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RESUMO

As infecgdes hospitalares sao um problema de satude publica, sendo causadas por diferentes
microrganismos. Staphylococcus aureus ¢ uma das bactérias que mais provocam quadros de
infecgdo hospitalar. Sua resisténcia a antibioticos impossibilita seu controle e, portanto, a
busca por moléculas anti- S. aureus em fontes da flora e fauna terrestre ¢ importante e
necessaria, tendo em vista que os antibidticos disponiveis no mercado ndo sdo efetivos. O
presente estudo teve por objetivo a purificacdo e caracterizagdo bioquimica de um inibidor de
papaina, denominado 7cPI-1I, obtido da espécie vegetal Terminalia catappa e avaliagao de sua
atividade antimicrobiana frente a S. aureus. TcPI-Il foi purificado a partir da fragdo de
proteinas Fgg oc, preparada apds extracdo das proteinas de sementes maduras de 7. catappa
usando tris-HCI 50 mM, pH 7,5, contendo 200 mM de NaCl e tratamento térmico a 80 °C
durante 30 min, seguido de cromatografia das proteinas soluveis recuperadas em resina de
troca ionica (DEAE-celulose). A fracdo proteica ndo-retida em DEAE-celulose se mostrou
homogénea, tendo apresentando indice de purifica¢do de 8,67 e rendimento de 2,29%. SDS-
PAGE revelou que essa fracao purificada (7cPI-II) possuia massa molecular de 15,9 kDa e
especificidade para papaina, uma protease cisteinica. A cinética de inibi¢ao evidenciou se
tratar de um inibidor do tipo competitivo (IC50 1,56x10° M), com Ki de 1,02 x 10° M. O
1cPI-1I preservou sua atividade inibitoria quando testado em uma ampla faixa de pH (2,0-
10,0) e temperatura (30-100°C ), mantendo sua atividade inibitéria da papaina mesmo quando
aquecido a 100 °C (0-120 min). Na concentracdo de 3,14 x 10° M, o TePI-II foi capaz de
inibir em 86,40% o crescimento de S. aureus. Assim, pode-se sugerir que o 7cPI-II tem
potencial para ser usado no combate as infec¢des causadas por S. aureus, mas antes ha

necessidade de estudos de seu mecanismo de acao e testes de seguranca de seu uso clinico.

Palavras-chave: Terminalia catappa , inibidor de protease cisteinica, antibiotico,
Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

Hospital infections are a public health problem, being caused by different microorganisms.
Staphylococcus aureus 1s one of the bacteria that most causes hospital infection. It is
resistance to antibiotics makes it impossible to control it and, therefore, the search for anti-S.
aureus molecules in earthly flora and fauna sources are important and necessary, considering
that commercially available antibiotics are not effective. The present study destined at
purification and characterization a papain inhibitor, called 7cPI-II, obtained from the plant
species Terminalia catappa and evaluating it is antimicrobial activity against S. aureus. TcPI-
II was purified from F80 ° C protein fraction prepared after protein extraction from mature 7.
catappa seeds using 50 mM Tris-HCIL, pH 7.5, containing 200 mM NacCl and heat treatment at
80 ° C for 30 minutes, followed by chromatography of the soluble proteins recovered from
ion exchange resin (DEAE-cellulose). The non-retained DEAE-cellulose protein fraction was
homogeneous, with purification index of 8.67 and yield of 2.29%. SDS-PAGE revealed that
this purified fraction (7cPI-II) had a molecular mass of 15.9 kDa and papain specificity, a
cysteine protease. Inhibition kinetics were found to be a competitive inhibitor (IC50 1.56 X
10-6 M), with a Ki of 1.02 x 10-6 M. TcPI-II preserved it is inhibitory activity when tested on
a wide range pH range (2.0-10.0) and temperature (30-100 °C), sustain it is papain inhibitory
activity even when heated to 100 °C (0-120 min). At a concentration of 3, 14 x 10" M, 7¢PI-II
was able to inhibit S. aureus growth by 86, 40%. Therefore, it can be suggested that 7cPI-II
has the potential to be used to combat infections caused by S. aureus, but there is a need for

studies of it is a mechanism of action and safety tests for it is clinical use.

Key words: Terminalia catappa, cysteine protease inhibitor, antibiotic, Staphylococcus

aureus.



LISTA DE FIGURAS
FIGURA 1- PORCENTAGENS DOS AGENTES ETIOLOGICOS DE INCIDENCIA DE
INFECCAO PRIMARIA DE CORRENTE SANGUINEA LABORATORIALMENTE
CONFIRMADA TPCSL EM PACIENTES ADULTOS HOSPITALIZADOS EM UTIS

(BRASIL, 2012-2015) c1vc1evvereeeeeseeeesseeseseeesseseesseesssssessseesssssssssesssssesseseesseessseseesseesees 18
FIGURA 2 - ESTAGIOS DE FORMAGAO DO BIOFILME. ....ccoevveeeeeereeeeeeeseeseeersneee 19
FIGURA 3 - CLASSIFICACAO DOS INIBIDORES DE PROTEASES.........oovvoimrererernnn. 21
FIGURA 4 - ESQUEMA PARA OBTENCAO DA FRACAO 80 °C (F80 °C) DE

SEMENTES DE T. CATAPPA ....vvooeveeeeeeoeeseeeeeseeesseoesssesessssssssseesssesesseseessessssesessseasees 31

FIGURA 5 - PERFIL CROMATOGRAFICO EM DEAE-CELULOSE DA FRACAO Fgjoc33
FIGURA 6 - ESPECIFICIDADE INIBITORIA DO TCPI-II FRENTE A PAPAINA E

TRIPSINA ..o 34
FIGURA 7 - ZIMOGRAMA CONFIRMANDO A ATIVIDADE INIBITORIA DE PAPAINA
DO TCPIAL .. 36
FIGURA 8 - PERFIL DO TCPIII APOS ELETROFORESE EM GEL DE
POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE; 15%) .cccviiiiiiiiiiiiiie e 36
FIGURA 9 - CINETICA DE INIBICAO DA PAPAINA PELO TCPI-II.......ccoovvveerereienen. 37

FIGURA 10 - ESTABILIDADE DO TCPI-Il EM RELACAO A SUA ATIVIDADE
INIBITORIA SOBRE PAPAINA, QUANDO TRATADO TERMICAMENTE E
INCUBADO A DIFERENTES PHS .....c.oooiiiiii 40



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - ETAPAS DE PURIFICACAO DO INIBIDOR DE PAPAINA OBTIDO DE
Terminalia catappa (TCPI-11). ..o 33
TABELA 2- ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE 7cPI-II FRENTE A S. aureus.............. 42



SUMARIO

L1 INTRODUGAO ...ttt ettt ettt 15
2. REVISAO DA LITERATURA ......cooootiiieeeeeeeeeeeeeeee et 17
2.1 Staphylococcus aureaus :uma bactéria resistente a antibiotiCoS .......oovvervvvereriiveenienns 17

2.2 Inibidores de proteases: Uma alternativa para aplicacdes na medicina e agricultura .... 19

2.3 Terminalia catappa: Uma fonte promissora de inibidores de proteases...........ccc.cceevveene 22
3. OBUIETIVOS .ottt b e bt s b b et e e s he e e be e e st e e be e nnaeenbeeaneas 23
3.1 ODBJEtIVO GOTAL ...ttt 23
3.2. ODbjetivos ESPECITICOS ...viiuviiiiiiiiiiiiiciise e 23
4. MATERIAIS E METODOS ......cooovvtmiiimmiiireriiesisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessnens 24
4.1 Reagentes QUIMMICOS ...ciuuuieiurieiriieeesiiieasietessiteesstaeessteeesbeeesbeeesbeeessseeesnbeeessbeeessbeeessneeessneeans 24
4.2. Material BIOLOZICO. ......uveieiiiieieciee e 24
4.3. EXtrago das ProteiNas..........cciiiiiiieiriiiiiieiie e 24
4.4. Determinaga0 do teor de PrOtEINAS .....ccveeivieiiieiiie sttt nree s 25
T g U 4 U (- e o RSP 25
4.6. Especificidade ENZIMAICA. ........cccviiiiiiiiiieiiiec e 26
4.7. Avaliacdo do grau de pureza e determinacdo da massa molecular ...........ccccoeceeeveneennne 26
4.8, ZUMOZLAIMA. .....viieeiiieitiete sttt b ek b et b e bt e bt b e bt e b e s s et e e b nne s 27
4.9. Par@metros CINETICOS ...oe.uveiurieiieiiiiesiie st esiee st ettt e e sneesnn e e e e snneenneesnneenreeas 28
4.10. Estabilidade térmica e pH 6timo da atividade 1nibitdria .........ccoecveeviieniiiieniiiecnieeee 28

5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......cooveiiiiieeeieeeieeeeseee s sesssseses s esenss s 30
5.1. Extrac@o de proteinas de sementes de 7. catappa...........cccccucevvviiiiciiieniiiiiiieniseens 30
5.2. Purificag 80 de TCPI-IL......ccooiiiiii et 31
5.3. Especificidade eNZIMATICA .......covuveeiiiviiiiiieiiii ettt 34
5.4. Caracterizacdo bioquimica da fitocistatina TePT-I1..........cccccooviiiiiiiiniiieie e 35
5.4.2. Massa MOIECUIAT ........uiiiiiiiiieie e see e 35
5.4.3. Parametros cinéticos (IC50, mecanismo de inibig¢ao e determinacao de Ki).......... 37
5.4.4. Estabilidade a temperatura e pH de TcPI-I1 sobre a papaina..........c.cccccevvevveenenn. 38

5.5 Atividade antimicrobiana de TCPI-I1.........ccccooiiiiiiiiii e 41

6. CONCLUSAOQ......ccoooiiiiiiiitie et 43

REFERIENCIAS . ...ocoooeoeeeeeeeeeeeee e e e e oo ee et e e et et e et e e e et e e et et e s et e e et e e es et e s et e e eseeesaraas 43



15

1.INTRODUCAO

Um problema serissimo e atual de saude publica ¢ a resisténcia de bactérias aos
antibidticos, levando a ineficiéncia desse tipo de tratamento de infec¢des. A resisténcia aos
antibioticos pode acontecer naturalmente, mas ela pode advir do uso inadequado dos
antibioticos, inexisténcia ou insuficiéncia de programas de prevencao e controle de infecgdes,
baixa qualidade dos medicamentos, vigilancia inadequada e falha na regulacdo em relagdo ao
uso dos antibidticos (WHO, 2015). Os dados da vigilancia epidemiologica de Infecgoes
Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), fornecidos pela ANVISA, relatam que o numero
de Infec¢oes Primarias de Corrente Sanguinea confirmadas laboratorialmente (IPCSL)
apresentou reducao no decorrer dos anos de 2011-2015. Porém, a persisténcia dos agentes
etiologicos de fenotipos resistentes ainda preocupa, pois t€m sido frequentemente notificados

(ANVISA, 2016).

A disseminagdo do patdgeno infeccioso Staphylococcus aureus € uma ameaca
alarmante a saude mundial (GATADI et al., 2019). A resisténcia a antibidticos leva a
disseminagdo de cepas resistentes responsaveis por causar altas taxas de mortalidade em
pacientes infectados (WIDIANINGRUM; NOVIANDI; SALASIA, 2019). S. aureus ¢
conhecida por ser a principal responsavel por varias infeccdes hospitalares, dentre essas
endocardite, osteomielite, bacteremia, pneumonia, infec¢do na pele, além de enfermidades
relacionadas a dispositivos implantados. O desenvolvimento de biofilme por parte de S.
aureus em proteses ¢ considerado um desafio médico, visto que ¢ dificil o tratamento desse
tipo de infeccdo, pois essa espécie € muito resistente a antibioticos convencionais, biocidas,
estresse externo e mecanismos de defesa do hospedeiro, o que leva a persisténcia dessa

bactéria durante infecg¢des estafilococicas (PARAI et al., 2020).

A obtengdo de novos medicamentos ¢ algo complexo e dispendioso, pois cada
medicamento leva cerca de 12 anos e mais de 1 bilhdo de ddlares para ser comercializado. A
sintese quimica ou extragdo de produtos naturais sdo maneiras de se obter as substancias que
compde os medicamentos, porém, a obtencdo de fitoquimicos tem se mostrado eficiente,
econdmico e de menor toxicidade quando comparado aos sintéticos (ESWARI; YADAY,

2019). A utilizagdo de plantas para fins medicinais ndo € novidade. Seu uso ¢ mencionado ha
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muitos séculos sendo difundido e usado em 80% dos paises em desenvolvimento, onde a
medicina natural ¢ a principal modalidade de assisténcia a saude. O efeito das plantas contra
bactérias e fungos patogénicos ¢ comprovado através do uso de técnicas de microbiologia
moderna, tornando evidente a poténcia das plantas contra agentes infecciosos (CHEESMAN

etal., 2017; DARWISH et al., 2002).

Como exemplo de compostos para o uso medicinal temos os inibidores de
natureza proteica que inibem as proteases ou proteinases cisteinicas, que sao enzimas
proteoliticas. Agem formando um complexo reversivel com a enzima, atuando como um
pseudo-substrato e, assim, dificultando o acesso dessa enzima ao substrato especifico, ou seja,
a proteina alvo da protedlise. Esses inibidores sdo encontrados em plantas, animais e
microrganismos e prestam papel fundamental na sobrevivéncia e manuten¢do dos mesmos. A
prospeccao dessas moléculas em plantas ¢ limitada, pois apenas 1-5% das espécies vegetais,
das dez principais familias de plantas, foram estudadas com a finalidade de encontrar
inibidores com potencial de uso na medicina e agricultura, ou seja, essa imensa diversidade de
plantas ainda precisa ser estudada, pois o uso dessas moléculas para producdo de novos
medicamentos € algo promissor e necessdrio (BENCHABANE et al., 2010; SHAMSI;
PARVEEN; FATIMA, 2016; HELLINGER; GRUBER, 2019). Por exemplo, foi relatado
recentemente que um inibidor de protease cisteinica proveniente do fruto do kiwi foi capaz de
reduzir biofilme bioldgico oral na lingua de idosos, o ensaio foi realizado in vitro (MUGITA

etal.,2017).

A Terminalia catappa, uma espécie originaria da India e pertencente a familia
Combretaceae, vem sendo investigada por nosso grupo de pesquisa, motivado pelo fato da
espécie ter se mostrado uma promissora fonte de inibidores de proteases. A presenga de
fitocistatinas (inibidores de proteases cisteinicas de plantas) e inibidores de tripsina nas
sementes de 7. catappa foi detectada em estudos preliminares (QUEIROZ , 2018). Portanto, o
presente trabalho foi conduzido com o intuito de se obter a purificacdo e caracterizagdo
bioquimica de um inibidor de protease cisteinica presente nas sementes de 7. catappa, além

de testar sua acao antimicrobiana contra patogenos de interesse médico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Staphylococcus aureaus: Uma bactéria resistente a antibioticos

S. aureus é um das bactérias mais desafiadoras quanto ao controle por
antibidticos. Ela é responsavel por causar graves infeccdes. Essa bactéria Gram-positiva
comensal coloniza a mucosa nasal de forma transitria ou permanente. A resisténcia aos
medicamentos adquirida por essa bactéria é devido ao uso, de forma inapropriada, dos
antibioticos, o que dificulta o controle e resulta na formacéo de cepas resistentes, conhecidas
como S. aureus “multidrug-resistant” (MDRSA). Como exemplo desses antimicrobianos
temos a meticilina, vancomicina (glicopeptideo), daptomicina (lipopeptideo), linezolida
(oxazolidinona), tedizolida (anoxazptinolida), antibiotico [-lactama, ceftobiprol e
carbapenémicos (ESWARI; YADAV, 2019; GATADI et al., 2019).

A resisténcia de S. aureus ao amplo espectro de antibidticos € adquirida por conta
do acumulo de mutacdes e a aquisi¢do de elementos genéticos. Os mecanismos de resisténcia
envolvem inativacdo dos antimicrobianos, codificacdo de genes para proteinas néo
suscetiveis, modificacdo da proteina alvo, uso de bombas de efluxo e protecdo das proteinas
alvos (THALLINGER et al., 2013). Para controlar a resisténcia aos antibioticos, foi criado o
Plano de Acdo Global em Resisténcia Microbiana, aprovado em 2015 pela Assembleia
Mundial de Saude. O objetivo do plano é assegurar o tratamento dessas doencas infecciosas,
de modo que o uso dos antimicrobianos seja feito de maneira segura e proveniente de fonte

confiavel, responsavel e com acesso para todos (WHO, FAO, OIE 2016).

A incidéncia dessas bactérias, Staphylococcus Coagulase Negativo,
Staphylococcus aureus e Enterococcus spp, em infeccGes hospitalares € preocupante. Os
dados mostram (Figura 1) um aumento no numero de casos de infeccdo. Tal fato é
justificavel, ja que esses agentes etiolégicos contornam as formas de controle
impossibilitando a queda no numero de casos. As espécies mais notificadas em UTIs adulto
entre 0s cocos Gram-positivos sdo: Staphylococcus Coagulase Negativo (74,9%), resistentes a
oxacilina; Staphylococcus aureus (57,4%), resistentes a oxacilina; e Enterococcus spp
(28,8%), resistentes a vancomicina (ANVISA, 2016).
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Figura 1- Porcentagens dos agentes etiologicos de incidéncia de Infec¢do Primaria de
Corrente  Sanguinea Laboratorialmente Confirmada-IPCSL em pacientes adultos
hospitalizados em UT]Is (Brasil, 2012-2015)
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Fonte: GVIMS/GGTES/ANVISA, 2016

A formacdo de matriz (biofilme) por parte dessas espécies é outra estratégia
desenvolvida e utilizada por 99% dos microrganismos que habitam a Terra. O processo de
formacdo do biofilme se da com a adsorcdo de bactérias em superficies solidas, seguida de
fixacdo, crescimento e secrecdo de polissacarideos extracelulares (Figura 2) (THALLINGER
et al., 2013). A formacdo desse biofilme de matriz extracelular altamente estruturada é mais
um fator que contribui para a resisténcia de S.aureus, tornando sua suscetibilidade de 10-
1.000 vezes menor ao variado nimero de antimicrobianos disponiveis no mercado
(MOHAMMED et al., 2018).
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Figura 2 - Estagios de formacao do biofilme.
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Fonte: Adaptado de THALLINGER et al., 2013

Diante do que foi descrito, uma solucédo viavel para o controle dessas infec¢oes é
0 uso de extratos de plantas a fim de purificar compostos que possam compor medicamentos,
dado que os antibidticos existentes no mercado perderam sua eficiéncia contra
microrganismos resistentes. No periodo de 2005-2015, cerca de 112 plantas foram estudadas,
sendo fontes de compostos bioativos que exibiram atividade antibacteriana, antituberculésica
e antimalarica (SUBRAMANI; NARAYANASAMY; FEUSSNER, 2017).

2.2 Inibidores de proteases: Uma alternativa para aplicacdes na medicina e agricultura

Os inibidores de proteases sdo uma classe de polipeptidios que agem
impossibilitando a agdo das enzimas proteoliticas. As enzimas proteoliticas desempenham
importantes funcdes para a sobrevivéncia e manutengdo dos organismos vivos. Além disso,
estao relacionadas com o desencadeamento de doencas cardiovasculares, cancer, osteoporose,
AIDS, doenga de Alzheimer e infec¢des microbianas (SHAMSI; PARVEEN; FATIMA, 2016).
Na presenca dos inibidores de proteases, processos como crescimento celular, apoptose,

renovagao proteica e migracao celular sao afetados de maneira direta ou indireta (MARATHE
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et al., 2019). Portanto, ¢ de grande relevancia a descoberta de novos inibidores para reverter

as ocorréncias citadas.

A classificacdo dos inibidores de proteases € baseada no modo de acao, no tipo de
protease que sofre inibi¢do e na sequéncia primaria dos inibidores (Figura 3) (RAWLINGS;
BARRETT; BATEMAN, 2012). Na figura 3, algumas familias sdo apresentadas e suas
funcdes e estruturas sdo descritas (SHAMSI; PARVEEN; FATIMA, 2016). O presente
trabalho destaca a superfamilia de cistatinas, que contém a familia do inibidor em estudo. As
cistatinas s3o um grupo que compreende quatro familias: (I) estefinas, (II) cistatinas, (III)
cininogénios e (IV) fitocistatinas, que sdo classificadas de acordo com a massa molecular e

sua distribui¢do na natureza. (SHAMSI, 2016)

As estefinas (familia I) sdo polipeptideos de cadeia tinica, com aproximadamente
100 residuos de aminodcidos, desprovidas de ligagdes dissulfeto e carboidratos. Esses
inibidores atuam de maneira reversivel com uma inibi¢ao do tipo competitiva. Elas podem ser
encontradas no citosol de diferentes células e em fluidos corporais. Os representantes das
estefinas sdo as cistatinas A e B. Diferente das estefinas, as cistatinas (familia II) possuem
duas ligagdes dissulfeto no terminal carboxil e alguns membros sdo glicosilados. Apresentam
120-122 residuos de aminodcidos e sua sintese ocorre como proproteina contendo um
peptideo sinal, esse fato sugere a existéncia de atividade extracelular. A familia II tem como
integrantes as cistatinas C, D, S, SA e SN. J4 os cininogénios (familia III) possuem alta massa
molecular, oitos pontes de dissulfeto e sdo glicosilados, no entanto estes carboidratos nao
estdo ligados nos dominios da cistatina. Sdo representantes dos cininogénios: cininogénio
humano de alta massa molecular (120 kDa), cininogénio humano de baixa massa molecular

(68kDa) e cininogénio T (SHAMSI; BANO, 2017;0CHIENG; CHAUDHURI, 2010).
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Figura 3 - Classificacdo dos inibidores de proteases

Inibidores de

Protease
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Quimiotripsina e Catepsin. Quimiotripsina. Quimiotripsina e Elastase. Quimiotripsina e Catepsin D.
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B,H,L. cistelnicas. Quimiotripsina e Catepsin.

Fonte: Adaptado de SHAMSI; PARVEEN; FATIMA, 2016.

As fitocistatinas (familia IV) s3o inibidores de baixa massa molecular que agem
de maneira reversivel no sitio ativo de proteases alvos (SIDDIQUI et al., 2016). A familia IV
das cistatinas ¢ amplamente encontrada em plantas. O banco de dados PlantPI registra cerca
de 495 inibidores provenientes de 129 familias de plantas. Esses tipos de inibidores estao
ligados diretamente com o sistema de defesa das plantas, através da atividade proteolitica
contra proteases ditas essenciais. As fitocistatinas impedem o desenvolvimento de insetos e
doencas que possam acometer diferentes espécies vegetais (MARATHE et al., 2019). Além de
protecdo contra patdgenos e doencas, essas moléculas desempenham papel importante durante
o processo de germinagdao e maturacao de espécies vegetais, pois elas regulam as proteases
envolvidas durante essas fases. A expressao desses inibidores ¢ mais evidente quando existem

condicdes de estresse bidtico ou abidtico (SIDDIQUI et al., 2016).
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As fitocistatinas possuem inimeras aplicagdes na area médica, como exemplo
temos a fitocistatina de arroz, Oryza sativa, que atua inibindo uma protease envolvida com
cancer, artrite ¢ doenca de Alzheimer (VALADARES et al., 2010). Essas moléculas obtidas de
plantas também possuem importancia na agricultura, como, por exemplo, o inibidor obtido de
feijado-de-corda ou feijao-caupi (Vigna unguiculata) que foi capaz de impedir o crescimento
de larvas de Acanthoscelides obtectus e Zabrotes subfasciatus, importantes pragas agricolas

(AGUIAR et al., 2006).

Diante do exposto, percebe-se que os inibidores de proteases sdo moléculas
promissoras com diversas aplicacdes. Portanto, a descoberta de novos inibidores ¢ essencial,

visto toda a versatilidade funcional dessas moléculas.

2.3 Terminalia catappa: Uma fonte promissora de inibidores de proteases

Terminalia catappa L. é uma espécie pertencente a familia Combretaceae,
conhecida popularmente como castanheira, castanhola, castanholeira, chapéu-de-sol e sete-
copas (OLIVEIRA; PEREIRA, 1984). Essa espécie ¢ originaria da India podendo ser
encontrada, também, em outros paises como Maldasia, Australia, Sri Lanka, Paquistdo € muitos
outros paises do sul da Asia (SHARMA; RANA, 2017). Na América do Sul, a introdugdo

dessa espécie teve a finalidade de reflorestamento e uso ornamental (KATIKI et al., 2017).

O fruto da T catappa L. é composto por 1/3 de polpa e 2/3 de semente. As
sementes podem ser consumidas pelos seres humanos, sendo esse habito comum em paises
em desenvolvimento (EZEOKONKWO; DODSON, 2004). As sementes sdo constituidas por
proteina (23,8%), carboidratos (16%), lipideos (51,8%), além de minerais como K (9,3%), Ca
(8,3%) e Mg (8) (MATOS et al., 2009). A espécie ¢ amplamente estudada para aplicacdao
medicinal, pois as folhas possuem atividade antioxidante (KINOSHITA et al., 2007), anti-
inflamatorio (FAN et al., 2004) e anticancer (CHEN et al., 2000) e os frutos t€ém propriedades
antidiabéticas (NAGAPPA et al., 2003). Além da finalidade medicinal, a espécie ¢ usada
também na produgdo de biocombustiveis, o que amplia a aplicacao da 7. catappa (IHA et al.,
2014).

A T. catappa é uma fonte promissora de inibidores de protease, visto que estudos
realizados por nosso grupo de pesquisa levaram a purificacdo de uma fitocistatina de sementes

que inibiu o crescimento de Candida tropicalis (QUEIROZ , 2018). As aplicagdes da espécie
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vegetal sdo inimeras, assim, a 7. catappa se mostra uma fonte de moléculas promissoras para
o desenvolvimento de pesquisas, seja na area medicinal ou ambiental. Portanto, o presente
trabalho se justifica pelo potencial apresentado pelas sementes da espécie como fonte de

moléculas promissoras na area medicinal.

3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Purificagdo de um inibidor de protease proveniente das sementes de Terminalia
catappa, determinagdo de suas caracteristicas bioquimicas e avaliacdo de seus efeitos

antimicrobianos.

3.2. Objetivos Especificos

o Estabelecimento de um protocolo de purificagdo de um dos inibidores de proteases
cisteinicas encontrados nas sementes maduras de T. catappa;

e Auvaliacdo do grau de pureza e determinacdo da massa molecular aparente do inibidor;

e Determinacdo da cinética de inibicao;

e Determinacdo da temperatura Otima de atividade inibitoria do inibidor purificado
sobre a papaina;

e Determinacéo da estabilidade téermica do inibidor purificado;

e Determinacgdo da estabilidade do inibidor purificado a diferentes condicdes de pH;

e Determinacdo dos efeitos do inibidor purificado sobre E. coli, S. aureus e leveduras do

género Candida.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Reagentes Quimicos

Acrilamida, N,N’-metileno bisacrilamida, , albumina sérica bovina (BSA), Coomassie
Brilliant Blue G250, N-a-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BApNA), N-a-benzoil-DL-
arginina-pnaftilamida (BANA), 7-dimetilaminocumarina-4-acido acético (DMACA), tripsina
tipo II (EC 3.4.21.4), papaina (3.4.22.2), trizma-base, ditiotreitol (DTT) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EUA). Os marcadores de massa molecular foram obtidos da
GE Healthcare Life Science (NY, USA). Os demais produtos quimicos e meios de cultura
caldo Mueller Hinton adquirido da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EUA) e da Himedia®
Laboratories Pvt. Ltd. (Mumbai, India).

4.2. Material biolégico

Os frutos foram coletados no Campus do Pici da Universidade Federal do Ceara-UFC.
A polpa foi descartada e o fruto seco em liofilizador durante 48 h. ApGs secagem, as
améndoas foram retiradas e trituradas em moinho elétrico, até obtencdo de uma fina farinha,
que foi, posteriormente, delipidada com hexano (C¢H14) na proporgéo de 1:5 (m/v). A farinha
passou por cinco trocas de hexano. Apés delipidacdo, a farinha foi seca em temperatura
ambiente (24 °C) durante 48 h, sendo, em seguida, armazenada sob refrigeracdo até o
momento da extracdo do inibidor.

As bactérias Gram-positiva S. aureus (ATCC 25923) e a Gram-negativa E. coli
(ATCC 8739) foram obtidas do Laboratorio de Toxinas Vegetais do Departamento de
Bioguimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceard (UFC). Ja as leveduras
Candida albicans (ATCC 10231), Candida parapsilosis (ATCC 22019), Candida krusei
(ATCC 6258) e um isolado clinico de Candida tropicalis foram adquiridos do Departamento
de Patologia e Medicina Legal da UFC (Laboratério de Patdgenos Emergentes e

Reemergentes).

4.3. Extracao das proteinas

A extracdo das proteinas foi realizada conforme protocolo baseado em QUEIROZ
et al., 2018. As proteinas totais foram extraidas em tampao tris-HCI 50 mM, pH 7,5 contendo

0,2 M de NaCl, na propor¢ao de 1:10 (m/v), durante 180 min, sob agitacdo, a 4 °C. Apos



25

extragdo, a suspensdo foi filtrada em tecido de nylon e, em seguida, centrifugada a 12.000xg,
por 20 min, a 4 °C (centrifuga Himachi II, Hitachi, Toquio, Japao). O sobrenadante obtido foi
incubado em banho-maria a 80 °C durante 30 min. Em seguida, o material foi centrifugado a
12.000xg, por 20 min, a 4°C (centrifuga Himachi II, Hitachi, Toquio, Japao) e o sobrenadante

recolhido, dialisdo contra dgua destilada e liofilizado, denominado de Fragao 80 °C (Fsp o).

4.4. Determinacao do teor de proteinas

A dosagem de proteinas soluveis foi realizada seguindo a metodologia proposta
por Bradford, (1976). A concentracdo proteica foi estimada em relacdo a uma curva padrao
obtida utilizando diferentes concentragdes de albumina sérica bovina. Aliquotas de 0,1 mL da
amostra, ndo diluida ou diluida em até 10 vezes, foram adicionadas em um tubo de ensaio
com 2,5 mL da solugdo de Bradford. Apds 15 min em temperatura ambiente (23 = 2 °C),
leituras de absorbancias a 595 nm em espectrofotometro (Genesys 10S UV, Thermo Fischer,
Waltham, Estados Unidos) foram anotadas. O calculo para obter a concentragdo de proteinas
(Cp) das amostras foi feito com base no fator de calibracdo (Fc) gerado a partir da curva
padrao obtida usando albumina sérica bovina como proteina padrdo. A equacao abaixo foi,
entdo, empregada para o calculo da concentracdo de proteina expressa em mg por mL da
amostra:

média das absorvancias * Fc * diluicdo da amostra
p =
100

=mg/ml

4.5. Purificacao

O extrato proteico e a fracdo Fgp -c apresentaram elevada atividade inibitoria
contra papaina. Portanto, esta fracdo foi utilizada para dar continuidade ao estudo, objetivando
a purificacdo de um inibidor de papaina. A fracdo Fgo-c (15 mg) foi, inicialmente, solubilizada
em 10 mL de tampéo tris-HCI 50 mM, pH 7,5, e submetida a cromatografia de troca-ionica
em matriz de DEAE-celulose, previamente equilibrada com o mesmo tampdo. As proteinas
ndo-retidas foram eluidas com o mesmo tampédo de equilibrio e as proteinas retidas foram
eluidas, sequencialmente, com tampédo de equilibrio acrescido de 0,2 e 1 M de NaCl . A
cromatografia foi realizada em fluxo constante de 60 mL/h, sendo fragdes de 4 mL coletadas.
As fracdes obtidas foram analisadas quanto a presenca de atividade inibitoria de proteases. A

fracdo ndo-retida apresentou a melhor atividade inibitoria frente a papaina, sendo entdo
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dialisada contra agua destilada e liofilizada. Posteriormente, foi verificado que essa fragdo
continha uma Unica proteina, com atividade inibitéria de papaina. Essa proteina foi entdo

denominada de TcPI-Il (T. catappa papain inhibitor II).

4.6. Especificidade Enzimatica

O ensaio de atividade inibitdria de tripsina foi realizado de acordo com Erlanger;
Kokowsky; Cohen (1961), avaliando a atividade hidrolitica residual da tripsina bovina apods
incubagdo com as amostras testes, usando BApNA (N-a-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida)
como substrato. O 7¢PI-1I obtido de sementes de 7. catappa na concentracio de 2,98 x 10 M
foi solubilizado em tampao tris-HCI 50 mM, pH 7,5 e incubado com 20 pL de tripsina (0,3
mg mL" em 1 mM HCI), a 37 °C, por 10 min. A esta mistura, 0,5 mL de de BApNA 1,25 mM
foram adicionado e ap6s 15 min a reagdo foi interrompida por adigdo de 250 pL de acido
acético glacial a 30% (v/v). A hidrélise de BApNA foi monitorizada a 410 nm em
espectrofotometro (Genesys 10S UV, Thermo Fischer, Waltham, Estados Unidos) .

O ensaio de atividade inibitéria de papaina foi conduzido segundo ABE et al.,
(1992), usando BANA (N-a-benzoil-DL-arginina-pnaftilamida) como substrato. Aliquotas de
200 L de 7ePI-II (2,98 x 10 M) foram incubadas com 30 pL de solugdo de papaina (1 mg de
papaina) dissolvida em agua ultrapura grau Milli-Q e diluida 20 vezes em tampao fosfato de
sodio 250 mM, pH 6,0, 40 uL da solugao ativadora (tampao fosfato de sodio 250 mM, pH 6,0,
EDTA 2 mM, DTT 3 mM) e 230 pL de tampao fosfato de sédio 250 mM, pH 6,0. A mistura
foi incubada a 37 °C por 10 min. Apos a incubacdo, 200 uL. de BANA na concentragdo de 1
mM foram adicionados. Apds 20 min, a reagdo foi interrompida pela adi¢ao de 500 pL de HCI
a 2% (v/v) preparado em etanol a 95% (v/v). Em seguida, 500 pL. de DMACA [(4-
[dimetilamino] cinnamaldeido) a 0,06% (p/v) dissolvidos em etanol a 95% (v/v) foram
adicionados para desenvolvimento da cor, sendo as leituras de absorbancia feitas a 540 nm em

espectrofotometro (Genesys 10S UV, Thermo Fischer, Waltham, Estados Unidos).

4.7. Avaliacido do grau de pureza e determinacio da massa molecular

O perfil eletroforético de 7cPI-II foi obtido apos eletroforese em gel de
poliacrilamida, em presenca de SDS, segundo metodologia descrita por Laemmli (1970)

adaptada ao uso de placas. Para montagem das placas, gel de aplicacdo, encerrando 3,5% de



27

acrilamida e 1% de SDS preparados em tampao tris-HCl1 50 mM, pH 6,8, ¢ gel de separacao
contendo 15% de acrilamida e 1% de SDS em tampao tris-HCI1 3,0 M, pH 8,8 foram usados.
As amostras foram primeiramente dissolvidas em tampao de amostra (tris-HCI 62,5 mM, pH
6,8, contendo 1% de SDS e 20% de glicerol). Em seguida, as mesmas foram aquecidas a
100 °C durante 5 min e centrifugadas (centrifuga Mikro 200R, Hettich, Alemanha) a 12.000 x
g, por 5 min, a temperatura ambiente (24 °C). Azul de bromofenol (4 vezes concentrado) foi
adicionado aos sobrenadantes para acompanhar a corrida eletroforética. Em seguida, foram
aplicadas aliquotas (10uL) das amostras em pogos do gel de aplicacdo e a corrida foi
conduzida a uma corrente constante de 20 mA, por, aproximadamente, 1 h. Apds corrida
eletroforética, as proteinas do gel foram fixadas com solucdo aquosa de etanol a 30% (v/v) e
acido fosforico 2% (v/v) e, entdo, reveladas com Coomassie G-250 (Blue silver)
(CANDIANO et al., 2004). Ja o descoramento do gel foi feito com solucao de metanol, acido
acético e agua (1,0:3,5:8,0, v/v/v). As seguintes proteinas foram usadas como padrdes de
massa molecular: fosforilase B (97 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa), ovoalbumina (45
kDa), anidrase carbdnica (30 kDa), inibidor de tripsina de soja tipo Kunitz (20,1 kDa) e 2-
lactoalbumina (14,4 kDa). A massa molecular aparente das amostras foi estimada a partir de

uma curva padrdo construida com os Rfs dos marcadores de massa molecular utilizados.

4.8. Zimograma

A visualizacdo do perfil de inibicdo em gel de TcPI-Il  foi realizada de acordo
com Shaw & Prasad (1970). As amostras foram primeiramente dissolvidas em tampé&o de
amostra (tris-HCI 62,5 mM, pH 6,8, contendo 1% de SDS e 20% de glicerol). Em seguida,
as mesmas foram aquecidas a 100 °C durante 5 min e centrifugadas (centrifuga Mikro 200R,
Hettich, Alemanha) a 12.000 x g, por 5 min, a temperatura ambiente (24 °C). Aliquotas de
TcPI-11 (10pg) foram aplicadas em pogos no gel de aplicacdo (3%) e a corrida eletroforética
desenvolvida em gel de poliacrilamida a 15% (m/v) contendo gelatina 0,5% (m/v). Apds a
corrida eletroforética, o gel foi incubado em Triton X-100 a 2,5% (v/v) por 20 min a 37 °C,
lavado com agua destilada e incubado com solucdo de papaina (0,1 mg/mL) durante 120 min
a 37 °C. As proteinas do gel foram coradas com Coomassie Brilliant Blue R-250 preparado
em metanol, acido acético e agua (4:1:5, v/v/v). O excesso de corante foi removido do gel

usando a solucéo de metanol, &cido acético e gua (4: 1: 5,v/v/Iv).
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4.9. Parametros Cinéticos

O TcPI-II foi colocado em diferentes concentragdes (0,94 x 107 M, 1,57 x 107° M,
1,89 x 10° M e 3,14 x 10° M) ¢ em seguida estas foram utilizadas em ensaio de inibigdo
contra papaina para avaliar a concentracdo do inibidor capaz de inibir 50% da atividade da
enzima (ICsg). Para determinar a constante de inibi¢do (Ki), o inibidor 7cPI-II foi preparado
em tampao fosfato de s6dio 250 mM, pH 6,0 em diferentes concentragdes (1,36 x 10° ¢ 2,05
x 10® M) e incubado com solucdo de papaina, nas condi¢cdes descritas no item 4.6. A reacio
foi iniciada pela adicao de 200 pL de BANA em diferentes concentragdes (0,5 x 10°Me 2,0
x 10® M) e foi interrompida apés 20 min pela adi¢do de 500 uL de de HCI 2% (v / v) em
etanol 95% (v / v). O gréfico de Lineweaver-Burk foi obtido pelo valor reciproco da taxa da
reacdo enzimatica (1/v) versus o valor reciproco da concentragdo do substrato (1/[S]) na
auséncia e presenca de 7cPI-II. O Ki foi obtido pela intersecdo das duas linhas no eixo x,

correspondendo as concentragdes do substrato (Dixon).

4.10. Temperatura e pH 6timos da atividade inibitoria

Para avaliar a estabilidade térmica de T¢PI-II, o inibidor (2,7 x 10° M) foi
incubado em banho-maria em diferentes temperaturas (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ¢ 100 °C)
durante 20 min. As amostras foram resfriadas em geladeira (10 + 2 °C) e em seguida estas
foram utilizadas em ensaio de inibi¢do contra papaina. A atividade inibitdria residual foi
quantificada a partir de leituras a 540 nm em espectrofotometro (Genesys 10S UV, Thermo
Fischer, Waltham, Estados Unidos). Além disso, um outro ensaio de inibi¢cao de papaina foi
realizado, onde 7¢PI-II (2,7 x 10 M) sofreu aquecimento em banho-maria a 100 + 2 °C em
diferentes tempos (0, 45, 60 75, 90 e 120 min), as amostras foram resfriadas em geladeira (10
+ 2 °C) e posteriormente o ensaio foi conduzido. A atividade residual foi quantificada do

mesmo modo que o experimento de estabilidade anterior.

O TePI-II (2,7 x 10 M) foi diluido em diferentes tampdes com concentragio de
50 mM com valores de pH variando de 2 a 10, a saber: glicina-HCI (pH 2); acetato de sodio
(pH 5,2); fosfato de sodio (7); tris-HCI (pH 8); e glicina-NaOH (pH 10). As amostras foram
incubadas em temperatura ambiente (23 £ 2 °C) por um periodo de 30 min, em seguida, a

atividade inibitoria contra papaina foi avaliada, como descrito anteriormente.
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4.11. Ensaio antimicrobiano in vitro contra bactérias

TcPI-1T foi testado contra E. coli e S. aureus em placas de poliestireno para
microtitulagdo com 96 pogos , de acordo com Clinical & Laboratory Standards Institute
(CLSI, https://clsi.org/). Para o ensaio uma aliquota de 100puL do meio de cultura de caldo
Mueller Hinton com células bacterianas (5 x 10° CFU / mL) foi incubada por 480 min a
37 °C, no escuro, com o 7cPI-II dissolvidos e diluidos em série ( 3,14 x 10 , 1,57 x 10°® ,
7,86 x 107, 3,93 x 107 ¢ 1,96 x 10™) em fosfato de sodio 50 mM, pH 7,5. Apds 24 horas em
temperatura ambiente (23 + 2 °C), leituras de absorbancia a 600 nm foram realizadas em
leitor de absorvancia automatizado para microplacas de absorvancia (Epoch, BioTek
Instruments, Inc., EUA). Os controles negativos e positivos foram fosfato de s6dio 50 mM,
pH 7,5 e ciprofloxacina (1,50 x 10° M), respectivamente. O meio de cultura de caldo Mueller
Hinton contendo apenas as cé¢lulas bacterianas foi utilizado como referéncia para 100% de

crescimento.

O ensaio antifungico foi realizado em caldo Mueller Hinton em placas de
poliestireno para microtitulagdo com 96 pocos. Aliquotas (100 pL) contendo suspensdo
celular de C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei (0,5 x 10° a 2,5 x 10° UFC /
mL) em caldo Mueller Hinton foram incubadas com 100 pL de 7¢PI-II dissolvido e diluido
em série (15,7 x 10, 7,8 x 10°,3,9x 10° ¢ 1,95 x 10°M) em NaCl 0,15 M. A incubacio das
placas ocorreu a 37 °C, 24 h, no escuro. O crescimento da levedura foi avaliado por leituras
de absorvancia a 600 nm em um leitor de microplacas de absorbancia automatizado (Epoch,
BioTek Instruments Inc., EUA). Para os controles foram usados Nistatina 122,7 uM (controle

positivo) e NaCl 0,15 M (controle negativo).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Extracao de proteinas de sementes de 7. catappa

Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa mostraram que as
sementes de 7. catappa constituem uma importante fonte de inibidores de proteases. Dessa
forma, este estudo padronizou um protocolo para extracdo e purificacdo (Figura 4) de um
inibidor de papaina presente nas sementes dessa espécie, objetivando sua aplicagdo como
inibidor antimicrobiano. O aquecimento do extrato a 80 °C por 30 min resultou na eliminac¢do
de véarios contaminantes, resultando em um material mais limpo, quando comparado ao
extrato obtido por precipitagdo com 4cido tricloroacético (TCA), usada como uma etapa de
purificacao de um outro inibidor de papaina de sementes de 7. catappa (QUEIROZ , 2018).
As coletas das sementes ocorreram de um unico exemplar da espécie vegetal. No ano de 2018
o exemplar estudado teve sua copa cortada, este fato pode ter influenciado na expressdo do
inibidor, pois os padrdes de inibicdo ndo foram mais os mesmos, a producdo dos frutos
também sofreu com essa condi¢do. Dessa forma, ¢ interessante a condugao de estudos para a

analisar a expressao do inibidor em diferentes condi¢des, como clima e estresse mecanico.
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Figura 4 - Esquema para obtencao da fragdo 80 °C (F80 °C) de sementes de 7. catappa
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5.2. Purifica¢ao do 7cPI-11

O extrato proteico obtido das sementes de 7. catappa exibiu atividade inibitoria
especifica de papaina de 16,4 UAI mg'1 de proteina (Tabela 1). A purificacdo do inibidor
compreendeu precipitacdo de proteinas indesejaveis por aquecimento em banho-maria do
extrato proteico de 7. catappa, a 80 °C, gerando a Fg oc. Esta fracdo apresentou aumento da
atividade inibitéria especifica de papaina (29,5 UAI mg" de proteina), em relagdo ao extrato
bruto, com rendimento e indice de purificagdo de 80% e 1,8x, respectivamente. Apos
aplicacdo da Fgy oc em coluna de DEAE-celulose equilibrada com tampao tris-HCl1 50 mM,
pH 7,5, duas fracdes proteicas com atividade inibitoria de papaina foram obtidas (Fig. 5). A
primeira fragdo foi eluida com o proprio tampao de equilibrio e encerrava o inibidor de
papaina purificado (7¢PI-1I), como mostrado apresentando uma Unica banda proteica apos
SDS-PAGE (Fig. 8). O T¢PI-Il apresentou atividade especifica de 142,3 UAI mg ',
rendimento de 2,3% e indice de purificagdao de 8,7x. O rendimento de 7cPI-II foi semelhante
ao encontrado para um inibidor de protease purificado de Triticum dicoccoides que
apresentou rendimento de 2,25% (RUAN et al., 2017). Ja o baixo indice de purificagdo em
relagdo ao extrato bruto denota que este encerrava poucas proteinas contaminantes, que foram
removidas pelo tratamento térmico a 80 °C seguido da cromatografia. Por isso, a necessidade

de poucos etapas de purificagdo para obtengao do 7cPI-IL
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Tabela 1 - Etapas de purifica¢do do inibidor de papaina obtido de Terminalia catappa (TcPI-
1I).

Etapas de Proteina Atividade Atividade  Rendimento Indice de
Purificacao total total especifica (%)* purificacio

(mg) (UAD'  (UAImg™" x)°
Extrato Bruto 762,0 12501,0 16,4 100,0 1,0
Fgooc 610,2 18032,0 29,5 80,1 1,8
1cPI-1I (DEAE- 17,5 2487,0 142, 3 2,3 8,7
Celulose)

Fonte: Propria autora.

a) Quantidade total de proteina recuperada a partir de 20 g de farinha delipidada de sementes de T.
Catapa.

b) 1 UAI (unidade de atividade inibidora da papaina) foi definida como a diminui¢cdo de 0,01 unidade
de absorbancia na presenca do inibidor em relagdo aquela na sua auséncia, lida a 540 nm;

¢) A atividade especifica obtida em cada etapa foi calculada como sendo a razio entre a sua atividade
total e a concentragdo total de proteina;

d) O indice de purificagao foi calculado como a razdo entre a atividade especifica obtida em cada etapa

de purificagdo e aquela do extrato bruto tomada como 1.

Figura 5 - Perfil cromatografico em DEAE-celulose da fragao Fgoc
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A coluna foi equilibrada com tampao tris-HCI 50 mM, pH 7.5, ¢ 15 mg de Fgg o dissolvido nesse
tampao foi aplicado. A fracdo ndo-retida na matriz foi eluida com o tampao de equilibrio e as demais
com um gradiente de NaCl de 0-1 M, preparado no tampao tris. Fracdes de 4,0 mL foram coletadas a
uma vazao de 60 mL/ h. Barras horizontais no interior dos picos indicam fragdes que exibem atividade

inibitoria de papaina.

5.3. Especificidade enzimatica

O TcPI-II inibiu a atividade da papaina que ¢ uma protease cisteinica, em até
95%. Ja contra tripsina, uma serino protease, o 7cPI-II ndo apresentou atividade inibitéria
(Figura 6). Resultado semelhante foi observado para um inibidor de protease purificada de
Cicer arietinum (AB et al., 2016), que inativou de forma eficiente a papaina, mas ndo a
tripsina. A especificidade de inibidores de proteases cisteinicas em relacdo as proteases
inibidas ¢ devida a um residuo de Gly conservado, encontrado na regido N-terminal desse tipo
de inibidor, que desempenha papel fundamental para propiciar uma forte atividade inibitoria.
Essa regido do inibidor ndo mantém contato direto com o sitio ativo de proteases, mas
contribui para o processo de ligagdo, ou seja, da formagao do complexo Enzima-Inibidor (EI)
(BENCHABANE et al., 2010).

Figura 6 - Especificidade inibitoria do 7¢PI-II frente a papaina e tripsina
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O TcPI-II (2,98 x 10 M) foi incubado em meio de reacio contendo papaina e tripsina. A
atividade inibitdria foi realizada de acordo com Erlanger; Kokowsky; Cohen (1961) e avaliada por

espectrofotometria. Os valores correspondem a média de trés repetigdes (n = 3).

5.4. Caracterizacio bioquimica da fitocistatina 7cPI-11

.....

O zimograma (Figura 7) mostra que o 7cPI-II apresentou atividade inibitéria de
papaina na regido onde o inibidor foi aplicado confirmando, assim, a inibi¢cdo dessa cisteino
protease. Esse resultado ja era esperado, visto que a especificidade de impedir a atividade de
papaina havia sido confirmada por ensaio de inibi¢do avaliado por diminui¢do da absorbancia

da reagdo inibida em relacdo a nao-inibida (Tabela 1).

5.4.2. Massa molecular do 7cPI-11

O TcPI-II se apresentou como uma unica banda proteica apéos SDS-PAGE, com
massa molecular aparente de 15,9 kDa (Figura 8). Essa massa molecular foi similar aquelas
encontradas para os inibidores purificado de Allium sativum (12,5 kDa) (SIDDIQUI,
AHMED; BANO, 2017) e cisteina de Helianthus annuus (15,0 kDa) (ASHOURI et al., 2017).
A maioria das cistatinas sdo definidas como moléculas pequenas que possuem massa

molecular entre 11-16 kDa (MARATHE et al., 2019).



Figura 7 - Zimograma confirmando a atividade inibitoria de papaina do 7cPI-II.

Fonte: Propria autora

36

O gel foi realizado segundo a metodologia descrita por Shaw & Prasad (1970). A quantidade de

proteina aplicada por raia foi de 10 pg.

Figura 8 - Perfil do 7cPI-II apos eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE; 15%)

Fonte: Propria autora

MM

970

144

11

-—
-
-

1

159

O gel foi corado segundo a metodologia descrita por Laemmli (1970) . Na raia MM encontram-se os

marcadores de massa molecular. Na raia 1, encontra-se o 7cPI-II. O gel foi corado de acordo com a

metodologia descrita por NEUHOFF et al. (1988). A quantidade de proteina aplicada por raia foi de 10

ne.
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5.4.3. Parametros cinéticos (IC50, mecanismo de inibi¢ao e determinacgio de Ki)

Em relagdo a atividade inibitoria, o 7cPI-II na concentragao de 1,56 % 10> M foi
capaz de reduzir em 50% a atividade da papaina (Figura 9). O ICsy do 7cPI-II apresentou
concentracdo de 1,56><10'5 M, para um outro inibidor de protease cisteinica de Terminalia
catappa foi observada a concentragio de 5,25 x10® M (QUEIROZ , 2018). Os graficos de
Lineweaver-Burk e Dixon revelaram que o 7cPI-II ¢ um inibidor competitivo, com um Ki de
1,02 x 10°® M. A fitocistatina purificada de Colocasia esculenta, assim como T¢PI-II, foi
relatado como inibidor competitivo contra a papaina, com valor de Ki de 5.8 x 10 ® M
(WANG et al., 2008). A literatura afirma que as cistatinas, em grande maioria, sdo inibidores

competitivos (BENCHABANE et al., 2010).

Figura 9 - Cinética de inibi¢do da papaina pelo 7cPI-II
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a) Efeito do T¢PI-1I contra a papaina. O IC50 de 7¢PI-II na papaina foi de 1,56x 10° M;

b) Grafico de Dixon para determinag@o da constante de dissociagdo (Ki). O BANA foi utilizado em
concentracdes finais de 0,5 x 107, 1,00 x 10° € 2,00 x 10° M com aumento da concentragdo do
inibidor (1,36 x 10° ¢2,05 x 10'6). O valor de Ki para 7cPI-1I foi de 1,02 x 10° M;

C) Grafico de atividade inibidora de Lineweaver-Burk contra a papaina por 7cPI-II. A atividade
enzimatica foi determinada usando BANA como substrato. Os dados mostram que a cistatina

purificada ¢ um inibidor competitivo da papaina.

5.4.4. Estabilidade a temperatura e pH de 7cPI-II sobre a papaina

O 7TcPI-IT  apresentou atividade maxima em 50 °C, mas, também, mostrou
atividade consideravel nas demais temperaturas testadas (Figura 10A). Ao ser aquecido a
100 °C durante 45, 60, 75, 90 e 120 min, a atividade inibitoria do 7cPI-II permaneceu estavel
(Figura 10B). Os dados apresentados por QUEIROZ et al., 2018 também evidenciaram a
estabilidade térmica de um outro inibidor de protease cisteinica (7¢PI-I) purificado de
sementes de 7. catappa, que manteve sua atividade inibitoria constante quando incubada por
20 min com temperaturas variando de 37 a 100 °C. Um inibidor purificado de Vigna radiata
(KLOMKLAO et al., 2011) demonstrou semelhanga com o 7cPI-II, pois a atividade de
inibi¢do permaneceu a mesma quando o inibidor foi aquecido a 90 °C em diferentes tempos,
ocorrendo decréscimo na atividade s6 apds 60 min de aquecimento. A resisténcia ao calor ¢

uma das caracteristicas apresentadas por fitocistatinas, em fungdo da presenga de pontes de
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dissulfeto (BANGRAK; CHOTIGEAT, 2011).

Por outro lado, as fitocistatinas purificadas de améndoa de noz (SIDDIQUI et al.,
2016) e sementes de Cicer arietinum (AB et al., 2016) ndo apresentaram a mesma
termoestabilidade dos inibidores referidos acima, pois ao serem expostos a temperaturas
acima de 50 e 80 °C eles perderam o potencial de inibi¢cdo. A fitocistatina purificada de
Brassica alba (AHMED; SHAMSI; BANO, 2016) também n3o demonstra a mesma
estabilidade térmica do 7cPI-II, visto que no primeiro minuto de incubagao a 70 °C o inibidor

perdeu totalmente sua atividade

A atividade inibitoria de 7cPI-II sobre a papaina manteve-se também constante
quando o inibidor foi incubado em diferentes valores de pH (Figura 10C). Da mesma forma,
as cistatinas purificadas de Brassica nigra (FEROZ et al., 2019) e amendoeira (SIDDIQUI ef
al., 2016) obtiveram atividade inibitoria contra papaina na faixa de pH 5-9 e 3-12, estas
apresentaram pequenas perdas de atividade se mantendo estavel nos diferentes pH de
incubagdo. Diferente dos inibidores de proteases apresentados, o obtido de Solanum
aculeatissimum Jacq nao apresentou estabilidade nos extremos de pH acido (2-3) e basico
(11-12). No entanto, mostrou atividade inibitéria maxima em pH 8,0 e pequenas perdas de
inibicdo no pH de 4-10. A estabilidade do inibidor ao pH estd relacionada a suas
peculiaridades estruturais, como a presenca de anéis aromaticos geralmente envolvidos na

transferéncia de energia (MEENU KRISHNAN; MURUGAN, 2015).



Figura 10 - Estabilidade do 7cPI-11 em relagdo a sua atividade inibitoria sobre papaina,
quando tratado termicamente e incubado a diferentes pHs
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a) Estabilidade térmica do 7cPI-II ap6s 20 min de incubagao a diferentes temperaturas;
b) Estabilidade do 7cPI-1I ap6s diferentes tempos de incubagdo a 100 °C;
c) Estabilidade do 7cPI-1I apos incubacdo em diferentes pHs por 30 min a 37 °C.

5.5 Atividade antimicrobiana de 7cPI-11

A atividade antimicrobiana in vitro de TcPI-II contra S. aureus resultou em
diferentes taxas de inibigdo para o patogeno (Tabela 2). Ja contra o crescimento de E. coli e
leveduras (C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis) TcPI-1l nao foi efetivo,
diferente de 7cPI-I (QUEIROZ, 2018), que apresentou inibi¢do do crescimento de C.
tropicalis. A concentragdo de 7cPI-II para inibir 86,40% do crescimento S. aureus foi de 3,14
x 10® M. Para um inibidor de tripsina purificado de sementes de Jatropha curcas (JeTI-I)
(COSTA et al., 2014) foi necessario uma concentragio de 4,87 x 107 M para inibir 84,60% do
crescimento do mesmo patdgeno, desse modo, quando comparamos os resultados percebemos
que o 7cPI-II foi eficiente no combate de S. aureus em uma concentragdo menor que o

inibidor encontrado na literatura.
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Os inibidores provenientes de plantas possuem alta atividade inibitoria contra
proteases cisteinicas, estas possuem atuacdo como moléculas antibacterianas e antivirais
(SHAMSI; PARVEEN; FATIMA, 2016). A problematica da resisténcia & medicamentos cria a
necessidade de novas alternativas para o combate desses microrganismos, logo as cistatinas
sdo potentes na acdo contra patégenos (WESIERSKA et al., 2005). O fato dos inibidores de
proteases combaterem a invasdo de patdgenos em plantas pode justificar sua acdo
antimicroabiana contra microrganismos que acometem os seres humanos (ESWARI; YADAV,

2019).

Com base no exposto, os resultados alcangados no presente trabalho possibilitam
o uso da espécie T. catappa como fonte de moléculas de interesse médico para impedir o
crescimento de S. aureus. Em especial, a fitocistatina (7cPI-II) purificada da espécie vegetal T.

catappa foi capaz de controlar uma espécie patogé€nica responsavel por inimeras infeccoes.

Tabela 2- Atividade antimicrobiana de TcPI-II frente a S. aureus

Amostras Inibic¢ao (%)

Fosfato de s6dio 50 mM, pH 7,5 -

TePI-11(3,14 x 10°M ) 86,40
TePI -1 (1,57 x 10° M) 50,90
TePI -1 (7,86 x 107 M) 32,13
TcPI -1 (3,93 x 107 M) 35,60
TePT -11 (1,96 x 107 M) 38,66
Ciprofloxacina (1,50 x 10° M) 100

Fonte: Propria autora

A tabela foi construida com base nos percentuais de inibi¢do de 7cPI-II em diferentes concentragdes.
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6. CONCLUSAO

O T1cPI-1I, uma fitocistatina purificada de sementes de 7. catappa, foi
caracterizada e avaliada quanto ao seu potencial de atividade antimicrobiano. A resisténcia do
inibidor a diferentes temperaturas, tempos de aquecimento e pH, bem como sua atividade
inibitoria do crescimento de S. aureaus, uma bactéria resistente e de dificil controle, torna
essa molécula promissora para uso médico. Entretanto, ha necessidade de estudos de seu
mecanismo de acdo e testes de seguranga de seu uso clinico. Além disso, sua sequéncia pode

ser analisada a fim de se obter um peptideo inspirado no inibidor.
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