no tépico 4.7.3.

4.7.6 Determinacdo das constantes cinéticas do inibidor isolado da espécie C.
plumieri (IC50 e Ki)

O valor de IC50 do inibidor de tripsina isolado das sementes de C. plumieri
foi determinado por analises de regressdo linear (GraphPad Prism
Software), das curvas de inibicdo realizadas em triplicata, para a tripsina bovina
comercial. Tal valor, indica a concentracao do inibidor necessario para reduzir a
atividade da enzima em 50%. Por outro lado, a constante de inibicao Ki foi derivada
a partir dos calculos de IC50, usando as equacdes de Cheng e Prusoff (CHENG,
2002; PEREIRA, SALGADO e Oliveira, 2009).

4.8 Aplicacbes Biotecnolbgicas

4.8.1 Teste de coagulacéo do EB de C. stipularia com leite desnatado.

A verificacdo da atividade coagulante utilizando a solucdo do extrato
enzimatico de C. stipularia, foi analisada por meio do tempo necessario para
coagular uma solucéo reconstituida de leite bovino em p6 desnatado e, como
controles de reacdo, foram tomadas aliquotas equivalentes do TE. Essa
metodologia foi adaptada de Arima et al., (1970) realizado com o leite em po
desnatado, incorporado em 10% em uma solucdo de agua destilada, contendo 10
mM de cloreto de calcio (CaCl2). A solugéo foi armazenada sob refrigeragéo (4 °C)
e seu pH ajustado para 6,5.

Para o teste de coagulacao foram tomadas aliquotas da preparacéo do leite
(1,0mL) distribuidas por triplicatas em tubos eppendorfs, os quais foram mantidos

em banho maria por um periodo de 10 min a 37 °C. Posteriormente adicionou-se a
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solucédo enzimatica (200uL de EB) onde foi monitorado o exato instante em que
ocorria toda a coagulacéo do leite. O calculo da unidade de atividade foi mensurado
a partir da quantidade de enzima capaz de coagular 10 mL do substrato em 40 min
(2400 s) a 37 °C, conforme equagédo MCA (U/mL) = [(2400xV)/t] xv. Em que “V" é o
volume do leite (mL); “t” o tempo de coagulagdo em segundos e “v” 0 volume de
extrato enzimatico aplicado (mL) (GAGAOUA et al., 2017).

4.8.2 Efeito da temperatura no processo de coagulacéo do leite

Com a pretensédo de verificarmos a influéncia térmica na atividade coagulante
do EB de C. stipularia, realizou-se um ensaio de coagulacdo em diferentes
temperaturas. Para tanto, foram tomadas aliquotas da preparacao do substrato (1,0
mL) distribuidas por triplicatas em tubos eppendorfs, os quais foram mantidos em
banho maria por um periodo de 10 min a 37 e 50 °C. Posteriormente adicionou-se
a solucao enzimética (200uL de EB) onde foi determinada a temperatura 6tima de
reacao pelo menor tempo necessario para a obtencéo do coagulo.

Conforme mostrado anteriormente, as enzimas de origem polipeptidica
podem sofrer alteracdes de suas estruturas terciarias mediante a acao de alguns
fatores, dos quais destacamos a mudanca brusca na temperatura. Frente a isto,
como forma de avaliar a estabilidade térmica e, vincular a capacidade coagulante a
participacdo direta de mecanismos enzimaticos, decidiu submeter o EB a uma
prévia desnaturacdo, através de aquecimento do material por 15 min a 100 °C.
Como controle positivo, utilizou-se o EB nédo aquecido e, desta feita, comparado a
atividade coagulante de forma separada. A reacdo se processou até que fosse

possivel visualizar a formacao do coagulo.

4.8.3 Verificacdo da hidrélise de caseina do leite desnatado por eletroforese e

dosagem de proteinas solluveis

Apbs confirmacgéo da atividade coagulante do EB de C. stipularia, o produto
de hidrolise foi centrifugado, para maior separacdo dos constituintes (soro e
coagulo). Posteriormente, por meio de eletroforese, foi avaliado a reducédo de
caseina solluvel, apds acao das proteases séricas presentes no extrato. Para esta
analise foi utilizado uma eletroforese operada a voltagem constante, em gel de
poliacrilamida com dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE) 12 e 15%, usando 5% e
15% (m/v) para os géis de empilhamento e separagao respectivamente. Ao fim, o
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gel foi mergulhado em 0.2% Coomassie Brilliant Blue G-250 em H20: Metanol (1:1),
e posteriormente lavado com solucdo descorante (50% metanol e 10% acido
aceético).

Por outro lado, como forma de validarmos os resultados alcangados por
eletroforese, foi verificado a concentracdo de proteinas sollveis residuais e,
peptideos liberados no soro, oriundos da acao proteolitica das enzimas séricas. A
concentracéo proteica foi determinada pelo método de Bradford, usando albumina
de soro bovino como padrao (250-0,009ug/mL) (BRAFORD, 1976).

4.8.4 Teste de coagulacédo do EB de C. stipularia com leite integral pasteurizado e

influéncia da dialise na acdo coagulante

As mesmas condi¢cdes do experimento realizado com leite bovino em pé
desnatado foram reproduzidas com amostras de leite integral bovino pasteurizado,
em que o pH da solucéo foi ajustado para 6,5 e, adicionado cloreto de calcio a
concentracdo de 50mM. As amostras foram incubadas em 50°C e a atividade
detectada através da visualizagdo do coagulo formado.

Dependendo da hidrélise exercida nas micelas de caseina, assim como a
composicao quimica do coagulante utilizado no processamento do leite, os produtos
gerados tendem a apresentar caracteristicas organolépticas diversificadas, ao
mesmo tempo que podem elevar ou suprimir a qualidade sensorial destes. Assim,
na finalidade de minimizarmos o teor de metabodlitos secundarios e,
automaticamente reduzir o sabor adstringente no EB, submetemos o material a uma
prévia didlise em tampédo de extracdo (4 °C) avaliando o efeito da técnica na

processabilidade catalitica do EB perante o leite integral bovino pasteurizado.

4.8.5 Teste de inibicdo, in vitro, da proteina isolada das sementes de C. plumieri

contra tripsina-similis isolada do intestino do inseto praga T. castaneum

Apos confirmacgao do isolamento, bem como determinacéo da especificidade
molecular para diferentes enzimas proteoliticas, decidiu-se avaliar a acdo da
proteina purificada como possivel metodologia de combate aos insetos pragas T.
castaneum.

Para esta analise, foram realizadas zimogramas com o material bruto (extrato
da planta C. plumieri) e proteina isolada, bem como avaliou a taxa de inibicdo da

protease do inseto contra dois inibidores de tripsina comerciais (SBI e Benzamidina)
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e o inibidor isolado em nosso estudo. A zimografia foi realizada de acordo com as
metodologias eletroforéticas supracitadas, sendo que para o0s controles das
reacOes, foram tomadas aliquotas da protease sérica isolada do intestino do inseto,
conforme reportado por Da Silva (2019).



SSSSSSSSSSSS

SECAO |

(C. stipularia)



5.1 Obtencéo das Sementes de C. stipularia e Preparo do Extrato Bruto

Com a certificacao taxonémica da espécie, realizou-se a extracdo do material
biolégico (Sementes) e, apds obtencao do EB, efetuou-se um teste enzimético com
o substrato BApNA, como forma de deteccao da presenca de proteases no material
coletado. Em virtude de a analise ter sido realizada com um cromaoforo sintético
especifico, foi possivel confirmarmos que a classe da protease existente no material
€ da familia das serino proteases, endopeptidases que conservam em seu sitio
catalitico a presenca dos aminoé&cidos serina, 4cido aspartico e histidina.

A taxa de conversdo do substrato em produto, catalisado pela acéo
enzimatica, tem como ponto limitante, a formacédo do complexo enzima substrato,
que é efetivado com a maior interacé@o entre as duas moléculas (CAMPBELL, 2003).
Assim, percebe-se que o aumento na concentracdo da enzima pode desencadear
uma maior liberacéo de p-nitroanilina, ao longo do processo reacional. Desta forma,
efetuou-se um estudo cinético com diferentes concentracdes do extrato e, avaliado

a taxa de conversao do BApNA por meio da agdo enzimatica (Figura 17).

Figura 17: Atividade hidrolitica do extrato de C. stipularia, efeito da concentrac@o perante a hidrélise
do substrato BApNA
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Como pode-se observar, a producdo de p-nitroanilina assume uma relagéao
direta com a concentragdo do extrato vegetal, provavelmente, pela maior

concentracéo de proteases. E muito importante destacar que para esta analise, ndo
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foi levado em consideracao a concentracéo real de proteinas (mg/mL), uma vez que
a coloracdo caracteristica do extrato dificultaria a analise, pela presenca de
pigmentos, compostos fendlicos e demais estruturas com elétrons 1 deslocalizados
(ZAIA et al., 1998).

Sao muitos os trabalhos publicados que confirmam a acdo de proteases em
espécies vegetais, Vallés e Cantera (2018) apontam que de forma natural, as
proteases de fontes vegetais desempenham um importante papel na regeneracéo
de moléculas polipeptidicas e, na ativagdo de estruturas proteicas, através da
clivagem na cadeia de aminoacidos em regifes especificas. Van Der Hoorn (2008)
e, Schaller et al.,, (2017) mostraram em estudos independentes que além das
funcionalidades mostradas acima, as proteases ainda assumem o papel de defesa
contra estresse provocado por ferimentos, frio e seca, bem como reconhecimento e
respostas a agdes de patdgenos e pragas.

Lietal., (2018) ao purificarem uma protease dos frutos de tamarilo afirmaram
que em comparacdo com as literaturas disponiveis, as aspartico proteases sédo a
classe de enzimas mais encontradas em espécies vegetais e, que suas
propriedades cinéticas possibilitam a sua utilizacdo em processamento de leites e
seus derivados. No entanto, outros estudos também tém confirmado a purificacédo
de outras classes de enzimas, como as cisteino proteases: (SALVADOR, NOVO e
DOMINGOS, 2006); (MNIF et al.,, 2015); (SZEWINSKA, SIMINSKA e BIELAWSKI,
2016) e serino proteases: (TOMAR e et al., 2008); (SHAH et al., 2014). Cada uma
delas, assumindo mecanismo de catalise especifico, e tornando-as ativa em uma
ampla faixa de pH e temperatura.

Embora seja fundamentada a utilizacdo de enzimas em inddstrias quimicas,
a vulnerabilidade destas proteinas a oxidacao espontanea por oxigénio gasoso e, a
presenca de ions metalicos pode induzir uma ineficiéncia na atividade enzimética
de algumas delas, de forma que a adicdo de agentes quelantes, ou substancias
redutoras se torna necessaria, elevando significativamente os custos finais da
producdo (TOMAR et al.,2008).

Entretanto, confrontando-as com outras enzimas, tem-se que as serino
proteases nao necessitam do uso adicional de redutos quimicos e agentes
guelantes, visto que sua taxa de hidrélise se mostra em niveis satisfatérios, mesmo
quando submetidas a presenca de substancias surfactantes, ou em valores

extremos de pH e temperatura (AHMED et al., 2009). Devido a essa caracteristica
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particular, as serino proteases se mostram na atualidade com elevado potencial
biotecnolégico; sobretudo, aqueles envolvidos no processamento do leite e
derivados (LI et al., 2018).

Verificado a direta relacdo entre a concentracdo enzimatica e formacao de
p-nitroanilina, observou-se sobe as mesmas condicbes, o efeito do tempo de
incubacédo na processabilidade do substrato BApNA. (Figura 18).

Figura 18 Atividade hidrolitica do extrato de C. stipularia, efeito do tempo de incubacéo perante a
hidrélise do substrato BApNA
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Conforme os resultados mostrados, vemos que o tempo de incubacao foi
muito efetivo para a maior conversao do substrato em produto, e mesmo apos 60
min, a enzima se manteve estavel, apresentado a maior unidade de atividade,
guando comparada com os demais tempos de reacdo. Esse tipo de comportamento
cinético € muito importante em enzimas com aplicacao industrial, pois assegura uma
maior eficiéncia catalitica do produto, bem como assegura a disponibilidade da

enzima ativa por um maior periodo.

Vallés e Cantera (2018) mostram em seus estudos que novas tecnologias em
extracdo e purificacdo de enzimas de fontes bioloégicas, bem como o
desenvolvimento em métodos moleculares, resultaram em maior comercializagédo
destas moléculas (enzimas), fornecendo-as como bioprodutos de vasta aplicagédo

comercial. Feijoo-Siota e Villa (2011) reportam que a producéo de proteases € uma



81

real necessidade por parte do setor industrial e, que a sua comercializacado
corresponde hoje cerca de 60% de todo o montante produzido.

A literatura aponta que a estabilidade estrutural de uma enzima esta
intimamente associada ao grau de agita¢do cinético dos atomos constituintes, onde
a temperatura assume importante papel nesse comportamento termodinamico
(DEVLIN, 2011). Assim, ap6s verificacdo do efeito da concentragéo, efetuou-se um
estudo cinético, com o intuito de avaliar o efeito da temperatura sobre a atividade
hidrolitica da protease extraida das sementes da C. stipularia e, através disso,
analisar a estabilidade da molécula proteica, quando submetida a extremos de

temperatura. (Figura 19).

Figura 19: Atividade hidrolitica do extrato de C. stipularia: efeito da temperatura perante a hidrélise
do substrato BApNA
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Em termos praticos, tem-se que as proteinas evoluiram para atuar em
determinados ambientes celulares, que por outro lado, condi¢des adversas aquelas
da célula, podem resultar em mudancas estruturais em diferentes niveis. A
modificacdo da estrutura tridimensional suficiente para causar a perda da funcéo é
chamada de desnaturacdo (NELSON e COX, 2013) e, os autores ainda mostram
gue a maioria das proteinas pode ser desnaturada pelo calor, que tem efeitos
complexos nas fracas ligagdes da molécula. Sobretudo, ainda que sofra a influéncia

desestabilizadora por parte da elevacdo da temperatura, algumas proteinas
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desnaturadas reassumem suas estruturas nativas, assim como suas atividades
bioldgicas, fendbmeno denominado de renaturacdo (NELSON e COX, 2013).

Note que apds aquecimento da amostra, a enzima néo efetivou a perfeita
conversdo do substrato, corroborando assim, com os resultados alcangados por
Chen et al., (2018) onde afirmam a influéncia do aumento da temperatura na
inativacdo de proteases ativas em sementes de amendoim, em que a alta
temperatura promoveu a desestabilizacdo estrutural na molécula. Nesta condicao,
as interacoes repulsivas sdo maximizadas, ao passo que as atrativas sao reduzidas
gradativamente.

Vale salientar que apds o aquecimento, a enzima foi resfriada a temperatura
ambiente e, incubada a 37 °C, mediante adigcdo contra o substrato BApNA.
Entretanto, ainda com a otimizacdo da temperatura a condi¢bes reacionais, a
molécula ndo conseguiu regenerar a sua estrutura tridimensional de inicio,

mostrando que nestas condicdes, ela ndo apresentou capacidade de renaturacéo.

5.2 Efeito da Maturacdo das Sementes Sobre a Atividade Proteolitica do

Extrato de C. stipularia

Bem como em outros tipos de organismos, as proteases de plantas
desempenham uma importante funcdo em gerar aminoacidos livres a partir de
moléculas polipeptidicas. Assim, é muito comum observamos a transformacédo de
macromoléculas biologicamente ativas em aminoacidos nao funcionais. Nessa
perspectiva, percebe-se que as proteases assumem um papel central na regulacéo
e destino de outras proteinas, controlando em indmeras respostas, ao
desenvolvimento do microambiente que atuam (VAN DER HOORN, 2008).

Parafraseando Thomas e Hoorn (2018) a clivagem proteica €, portanto; vista
como uma irreversivel mudanca pdés-traducional e, que em casos extremos, a sua
acado pode ocasionar a desorganizacao celular por parte de alguns organismos.
Esse efeito, € claro, age em detrimento da alta especificidade existente nos
sistemas biolégicos. No entanto, de maneira sumaria, a sua acao atende a
principios reguladores, por meio da alocacdo de dominios proteicos, até a
redistribuigéo de nitrogénio intracelular (DIAZ-MENDOZA et al., 2016).

Os autores ainda retratam que de forma enddgena, a senescéncia em
vegetais representa um mecanismo fisioldgico esponténeo, que € centrado na

desconstrucao estrutural de algumas moléculas, de modo a serem redistribuidas



83

para a nutricdo e crescimento do organismo vegetal. Todos esses fenébmenos sao
proporcionados pela reprogramacao genética, os quais promovem a acao de
diferentes enzimas hidroliticas, responséaveis pelo metabolismo de proteinas,
lipidios, acidos nucleicos e pigmentos néo ativados (DIAZ-MENDOZA et al., 2016).

Assim, vislumbrando uma andlise mecanistica da acdo das proteases séricas
presentes nas sementes de C. stipularia, realizou-se um estudo comparativo da

hidrélise do BApNA em diferentes estagios de maturacdo da semente (Figura 20).

Figura 20: Atividade hidrolitica do extrato de C. stipularia, efeito da maturacdo das sementes na
atividade proteolitica
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Vemos de modo detalhado, que a taxa de hidrélise do substrato foi
expressivamente maior com as sementes no estagio inicial de maturacdo e, este
resultado, por sua vez, pode estar associado a participagcdo da enzima no processo
de desenvolvimento e senescéncia da espécie, conforme visto em relato
supracitado.

Essa observacéo, sob a otica do experimento executado, é ainda fortalecida
guando confirmamos a existéncia de maior atividade lipolitica nas sementes verdes
de C. stipularia, em comparagdo com as de estagio de maturacdo mais avancgado
(Figura 21).
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Figura 21: Atividade hidrolitica do extrato de C. stipularia, efeito da sazonalidade perante a hidrélise
do substrato p-nitrofenilpalmitato
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Desta forma, podemos verificar que os relatos apontados por Diaz-Mendoza
et al., (2016) se aplicam a espécie vegetal usada em nossa pesquisa, de forma que
a protease encontrada nas sementes de C. stipularia, muito provavelmente, esteja
agindo no desenvolvimento da planta, através da distribuicdo de aminoéacidos livres
e, 0 processamento de estruturas polipeptidicas.

E claro que outros experimentos devem ser realizados, como forma de
esclarecimento e validacao das hipéteses levantadas. Sobretudo, considera-se que
para continuidade do estudo, o efeito da sazonalidade foi de fundamental
importancia, por nos possibilitar a utilizagdo de material biol6gico com maxima

atividade proteolitica existente.

5.3 Aplicacao Biotecnolégica para o EB da Espécie C. stipularia

5.3.1Teste de coagulagcédo em leite desnatado

Através da metodologia usada, podemos observar que o extrato enzimatico
obtido a partir das sementes verdes de C. stipularia mostrou agéo positiva para o
fim proposto, no tocante a capacidade coagulante do material, frente a proteina do
leite bovino em po6 desnatado, correspondendo a uma atividade especifica (unidade
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de coagulacao por miligrama de extrato enzimatico) mensurada em 74 mU (Figura
22).

Figura 22: Acdo coagulante do extrato das sementes verdes de C. stipularia: “R1”, “R2” e “R3”
representam analises em triplicata da coagulagao do leite bovino em p6 desnatado. “B” representa
o controle negativo, em que fora adicionado o tampao Tris-HCI ao leite reconstituido.

Fonte: elaborada pelo autor, 2020

A mesma acao biotecnolégica foi verificada nos trabalhos reportados por
Pontual et al., (2012) e Gagaoua et al. (2017) ao mostrarem o potencial efeito
coagulante em preparacfes de leite a partir de extratos enzimaticos de Moringa
oleifera e Cucumis melo var respectivamente.

Como é observado na Figura 46, os tubos “R1”, “R2” e “R3” revelam que a
preparacdo do leite bovino em po6 foi altamente suscetivel a acdo da serino-
protease, ao passo que em “B”, representando o controle da reagdo, ndo houve
mudanca constitutiva do substrato.

Desta feita, vemos que o método de extracdo das proteases séricas com 0
tampéo Tris-HCI pH 8 é altamente compativel com a aplicacdo defendida na
pesquisa, uma vez que nao proporciona alteracdes nas propriedades fisico-
quimicas do leite. Portanto, a coagulacdo visualizada no experimento reporta
inteiramente a atividade hidrolitica do extrato das sementes verdes da planta C.
stipularia.

Apbs validacdo do método e, quantificagdo da menor concentracdo de EB
(0,089 mg/mL) necessaria para alcancar a maxima coagulacéo do leite contida em
1 mL de solucéo, efetuamos uma analise a fim de esbo¢carmos uma curva de tempo

do ensaio (Figura 23).
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Figura 23: Curva de tempo da acao coagulante do extrato das sementes verdes de C. stipularia:
Ambas as analises foram realizadas em triplicata e, a reacao processada a 37 °C.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Consoante a andlise, podemos verificar que em 240 min ja fora possivel
visualizar a formacdo do coagulo em grandes proporcdes e, em 300 min, a caseina
sofreu a coagulacdo em sua totalidade. Observamos também que mesmo em
maiores periodos de incubacao (420 min) a massa de coagulo formada nao reportou
diferenca significativa, quando comparada com o periodo de 300 min (analises

estatisticas determinadas por GraphPad Prism).

5.3.2 Efeito da temperatura no processo de coagulacédo do leite

Boa parte dos catalisadores biol6gicos apresentam mecanismos de hidrolise
diferenciados, a medida que a temperatura do sistema € alternada. Em se tratando
das serino proteases, vemos que estas enzimas assumem classica estabilidade,
quando expostas a condi¢cdes de reacdo a temperatura moderadamente elevada
(KUMARI, SHARMA e JAGANNADHAM, 2010). Frente a isso, foi avaliada a
atividade coagulante do EB a 37 e 50 °C (Figura 24).
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Figura 24: Temperatura 6tima da acdo coagulante do extrato das sementes verdes de C. stipularia:
(A): “B37°" representa o controle negativo incubado a 37 °C; “R37°” correspondem as analises em
triplicata da coagulagao do leite reconstituido. (B): “B50°” refere-se ao controle negativo incubado a
50 °C, ao passo que “R 50°" representam as reag¢des em triplicada da atividade coagulante do extrato
enzimatico das sementes de C. stipularia a 50 °C.

Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Conforme esquematizado na figura, a atividade catalitica do material se
mostrou mais pronunciada a 50 °C (94mU), antecipando a reacdo em 120 min,
guando comparado com a coagulagéo alcancada a 37 °C. O mesmo comportamento
foi reportado no trabalho de Kumari, Sharma e Jagannadham (2010) que mostraram
atividade otima de uma serino protease isolada da planta Ficus religiosa em 50 °C,
mediante ensaio de coagulacéo de leite.

E importante destacar que para esta pesquisa, 0 tempo de reacdo
considerado foi associado a coagulacdo completa de todo o substrato e, néo
necessariamente, ao instante inicial que os coagulos eram formados. Esse tipo de
detecc¢édo foi tomado como referéncia para os célculos de atividade, em virtude de
termos obtidos acdo coagulante com o extrato vegetal a partir de minimas
concentracdes proteicas (0.089mg/mL de enzima).

Por outro lado, diferentemente dos resultados aqui obtidos, destaca-se o

trabalho de Pontual et al. (2012) em que alcancaram atividade coagulante com os
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extratos das flores de M. oleifera a partir da concentracdo proteica estimada em
1,28mg/mL, cerca 14 vezes maior quantidade de proteina, ao requisitado em nossa
pesquisa. Tal estimativa revela importante caracteristica da protease de C.
stipularia, que é a sua alta especificidade pela proteina do leite bovino desnatado.
Vale ressaltar que apés aquecimento a 100 °C, a atividade coagulante do EB
foi reduzida em 100%, o que mostra que a metodologia defendida nesta pesquisa
refere-se exclusivamente a agcao das proteases contidas no material e, néo
necessariamente, a participacdo dos metabdlitos secundarios, uma vez que ao ser
aguecida, a enzima perde a sua estrutura nativa, coibindo diretamente a acdo

catalitica (dado ndo mostrado).

5.3.3 Verificacdo da hidrolise de caseina por eletroforese e dosagem de proteinas

soluveis residuais

O potencial do novo coagulante de leite extraido das sementes de C.
stipularia também foi avaliado em funcdo do perfil de proteinas expressos em gel

de poliacrilamida, por meio de eletroforese em SDS-PAGE (Figura 25).

Figura 25: Verificagéo de atividade coagulante por meio de eletroforese em SDS-PAGE: na canaleta
“A” mostra-se o perfil de proteina do leite reconstituido no inicio da incubacgdo; na canaleta “B”
verifica-se o perfil de proteina do soro apés a completa coagulacdo do leite.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Através deste resultado, podemos inferir que apesar de ser uma solugéao
reconstituida, a preparacdo de leite bovino possui pujante conteudo proteico
(canaleta “A”) ao passo que na canaleta “B”, representando o soro gerado na
reacdo, visualizamos em maior realce uma Unica banda corada em comassie,
indicando-nos que para este substrato, a protease sérica apresentou alta
processabilidade enzimatica. Resultados semelhantes também foram reportados
por Farias et al. (2020) quando analisaram o potencial do Noni (Morinda citrifolia L)

como novo coagulante de leite.
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Durante a hidrolise, algumas enzimas além de desestabilizar as micelas da
caseina, podem desencadear a hidrdlise ao longo da cadeia polipeptidica desta e,
de outros polipeptidios, de forma que o conteddo de aminoéacidos livres do soro seja
elevado a medida que a reacdo de coagulacdo se processa. Diante desta
caracteristica, foi avaliada a processabilidade do extrato vegetal pelo aumento de
aminoacidos residuais soluveis no soro do leite, através de quantificacdo pelo
método de Bradford (Figura 26).

Figura 26: Dosagem de proteinas residuais: a analise foi obtida por meio de quantificacdo de
proteinas com o soro do leite em diferentes intervalos de tempo, “T1” representa o soro do leite no
tempo zero de incubagéo; “T2” refere-se a quantificacdo de aminoacidos residuais no soro do leite
guando verificado a coaaulacéo total do leite reconstituido.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Confrontando os resultados da eletroforese em gel de poliacrilamida e,
dosagem de aminoacidos residuais, vemos que ambos 0s experimentos convergem
para a hipétese de que o extrato vegetal obtido das sementes da planta C. stipularia,
promove a coagulacao completa do quantitativo de caseinas soluveis no leite e, que
durante a hidrolise, grandes quantidades de aminoacidos séo liberados no soro,

enriquecendo nutritivamente o subproduto da reacgao.

5.3.4 Teste de coagulacdo de leite integral pasteurizado e influéncia da dialise na

acao coagulante

Uma vez confirmado a direta participacao da serino protease na coagulagao
do leite desnatado, realizamos um ensaio equivalente com leite integral bovino
pasteurizado (Figura 27).
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Figura 27: Acdo coagulante do extrato das sementes verdes de C. stipularia: “R1”, “R2” e “R3”
representam andlises em triplicata da coagulagdo do leite integral bovino pasteurizado. “B”
representa o controle negativo, em que fora adicionado o tamp&o Tris-HCI ao leite.

B R1 R2 R3

Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Assim, por meio do experimento executado, podemos verificar que o extrato
enzimatico foi altamente efetivo em processar o substrato. Além disso, sob o
aspecto da eficiéncia catalitica, apresentou uma atividade coagulante especifica de
22.472mU, equivalente a 239 maior unidade de coagulacdo, quando comparado
com o processamento em leite desnatado.

Além de esbocarmos a atividade coagulante do EB in natura, decidimos
verificar se a retirada de metabdlitos secundarios, por meio de dialise, provocaria
interferéncia no potencial acdo da serino protease. Os testes de coagulacdo do
extrato in natura e dialisado seguiram 0S mesmos protocolos descritos nos

experimentos anteriores (Figura 28).

Figura 28: Influéncia da dialise na agédo coagulante do EB de C. stipularia: o EB dialisado foi obtido
através de dialise com membrana semipermeavel.
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De acordo com os resultados mostrados na figura, podemos verificar que o
processo de dialise promoveu uma minima reducdo na coagulacdo do leite,
mostrando que a protease sérica presente no extrato das sementes verdes de C.
stipularia suporta esse tipo de tratamento, a0 mesmo tempo em que minimiza a
guantidade de metabdlitos presentes na preparagcao enzimatica. Semelhantemente
a esta estabilidade verificada em nosso estudo, destaca-se o trabalho reportado
com o extrato enzimatico de M. oleifera, onde confirmaram a manutencdo do
potencial coagulante das enzimas séricas apés serem induzidas a dialise, para a
retirada de sais precipitantes (PONTUAL et al., 2012).

5.4 Precipitagcdo com Sulfato de Amdnio

Com a certificacdo do provavel potencial biotecnoldgico, decidimos avaliar;
em maior detalhamento, os metabdlitos primarios responsaveis por essa acao
proteolitica, mediante estratégias de precipitacdo de proteinas, assistidas por
métodos cromatograficos. Assim, destinou-se o material a precipitagdo com sulfato

de amonio, conforme discutido no tépico 4.4.1 (Figura 29).

Figura 29: Precipitagdo salina com sulfato de amoénio para o extrato obtidos a partir das sementes
verdes de C. stipularia.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Observe que a técnica utilizada foi bastante efetiva, de modo que a protease
se manteve concentrada numa Unica fracao de precipitacdo, correspondente a 60%
de saturacdo. Tomando como referéncia os valores obtidos para o extrato bruto,

tem-se que a recuperacao para este método alcancou valor aproximado a 55,41%.
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A utilizacdo de sulfato de aménio como etapa preliminar na purificacdo de
proteases em plantas € algo bastante utilizado e, que o seu perfil, segue como via
de regra, a caracteristica estrutural dos proprios aminoacidos presentes. Salvador,
Novo e Domingos (2006) em trabalho destinado a purificagdo de proteases de
Centaurea calcitrapa, utilizaram o sulfato de aménio equivalente a saturacao de 30-
80% (m/v); Jalali et al., (2015) purificaram uma protease extraida das sementes de
Plodia interpunctella, com 80% de saturacao, e Li et al., (2018) verificaram a
importante influéncia do uso de sulfato de amonio (65% de saturacao) na purificacdo

de protease dos frutos de tamarilo.

5.5 Cromatografia Liquida: S-100 Sephacryl

ApOs precipitagdo salina com sulfato de amonio, a fracdo com maior atividade
especifica foi dialisada em tampado Tris HCIl, para a retirada de sais e,
posteriormente, concentrada em polietileno glicol (PEG). Ambos os procedimentos
sdo de fundamental importéancia, pois nos assegura que a amostra a ser
cromatografada esteja nas mesmas condicbes que a resina cromatogréfica.
Posteriormente, aplicou-se a amostra numa gel-filtracdo, onde todas as proteinas
foram eluidas em sistema isocratico, separadas em funcéo de sua massa molecular
(Figura 30).

De acordo com os resultados mostrados, vemos que a cromatografia separou
as proteinas com significativa resolucéo e, que nos tubos 15, 16 e 17 estiveram
presentes as maiores atividades de hidrdlise, totalizando uma recuperacdo
aproximada em 159%. Embora tenhamos avaliado a absorbancia de todos os tubos
coletados a A280 nm, a forma mais eficaz para certificagdo da localidade da enzima
estudada seria por meio do ensaio enzimético, até porque, 0 cromatograma
revelado pode estar sujeito a interferéncia de pigmentos e outros metabdlitos com
elétrons deslocalizados.

Por se tratar de uma técnica ndo adsortiva, a gel filtracdo favorece a
separacdo das proteinas em funcdo de suas respectivas massas, entretanto, a
depender da complexidade molecular existente na amostra, podemos verificar a
associacdo deste material com a fase estacionaria. No objetivo de minimizar a
provavel interacado de proteinas pela resina, utilizamos adicionado ao tampéao de
eluicdo 0,5M de NaCl.



93

Figura 30: Cromatograma S-100 Sephacryl, p6s-Sulfato de aménio (C. stipularia): Cromatograma (S-
100 Sephacril): (A280) perfil de eluicdo de proteinas (linha preta). Atividade enzimatica em U/mL
(linha azul).
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Sobretudo, durante a execucao experimental, percebeu-se a obstrucao do
fluxo, de modo que se fez necessario um novo empacotamento da coluna,
precedido de sucessivas lavagens com acidos e bases, conforme especificado pela
empresa fabricante (GE Healthcare).

A purificacdo de proteinas, por via de regra, € uma técnica bastante
dispendiosa, principalmente pelos custos atribuidos as resinas cromatograficas.
Assim, é muito importante que haja um planejamento da rota a seguir e, que essa
nao provogue o comprometimento do equipamento e demais suprimentos quimicos

necessarios ao estudo.

5.6 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Apébs a regeneracdo do equipamento (cromatografo) foi avaliado, por meio
de eletroforese em gel de poliacrilamida, o perfil de proteinas existente nos tubos

coletados com maiores atividades enzimaticos especificos (Figura 31).
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Figura 31: Eletroforese: SDS-PAGE (12%) da protease purificada a partir das sementes de C.
stipularia. Canaleta 1: Padrdo de massa; Canaleta 2: Extrato bruto; Canaleta 3: Fragdo 60% do
fracionamento salino; Canaleta 4: Tubo 15 (T15); Canaleta 5: Tubo 16 (T16). A eletroforese foi
processada a voltagem constante (90 mV), e as bandas foram coradas com Coomassie.

PM EB 60% T15 T16

225

150
102

76
52

38

31

24

17

Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Visualizando a Figura 55, podemos observar que mesmo havendo obstrugéo
momentanea da coluna S-100 Sephacril, o isolamento foi bastante efetivo na
purificacdo da enzima, onde podemos notar uma sé banda nas canaletas em que
foram aplicados os tubos com maiores atividades especificas (T15 e T16), com
massa estimada em 45 kDa aproximadamente. Consoante a este resultado,
destacamos os trabalhos de Pande et al., (2006) com a serino protease (50,5 kDa)
isolada do Cryptolepis buchanani; Yadav, Pande e Jagannadham (2006) Euphorbia
milii (51 kDa); Kumari et al., (2010) Ficus religiosa (43 kDa).

Na canaleta 1 (PM) (esquerda para a direita) mostra-se o padrédo de massa
molecular. Observe que as proteinas existentes neste padrdo apresentam
diferentes massas moleculares e, foi por meio desta caracteristica, que
conseguimos durante o experimento, fracionar estas moléculas em diferentes
momentos, uma vez que se aplica uma corrente sobre o sistema.

Na canaleta 2 (EB) foi posto o extrato bruto. Note que ha uma alta

complexidade de proteinas extraidas durante o preparo do extrato. Tal resultado
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também pode ser atribuido a forma com que o material foi obtido, onde se aplicou
uma desconstrucéo tecidual de todas as sementes, favorecendo assim, a liberacao
no tampéao de moléculas presentes no interior da célula vegetal.

Na canaleta 3 (60%) tem-se a fracdo advinda da precipitacdo salina, onde
podemos observar a resolucdo da amostra em trés principais proteinas, cujas
massas moleculares sédo bem distintas. Finalmente, temos nas canaletas 4 e 5 os
tubos 15 e 16, em que foram constatadas as maiores atividades de hidrélise do
substrato BApNA.

Jellouli et al., (2009) apontam que a massa molecular de proteases séricas
pode variar, em sua maioria, de 23-28 kDa, mas que a depender da espécie
estudada, algumas variag6es podem ocorrer, principalmente quando hé a formacéo
de estruturas supramoleculares, gerando no fim, um ordenamento de alta massa
molecular, a exemplo das glicoproteinas (AHMED et al., 2009)

Algumas proteinas possuem além dos residuos de aminoacidos, outras
estruturas organicas associadas, como glicoproteinas (associadas a moléculas de
carboidratos) e lipoproteinas (lipideos associados). No caso das glicoproteinas, a
porcao glico carboidratada pode ser parte da arquitetura carbénica de uma enzima
purificada e, em alguns casos, pode desencadear, além do aumento da massa
molecular, uma maior estabilidade catalitica, quando submetida a elevacéo térmica
(AHMED et al.,, 2009). Essa caracteristica estrutural € encontrada em muitas
proteinas, sendo que entre as enzimas purificadas de plantas, a maior incidéncia
ocorre entre as Serino proteases, conforme destacado nos trabalhos de Pande et
al., (2006); Yadav, Pand e Jagannadham (2006), Tomar et al., (2008).

Em ambos os casos, a variacdo de massa molecular ndo modificou a cinética
reacional da enzima, de forma que a triade catalitica se manteve inalterada. Vale
salientar que a utilizacéo de eletroforese em gel de poliacrilamida néo favorece, de
forma detalhada, a certificagcdo da massa da enzima que se estuda e, que o
sequenciamento dos aminoacidos, por meio da espectrometria de massas, seria

uma estratégia de melhor esclarecimento sobre essa informagéo.
5.7 Precipitacdo com Solventes Organicos (Acetona e Etanol)

Como se sabe, inUmeras estratégias podem ser utilizadas como etapa
preliminar da cromatografia liquida, de modo a tornar a amostra o mais simplista

possivel, & medida que os contaminantes sao retirados. Assim, por advento do
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entupimento da coluna, decidimos executar demais rotas de purificacdo, avaliando-
as separadamente, quanto a exatiddo em favorecer a purificacdo da enzima, sem
comprometer a integridade funcional dos equipamentos usados no experimento.

De inicio, avaliou-se a utilizacdo comparativa de diferentes solventes
organicos (acetona e alcool). A primeira precipitacdo organica foi efetuada com o
alcool etilico, seguido de ensaio enzimatico a cada uma das fragdes obtidas (Figura
32).

Figura 32: Precipitacdo com etanol: O extrato bruto de C. stipularia foi submetido a precipitacdo com
etanol, a 15000xg 15 min a 4°C. as fragBes obtidas foram reunidas e determinado a atividade
proteolitica para cada uma delas, tomando como substrato o BApNA.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Através do monitoramento reacional, péde-se observar que o experimento
alcancou boa resolucéo, visto ter concentrado a atividade especifica numa sé
fracdo, equivalente a 80% de saturacdo (v/v). Entretanto, ao corroborar com a
atividade aferida ao extrato bruto, percebemos uma taxa de recuperacéo de apenas
5,45%.

Em momentos anteriores, vimos que a maneira com que as proteinas sao
fracionadas esta diretamente relacionada ao enovelamento tridimensional e, de
quais aminoacidos ocupam a face externa da estrutura globular. Entretanto, em se
tratando de extratos vegetais, tem-se que a quantidade de metabdlitos secundarios

pode interferir drasticamente na atividade final da enzima, de forma que a agao do
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solvente organico podera induzir uma maior incorporacao destes metabdlitos junto
a enzima, resultando no fim do processo, a sua inativacao.

De maneira semelhante, avaliamos para o0 mesmo extrato, o efeito da
precipitacdo com solvente acetona, certificando a sua capacidade em resolver a

amostra, vinculada também, a recuperacéo no fim do experimento (Figura 33).

Figura 33: Precipitacdo com acetona: O extrato bruto de C. stipularia foi submetido a precipitacao
com acetona, a 15000xg 15 min a 4°C. as fracBes obtidas foram reunidas e determinado a atividade
proteolitica para cada uma delas, tomando como substrato o BApNA.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020 Fragoes
Como se nota, os perfis de precipitacdo para ambos 0s solventes mostraram

ligeira similaridade, em que a maior atividade enziméatica esteve presente na fracao
80% (v/v). Por outro lado, por meio da andlise da taxa de recuperacao, observa-se
que nesta precipitacdo, a protease sérica purificada teve maior estabilidade (20%
de recuperacao) quando corroborada com aquela utilizada em etanol.

Apos realizacdo da precipitacdo diferenciada com os dois solventes
organicos, tomou-se a fragdo advinda do fracionamento com acetona para posterior
analise cromatografica em DEAE-Shepharose, visto que o material apresentava,
anteriormente, interacdo pela resina S100-Shephacril. Para esse procedimento,
foram tomados 300pL da fracdo 80% (v/v acetona) e posto para dialisar em tampao
Tris-HCI 50mM pH 8,0 o mesmo usado no equilibrio da coluna. O método e
procedimento cromatografico seguiu as mesmas especificacdes proposta por Dos

Santos et al., (2016), e as proteinas eluidas, foram monitoradas em tempo real a
280nm.
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A resina DEAE-Sepharose tém como grupos carregados moléculas de
dietilaminoetil, alocados a polimeros de sepharose. Tal adequacédo molecular, faz
com que esta assuma ampla estabilidade, frente as condi¢bes estabelecidas no
experimento, como fluxo de eluicdo, pH e concentragéo salina (SIGMA-ALDRICH,
2016). Além de suas caracteristicas operacionais, a utilizacdo dessas resinas
cromatograficas € de grande utilidade na purificacdo de proteinas de fontes
vegetais, a exemplo de Li et al., (2018) quando realizaram a purificacdo de
proteases dos frutos do tamarilo empregando DEAE-Sepharose como
procedimento cromatografico.

Embora existam relatos na literatura que confirmem o uso dessa resina em
experimentos com amostras vegetais, observamos durante a execucao do trabalho
que a fracéo 80% imprimiu a mesma obstrucéo da coluna, conforme visto em ensaio
preliminar com a resina S100-Saphacril, fazendo-nos concluir com isso, a

incompatibilidade da metodologia ao material de estudo.
5.8 Sistema de Precipitacéo Trifasico- TPP

Exaurida todas as propostas anteriores, decidimos efetuar nova estratégia
experimental, a qual nos possibilitasse a purificacéo da hidrolase sem comprometer
com isso, a vida util dos equipamentos laboratoriais. Apés estudo bibliografico,
decidimos adequar em nosso material, o sistema de particdo trifasico (TPP),
conforme descrito na se¢éo 4.4.3.

Por ser uma metodologia complementar a precipitacdo salina, decidimos
tomar como principio metodoldgico os resultados ja alcangcados com a precipitacao
com sulfato de aménio, secao 5.4, onde pbde-se obter a enzima numa s6 fracédo de
precipitacdo (60% de saturacdo) e posterior adicdo do alcool t-butanol, segundo
metodologia adaptada de (DENNISON e LOVRIEN, 1997) (Figura 34).

Inicialmente, efetuamos dois fracionamentos salinos consecutivos,
correspondentes a 20% e 40% de sulfato de amonio. Esse prévio tratamento foi de
fundamental importancia, por ter proporcionado a remocgdo de inumeros
contaminantes (proteinas) existentes no EB e, assim, minimizar possiveis

interferéncias na analise.
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Figura 34: Atividade enzimatica, hidrélise do substrato BApNA: O extrato bruto das sementes verdes
foi submetido a precipitagéo salina com sulfato de amonio, a 15000xg 15 min a 4°C
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020 Fragoes

Analisando a figura, percebe-se que as proteinas precipitadas com 20 % e
40% de saturacdo ndo mostraram hidrolises estatisticas para o substrato BApNA.
Por outro lado, vemos no sobrenadante (SBN) uma elevada taxa de conversao.

Posteriormente, adicionou-se uma quantidade de sal equivalente a 60% de
saturacédo, e foi mantido na geladeira por 60min. Ao término do armazenamento,
adicionou-se o alcool t-butanol. Apos agitacéo, foi mantido em suporte de falcon por
mais 60min a temperatura ambiente. Durante o periodo de descanso (temperatura
ambiente) pode-se observar a separacao espontanea das fases organica e salina,
e decorrida a centrifugacdo, constatou-se a formacdo de trés fases,

semelhantemente ao visualizado por Wati et al., (2009) (Figura 35).

Figura 35: Perfil de precipitacdo em sistema de particao trifasico (TPP)

Fase organica

Interface

Fase salina

Fonte: Adaptaﬁo de Wati et al., 2020
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Em nossos experimentos, realizamos a centrifugacdo em tubos Falcon de
15mL, em virtude da adequacédo ao volume de extrato aplicado no experimento.
Ambas as fragdes obtidas, foram devidamente separadas conforme visualizado na
(Figura 36).

Figura 36: Fragdes pos- sistema trifasico (TPP)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020

A separacgdo das fases foi efetuada com o auxilio de uma micropipeta e, o
precipitado formado (interface) foi ressuspendido em 1 mL Tris-HCI 50 mM pH 8,0.
As fracOes obtidas foram reunidas e submetidas a ensaio enzimatico.

Na Figura 37 sdo mostrados os resultados de hidrélise para cada fracédo do
sistema TPP, e por meio dela, podemos observar que dentre as fracdes obtidas no
sistema TPP, a interface foi a que maior desencadeou o processamento do
substrato, representando cerca de 70% de recuperacéo.

Assim como discutido nos médulos anteriores, em que a forma com que as
proteinas foram eluidas dependiam de suas propriedades estruturais, 0 mesmo
fendmeno ¢é atribuido a esta metodologia (TPP), sendo que aqui, o t-butanol liga-se
as proteinas precipitadas (interface), aumentando assim a sua flutuabilidade, e
fazendo com que os precipitados se mantenham acima da camada salina (aquosa)

mais densa.
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Por outro lado, os pigmentos, lipideos e materiais hidrofébicos, estardo
concentrados na fase superior, ao passo que 0s componentes polares como
proteinas remanescentes, sacarideos e eletrdlitos se concentraram na fase aquosa
(inferior) (SEN et al., 2011).

Figura 37: Atividade enzimatica das fracdes do sistema de particéo trifasico (TPP)
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Confrontando os nossos resultados com outras pesquisas reportadas na
literatura, vemos que de modo semelhante, Ketnawa et al., (2014) ao purificarem
proteases de visceras de peixe, conseguiram centralizar a atividade enzimatica
numa so fracao (interface); Rawduken, Vanabun e Benjakul (2012) ao purificarem
uma protease do Pangasianodon gigas, obtiveram maior atividade proteolitica na
interface obtida do sistema TPP aplicado. E por fim, Sen et al., (2011) ao purificarem
a-glicosidade do Solanum muricatum, também conseguiram reportar a maior
atividade especifica da enzima numa Unica fragéo (interface).

A principio, se analisarmos as quatro metodologias de fracionamento
aplicadas, até o momento (precipitacdo salina, com etanol, com acetona, e TPP),
podemos aferir que ambas mostraram resultados de recuperacédo bem adversos
(Figura 38).
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Como se nota, o sistema trifasico de particdo de proteina foi ligeiramente
superior aos demais analisados. Tal advento, pode estar associado a acéao efetiva
do alcool t-butanol em extrair moléculas organicas do extrato vegetal, capazes de
interferirem na reacdo catalisada pela enzima. Essa suposicdo é ainda maior,
guando confrontamos este resultado com o obtido através da utilizacdo do etanol.
O alcool etilico € bem menos hidrofobico, e a quantidade de moléculas apolares por
ele extraidas € menor que a obtida em alcool de maior cadeia hidrocarbonica.
Figura 38: analise do nivel de recuperacédo das precipitacdes da serino protease extraida das

sementes de C. stipularia: Sistema de particao trifasico; AC: Acetona; ETOH: Etanol e SA: Sulfato
de Amadnio.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Dhananjay e Mulimani (2009) reportaram em estudo feito com a-
galactosidase de Aspergillus oryzae, que o alcool t-butanol induziu uma taxa de
recuperacao de 92%, enquanto que n-propanol e isopropanol apresentaram valores
abaixo de 40%. Os autores ainda afirmaram que por sua estrutura quimica ser
ramificada, o solvente t-butanol ndo consegue penetrar a estrutura globular da
proteina, e assim, evitando a desnaturacgao.

Além do mais, termodinamicamente falando, o t-butanol atua como um
agente cosmotropico, ou seja, que tem a capacidade de favorecer uma maior
interacdo hidrofoébica na proteina, possibilitando ao mesmo tempo, a ruptura de
interacdes entre esta macromolécula e a agua. Em conformidade a estes
resultados, destaca-se também, o trabalho elaborado por Ketnawa et al., (2014) em
que afirmaram computar maior taxa de recuperacdo na purificacdo de proteases
induzidas pelo solvente t-butanol, quando comparado com o 1-butanol, 1-propanol
e 2- propanol.

Na Figura 39 tem-se o SDS-PAGE, em que diferenciamos o perfil de

proteinas obtido por meio da precipitacdo induzida pelos solventes organicos



103

(etanol e acetona) e, por intermédio do sistema TPP. De modo claro, observa-se na
imagem que as amostras advindas da precipitacdo com acetona e etanol
apresentaram, entre os dois géis (superior e inferior), uma colora¢cdo mais escura,
bastante caracteristica de proteinas. Por outro lado, ndo é visualizado na
proveniente do sistema TPP (quadro vermelho). Sabemos que esta técnica ndo nos
permite uma detalhada informacédo quantitativa, sobre as proteinas existentes em
cada extrato, nem nos favorece a identificacdo estrutural de cada uma delas.
Sobretudo, podemos perceber que dentre as trés amostras analisadas, o sistema
trifasico foi o Unico que apresentou maior resolucéo, bem como nao resultou sinais

de obstrucao por parte de aglomerados supramoleculares.

Figura 39: SDS-PAGE. Analise comparativa dos solventes organicos na precipitacdo de proteinas:
Canaleta 1: Acetona; canaleta 2: Etanol; canaleta 4: Sistema TPP. A eletroforese foi processada a
voltagem constante (90 mV), e as bandas foram coradas com Coomassie.

Gel superior

Gel inferior

Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Diante do resultado, foi decidido submeter esse material (TPP) a
cromatografia liquida com a coluna cromatografica S-100 Sephacril e, corrobora-la
com a inicialmente executada, onde fora constatado a primeira obstrugédo da resina
(Figura 40).



Figura 40: Cromatograma S-100 Sephacryl, pés-TPP
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Através da figura, podemos perceber que a cromatografia desempenhou um

comportamento semelhante ao observado no primeiro experimento e, que o

momento de eluicdo foi o mesmo (tubos 15, 16 e 17); sendo que neste, todo o

transcorrer cromatogréafico se manteve inalterado, de forma que o equipamento Akta

nao apresentou perturbacdes em sua pressdo, confirmando por meio deste

resultado, que o método foi de precisa utilidade, visto ter possibilitado a purificacao

enzimatica, sem o comprometimento dos equipamentos utilizados. Todo processo

de purificacdo da protease sérica extraida das sementes de C. stipularia é

devidamente apresentado na Tabela 6.

Tabela 6: Resumo da purificacdo da serinoprotease a partir das sementes verdes de C. stipularia.
Para o calculo de atividade foi tomado a seguinte equagdo: U=(A410/min)x10%x(1/8800XxmL),

8800M1 cm™?
Etapas de Atividade Proteina Atividade Recuperaca
purificacéo total (U) total (mqQ) especifica o]
(U/mg) (%)
Extrato bruto 190 5,229 36,335 100
TPP 130 1,358 95,729 68%
S-100 90 0,028 3.214,285 47%
Sephacril

Fonte: elaborada pelo autor, 2020
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5.9 pH Otimo e Temperatura Otima

Posterior a esses resultados, avaliou-se o perfil cinético da enzima,
analisando a sua catdlise de reacdo em diferentes valores de pH e temperatura
(Figura 41 e 42).

Figura 41:pH 6timo da protease isolada das sementes de C. stipularia: Curva de pH 6timo
100 T
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Na Figura 65, verifica-se que em pH 4,0 e 5,0 ndo houve atividade expressiva
para a hidrolase purificada. Tal fato pode ser atribuido a provavel desnaturacéo da
molécula em meio acido. A desnaturacdo enzimatica é o termo usado para qualquer
alteracao estrutural desencadeada na enzima, a qual impede que a molécula realize
sua funcdao catalitica anteriormente executada.

Conforme discutido em secfes anteriores, a atividade de serino proteases
tem como caracteristica a participacdo da triade catalitica dos seguintes
aminoécidos: serina, histidina e o acido aspartico. Uma das etapas primordiais no
mecanismo catalitico esta associado a acdo do aminoacido histidina como uma
base se Lewis, abstraindo o préton do residuo de serina. Assim, em condicdes
acidas (pHs 4,0 e 5,0) o residuo de histidina se porta na sua forma protonada,
impossibilitando assim o ataque nucleofilico ao proton ligado a hidroxila da serina
e, consequentemente inibindo a reacao de hidrdlise. Resultados semelhantes foram
reportados por Yadav, Pande e Jagannadham et al., (2006) ao isolarem serino
protease de Euphorbia mili, e Tomar et al., (2008) quando purificaram serino
protease de Wrightia tinctoria.

Todavia, entre os valores (6,0-8,0), constatam-se altos niveis de catalise,

sendo que o maior deles, correspondente ao pH 6timo, foi em pH 8,0. Este efeito é
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também facilmente compreendido pelo estudo mecanistico da triade catalitica, uma
vez que a partir do pH 6,0 o residuo de histidina comeca a sofrer a desprotonacao
do hidrogénio ligado ao nitrogénio interno do anel (pKr da histidina € 6,0). Em
continuidade, ao passo que o pH foi elevado para 9, a atividade enzimatica é
atenuada, corroborando assim mais uma acdo desnaturante desencadeada pelo
pH, desta vez em condic¢des alcalinas.

Enquanto que nos pHs 4,0 e 50 o aminoacido mais atuante no
comportamento inibitério da tripsina era o residuo de histidina, no meio bésico,
verifica-se a alteracao estrutural em praticamente todos os residuos da triade, assim
como 0s outros que compdem a proteina, pois nestas condicfes, boa parte dos
grupos ionizaveis comegam a ser dissociados, em virtude do excesso de cargas
negativas distribuidas ao longo da macromolécula (KHANGEMBAM e
CHAKRABARTI, 2015).

Assim como o pH foi preponderante no desempenho mecanistico da
protease sérica isolada a partir das sementes de C. stipularia, a temperatura
também possibilitou diferentes efeitos, tanto no beneficiamento, como para a
deplecdo da estrutura nativa. O experimento foi realizado mediante a variacdo da
temperatura de 20-60°C, em que se constatou a maior processabilidade do
substrato a 50°C (Figura 42).

Figura 42: temperatura oOtima da protease isolada das sementes de C. stipularia: Curva de
temperatura 6tima
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020
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Isto, por sua vez, esta diretamente relacionado ao grau de liberdade de todos
0S atomos existentes na estrutura proteica. Aqui, ndo ha a constatacdo de
dissociacdo de espécies quimicas, conforme visualizado no estudo de pH, mas
apenas ao nivel de agitacao estrutural que a proteina se encontra

A0 passo que se eleva a temperatura, o estado cinético dos atomos aumenta,
ocasionando vibracdes e rotacbes desproporcionais ao longo das ligacdes
covalentes, e em decorréncia, possibilita o afastamento de &tomos, ou mesmo a
aproximagdo indesejada dos mesmos. Em ambos os casos, a molécula perde a sua
conformacao nativa, atingindo niveis energeticamente desfavoraveis e, como
resultado, alterando a reac&o anteriormente desempenhada.

Ao confrontar 0os nossos resultados com outras hidrolases séricas, vemos
uma ligeira distin¢cdo, quanto a temperatura 6tima, o que provavelmente, pode estar
associado a incidéncia de pontes de sulfeto na cadeia polipeptidica, ou mesmo, a
ocorréncia de glicidios associados ao esqueleto carbénico. Ahmed et al., (2009) por
exemplo, isolaram uma serino proteases com temperatura 6tima em 60-70°C;
Tomar et al.,(2008) purificaram uma serino protease com atividade méaxima em 80
°C; e Pande (2006) reportam em seus estudos, atividade 6tima para Criptolepaina

isolada de Cryptolepis buchanani em 70°C.
5.10 Estabilidade em pH e Estabilidade Térmica

Na Figura 43 mostra-se a estabilidade da serino protease purificada a partir
das sementes de C. stipularia mediante a variacdo do pH. Como é mostrado na
figura, a enzima se manteve estavel em condi¢es alcalinas. Semelhantes a estes
resultados, destacam-se a purificacdo de serino protease das sementes de
Solanum dubium (AHMED et al., 2009) e, de Cucumis trigonus; em que puderam
verificar a similaridade cinética desta molécula mediante a estabilidade em pHs
superiores a neutralidade (ASIF-ULLAH, KIM e YU, 2006).
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Figura 43: estabilidade em pH da protease isolada a partir das sementes de C. stipularia
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Posteriormente, foi determinado o comportamento cinético da protease em
diferentes temperaturas; sobretudo, na sua capacidade em estabilizar a estrutura
tridimensional (Figura 44).

Figura 44: estabilidade térmica da protease isolada a partir das sementes de C. stipularia
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Observe que a hidrolase purificada ndo revelou forte estabilidade quando
submetida a aquecimento, o que provavelmente deve estar associado a auséncia,
ou menor incidéncia de grupos dissulfeto oxidados, os quais favorecem uma maior
estabilidade térmica.

Normalmente, as proteases séricas se mostram estavel até 60°C, como as
enzimas purificadas de Cryptolepis Buchanani (PANDE et al., 2006); Ficus religiosa
(KUMARI, et al., 2010; Solanum dubium (AHMED et al., 2009) e Tamarillin (LI et al.,
2018). Entretanto, € importante salientar que nesses casos, a atividade enzimética
foi avaliada por técnicas diferentes das efetuadas em nossa pesquisa, em que as
atividades proteoliticas eram menos especificas, ao usarem complexos proteicos
como albumina, caseina e, outros. Por outro lado, a metodologia proposta para a
protease sérica isolada a partir das sementes de C. stipularia foi realizada por

ensaio cromogénico, através da avaliacdo da hidrolise do substrato BApNA

5.11 Especificidade da serino protease isolada de C. stipularia para substratos
sintéticos conjugados com p-nitroanilina (p-NA)

As reacdes enzimaticas sdo imprescindiveis a manutencdo da vida de
qualquer ser vivo e, em se tratando de atividade bioprocessual, constatamos que o
uso crescente de enzimas na atividade biotecnolégica se deve a algumas
peculiaridades, como a especificidade entre as enzimas e seus substratos (DE
SOUSA et al., 2013). E gracas a esta seletividade que conseguimos também
realizar a classificacdo bioguimica das enzimas que estamos isolando, tendo em
vista que essa propriedade leva em consideracdo o comportamento de catélise
proporcional a triade catalitica que a enzima possui.

Desta forma, com a finalidade de confirmarmos a verdadeira classificacdo da
enzima isolada a partir das sementes de C. stipularia, realizou-se uma atividade
enzimatica comparativa com diferentes substratos peptidicos sintéticos conjugados
com p-nitroanilina p-NA (ALICI e ARABACI, 2018) (Figura 45).

Dentre os trés substratos sintéticos testados, a enzima isolada de C.
stipularia mostrou seletividade catalitica apenas para o BApNA (Na-Benzoyl-DL-
Arg-pNA) o que revela que a enzima obtida é de fato, pertencente a classe das
serino proteases do tipo tripsina-simile, visto ter apresentado especificidade Unica
pelo residuo de arginina. Por outro lado, para os demais substratos sintéticos N-

Suc-L-Phe-pNA e L-Leu-pNA a enzima se mostrou inerte.
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Figura 45: Especificidade da protease isolada de C. stipularia: As reacdes foram efetuadas em pH
8,0 em que a enzima purificada foi submetida a incubagdo com os respectivos substratos.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Ao confrontarmos 0s nossos resultados com demais pesquisas associadas,
Vemos que 0 nosso apresenta uma singular especificidade para um Unico substrato
sintético, ao passo que demais trabalhos revelam a processabilidade de mais de
uma molécula. Como exemplo, destacam-se a purificacdo de uma protease do
morango, em que revelou alta taxa de hidrolise para os substratos Na-Benzoyl-DL-
Arg-pNA, N-Suc-L-Phe-pNA e L-Leu-pNA (ALICI e ARABACI, 2018); Singh et al
(2010) relataram que uma serino protease, Crinumin, mostrou atividade para N-Suc-
L-Phe-pNA e L-Leu-pNA, mas nao apresentou atividade para Na-Benzoil-DL-Arg-
PNA e N-Suc-Ala-Ala-Ala-pNA.

Por fim, cita-se a protease sérica, Wrightin, que ndo mostrou atividade
amidolitica em relacdo aos substratos N-Suc-L-Phe-pNA, Na-Benzoil-DL-Arg-pNA
e L-LeupNA, preferenciando a hidrélise apenas nos residuos-Ala (TOMAR, KUMAR,
e JAGANNADHAM, 2008).

5.12 Estudos Cinéticos

Outra importante estratégia na determinacéo da eficiéncia catalitica de uma

enzima é a sua velocidade de reacdo, bem como a forma como essa € perturbada
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mediante variacfes na concentracdo do substrato. O efeito da concentracdo do
substrato BApNA na velocidade da reacdo catalisada pela protease isolada das
sementes de C. stipularia foi determinado pelo modelo cinético de Michaelis-Menten
(Figura 46).

Figura 46: Grafico de Michaelis—Menten para a protease isolada de C. stipularia: Para o ensaio foram

usadas diferentes concentracdes do substrato BAPNA (0.01-0,6 mM); concentracdo da enzima:
0,028 mg/mL.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Através do experimento podemos verificar que 0 comportamento da enzima
mostra uma classica curva hiperbdlica, isto, por sua vez, apos ser submetida a
reacdo com diferentes concentracfes do substrato sintético. Além disso, foi possivel
determinar a expressiva especificidade da molécula pelo substrato, uma vez que
apresentou um valor de km de apenas 0,01775 mg/mL, e um Vmax de 0,1082
mM/min. Shamsi et al. (2017) em estudo realizado com Cicer Arientum alcangaram
a purificacdo de uma enzima sérica que apresentou constantes Vmax de 0,153
mM/min e Km de 0,192 mM (SHAMSI et al., 2017), confirmando assim, uma maior
especificidade da protease sérica isolada das sementes de C. stipularia, quando
submetida a reacdo com o substrato sintético BApNA.

Por meio destes resultados, foi também possivel determinar uma terceira
constante cinética (Kcat) cujo valor obtido para a serino protease purificada foi de
3,86 s1. Tal valor foi superior ao encontrado com a tripsina purificada de Cicer
arientum (0,306 s1) o que nos leva a concluir que a protease extraida das sementes
de C. stipularia apresenta maior processabilidade pelo substrato, quando
confrontada com a obtida no trabalho de Shamsi et al., (2017).



112

O kcat é normalmente associado a condicbes de elevada concentracdo de
substrato, em comparacao a concentracao enzimatica, de forma que dificilmente se
conseguiria obter esse perfil em condi¢bes fisioldégicas. Assim, como estratégia
comparativa da efetividade reacional em ambientes fisiologicos, foi criada a
expressdo kcat/Km (constante de eficiéncia catalitica), onde a velocidade de
hidrolise, por exemplo, esta diretamente relacionada a concentracdo das duas
Unicas espécies envolvidas [enzima] e [substrato]. Shamsi et al verificaram o valor
da constante de especificidade de 1,59 (SHAMSI et al.,, 2017) ao passo que 0sS

nossos resultados, apresentaram constante de 217,46.



SECAO I

(C. plumieri)
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5.13 Efeito da Concentracdo do Extrato de C. plumieri na Atividade Inibitéria

Posteriormente a certificacdo taxonémica da planta, realizou-se a extracao
do material biol6gico (Sementes) e, apds obtencdo do EB, executamos os ensaios
bioguimicos, para certificagcdo da presenca de inibidor de tripsina. Em seguida,
realizou-se uma analise quantitativa, acerca do efeito da concentracdo do EB na
hidrolise do substrato BApNA, promovido pela enzima tripsina bovina comercial.
(Figura 47).

Figura 47: Atividade inibitoria do extrato bruto de C. plumieri: efeito da concentracéo
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020

A analise detalhada da figura nos mostra que o extrato preparado com as
sementes de C. plumieri apresentou forte atividade inibitdria com a enzima estudada
e, por sua vez, assumiu elevada especificidade pela tripsina. Observe que mesmo
em menores concentragcdes, correspondente ao menor volume do extrato, a
conversao do BApNA foi inibida quase que por completo.

Em conformidade com estes resultados, podemos destacar o trabalho
reportado por Mohanraj et al., (2018) ao isolarem um inibidor de tripsina a partir das
sementes de Rhynchosia sublobata. Os pesquisadores ainda retrataram que de
modo majoritario, os inibidores de proteases isolados de espécies vegetais

assumem uma estrutura tridimensionalmente globular e, s&o normalmente



115

sintetizados em 6rgdos de armazenamento, como as sementes e tubérculos. Nao
obstante, em virtude de sua funcionalidade metabolémica, eles podem ainda ser
induzidos em 6rgéos vegetativos de plantas durantes estresse biotico e abiotico.

Ainda na Figura 71 é possivel observar que mesmo com as menores
concentracfes (4,0pg/mL), a conversdo enzimatica do substrato sintético BApNA
foi inibida quase que por completo, 0 que nos leva a interpretacdo de que para a
classe de enzima testada (tripsina bovina) o inibidor encontrado no extrato bruto
apresentou forte especificidade.

Reportando o trabalho de Mohanraj et al., (2018) tem-se que a atividade
residual do extrato de C. cajan revelou inibicdo completa (100%) na atividade
hidrolitica da tripsina; entretanto, para este resultado, os pesquisadores tiveram que
aplicar uma concentracéo proteica do extrato em pelo menos 80ug/mL, ao passo
que em nossa pesquisa, com a concentracdo de proteina 20 vezes menor,
obtivemos uma inibicdo residual relativamente equiparada. Como fora discutido
anteriormente, a associacao do inibidor com a enzima é categorizada pela intrinseca
complementaridade entre as duas moléculas, sendo assim, quanto maior a
interacao firmada entre elas, mais efetiva sera a inibicéo.

Em virtude da ampla aplicabilidade biotecnoldgica para os inibidores de
tripsina, bem como a grande incidéncia de sua presenca em espécies vegetais,
muitos sdo os trabalhos encontrados na literatura que mostram a purificacédo de
proteinas inibitérias a partir de espécies vegetais, como Pandey e Jamal (2014) em
trabalho com Tamarindus indica; Dias et al.,, (2017) ao trabalharem com as

sementes de Cassia leiandra, e Rasouli et al., (2017) ao reportarem a purificacao

de inibidor de tripsina das sementes de Cucumismelo.

5.14 Efeito da Temperatura na Atividade Inibitéria do Extrato de C. plumieri

Por se tratar de um material de grande complexidade molecular, podemos
inferir que a acgdo inibitdria encontrada no extrato das sementes de C. plumieri
poderia decorrer da participacao singular de metabdlitos primarios, ou secundario,
bem como por acdo sinérgica de um complexo supramolecular. Sendo assim,
realizou-se um ensaio térmico, como forma de averiguar a estabilidade do inibidor

e, com isso, confrontar os resultados obtidos com demais reportados na literatura.
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Através da Figura 47, podemos inferir que mesmo diante do aquecimento, a
inibicdo residual da tripsina bovina se manteve inalterada (aproximadamente 90%)
guando a comparamos com a taxa de inibicao verificada no experimento anterior, o
que revela uma importante caracteristica estrutural da molécula, que seria a sua
integridade estrutural mediante aguecimento. Normalmente, os polipeptidios que
apresentam esse comportamento termodindmico possuem em sua estrutura
primaria varias ligagbes dissulfeto (S-S), as quais internalizam a estas moléculas
maiores estabilidades estruturais (CHEVREUIL, et al., 2014).

Figura 48: Atividade inibitoria do extrato bruto de C. plumieri, efeito da temperatura
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Esse tipo de comportamento cinético mostra ser relativamente comum para
inibidores de tripsina de cadeia polipeptidica. Dias et al., (2017) em estudos
realizados com as sementes de Cassia leiandra, reportaram que de forma natural,
os inibidores de tripsina do tipo Kunits, quando expostos a alta temperatura
assumem forte estabilidade. Tais resultados, assemelham-se aos observados por
Guimaraes et al., (2015) com o inibidor de tripsina purificado das sementes de
Poincianella pyramidalis; De Souza et al., (2016) ao purificarem um inibidor de

tripsina das sementes de Adenathera pavonina L. observaram atividade inibitoria
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apos incubacdo em ampla faixa de temperatura, durante 30 min. Como destaque,
frisa-se também a pesquisa realizada com o inibidor tipo Kunits obtido das sementes
de Pithecellobium dumosum, em que mantiveram 90% de sua atividade inibitéria,
apos 30 min de incubacéo, variando-se a temperatura de 37-100°C (RUFINO et al.,
2013). Ainda nesta perspectiva, vale salientar que os inibidores de proteases do tipo
Kunits sdo relatados em diferentes familias botanicas, como Caricaceae
(AZARKAN, et al., 2006), Solanaceae (VALUEVA et al.,1998), Euphorbiaceae
(CLAUDHARY et al., 2008), e em maior incidéncia, em sementes de Fabaceae
(PANDO et al., 2001).

5.15 Zimografia Reversa com o Extrato de C. plumieri

Embora existam trabalhos na literatura enfatizando a estabilidade térmica de
alguns inibidores de tripsina, decidiu-se consolidar essa informacgédo por meio de
uma zimografia reversa, em que por intermédio de um suporte solido, avaliamos se
a inibicao observada no extrato de C. plumieri provinha de molécula proteica, ou de
outra estrutura organica (metabdlito secundario) (Figura 49).

Figura 49: Zimografia reversa do extrato de C. plumieri: na canaleta 1, o extrato vegetal das sementes
de C. plumieri, na concentragdo de 0,0025mg/mL; na canaleta 2, o extrato na concentragdo de
0,005mg/mL; e na canaleta 3, o extrato com 0,01mg/mL de concentracao

Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Durante o experimento, tomou-se o cuidado de ndo submeter as amostras a
aquecimento, nem a agentes redutores, de forma que as proteinas existentes nos
extratos estivessem em condicbes integras e, assim, ndo interferindo a sua

atividade inibitéria. Toda a eletroforese foi processada a voltagem constante e, ap6s
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execucado experimental, o gel foi mantido em incubacdo, com uma solucdo de
tripsina.

Através do experimento, percebe-se que apenas nas regides onde a proteina
com atividade inibitoria foi eluida, na eletroforese, é que nao se visualizou a hidrélise
da tripsina, ao passo que nas demais regides do gel, toda a caseina fora hidrolisada,
assim como outras proteinas também existentes no extrato. Com isso, conseguimos
validar a hipétese de que a inibicdo de tripsina identificada no extrato da C. plumieri
€ sim provocada pela associagdo complementar da hidrolase com um inibidor

proteico existente no extrato.
5.16 Ensaio Inibitorio em Fase Solida com o Extrato de C. plumieri

Atrelado a zimografia reversa, realizou-se um ensaio inibitério do extrato
vegetal com a tripsina polimerizada no gel, conforme especificado no item 4.3.8.
Para esta analise, tomamos como referéncia a tripsina aplicada na eletroforese;
sobretudo, no efeito inibitério do extrato da C. plumieri contraposto ao SBTI (inibidor

classico de Serinoproteases). (Figura 50).

Figura 50: ensaio inibitério em fase sélida com o extrato de C. plumieri; da esquerda para direita tem-
se na canaleta 1 a enzima tripsina bovina; na canaleta 2, tripsina bovina + inibidor (C. plumieri), na
concentracdo de 0,005 mg/mL; na canaleta 3, tripsina + inibidor (C. plumieri), na concentra¢éo 0,01
mg/mL; e por fim, na canaleta 4, tripsina + SBTI (1 mg/mL).

Tripsina Trip+sina Trip+sina Tripsina
i . +
Inibidor Inibidor SBTI

(C. plumieri) (C. plumieri)

Fonte: elaborada pelo autor, 2020
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Semelhantemente ao mostrado na secao anterior, tem-se que as amostras
nao foram submetidas a aquecimento, bem como submissdo a agentes redutores.
Todo o procedimento experimental foi realizado mediante voltagem constante.
Antes de a tripsina ser aplicada na eletroforese, seguido de suas misturas, tomou-
se o cuidado de incubar a molécula por 15 min com os respectivos inibidores.

Conforme especificado na figura, vemos na canaleta 1, a hidrélise da caseina
promovido pela tripsina, através da menor intensidade na colorac¢éo. Por outro lado,
nas demais canaletas, onde se aplicou os extratos da planta em diferentes
concentracdes, percebe-se que a hidrdlise citada anteriormente ndo mais ocorre,
semelhante ao verificado com o inibidor SBTI. Resultados equivalentes também
foram reportados por Dias et al., (2017), mediante atividade inibitoria imposta as

proteases digestivas do A. aegypti.
5.17 Precipitacdo com Sulfato de Amoénio a Partir do Extrato de C. plumieri

ApGs confirmagado da presenca do inibidor proteico, a amostra foi submetida
a um prévio tratamento (precipitacédo salina) visando a extracdo de demais proteinas
contaminantes, elevando com isso, o grau de pureza da amostra. Diante das
possibilidades mencionadas na literatura, conforme visto anteriormente, adotou-se
para essa pesquisa, o sulfato de aménio, reagente quimico amplamente utilizado
em trabalhos voltados a purificagéo de inibidores de tripsina, a exemplo de Pandey
e Jamal (2014) quando purificaram inibidor de tripsina das sementes de Tamarindus
indica; Rasouli et al., (2017) ao purificarem inibidor de tripsina das sementes de
Cucumis Melo e; Palayam et al., (2018) em trabalho feito com as sementes de
Alocasia macrorrhizos.

A analise detalhada da Figura 51 mostra que a precipitacdo salina com
sulfato de aménio foi efetiva na separacdo escalonada do inibidor, onde a sua
solubilidade mostrou alternancia a partir da adi¢cao de sal, correspondente a 20% de
saturacdo. Os fatores responsaveis por tamanho comportamento sdo 0s mais
diversos, principalmente pela composi¢cdo quimica dos aminoacidos constituintes
(estrutura primaria de uma proteina), assim como a sua disposi¢éo tridimensional
(estrutura terciéaria).

Embora a utilizagéo do sal tenha favorecido o fracionamento do inibidor em
diferentes fragdes, tem-se que o método utilizado para este estudo apresentou baixa

resolucéo, visto ndo ter assegurado a concentragdo da molécula numa so fracao.
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Figura 51: Precipitacdo salina com sulfato de aménio do EB da espécie C. plumieri
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020
Desta forma, se fez necessario a realizacdo de uma nova metodologia, cujos
resultados obtidos favorecessem uma melhor adequacdo, quanto aos aqui
encontrados. Para este proposito, tomou-se como procedimento metodolégico de
referéncia, a precipitacdo organica com etanol, conforme especificado na proxima

secao.

5.18 Precipitacdo com Solvente Organico (etanol)a Partir do EB de C. plumieri

Semelhantemente ao resultado obtido com o sulfato de amoénio, a
precipitacdo organica mostrou forte eficiéncia, quanto a capacidade de precipitar o
inibidor, sem comprometer a sua estrutura terciaria. No entanto, ao avaliarmos o
experimento sob a O6tica da taxa resolucdo, percebe-se que a metodologia
apresentou baixa especificidade, ao passo que ndo se manteve concentrada a

atividade inibitoria numa unica fracao (Figura 52).
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Figura 52: precipitacdo de proteinas com etanol a partir do EB da espécie C. plumieri
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Mediante os resultados obtidos, decidimos aplicar o EB de C. plumieri
diretamente na coluna cromatogréafica DEAE-Sepharose e, entdo, analisado o perfil
de eluicdo das proteinas; sobretudo, a respeito da efetividade da analise em

purificar a molécula estudada.

5.19 Cromatografia Liquida com o EB da espécie C. plumieri, e SDS-PAGE

Para esse procedimento, foram tomados 2,0mL do extrato das sementes de
C. plumieri, onde foram aplicados na coluna, através de injecdo em loop de igual
volume. O método e procedimento cromatografico seguiu as mesmas
especificacdes proposta por Santos et al., (2016), em que as proteinas eluidas
foram monitoradas em tempo real a 280nm. A cromatografia foi operada em
gradiente crescente de forca salina e, as proteinas separadas de acordo com as
suas cargas ionicas. Diferentes dos nossos resultados, Pandey e Jamal (2014)
purificaram inibidor de protease por meio das cromatografias: Sephadex-G75,
DEAE-Sepharose, Trypsin-Sepharose CL-4B, Guimarédes et al., (2015) isolaram
inibidor de tripsina partindo de dois processos cromatograficos: Sephadex G-75 e
Phenyl Sepharose, e Brandéo-Costa, Araujo e Porto (2018) isolaram um inibidor de
tripsina com pelo menos dois métodos cromatograficos: Trypsin-Sepharose-CL4B e
Superdex-G75.
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Ao fim do experimento e monitoramento reacional, verificou-se que o inibidor
extraido das sementes de C. plumieri foi isolado com a eluicdo de 100% de tampéao
B (Figura 53).

Figura 53: Cromatograma DEAE-Sepharose. No tracado em azul tem-se o perfil de proteinas eluidas,

no tracado em vermelho mostra-se a atividade inibitéria especifica, e no tracado verde, destaca-se
o gradiente do tampao de eluicao
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Os tubos com maiores atividades inibitérias foram reunidos e dialisados, para
a extracdo do sal usado na cromatografia. Nessa fase do estudo, se torna
importante que esse procedimento ndo interfira a atividade inibitéria da molécula,
caso contrario, comprometeria 0 nosso método desenvolvido. Na Figura 54,
mostram-se o0s valores de inibicho comparativo da amostra advinda da

cromatografia, bem como a atividade remanescente pés-didlise.

Figura 54: Atividade inibitoria do extrato bruto de C. plumieri pos-dialise
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Por meio da figura, podemos confirmar que a didlise nao interferiu na
estrutura tridimensional da proteina, de modo que sua acéo inibitéria se manteve
inalterada. Na pretensédo de validar o método cromatografico, realizou-se um estudo
eletroforético com o inibidor purificado e, através dele, atribuir a massa estimada
por comparacdo com o padrdo de massas de referéncia

Na canaleta 1 (esquerda para a direita) mostra-se o perfil do padrdao de
massa molecular aplicado na eletroforese; na canaleta 2, por outro lado, apresenta-
se o inibidor pos-dialise, em que é mostrado uma sé banda de proteina, confirmando
que a metodologia proposta, voltada ao isolamento do inibidor foi efetiva aos fins
proposto (Figura 55).

Figura 55 Eletroforese: SDS-PAGE (12%) do inibidor de tripsina purificada a partir das sementes de

C. plumieri: canaleta 1: Padrdo de massa; canaleta 2: Proteina purificada. A eletroforese foi
processada a voltagem constante (90 mV), e as bandas foram coradas com Coomassie.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020

A partir do padréo de massa molecular, verifica-se que a proteina isolada a
partir das sementes de C. plumieri possui massa estimada em 50 kDa, valor
aproximado ao computado para outros trabalhos ja reportados na literatura, como o
inibidor purificado de Vigna radiata L. Wilczek 47kDa (KANSAL et al., 2008);
hyphantria cunea 45 kDa (AGHAALI et al., 2013) e Albizia amara 49 kDa
(DABHADE, MOKASHE e PATIL, 2016)
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5.20 Teste de Especificidade Inibitoria para Diferentes Enzimas Proteoliticas

Apos confirmagédo do isolamento da proteina, realizou-se uma analise de sua
especificidade, em que o inibidor foi submetido a reacdo com diferentes enzimas
proteoliticas. Para isso, foram disponibilizados trés diferentes substratos
conjugados com p-NA (ALICI e ARABACI, 2018) e, monitorado a possivel inibicdo

acarretada pela molécula inibitéria (Figura 56).

Figura 56: especificidade do inibidor de tripsina purificado a partir das sementes de C. plumieri.
Andlise realizada com trés diferentes substratos conjugados com p-NA. (A) L-Leu-pNA; (B) N-Suc-
L-Phe-pNa e (C) BApNA.
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Como podemos observar, dentre as trés classes de enzimas testadas, a
Gnica que apresentou sensibilidade pelo inibidor isolado foi a tripsina, mediante
reducdo da processabilidade do substrato BApNA. E claro que analises mais
refinadas sao de fundamental importancia, na pretensao de identificar a real familia
qgue a inibidor isolado esta inserido. Assim, submeteu-se a amostra as analises de
espectrometria de massas, em colaboracdo com laboratoério externo a Universidade

Federal de Alagoas.

5.21 Aplicacdo Biotecnologica para o inibidor de Tripsina Isolado das

Sementes de C. Plumieri

5.29.1 teste de inibicao, in vitro, contra tripsina-similis isolada do intestino do inseto

praga T. castaneum.

Apos a certificagcdo da especificidade molecular da proteina isolada,
decidimos avaliar a sua utilizagdo como possivel combate ao inseto praga T.
castaneum. A fisiologia deste animal é marcada pela compartimentalizacdo do seu
trato digestivo, em que na porcao anterior, tem a participacdo mais expressiva de
enzimas acidas como as enzimas L e B cisteina peptidases (VINOKUROV et al.,
2009; MARTYNOV et al., 2015). Por outro lado, na etapa final de sua digestéo,
verifica-se a participagdo das enzimas com carater alcalino, como as proteases
séricas.

Desta forma, tendo em vista que esta praga representa uma das maiores
causas de perda na producado e, comercializacdo de grédos armazenados, decidiu-
se avaliar a promissora potencialidade do inibidor isolado das sementes de C.
plumieri em inibir a protease sérica isolada do inseto, conforme descrito por Da
Silva, (2019) (Figura 57).

Como podemos verificar, na canaleta 1 (controle) ocorreu a hidrolise de
caseina promovida pela protease do inseto, uma vez que é apresentado uma regiao
de menor coloracdo (degradacgéo da caseina). Por outro lado, nas demais canaletas,
€ possivel observar a inibi¢cdo induzida por parte dos inibidores testados, em que o0s
inibidores SBTI e ICWV (C. plumieri) foram 0s Unicos que apresentaram maior

especificidade pela protease, alcancando uma taxa de inibicdo equivalente a 100%.
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Figura 57: teste de inibicdo in vitro com a protease isolada do intestino do inseto praga T. castaneum.
Canaleta 1: controle (protease do inseto); canaleta 2: protease do inseto inibida por benzamidina;
canaleta 3: protease do inseto inibida por SBTI e na canaleta 3: protease do inseto inibida pelo
inibidor de tripsina isolado em nossa pesquisa.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Além de representarmos a taxa da degradacdo da caseina por zimografia,
efetuamos uma quantificacdo densitométrica, através da quantificacdo das bandas
utilizando o software de analise Image J. (SEYEDIAN et al., 2010) (Figura 58).

De fato, quando confrontamos as duas analises, podemos verificar que a
proteina isolada das sementes de C. plumieri apresentou uma especificidade

equivalente a obtida com o inibidor comercial SBTI.

Figura 58: andlise densitométrica da degradac¢éo da caseina polimerizada em gel de poliacrilamida.
Integralizacéo efetuada com software de anélise Image J.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Posteriormente, foi avaliado a taxa de inibicdo especifica, em que os
inibidores propostos tiveram suas concentragdes igualadas (0,023 mg/mL). Na
Figura 59-A esta representado a degradacdo por zimografia, em que da esquerda

para direita, foram aplicadas as amostras: controle (protease do inseto); protease
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inibida por benzamidina; protease inibida por SBTI e protease inibida pelo inibidor
estudado (ICWV) respectivamente. Por outro lado, na Figura 59-B encontram-se

integralizados as taxas de inibicdo para as amostras testadas.

Figura 59: Teste de inibicdo in vitro com a protease isolada do intestino do inseto T. castaneum e,
analise densitométrica da degradacao da caseina com software de andlise Image J.
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A andlise da figura nos mostra de forma mais detalhada que nas condi¢des
propostas, a unica molécula inibitoria que apresentou maior especificidade para a
enzima testada foi o inibidor isolado nesta pesquisa. Revelando uma provavel
eficiéncia em combater a proliferacdo dessas pragas, assim como minimizar 0s
danos acarretados em grédos armazenados. Embora tenha-se alcancado estes
resultados preliminares (in vitro), no tocante a aplicacdo biotecnoldgica para o

inibidor estudado; percebe-se que demais analises sédo necessarias, bem como
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avaliar os efeitos fisioldgicos/nutricionais que a molécula proporciona aos animais

gue por ela se alimentem.

5.22 Determinacdo de Parametros Cinéticos (IC50 e Ki)

Como foi discutido em momentos anteriores, a interacdo enzima-inibidor é
marcada pela alta complementaridade, ao ponto de nos indicar quéo potente é a
deplecdo que esta molécula ocasiona na catalise enzimatica. Embora tenhamos
obtido respostas, quanto a eficiéncia do inibidor em reduzir a degradacéo de
caseina (protease do inseto), decidimos avaliar a especificidade da molécula frente

a tripsina comercial, cujos resultados expressos, sdo mostrados na (Figura 60).

Figura 60: Calculo de IC50 para a inibigdo de tripsina comercial com a proteina isolada das sementes
de C. plumieri.

100+

(>1] o]
o o
1 1

% de inibigao
=S
e

20+

Fonte: elaborada pelo autor, 2020

Por meio da regressao linear, obtivemos o IC50 de 0,0025 mg/mL e, através
da equacao de Cheg e Prosof, chegamos a constante de inibi¢céo (Ki) de 1,63 pg/mL.
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6. CONCLUSAO

6.1 Serino protease isolada de C. stipularia

% A espécie vegetal descrita no capitulo | foi identificada como C.stipularia;

0,
0’0

O extrato enzimatico preparado com as sementes da C. stipularia apresentou
atividade amidasica;

2
0’0

As sementes verdes de C. stipularia mostrou atividade proteolitica em maior

proporcao que as sementes secas;

% O estudo de aplicacdo bhiotecnoldgica proposta na pesquisa revelou elevada
capacidade coagulante com extrato vegetal;

< A atividade coagulante do EB apresentou maior eficiéncia quando aquecido
a 50°C;

% O sistema de precipitacao trifasico possibilitou o fracionamento da serino

protease com maior taxa de recuperacao;

< A metodologia proposta permitiu a purificacdo da molécula num sé passo
cromatografico;

% A massa da enzima foi estimada em 45 kDa aproximadamente;

< A protease purificada revelou atividades 6timas em pH 8,0 e 50 °C.

% A enzima isolada se mostrou especifica para um Unico substrato conjugado
com p-nitroanilina (BApNA); e apresentou o km de apenas 0,01775 mg/mL
e, Vmax de 0,1082 mM/min.;

6.2 Inibidor de tripsina isolado de C. plumieri

e A espécie vegetal descrita no capitulo 1l foi identificada como C.plumieri;

e O Extrato bruto preparado com as sementes de C. plumieri mostrou atividade
inibitéria perante ensaio enzimatico realizado com a tripsina bovina
comercial;

e A cromatografia liquida realizada possibilitou a purificagdo da molécula num
s6 passo cromatografico;

e A massa aproximada da molécula foi estimada em 50 kDa;
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Quando submetido a atividade com diferentes proteases, o inibidor isolado
apresentou especificidade apenas para a enzima tripsina,

A avaliacdo dos parametros cinéticos mostrou valores de IC50 e Ki de 0,0025
mg/mL e 1,63pg/mL respectivamente.

A metodologia de aplicacdo biotecnoldgica defendida permitiu identificar
acao inibitéria para a tripsina-simili isolada do intestino do inseto praga T.
castaneun;

Quando comparado com demais inibidores comerciais, a molécula isolada
nesta pesquisa apresentou a maior acédo depletiva na enzima do inseto,

revelando uma possivel utilizagdo no controle desta praga;
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