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RESUMO: Os inibidores de proteinases estdo amplamente distribuidos na
natureza. A sua atividade biolégica nas plantas pode relacionar-se com a
armazenagem de proteinas e com mecanismos de defesa contra agentes
patogénicos e predadores. Estudos mostraram que estes inibidores podem
desempenhar um importante papel na fisiopatologia de doencas humanas,
como nas inflamacoées, hemorragias e cancer. Inibidores do género Bauhinia
foram isolados, dentre eles, o inibidor de calicreina plasmatica (BbKI) e o
inibidor de elastase (BbCI), extraidos de sementes de B. bauhinioides. Eles
possuem homologia com os inibidores do tipo Kunitz, porém nao apresentam
as pontes dissulfeto. Neste trabalho foi realizado um estudo comparativo
estrutural entre estes, com o intuito de relacionar a estrutura e a
especificidade. Foram utilizadas as técnicas espectroscépicas de dicroismo
cicular (CD) e fluorescéncia, que possibilitaram estimar o contetdo de
estrutura secundaria e monitorar as alteracées conformacionais destes
inibidores em funcado do pH. O conteudo estimado para os inibidores foi
muito similar (2% de hélices-a, 36% de folhas-b, 23% de voltas-b e 39% de
desordenada). A auséncia de diferencas significativas nos espectros de CD e
fluorescéncia dos inibidores, em ampla faixa de pH (2,0-10,5), sugere a grande
estabilidade conformacional desse inibidor.
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SUMMARY: Proteinase inhibitors are largely distributed in nature. Their
biological activity in the plants can be linked to the protein storage and to
defense mechanisms against pathogenig and predator agents. Studies have
shown that these inhibitors may play a significant role in the physiopathology
of human diseases, such as inflammations, hemorrhage and cancer. Some
inhibitors of Bauhinia were isolated, including the human plasma kallikrein
inhibitor (BbKI) and the elastase inhibitor (BbCI), both of them isolated from
Bauhinia bauhinioides seeds. They have homology with Kunitz-type inhibitors,
but they do not present disulfide bridges. A structural comparative study
was carried out on these inhibitors, aiming at relating their structure and
their specificity. The following spectroscopic techniques were used: Circular
Dichroism (CD) and fluorescence. These techniques enabled to estimate the
secondary structure content and to monitor conformational changes of
inhibitors due to pH variations. The secondary structure content estimated
for the inhibitors was very similar (2% a-helix, 36% a-sheet, 23% a-turn and
39% unordered). The absence of significant differences in the CD and
fluorescence spectra in the range of pH 2.0-10.5 shows the strong
conformational stability of the inhibitors.

KEYWORDS: Kallikrein and elastase inhibitors; Circular dichroism;
Fluorescence.

1. INTRODUCAO

As plantas, principalmente as suas sementes, contém grande
quantidade de inibidores de proteinases, que sdo essenciais para a
germinacao, atuando principalmente como proteinas de reserva e na
defesa contra herbivoros e patégenos (SHEWRY, 1995; SHEWRY &
LUCAS, 1997). Os inibidores isolados de plantas, devido a variada
especificidade de inibicdo enzimatica que apresentam, permitem
aplicacoes uteis para uma melhor compreensao de mecanismos
biologicos como a coagulacao sangtiinea, fibrinolise e outros processos
fisiologicos, pois estudos mostram que estas proteinas podem
desempenhar um papel importante na fisiopatologia de doencas
humanas, tais como inflamac¢oes, hemorragias e cancer (DECLERCK
& IMREN, 1994; KENNEDY, 1994; SAMPAIO et al., 1996; OLIVA et al.,
2000).

Inibidores de serinoproteinases sao uma das classes mais
estudadas e melhor caracterizadas. Desta classe fazem parte os
inibidores das enzimas da cascata da coagulacdo, como a trombina e a
calicreina plasmatica humana, e os inibidores das enzimas digestivas,
como a tripsina e a quimotripsina (Barret, 2001). As duas principais
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familias de inibidores presentes em vegetais sdo: Kunitz e Bowman-
Birk. A maioria dos inibidores do tipo Kunitz sao proteinas com massa
molecular em torno de 20 kDa, e possuem baixo teor de cisteina (quatro
residuos), formando duas pontes dissulfeto. Apresentam uma ou duas
cadeias polipeptidicas, € um unico sitio reativo para proteinases,
localizado na alca formada pela ponte dissulfeto proxima ao N-terminal
da molécula. Geralmente, este grupo de inibidores possui o mesmo
sitio reativo (Arg-Ser) e os residuos vizinhos a este centro mostram
alto grau de similaridade (RICHARDSON, 1991).

O estudo da biologia estrutural visa buscar conhecimentos para
o desenvolvimento de produtos potencialmente tteis para a solucao de
problemas bioquimicos e, eventualmente, para conceber novos agentes
terapéuticos.

Varios estudos tém centralizado esfor¢cos em purificar e
caracterizar alguns inibidores protéicos para procurar relacionar a
estrutura e a especificidade. Dentre eles, o inibidor de calicreina, BbKI,
e o inibidor de elastase, BbCI, isolados das sementes de Bauhinia
bauhinioides (Oliva et al., 1999; Oliveira et al., 2001), género
popularmente conhecido como pata-de-vaca, devido ao formato de suas
folhas. BbKI e BbCI, embora apresentem a mesma massa molecular
(18 kDa) e similaridades, em regides conservadas, com outros inibidores
tipo Kunitz de plantas, ndo apresentam as pontes dissulfeto.

Esta caracteristica peculiar sugere que estes inibidores possam
constituir uma nova classe. Adicionalmente, estes inibidores extraidos
da mesma espécie possuem 97% de similaridade entre as suas
seqUiéncias primarias, porém as suas especificidades inibitérias sao
bastante diversas. Portanto, um estudo estrutural comparativo em nivel
de estrutura secundaria e terciaria entre os inibidores BbKI e BbCI
poderia auxiliar nos estudos de estrutura-especificidade.

Nestes estudos foram empregadas as espectroscopias de dicroismo
circular (CD - circular dichroism) e fluorescéncia intrinseca. O CD
possibilitou estimar os contetdos de estrutura secundaria e monitorar
as mudancas conformacionais nas estruturas secundarias induzidas
pela variacao de pH, enquanto a fluorescéncia permitiu acompanhar
as mudancas conformacionais locais, em nivel terciario, na
microvizinhanca dos residuos de triptofano. Em seguida, para uma
melhor compreensao dos resultados, serdo apresentados os resumos
destas técnicas.
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1.1 ESPECTROSCOPIA DE DICROISMO CIRCULAR

O CD é observado quando uma molécula opticamente ativa,
denominada cromoforo, absorve de forma diferente as componentes
opostas de luz circularmente polarizada, a esquerda e a direita. Esta
atividade 6tica € causada pela assimetria do cromoéforo. A conformacao
de uma molécula esta intimamente relacionada a sua atividade otica
e, por isto, esta técnica € muito utilizada para monitorar mudancas
conformacionais bem como para estimar o contetido de estrutura
secundaria de proteinas (WOODY, 1994).

Em proteinas, os principais grupos opticamente ativos sao as
ligacoes amida da cadeia peptidica, monitoradas na regiao do
ultravioleta (UV) distante [190-250 nm)]; as cadeias laterais aromaticas
e as ligacoes dissulfeto, monitoradas no UV proximo [250-360 nm].
Portanto, o espectro de CD entre 190 e 250 nm (regido ultravioleta
distante) pode identificar diferentes tipos de estrutura secundaria como
hélices-a, folhas-4, voltas-a e estruturas desordenadas (WOODY, 1994;
VENYANINOV & YANG, 1996). Para a estimativa da estrutura secundaria
sao utilizados espectros puros de cada conformacao acima citada, pois
os espectros de CD de uma proteina, S(l), podem ser analisados como
uma combinacao linear destes espectros puros, B,(l):

S(A) = ﬁ:f,{B (A) EQUAGAO |

onde N € o numero de estruturas secundarias e f, a fracao da k-ésima
estrutura secundaria. Os vinculos para f, so:

ka =1 e fi 20 EQUACAO Il

Os espectros puros B (1) sdo calculados a partir dos espectros de
CD de um grupo de proteinas de referéncia de estrutura tridimensional
resolvida, geralmente por difracao de raios-X.

1.2 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

A espectroscopia de fluorescéncia € muito utilizada para o estudo
de alteracoes conformacionais em proteinas, baseando-se na emissao
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da radiacao eletromagnética devido a transicoes eletronicas entre
estados eletronicos excitados e estados de menor energia. As proteinas
contém cromoforos intrinsecos, os residuos de aminoacidos triptofano,
tirosina e fenilalanina, cuja fluorescéncia € altamente especifica e
sensivel ao ambiente em que se encontram. Pequenas mudancas
conformacionais envolvendo, em particular o triptofano, e/ou suas
vizinhancas, induzem resultados distintos no espectro de emissao da
fluorescéncia, no rendimento quantico ou no deslocamento do maximo
de emissao (LAKOWICZ, 1983).

Isto ocorre porque o indol, o triptofano e seus derivados sao muito
sensiveis a polaridade do solvente e sentem seus efeitos gerais e
especificos. Assim, os espectros de emissao dos residuos de triptofano
refletem a polaridade de seu meio ambiente. Por outro lado, em uma
proteina a emissdo da fluorescéncia € a soma das contribuicoes de
seus fluoroforos individuais, que dependem do microambiente de cada
residuo, pequenas alteracoes neste microambiente sao reveladas pela
fluorescéncia. Portanto, essa técnica € capaz de estudar ocorréncias
de mudancas conformacionais locais, isto €, em nivel terciario,
principalmente na microvizinhan¢a dos residuos de aminoacidos
aromaticos permitindo inferir-se sobre o microambiente destes
residuos no composto em estudo.

2. MATERIAIS

As sementes utilizadas foram coletadas na regiao do Pantanal,
MS. Os reagentes quimicos utilizados na purificacao dos inibidores
foram todos de grau P.A. A agua utilizada na preparacao foi a deionizada.
As resinas DEAE-Sephadex A-50, Sepharose 4B e as colunas do sistema
FPLC (Superose 12, Mono Q ) foram adquiridas da Pharmacia Fine
Chemicals. A resina de afinidade tripsina-Sepharose foi preparada no
laboratorio de Bioquimica da UNIFESP, conforme método descrito por
Cuatrecasas (1970).

3. METODOLOGIAS

3.1 EXTRACAO E PURIFICACAO DOS INIBIDORES

Os procedimentos utilizados para a extracado e purificacao dos
inibidores foram detalhadamente descritos nas publicacoes de Oliva
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et al., 1999 e Oliveira et al., 2001. Resumidamente, as sementes foram
trituradas e homogeneizadas em um liquidificador com NaCl 0,15 M.
Em seguida, o material foi centrifugado a 4000 g, a solucao
sobrenadante, denominada extrato bruto (EB), foi utilizada como material
inicial da purificacdo. As proteinas do EB foram precipitadas com
acetona gelada 80% (v/v), o sedimento foi separado por centrifugacao
e seco sob ar atmosférico, a temperatura ambiente. Posteriormente, o
precipitado cetonico seco foi ressuspenso em NaCl, 0,15 M. A solucao
contendo os inibidores, apos acerto de pH e condutividade, foi aplicada
a uma coluna DEAE-Sephadex equilibrada com Tris-HCI 50 mM, pH
8,0. Apos extensiva lavagem com o tampédo de equilibrio, o inibidor
adsorvido foi eluido com 0,10 € 0,15 M de NaCl.

As atividades inibitérias do BbKI e do BbCI em cada etapa da
purificacao foram monitoradas pela inibicdo da tripsina e da elatase,
respectivamente. As fracoes contendo as atividades inibitorias foram
reunidas, dialisadas em agua até que 50% da atividade inibitoria estava
precipitada. Este material ativo foi cromatografado em coluna de
afinidade tripsina-Sepharose, para a retirada do BbKI. O material
adsorvido nesta coluna (BbKI) foi eluido com KCL, 1M, pH 8,0. Ambos
materiais (adsorvido, BbKI e ndo adsorvido, BbCI) foram
recromatografados individualmente em coluna de gel filtracao Superose
12 (sistema FPLC) e em coluna de troca idénica Mono Q (sistema FPLC).

3.2 ESPECTROSCOPIA DE CD

As medidas de CD foram realizadas em um espectropolarimetro
Jasco J-810 (Jasco Corporation, Japao) em cubeta circular de quartzo
de 1 mm de caminho optico. Os espectros foram registrados em um
intervalo de 195 a 250 nm, a 25 °C, com uma média de 8 varreduras
utilizando-se BbKI (8 mM) e BbCI (8 mM) em tampao fosfato de sodio,
borato de sodio e acetato de sédio (PBA) 5 mM, nos pHs 2,0; 4,0; 6,0; 7,0;
9,0; 10,5e 12,0.

Os resultados sdo apresentados em elipticidade molar residual
[q] em unidades de graus.cm?.dmol’!. Para as estimativas das fracoes
de estrutura secundaria foi utilizado o programa CDPro, que retne os
trés programas de determinacao de estrutura secundaria, muito
utilizados atualmente, Selcon3, Continll e CDSSTR (Sreerama &
Woody, 2000; Sreerama & Woody, 20044a). A solucéo final foi determinada
por dois métodos: a) A combinacao das fracoes individuais melhores
determinadas por cada método (esta analise € baseada nos seus indices
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de desempenho para cada grupo de proteinas de referéncia). b) A média
das solucoes apresentadas pelos trés métodos.

A analise foi realizada utilizando-se 56 proteinas no grupo de
referéncia (43 soluiveis, 5 desordenadas e 13 de membrana). Este grupo,
que combina espectros de proteinas soluveis com espectros de proteinas
de membrana, geralmente obtém melhores resultados nas analises
tanto de proteinas soluveis quanto nas analises de proteina de
membrana (Sreerama & Woody, 2004D).

3.3 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

As medidas foram realizadas em um fluorimetro K2 (ISS,
Fluorescence, Analytical and Biomedical Instrumentation-Illinois/ USA) a
25°C, em cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico. O comprimento
de onda de excitacao foi 295 nm, portanto excitando-se somente os
residuos de triptofano, e a emissao monitorada de 300-305 a 400 nm.
As concentracoes de BbKI e BbCI utilizadas neste experimento foram
de 4 mM e 3 mM, respectivamente, em tampao fosfato de sédio, borato
de sodio e acetato de sédio (PBA) 5 mM, nos pHs 2,0; 4,0; 6,0; 7,0; 9,0;
10,5 e 12,0. A absorbancia em 280 nm dos inibidores nao excedeu a
0,1 para evitar efeitos de filtro interno. A contribuicdo do solvente foi
subtraida das amostras em cada pH.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ESTIMATIVA DO CONTEUDO DE ESTRUTURA SECUNDARIA

A espectroscopia de CD foi utilizada para comparar as
conformacoes dos inibidores BbKI e BbClI, verificar possiveis diferencas
e estimar o contetido entre as suas estruturas secundarias. A estrutura
secundaria é determinada pela sequiéncia dos aminoacidos de uma
proteina, isto é, por sua estrutura primaria. Estes inibidores possuem
83% de identidade sequiencial e 97% de similaridade entre suas
estruturas primarias, portanto seus espectros de CD sao muito
semelhantes. Os espectros de CD do BbKI (8 mM) e do BbCI (8 mM), em
PBA, pH 7,0, sao caracterizados por uma banda de alta intensidade
com minimo em aproximadamente 199 nm, uma banda positiva pouco
intensa com um maximo em torno de 232 nm e uma banda negativa
nao bem definida na regido de 212-216 nm (FIGURA 1).
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[6] (10° grau.cm’.dmol ™)

200 210 220 230 240 250
Comprimento de onda (nm)

FIGURA 1 - Espectros de CD dos inibidores (8 mM) em tampao PBA 5 mM,
pH 7,0. Os espectros foram registrados de 195 a 250 nm, a 25°C, com uma
média de oito varreduras, em uma cubeta de quartzo cilindrica de 1 mm de
caminho o6tico. A estimativa de estrutura secundaria foi calculada pelo
programa CDPro (SREERAMA & WOODY, 2000).

A banda positiva em aproximadamente 230 nm, presente em
ambos inibidores, € a interferéncia das cadeias laterais dos
aminoacidos aromaticos no CD das ligacoes peptidicas, a que se deve
a quantidade de aminoacidos aromaticos presentes nestes inibidores.
BbCI e BbKI possuem 9 e 3 residuos de tirosina, respectivamente, 8
residuos de fenilalanina e um unico residuo de triptofano cada um,
representando aproximadamente 10% e 8% do nimero de aminoacidos
total das suas cadeias polipeptidicas. Por outro lado, bandas positivas e
negativas na regido de 200 nm sdo representativas das estruturas
folhas-b e desordenadas, respectivamente. Porém, o conjunto destas
bandas caracteristicas sugere que estes inibidores pertencam a um
subgrupo da classe de proteinas rich-b (alto contetido da conformacao
b), denominado b-II (Manavalan & Johnson, 1983; Wu et al, 1992).

Os espectros de CD desta subclasse apresentam uma banda
negativa intensa em torno de 200 nm, semelhante aos espectros de
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proteinas de estruturas desordenadas. O programa CDPro foi utilizado
para verificar a classe referente aos inibidores (rich-a; rich-b, at+b; a/b
ou desordenada), e confirmou que ambos pertencem a classe de
proteinas rich-b. Pertencem a este subgrupo, dentre outras, as enzimas
quimotripsina, elastase e o inibidor de tripsina extraido das sementes
do feijao-soja (STI). STI foi o primeiro inibidor a ser isolado por Kunitz
em 1946. Este inibidor apresenta 27% e 28% de identidade sequiencial
na estrutura primaria com BbCI e BbKI, respectivamente.

O programa CDPro foi empregado para estimar o conteudo de
estrutura secundaria dos inibidores. A analise foi realizada utilizando-
se o banco de referéncia com 56 proteinas, os dados sao apresentados
na Tabela 1.

TABELA 1 - Estimativas de estrutura secundaria para BbKI e BbCI

METODO H (%) B (%) T (%) U (%)
BbKI BbCI BbKI BbCI BbKI BbCI BDbKI BbCI
ContinlIl 4 4 36 37 22 22 38 38
CDSSTR 2 3 36 34 23 23 39 40
Média 3 4 36 36 23 22 38 39
Combinacao 2 2 36 34 23 23 39 40

Estruturas: H - hélice-a; B - folha-b; T - volta-b; U — desordenada.
Desvio médio quadratico (RMS): 3%<RMS<5%.

A analise a partir do programa Selcon3 foi excluida, pois o
resultado apresentou um desvio médio quadratico (RMS — root mean
square) muito alto (maior que 12%) em relacao aos demais programas.
Os resultados finais foram obtidos como descrito na metodologia. Pela
observacao dos resultados parciais ou finais para as estimativas dos
inibidores nota-se que o contetido de estrutura secundaria destes €
realmente muito similar. Pode-se também notar que o contetido
estimado para cada inibidor & semelhante, independente do método
(Continll e CDSSTR) ou da maneira utilizada para o calculo do resultado
final (média ou combinag¢ao). Os desvios RMS entre a curva
experimental e o ajuste teorico dos programas ficaram entre 3 e 5%.
Adicionalmente, as estimativas para estes inibidores assemelham-
se as fracoes determinadas para o STI, que apresenta 2% de hélice-a,
38% de folha-b, 23% de volta-b e 37% de estrutura desordenada. Estes
fatores reunidos demonstram a confiabilidade da desconvolucao.
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4.2 ESTABILIDADE CONFORMACIONAL EM FUNCAO DO PH

As espectroscopias de CD e fluorescéncia foram utilizadas para
investigar as possiveis modifica¢gées conformacionais dos inibidores.
A excitacdo em 295 nm seleciona apenas os residuos de triptofano,
que, embora em menor quantidade, possuem maior rendimento
quantico (Lakowicz, 1983). Os espectros de emissao de fluorescéncia
dos inibidores BbKI (4,0 mM) e BbCI (3,0 mM), pH 7,0, sdo apresentados
nas FIGURAS 2a e 2b (- | -), respectivamente. Estes espectros apresentam
o maximo da emissao da fluorescéncia em torno de 323 nm,
caracteristico de residuos de triptofanos nao expostos ao solvente, isto
€, protegidos no interior da molécula. Notam-se somente alteracoes
na intensidade da emissao de fluorescéncia para ambos inibidores na
faixa de pH 2,0-10. O comportamento destas alteracoes difere, porém,
entre os inibidores, pois, enquanto para o inibidor BbKI a intensidade
de fluorescéncia diminui em pHs basicos, para o inibidor BbCI este
comportamento € observado na faixa de pHs acido e basico, ou seja, o
valor maximo da intensidade de emissao ocorre quando este inibidor
se encontra em pH neutro. A diminuicao da intensidade de
fluorescéncia indica que algum mecanismo de supressao de
fluorescéncia esta presente. Esta supressao pode ser decorrente de
alteracoes na microvizinhanca dos residuos de triptofano. Por outro
lado, em pHs alcalinos ocorre a supressao da fluorescéncia do triptofano
para diversas proteinas (Steiner & Edelhoch, 1967). Um modelo proposto
na literatura para esta supressao alcalina baseia-se na transferéncia
de energia do estado excitado do triptofano para a tirosina ionizada.
Este processo competiria com a emissao direta resultando na supressao
da emissao.

Na faixa de pH 10,5-12,0, além de intensa supressao, houve um
deslocamento do maximo da emissao para a regiao do vermelho (325
nm em pH 10,5 e 330 nm em pH 12,0) para ambos inibidores. O
deslocamento do maximo da emissao reflete a mudanca de polaridade
do meio ambiente do fluoréforo, sugerindo que acima do pH 10,5 os
residuos de triptofano dos inibidores BbKI e BbCI estao ligeiramente
mais expostos ao solvente. Entretanto, deve-se ressaltar que estes
deslocamentos batocromicos podem néao estar ligados a uma mudanca
estrutural terciaria dos inibidores, mas refletir a desprotonacao do
grupamento -NH,+ dos residuos de triptofano. Esta forma anionica esta
presente acima de pH 9,6, com pKa > 15 (Bridges and Williams, 1967).
Por outro lado, supondo que o deslocamento batocromico dos espectros
de emissao dos triptofanos dos inibidores seja devido a um aumento
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na exposicao dos fluoroforos, esta exposicao ainda nao é a caracteristica
de proteinas desnaturadas, que geralmente tém os seus maximos
deslocados para aproximadamente 340 nm. Portanto, baseados nos
espectros de emissao da fluorescéncia dos triptofanos do BbKI e do BbClI,
verifica-se que estes residuos nao sao totalmente expostos ao solvente
mesmo em pHs extremos, sugerindo que a sua estrutura terciaria se
mantenha inalterada. Contudo, estudos utilizando fluoréforos
extrinsecos, como a sonda ANS, sensivel a polaridade do solvente,
poderiam revelar um panorama global da estrutura destes inibidores,
visto que os residuos aromaticos fornecem informacoes mais
localizadas (Lakowicz, 1983). Estes estudos poderiam esclarecer a real
origem do deslocamento para a regido do vermelho.
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FIGURA 2 - Espectros de emissdo da fluorescéncia dos inibidores BbKI (4
uM) e BbCI (3 uM) em diferentes pHs. (A) BbKI e (B) BbCI. As amostras foram
incubadas em tampao PBA, SmM, nos pHs acima citados. Os espectros foram
registrados de 300-305 a 400 nm, com excitacdo em 295 nm, em uma cubeta
retangular de quartzo de 1 cm de caminho 6tico.

Na FIGURA 3 sao apresentados os espectros de CD dos inibidores
BbKI (8 mM) e BbCI (8 mM) em funcao do pH. As amostras foram
incubadas nos seguintes pHs: 2,0; 4,0; 6,0; 7,0; 9,0, 10,5 e 12,0, a 25°C.
Sao apresentados apenas trés espectros de CD para cada inibidor devido
a semelhanca entre os demais espectros. Pode-se observar que nao
ocorreram alteracoes significativas nos espectros de CD dos inibidores.
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FIGURA 3 - Espectros de CD dos inibidores como funcédo do pH. (A) BbKI
e (B) BbCI. Medidas registradas nas mesmas condicoes descritas na
Figura 1, porém, as amostras foram incubadas em tampao PBA, 5 mM
nos seguintes pHs: 2,0; 4,0; 6,0; 7,0; 9,0, 10,5 e 12,0, a 25°C.

A auséncia de alteracoes significativas nos espectros de CD
(estrutura secundaria) e nos espectros de fluorescéncia (estrutura
terciaria), em uma ampla faixa de pH (2,0-12,0 para estrutura
secundaria e 2,0-10,0 para a estrutura terciaria), sugere a alta
estabilidade conformacional desses inibidores. Este comportamento
estrutural é similar ao do STI, que tém as suas estruturas secundaria
e terciaria inalteradas na faixa de pH 6,0-9,0, e acima deste uma
pronunciada supressao da fluorescéncia ocorre. Por outro lado, em pHs
acidos o comportamento € diverso, pois um aumento continuo da
intensidade de fluorescéncia € observado abaixo do pH 6.0, acompanhado
por um deslocamento do maximo da emissao do triptofano do STI para
a regiao do vermelho (Steiner & Edelhoch, 1963). Sendo assim, STI é
mais suscetivel a mudancas estruturais em pHs acidos que os
inibidores em estudo.

Em geral, os inibidores do tipo Kunitz apresentam-se muito
estaveis quando submetidos a desnaturacao acida, térmica ou quimica
(Apenten & Mahadevan, 1999; Azarkan et. al, 2006). Esta estabilidade
pode estar relacionada com a participacao dos inibidores no mecanismo
de defesa das plantas. BbKI e BbCI possuem a estabilidade que
caracteriza a funcionalidade deste tipo de proteina, mesmo na auséncia
das pontes dissulfeto. A descricao desses novos inibidores da familia
Kunitz, sem as pontes dissulfeto, nos levou a questionar a importancia
das mesmas e a sua funcao na estabilizacao da alca que delimita o
sitio reativo. Os espectros de CD do inibidor STI e do inibidor de tripsina
isolado de Erythrina caffra (ETI) sao idénticos. Porém, apds a reducao
das pontes, o espectro de CD do ETI nao € alterado significativamente,
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enquanto o espectro do STI muda drasticamente (LEHLE et al., 1994,
TETENBAUN & MILLER, 2001).

Estes estudos espectroscopicos sao corroborados pelos estudos
da atividade inibitéria, pois a atividade do ETI nao € modificada pela
acao dos agentes redutores enquanto o STI é inativado. Portanto, a
importancia que as pontes dissulfeto desempenham na estabilizacéao
dos inibidores de proteinases de origem vegetal do tipo Kunitz é
bastante variada. Algumas caracteristicas que distinguem os dois
inibidores, dentre elas a hidrofobicidade, sdo fatores relevantes para a
manutencao da estrutura secundaria. O STI possui maior nimero de
residuos hidrofébicos e as pontes S-S sdo importantes para prevenir o
colapso das regioes hidrofébicas da proteina.

A estabilidade estrutural no caso de BbKI e BbCI, que possuem
muitos aminoacidos hidrofilicos, como o inibidor ETI, provavelmente é
mantida por outras interacoes, como pontes de hidrogénio e pontes
salinas, responsaveis por manter a rigidez estrutural, que nos
inibidores do tipo Kunitz classicos sao mantidas pelas ponte dissulfeto.

5. CONCLUSOES

A espectroscopia de dicroismo circular revelou que ambos
inibidores possuem contetudo alto de folhas beta e pertencem a um
subgrupo da classe de proteinas rich-b (alto contetido da conformacao
b), denominado b-II. Esta caracteristica € comum na maior parte dos
inibidores de proteases e relaciona-se com sua alta estabilidade
proporcionada por este arranjo estrutural. As estimativas de estrutura
secundaria apresentadas sugerem que as variacdes sutis nas
estruturas primarias destes inibidores sao responsaveis pela sua
especificidade inibitoria enzimatica, visto que as suas estruturas
secundarias sdo muito similares entre si.

A emissao de fluorescéncia dos residuos de triptofano dos
inibidores mostra que estes residuos se encontram em um ambiente
mais hidrofobico.

A estabilidade estrutural dos inibidores frente a variacao de pH
€ sugerida pelos dados de CD e fluorescéncia, e € caracteristica dos
inibidores do tipo Kunitz. Devido a auséncia de pontes dissulfeto,
presume-se que esta estabilidade € conduzida por outras interacoes
quimicas. Peculiaridades mais especificas poderao ser esclarecidas
com os respectivos estudos cristalograficos.
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