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Resumo

Caesalpinia echinata, o pau-brasil, € uma arvore
pertencente a familia das Leguminosas, sub-familia
Caesalpinoidae. Como ja foram encontrados inibidores de
proteases em sementes de outras Leguminosas, o objetivo do
trabalho é purificar e caracterizar o inibidor detripsinaextraido
das sementes de C. echinata. Apds extracéo salina e
precipitacdo por acetona, os inibidores foram purificados por
cromatografia de troca ibnica e filtragdo em gel, apresentando
massas moleculares de 19,5 e 10 kDa e constante de inibicdo da
ordem de nM.

C. echinata, o pau-brasil, € uma érvore pertencente a
familia das Leguminosas, sub-familia Caesalpinoidae. Embora
pouco se saiba da composi¢do das sementes das Caesalpinias,
varios inibidores de proteases foram encontrados em sementes
de outras Leguminosas*?. Os inibidores de proteases sGo um
importante topico de trabalho®, pois permitem conhecer melhor
as enzimas e desenvolver novos instrumentos para seu controle
tanto bioquimico como, eventualmente, terapéutico. Enzimas
proteoliticas estdo presentes em todos 0s organismos e suas
fungdes vao desde a digestéo de proteinas até o controle de
processos como fertilizagdo*, coagulagéo do sangue®, apoptose®
einfecgdo por parasitas’; sabe-setambém que todos o processos
de disseminacéo extracelular, como ainfecgcdo ou proliferacdo
de tumores envolvem protedlise®. Assim, o objetivo desse
trabalho éidentificar inibidores de serinoproteases em sementes
de C. echinata, enfatizando a purificagdo e caracterizagdo do
inibidor detripsina.

Observou-se que atripsinafoi totalmente inibida pelo
precipitado cetdnico dissolvido em agua, enquanto que a
calicreinaplasméaticahumanaeaquimotripsinaforamem 84%e
87%, respectivamente e ndo se obteve ateragco das atividades
da trombina, da elastase ou das calicreinas teciduais.

Oinibidor detripsinaeluido dacromatografiadetroca
i6nicaem NaCl 0,1M foi filtrado em colunade TSK-GEL (sistema
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HPLC); dos quatro picos proteicos obtidos, apenas os dois
primeiros apresentaram atividade inibitoria sobre tripsing; es-
Ses picos, repassados na mesma coluna sob as mesmas condi-
¢oes, foram completamente separados apresentando massas
molecularesde 19,5 e 10,0 kDa(Figural).
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Figura 1. Filtragdo em gel do inibidor de tripsina. A coluna
TSK-GEL (sistemaHPLC) foi equilibradaem tampé&o acetato de
amobnio 0,1M pH 8,5. A eluicdo das proteinas foi feita
isocraticamente, com o tampao de equilibrio, em fluxo constante
de0,5ml/min. Asmassasmolecularesdospicos 1 (19,5kDa) e 2
(10,0 kDa) foram estimadas por comparacdo com umafiltragdo
em gel de padrBes moleculares nas mesmas condicoes e
confirmadas por SDS-PAGE.

O pico 1 apresentou uma constante de inibi¢cdo (Ki) de
14,5vM e concentragéo de 7,3 UM; parao pico 2 o Ki foi de 5,9
vM eaconcentracdo foi de 8,8 uM (Figura2).
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Figura2. Ospicos1e?2 dafiltracéio em gel foram pré-incubados
comtripsinaemtampéo Tris0,1M pH 8,3, CaCl220mM, durante
10min. a37 °C; apdsesseperiodo, foi adicionadaap-nitroanilida
daN-a-benzoil-DL-arginina, cujahidrdlisefoi acompanhadapor
leitura fotométrica em 405 nm. A concentragdo do inibidor e a
constante de inibi¢do foram calculadas segundo o modelo de
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Morrisontt,

A retencdo do inibidor na cromatografia de afinidade
(Tripsina-Sepharose) e sua eluicdo por KCI/HCI confirmaram
sua especificidade por tripsina

Conclui-se, entdo, que as sementes de C. echinata
apresentam, pelo menos, doisinibidores de tripsinacom massas
molecularesde 19,5e10kDa.

Material eM éodos

Extrac8o salina: As sementes sem cascaforam inicial-
mente trituradas e submetidas aumaextragdo em NaCl 0,9% na
proporcédo de 1:20 (g/ml)*; apds uma centrifugagdo por 10 min,
em 5000 rpm, a 4 °C, o sobrenadante foi tratado com acetona
(concentragdo final de 80%), a4 °C paraaprecipitagdo de algu-
mas proteinas; seguiu-se novacentrifugacdo por 20 min, a5000
rpm, a4 °C eo precipitadofoi dissolvido em dguadestiladapara
0s ensaios de inibicdo. Para a determinacdo da concentragdo
proteica do extrato salino e do precipitado cetonico, foi empre-
gado o método de Bradford®. Foram feitos ensaios de inibicdo
decadlicreinaplasméticahumana, calicreinasteciduais, trombina,
elastase, tripsina e quimotripsina, usando-se substratos
cromogénicos naformade p-nitroanilidas, especificos paracada
protease, acompanhando-sealiberacdo da p-nitroanilinaem 405 nm.

Cromatografiadetrocaionicaem resinaDEAE-Sephadex:
O material resultante da precipitacéo cetonica, apdsdiluicdo em
agua, foi aplicado aumacoluna DEAE-Sephadex A-50 (2,3 x 8,6
cm), equilibrada em tampéo acetato de aménio 0,1M, pH 8,7,
NaCl 0,03M. A resinafoi lavadacom o tamp&o deequilibrioeas
proteinas adsorvidasforam eluidas em concentragdes crescentes
deNaCl (0,1 a0,5M), sob fluxo constante de 15 mi/h; aeluicdo
das proteinasfoi seguida por leiturafotométricaem 280 nm.

Filtragdo em gel: O pico proteico demaior atividadeinibi-
téria sobre tripsina, obtido da cromatografia de trocaionica, foi
aplicado em coluna TSK-GEL (sistemaHPLC), equilibradaem
tamp&o acetato de aménio 0,1M, pH 8,5. A eluicdo das protei-
nas foi feita isocraticamente, com o tampéo de equilibrio, em
fluxo constante de 0,5ml/min. Os picos proteicos resultantes
dessa passagem foram separados e reaplicados a coluna, sob
as mesmas condicoes.

Cromatografia de afinidade em Tripsina-Sephadex:
Alternativamente, foi realizadaapurificagdo de pequenaamostra
do material resultante da precipitacdo cetonica através de
cromatografia de afinidade™®, em coluna de Tripsina-Sepharose
(1,4 x 6,3 cm), equilibradacom o tamp&o Tris50 mM pH 8,0, sob
fluxo constante de 6 ml/h; a eluicdo do inibidor foi feita por
acidificacdo comKCl 0,5M/HCI 0,01M eacompanhadapor leitura
fotométricaem 280 nm.

Dosagem da atividade inibitoria: Para as dosagens de
inibicdo, as amostras, em diferentes concentracoes, foram pré-
incubadas com tripsina padréo (125 nM), em tampéo Tris 0,1M
pH 8,3, CaCl220mM, durante 10 min a37 °C; ap0s esse periodo,
foi adicionado o substrato p-nitroanilida da N-a-benzoil-DL-

arginina(1,25mM), num volumefinal de800 ml. A hidrdlise do
substrato foi acompanhada por |eitura fotométrica em 405 nm,
durante 7 min a 37 °C. A inibicdo da tripsina na hidrélise do
substrato cromogénico, pelo inibidor presente nas amostras,
foi medidapelaatividade residual daenzimaeexpressaemrela-
¢&o ahidrdélise promovidanaausénciado inibidor. A concentra-
¢&o do inibidor e a constante de inibi¢do foram calculadas, as-
sumindo-se um mecanismo do tipo “slow tight-binding” e a
formacdo de um complexo estequiométrico 1:1 entre enzima e
inibidor, segundo 0 modelo de Morrison™.

Eletroforeseem gel de poliacrilamida(SDS-PAGE): A
purificacdo do inibidor foi acompanhadapor SDS-PAGE®. O gel
de corridafoi preparado na concentragéo de 10% e o gel supe-
rior na de 5%. As amostras foram preparadas em solucdo de
tamp&o Tris 1,2 mM pH 7,0, SDS 1%, glicerina5%, uréa5%e
azul de bromofenol 0,25% e B-mercaptoetanol 3% foi usado
parapreparar as amostras reduzidas; todas el as foram aquecidas
em banho de areia por 7 min. a 100 °C. A eletroforese ocorreu
sob uma corrente de 30 mA. A revelacado das proteinasfoi feita
por reagente de Coomassie e, como descorante, foi usada uma
solucdo deetanol, &cido acético e&gua(43,5:46,5:10, VIV).
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Abstract

With the aim of obtaining new compounds with potential
antifungal activity, lecanoric acid, a chemical constituent of the
lichen Parmotrema tinctorum and its derivatives prepared from
structural modification were tested against the fungus
Cladosporium sphaerospermum, by employing the
bioautographic method. Activity of the derivativesranged from
10- to 1-pg concentrations. Results demonstrated this series of
compounds to have potent fungitoxic activity.

The search for new substances with antifungal activity has
received increased attention over the past years, since few
antifungal agents, and of limited action, are available for the
treatment of systemic mycoses.!

Many compoundsisolated from lichens have been effective
ininhibiting growth of fungi and bacteria.?

In order to obtain compoundswith potential activity against
fungi, somederivativesof lecanoric acid (1), themain component
of the lichen Parmotrema tinctorum, were prepared.

CHy O

HO OH OH

CHy  COOH

(1) Lecanoric acid

Alcoholisis of the acid led to the synthesis of the following
derivatives: methyl (1), ethyl (11), n-propy! (111), n-butyl (1V), n-
pentyl (V), iso-propyl(V1), s-butyl (VII), and t-butyl (VIII)
orsellinates (2). Their structureswere confirmed by 1V, RMN H

Rev. Bras. Farmacogn., v. 12, supl., p. 74-75, 2002.
ISSN: 0102-695X





