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RESUMO

As serpinas sao conhecidos inibidores de serino proteases, enzimas
notaveis por participarem de inumeros processos fisiologicos importantes. A
protedlise ndo regulada pode levar ao surgimento de doengas e problemas
funcionais e, portanto, a funcdo dos inibidores € fundamental para o bom
funcionamento do organismo. No genoma da cana-de-agucar foi identificada
uma ORF (Open Reading Frame) que codifica uma serpina. Visto que essa
planta é de grande importancia para a economia brasileira e muitos trabalhos
vém sendo desenvolvidos visando a melhora da produgédo e estratégias de
defesa contra parasitas e, dado que na literatura nao se tem descrita nenhuma
serpina de cana-de-agucar, o objetivo desse trabalho foi caracterizar uma
serpina presente nessa planta, denominada cana-serpina. Para isso, a ORF
contida no clone SCJLRT1015H07.g foi isolada e subclonada para posterior
expressdo recombinante e purificagdo da proteina. A canaserpina
recombinante pura foi capaz de inibir a atividade enzimatica da quimiotripsina e
tripsina, com um valor de ICsy de 0,46 e 0,50 uM, respectivamente. Além disso,
a formacao do complexo covalente SDS-estavel foi visualizado no ensaio com
tripsina, embora fracamente e no ensaio com a quimiotripsina foi possivel
visualizar apenas um possivel complexo clivado. Portanto, esse trabalho
procura contribuir para a identificacdo e caracterizacdo da primeira serpina
descrita para a cana-de-acgucar e trabalhos posteriores poderao identificar a
especificidade em relagdo a outras enzimas, buscando relaciona-las a

possiveis alvos endogenos.
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1 INTRODUGAO

As peptidases vém sendo objeto de estudo por muitos anos, ja que
constituem um grupo diversificado de proteinas com atividades cataliticas
distintas. Essa especificidade relaciona-se as inumeras fungdes fisioldgicas
desempenhadas em importantes processos bioldgicos. O grupo mais estudado
das proteases € o0 das serino proteases, que sdo assim classificadas por
possuirem um residuo de serina no seu sitio catalitico. Estas enzimas
desempenham papéis fundamentais para o bom funcionamento dos
organismos.

A atividade destas enzimas deve ser estritamente controlada. Nesse
sentido, o estudo de inibidores de serino proteases € importante, ja que
participam da regulagao da protedlise. Dentre estes inibidores, destacam-se as
serpinas, que apresentam uma grande diversidade funcional e estao presentes
em vegetais, animais, bactérias e alguns virus. Os membros dessa
superfamilia de proteinas possuem caracteristicas estruturais terciarias
comuns, como a presenga de 3 folhas B (sA com 5 filamentos, sB com 6
filamentos e sC com 4 filamentos) e 8 a 9 a-hélices (hA-hl). As serpinas
possuem ainda uma alga chamada alga do centro de reagao, que interage com
a protease e é fundamental para a atividade inibitéria. O mecanismo de inibicdo
envolve mudancas conformacionais e a formagao de um complexo covalente
entre a serpina e a protease, resultando na protease inativa e a serpina clivada
na regido da alga do centro de reacdo. Dependendo da composigao de
aminoacidos dessa regido, as serpinas possuem distintas especificidades em
relagdo a inUmeras proteases, com diferentes velocidades de reagao. Por meio

da comparacdo de sequéncia de aminoacidos de diversas serpinas, sabe-se



que existem residuos que ocupam posicoes conservadas e estudos sao feitos
para determinar as respectivas funcdes de acordo com as particularidades de
cada proteina.

Além de participarem de processos fisiologicos, as serpinas estédo
envolvidas em determinadas doencgas (serpinopatias), devido a formagao de
polimeros ou perda de fungcdo inibitéria que esta relacionada a uma via
metabdlica fundamental para o funcionamento normal de um organismo.

Em plantas, os estudos sobre as serpinas vém aumentando, visando
investigar o possivel papel dessas proteinas contra patdégenos que atacam os
vegetais. Dentre esses, os mais estudados s&o trigo, cevada, arroz e centeio.
Porém ja foram identificadas serpinas em tomate, soja, abdbora, Arabidopsis e
coniferas.

Os recentes projetos genoma de diversos organismos vegetais vém
contribuindo para o estudo sobre as serpinas e suas possiveis enzimas alvo,
assim como na contribuicdo para encontrar as fungbes desempenhadas por

tais proteinas nos proprios organismos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 PROTEASES

As peptidases sao proteinas que causam a hidrolise de ligagdes
peptidicas (Rawlings e Barrett, 1999). Também chamadas enzimas
proteoliticas ou peptidases, estdo presentes em plantas, animais e
microorganismos, participando de fungbes e disfungdes bioldgicas através do
controle de sintese e degradacgao protéica (Leung-Toung et al., 2002).

As proteases podem ser classificadas e divididas em cinco grupos, de
acordo com seus mecanismos cataliticos, o grupo reativo presente no sitio
ativo, similaridades de sequéncia e estruturas (Barret, 2004):

- cisteino-proteases (apresentam um residuo de cisteina no sitio ativo);

- serino-proteases (requerem um residuo de serina nucleofilico);

- metalo-proteases (presenga de um metal no sitio ativo);

- aspartil-proteases (possuem um residuo de aspartato ativado) e;

- treonino-proteases (o sitio ativo apresenta um residuo de treonina).

2.1.1 SERINO PROTEASES

Serino proteases sao encontradas em virus, bactérias e eucariotos,
distribuidas em mais de vinte familias (Rawlings et al., 1993). Elas possuem
importantes fungbes em processos bioldgicos, incluindo digestao, coagulagao,
fibrindlise, apoptose, migracédo celular, remodelagem tecidual e inflamagao
(Kapadia, et al., 2003). Essas proteases compdem seis clas (SA, SB, SC, SE,
SF, SG), cada um sendo constituido por um variado numero de familias, como
por exemplo: Familia Quimotripsina (S1), Subtilisina (S8), Lisil endopeptidase

(S5), Carboxipeptidase C (S10), entre outras (Rawlings et al., 1993).



Em relacdo ao mecanismo catalitico, a triade catalitica de trés
aminoacidos: serina (nuledfilo), aspartato (eletréfilo) e histidina (base) pode
ocorrer com variagdes em determinados representantes das serino proteases.
Além disso, a maioria das familias apresenta residuos de glicina conservados
proximos a serina do sitio catalitico (Barrett, 1994). A primeira serino protease
a ter sua estrutura terciaria resolvida foi a quimiotripsina, contribuindo para a
elucidagao do mecanismo de acdo. A triade catalitica da quimiotripsina esta

representada na Figura 2.1 (Matthews et al., 1977).
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Figura 2.1. Representacéo da triade catalitica da quimiotripsina (Polgar, 2005).

O mecanismo de catalise de serino proteases em geral envolve o ataque
nucleofilico do atomo de carbono da carbonila do substrato, promovido pelo OH
da serina que esta presente no sitio ativo. Isso resulta em um intermediario
tetraédrico, que carrega um oxianion. O ataque nucleofiilico € auxiliado por
uma base geral (grupo imidazol da histidina do sitio catalitico), que aceita o
préton do grupo OH nucledfilo. O intermediario tetraédrico € rompido por um

processo de catalise acida geral, formando um intermediario acil enzima e



liberando o primeiro produto. O acil enzima é desacilado, com a molécula de
agua promovendo o ataque nucleofilico. O segundo produto € liberado e a

enzima é regenerada (Polgar, 2005).

2.2 INIBIDORES DE SERINO PROTEASES

Levando-se em consideracdo a grande importancia das proteinas nos
processos biologicos, protedlises ndo reguladas ou indesejaveis podem levar a
uma série de problemas funcionais e doencas como cancer, mal de Alzheimer,
artrite, enfisema, entre outros. Portanto, inibidores de proteases tém potenciais
utilidades em diversas intervencgdes terapéuticas (Powers et al., 2002).

Muitos inibidores de serino proteases formam moléculas tetraédricas que
mimetizam o estado intermediario tetraédrico formado durante o mecanismo de
catalise enzimatica, como é o caso do PMSF. Outros formam compostos
estaveis de intermediarios acil enzimas, como por exemplo, as serpinas

(Hedstrom, 2002).

2.2.1 Serpinas

Dentre os inibidores de serino proteases, destacam-se as serpinas.
Serpina € o nome dado a maior superfamilia de inibidores de proteases e mais
amplamente distribuida entre os reinos Archaea, Bactéria e Eukarya, além de
estar presente também em virus (Rawlings, et al., 2004). As proteinas
homologas foram reconhecidas na década de 80, tendo como principal
caracteristica a inibicdo de serino-proteases, de onde provém o nome da
superfamilia, “Serine Protease Inhibitor” (Hunt e Dayhoff, 1980).

A partir dos estudos iniciais feitos com as proteinas humanas

antitrombina, inibidor de protease-a; e ovalbumina, identificaram-se



similaridades na sequéncia de aminoacidos, posteriormente relacionadas a um
dominio estrutural altamente conservado na estrutura terciaria das proteinas,
de aproximadamente 350 residuos de aminoacidos. Esse dominio esta
presente em todas as serpinas, porém ha uma variacdo de tamanho devido a
extensdes nas regides N- e/ou C-terminal, além de glicosilagao, o que coloca a
maioria das serpinas dentro de uma variagao de massa molecular entre 40 a 60

kDa (Gettins, 2002).

2.2.2 Nomenclatura

Baseado em estudos filogenéticos, as serpinas foram classificadas em 16
clados (A-P), com os seguintes nomes: clado A (inibidor de protease-as), B
(ovalbuminas intracelulares), C (antitrombina), D (co-fator Il da heparina), E
(nexina), F (as-antiplasmina), G (inibidores de C1), H (HSP47), | (neuroserpina),
J (serpinas do caranguejo ferradura), K (serpinas de insetos), L (serpinas de
nematodos), M (serpinas do Schistosoma), N (serpinas do virus SPI11-2/CrmA-
like), O (serpinas do virus tipo SPI3-) e P (serpinas de plantas). Além disso,
existem dez serpinas altamente divergentes, que ndo sado classificadas em
nenhum desses clados (Irving et al., 2000 e Silverman et al., 2001). As
proteinas sdo nomeadas SERPINXy, onde X é o clado e y € o numero dentro

do clado.

2.2.3 Caracteristicas estruturais e mecanismo de inibigao
A estrutura terciaria tipica das serpinas (figura 2.2) é constituida por 3
folhas B (sA com 5 filamentos, sB com 6 filamentos e sC com 4 filamentos) e 8

a 9 a-hélices (hA-hl). Além disso, nas serpinas inibitérias, € fundamental a



presenca da alga do centro de reagdao (RCL — “reactive centre loop”), que

interage com a protease (Irving et al., 2000).

Figura 2.2. Representagcéo da estrutura terciaria de uma serpina no seu estado
nativo. As folha-B as, sB e sC estao representadas em vermelho,
azul e verde, respectivamente. A RCL situa-se no topo da molécula
(Irving et al., 2000).

O mecanismo de inibigdo envolve mudangas conformacionais, essenciais
para a inibicao efetiva da protease, que reconhece a alga do centro de reacao
como um potencial substrato. Assim, ocorre a formagao de um complexo néo
covalente tipo-Michaelis (Figura 2.3b) e posterior clivagem da algca pela
protease, seguindo-se um mecanismo de catalise tipico de uma serino
protease, levando a formacédo de um intermediario tetraédrico. Porém, a partir
da formag&o do ultimo intermediario acil enzima, podem ser seguidos dois
caminhos, gerando produtos diferentes. Um deles é a continuagdo da reacéo
de protedlise, em que o intermediario acil enzima € hidrolisado, resultando na
liberagdo da serpina clivada e da enzima livre. O outro caminho resulta na
inibicdo da protease em que a RCL é inserida dentro da folha-f sA, formando

um filamento extra. Isso gera uma mudanga conformacional dentro da serpina



e consequente deslocamento da protease do topo a base da molécula,
resultando em um complexo covalente serpina-protease (figura 2.3c) no qual a
protease se encontra cataliticamente inativa, devido as distorcdes sofridas no

sitio ativo (Gettins, 2002).

Serpina

Figura 2.3. Representagao esquematica do mecanismo de inibicdo de uma
protease pela serpina. (a): serpina no estado nativo em contato
com a protease; (b): complexo nao covalente tipo-Michaelis e; (c):
complexo covalente final em que a protease encontra-se inativa
(Gettins, 2002).

Esse mecanismo pode ser resumido na figura 2.4, abaixo:

E+I*
k, 4
kq k,
E + [=—=FEI— [EI'] ks
k—l
Ky E-I*

Figura 2.4. Representagao esquematica resumida do mecanismo de inibi¢gado de

uma protease pela serpina (Gettins, 2002).



A interacdo da enzima (E) e da serpina (I) leva a formacéo reversivel do
complexo nao covalente tipo-Michaelis (El) de acordo com a constante de
velocidade ki. Em seguida ocorre a clivagem da ligacdo peptidica e o
intermediario acil enzima (EI’) é formado entre o sitio ativo da protease e o
grupo carbonila do residuo P1 da RCL, seguindo a constante de velocidade k.
A partir desse ponto, a RCL pode ser inserida dentro da folha-3 sA, levando a
enzima para a base da molécula e inibindo a sua atividade catalitica (E-I*) com
velocidade controlada pela constante ks. Ou entdo a protedlise pode ser
continuada, liberando a serpina clivada e a enzima livre, com a constante de
velocidade k3. A constante ks indica a velocidade em que o acil enzima pode
ser desacilado, sendo muito menor que ks. Portanto, a velocidade de insercéo
da alca do centro de reagao no interior da serpina determina a eficiéncia da

inibicdo, que é melhor quanto maior ks em relagao a ks.

2.2.4 Importancia dos residuos de aminoacidos para a formagao do

complexo covalente

Os sitios que conferem especificidade as enzimas flanqueiam o sitio
catalitico. Sdo numerados do sitio catalitico S1-Sn em diregdo a porgdo N-
terminal da enzima e S1°-Sn” em direcdo ao C-terminal. Os residuos de
aminoacidos do substrato que esses sitios acomodam sdo numerados P1-Pn,
em direcdo ao N-terminal e P1°-Pn’, em direcdo ao C-terminal (Barrett, 2004).

A insercao da alca do centro de reagao envolve a incorporacdo de uma
sequéncia de aminoacidos previamente exposta ao solvente e a composicao

dessa sequéncia é importante para determinar a taxa de inser¢cdo. O
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aminoacido que ocupa a posicao P14 é o primeiro da sequéncia que € inserido
na folha-p sA, além de ser importante para manter a estabilidade (Gettins,
2002). O estudo com PAI-2 (Plasminogen inhibitor activator, tipo2) examinando
interagcdes da treonina em P14 com residuos internos na estrutura do complexo
PA1-2-peptideo mostrou que a o par treonina/serina:tirosina é altamente
conservado (Jankova et al., 2001).

Embora a maioria das serpinas possua propriedades inibitérias frente a
diferentes proteases, ja foram idenfiticadas serpinas que assumem outras
funcdes, chamadas de serpinas nao inibitérias. A comparacado de sequéncias
de aminoacidos de diversas serpinas demonstrou uma alta conservagao nos
residuos P15-P10 (GT/SEAAA), para as que possuem capacidade inibitoria.
Além disso, os residuos P12-P9 mostram conservagdo de alanina maior que
50% em cada posigcédo. Essas informagdes podem ser vistas na tabela 2.1

(Gettins, 2002).
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Tabela 2.1 Sequéncias de aminoacidos das alcas do centro de reacdo de
algumas serpinas. S: serpina, A1 (a1-Pl), A3 (a1-ACT), A4

(calistatina), B2 (PAI-2), C1 (antitrombina), E2 (nexina 1), |1

(neuroserpina), A6 (CBG), B5 (maspina), F1 (PEDF) (Gettins,

2002).
S |P15|P14|P13]|P12|P11|P10| P9 | P8 | P7 | P6 | P5 | P4 | P3| P2 | P1 |P1°|P2"|P3"|P4’
AMIG|IT|E|JA|A|G|A[M|F|L|E|[A|I|[P|M|S]|I|P|P
AIG|T|IEJA|IS|A|IA|T|IA|VIK|I|T|JL|IL|S|A|JL]V
AIG|T|IE|JAIAJAIA|T|TIFIA|I|K]|FIF|S|A[Q]|T
AMIG|IT|IEJA|IT|AIA|T|T|T|K|F|IT|V|IR|S|K|D|G
B2|G|T|E|A|A]JA|G|T|G|G|V|IM|T|G|IR|T|G|H|G
Cl|G|S|E|A|A]JA|S|T|A|V|V]I|A|G|R|S|L|N|P
E2IG|T|K|A|S|AIA|T|T|A]JI|L|I]A[R|S|S|P|P
MIG|S|E|A|A|A]|V|S|GIM|I]A]I|S|R|{M|A]|V]L
A6|G|VID|T|IA|G|S|T|G|V|T|LIN|L|T|S|K|P]I
BS|G|G|D|S|I|E|V|P|G|A|R|I]|JL|Q|H|K|D|E|L
FIIG|A|G|T|T|P|S|P|G|L|Q|P|A|H|L]|T|F|P|L
2.2.5 Fatores que influenciam a especificidade das serpinas em relagao

as proteases.

A regiao da alga do centro de reagao (P4-P4°) contribui para as diferentes

especificidades das serpinas em relagdo as proteases, ja que possui uma

grande variagdo de aminoacidos. Muitos estudos tém sido feitos no sentido de

verificar efeitos de mutagdes nessas posi¢des. Mutantes em P1 do inibidor de

protease-a, em que a metionina foi mutada para valina, isoleucina, alanina,

leucina, fenilalanina e arginina, demonstraram diferengas nas taxas de reagao
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com proteases € aumento ou diminuicdo da inibicdo frente a catepsina G e
elastase (Jallat, et al., 1986).

Em geral, pode-se concluir de estudos como o citado acima, que em
ordem de importdncia na contribuicdo para a especificidade da serpina,
seguem-se o0s residuos que ocupam a posicao P1, P2 e P3. Além disso,
destacam-se também as interacdes entre as moléculas da serpina-protease e

serpina-RCL (Gettins, 2002).

2.2.6 Diversidade Funcional.

Em humanos, a maioria das serpinas possui atividade inibitéria e estao
envolvidas em processos de resposta inflamatéria, como a antitripsina e
antiquimiotripsina (Law et al.,2006), coagulagdo e fibrindlise (antitrombina,
cofator Il de heparina, nexina, inibidor de protease C). Sdo importantes
serpinas extracelulares a a4-Pl (inibidor de elastase), a-antiplasmina (inibidor
de plasmina), inibidor de C1 (inibe os componentes C1r e C1s do
complemento) e neuroserpina (inibidor de tpa, uPA e tripsina), inibidores de
proteinas relacionadas a diversos processos bioldgicos. Entre as serpinas que
nao possuem propriedades inibitérias e, portanto, assumem outras funcoes,
destacam-se aquelas que se ligam a hormdnios ou contribuem para a
supressao de tumor (maspina), além de chaperonas (CBP-1 e CBP-2) (Gettins,
2002).

Por participarem de processos biolégicos importantes, a deficiéncia de
algumas serpinas pode levar a disfungbes denominadas serpinopatias,
resultantes ou do acumulo de polimeros intracelulares que se tornam toxicos

para as células ou da perda de fungdo de inibidores importantes (Davies e
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Lomas, 2008). Em 1972, Berg e Eriksson identificaram a ocorréncia de

doencgas no figado, como a cirrose, com a deficiéncia de a-antitripsina e em

2001, Bradshaw et al. descreveram a encefalopatia familiar por meio do

acumulo de corpos de inclusdo de neuroserpina.

Algumas serpinas, suas fungdes e disfungdes podem ser vistas na tabela

2.2.

Tabela 2.2. Fungbes e disfungdes de algumas serpinas humanas (Law et al.,

2006).
Serpina Nome alternativo Proteina alvo ou Envolvimento em
fungao doenga
SERPINA1 Antitripsina Extracelular: inibidor Deficiéncia: enfisema
de neutrofil elastase Polimeros: cirrose
SERPINA3 Antiquimiotripsina Extracelular: inibidor Deficiéncia: enfisema
de catepsina G
SERPINA5S Inibidor de proteina C | Extracelular: inibidor | Angiodema
(PAI-3) da proteina C ativa
SERPINB5 Maspina Intracelular: ndo- Down-regulagdo e/ou
inibitoria, inibe localizagéo
mestastase por um intracelular ligada a
mecanismo nao progress&o do tumor
conhecido
SERPINCA1 Antitrombina Extracelular: inibidor Deficiéncia: trombose
de trombina e fator
Xa
SERPIND1 Cofator Il de heparina Extracelular: inibidor Pode contribuir para o
de trombina risco de trombose
quando junto com
outras deficiéncias
SERPINF2 a2-antiplasmina Extracelular: inibidor | Atividade fibrinolitica
de plasmina irrestrita, sangramento
SERPIN11 Neuroserpina Extracelular: inibidor Polimeros: deméncia
de tPA, uPa e
plasmina

2.2.7 Serpinas de plantas.

Dentre as plantas investigadas em relagdo a presenga de serpinas, estao

o trigo, cevada, centeio, aveia, arroz, soja, algodao, tomate, pepino, abdbora,
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Arabidopsis e semente de macga, além de serem encontradas também em
musgo e coniferas (Roberts e Hejgaard, 2008).

No final da década de 70, foi descoberta uma proteina de
aproximadamente 43 kDa em cevada, que posteriormente, foi denonimada de
proteina Z e identificada como serpina do grao de cevada (Hejgaard et al.,
1985).

Desde entdo, novas serpinas foram sendo identificadas e caracterizadas.
Dahl et al., em 1996, realizaram a expressao heteréloga de trés serpinas de
plantas, sendo uma de trigo e duas de cevada: WSZ1, BSZ4 e BSZx.
Investigando as propriedades inibitérias de cada uma, verificaram diferentes
especificidades inibitérias em relagao a tripsina, quimiotripsina e catepsina G,
resultado importante ja que a BSZx pode ter uma possivel fungdo regulatoria
associada com desenvolvimento da planta ou polinizagdo (Dahl et al., 1996a).
Em outro trabalho no mesmo ano, Dahl et al. demonstraram que BSZx inibe e
forma complexos SDS-estaveis com alguns fatores de coagulagdo humanos,
como calicreina plasmatica, fator VIla/STF, trombina e fator Xa (Dahl et al.,
1996b).

No trigo, cinco serpinas foram expressas de forma recombinante e foi
verificada a presencga de GIn-GIn em P1-P1°ou apenas GIn em P1°. Apesar de
ndo ser comum encontrar essas sequéncias compondo essa regido das
serpinas, elas possuem atividade inibitéria frente a proteases, além de serem
semelhantes no dominio rico em glutamina presente em proteinas de
armazenamento prolaminas, sugerindo uma possivel fungéo inibitoria de
proteases de insetos que as utilizam para degradar proteinas de plantas

(Ostergaard et al., 2000).
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Uma serpina presente no floema de Cucurbita maxima foi identificada
como sendo capaz de inibir especificamente elastase, sendo que a expressao
da proteina é regulada com o desenvolvimento da planta e pode exercer uma
funcdo nos elementos crivados do floema. Além disso, a correlagao inversa
entre a expressao dessa serpina e a sobrevivéncia de afidios propde um
funcdo de defesa contra patégenos, embora ndo tenha sido encontrada a
mesma relagao em experimentos in vitro (Yoo et al., 2000).

Em 2006, Vercammen et al. identificaram a serpina AtSerpin1 de
Arabidopsis thaliana como um potente inibidor da metacaspase AtMC9, que
nao tem sua funcdo determinada ainda, porém ambas as proteinas se
localizam no espaco extracelular e suas funcbes provavelmente estao
interligadas (Vercammen et al., 2006).

Considerando a importancia das serpinas, e da cana-de-acucar,

estabelecemos para este trabalho os objetivos a seguir.
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3 OBJETIVOS

Esse trabalho teve como objetivo geral a caracterizagao in silico de uma
serpina da cana-de-agucar e producdo recombinante dessa proteina em
sistema procarionte para posteriores analises de inibicao enzimaticas.

Para isso, atingiram-se os seguintes objetivos especificos:

1) Analises in silico de uma serpina da cana-de-agucar denominada
canaserpina, que teve a sua ORF identificada no clone SCJLRT1015H07.g

(SUCEST-Fapesp);

2) Isolamento e amplificacdo da ORF que codifica a canaserpina;

3) Subclonagem em vetor de expressao;

4) Expressao da proteina canaserpina recombinante em E. coli

5) Purificagdo da canaserpina por meio de cromatografia de
afinidade;

6) Testes de inibicdo enzimatica utilizando substratos fluorogénicos

7) Ensaios com as enzimas quimiotripsina e tripsina para verificar se

ha formacao do complexo covalente SDS-estavel
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais

O clone contendo o gene que codifica a canaserpina foi adquirido
comercialmente junto ao Banco de Clones da UNESP-Jaboticabal (BCCC), que
mantém os clones gerados no Projeto Genoma da Cana-de-Agucar (SUCEST,
Sugar Cane EST Project -Fapesp).

Oligonucleotideos especificos foram sintetizados pela Prodimol
Biotecnologia S/A.

Para realizar a subclonagem do gene canaserpina foi utilizado o vetor
pET28a (Novagen). As enzimas de restricao Ndel e EcoRI foram adquiridas da
Fermentas, assim como a T4 DNA ligase e a Tag DNA polimerase. Foi
utilizada a cepa da bactéria E.coli DH5a competente (Novagen).

Para a expressao da proteina canaserpina, foi utilizada a cepa de E. coli
competente Rosetta (DE3) (Novagen), IPTG (USB) e para purificagao, resina
de niquel Ni-NTA Superflow da Qiagen.

Os ensaios de atividade enzimatica foram feitos no fluorimetro F-2500
HITACHI e os substratos Abz-K-L-F-S-S-K-Q-EDDnp e Abz-K-L-R-S-S-K-Q-
EDDnp cedidos pelo grupo do Prof. Dr Luiz Juliano Neto da Universidade
Federal de Sdo Paulo.

A maioria dos reagentes utilizados para o preparo de solugdes durante o
trabalho foi da marca Merck (grau analitico P.A.). Os marcadores de peso
molecular utilizados foram o GeneRuler 1Kb DNA Ladder (Fermentas) e o
Bench Mark Protein Ladder (Invitrogen). Os antibidticos utilizados foram

Ampicilina (USB), Cloranfenicol (USB), Kanamicicina (GIBCO), o IPTG da
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Invitrogen e o X-GAL da USB. Os meios de cultura LB (Luria-Bertani) liquido e

agar foram da marca USB.

4.2 Métodos

4.2.1 Analises in silico da canaserpina.
Foram utilizados os  softwares Multalin (Corpet, 1998)

(http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html), BLAST - Basic Local

Alignment Search Tool (Altschul et al., 1997) (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) para

a analise das sequéncias dos clones e PSORT

(http://psort.nibb.ac.jp/form.html) (Nakai & Horton, 1999) para predigdo de

seqUéncia sinal. Para tais analises foi utilizada a proteina contendo 400

aminoacidos que compdem a proteina madura.

4.2.2 Isolamento da ORF do gene canaserpina e subclonagem no vetor

de expressao pET28a.

A regiao codificadora do gene da canaserpina, correspondente a proteina
madura foi amplificada a partir do clone SCJLRT1015H07.g (SUCEST),
utilizando oligonucleotideos especificos, sendo que no sense, foi inserido o
sitio para a enzima de restricdo Ndel e no oligonucleotideo antisense foi
inserido o sitio para a enzima de restricdo EcoRI.

A amplificacdo deu-se por meio da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), utilizando-se: 30 ng de DNA, 10 pmol de cada oligonucleotideo (serp1F
CATATGGCCGCCGCCGACATC, com o sitio de Ndel sublinhado e serp1R

GAATTCTATGGAGCAAGCAGGGGATTC, com o sitio da EcoRI sublinhado),
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0,16 mM de DNTP, 0,83 mM de MgCl,, 3 uL de tampédo 10x da Tag DNA
polimerase, 0,5 uL de Tag DNA polimerase e um volume final de 30 uL. Essa
reagao foi realizada no termociclador PTC-100 ™ MJ Research Thermocycler
da seguinte maneira: 2 minutos a 95 °C, 45 segundos a 95 °C, um minuto a 48
°C, um minuto a 72 °C, 35 repeticdes a partir do passo2 e 20 minutos a 72 °C.

Os produtos de amplificagdo foram visualizados em gel de agarose 1%
(GibCo BRL) e purificados do gel usando-se kit Wizard SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega). Em seguida o fragmento de interesse foi ligado ao vetor
de propagacao pTZ57/RT por meio de uma reacdo com a enzima T4 DNA
ligase, durante 16 horas a 4 °C, numa propor¢do 3:1 de inserto:vetor. Os
plasmideos de propagacao contendo a ORF da canaserpina foram submetidos
a clivagem com as enzimas Ndel e EcoRI. O fragmento de interesse foi entdo
ligado ao vetor de expressdo pET28a (figura 4.1) previamente clivado com as
mesmas enzimas. Isso possibilitou a subclonagem direcionada do fragmento
de interesse por meio da reagdo com a T4 DNA ligase durante 16 horas a 4 °C,
na proporgao de inserto:vetor de 3:1.

Com isso, foi possivel fazer a ligagdo do fragmento de interesse em fase
com uma sequéncia codificadora de 6 histidinas, na regido N-terminal desse
vetor de expressdo, usando para isso a enzima T4 DNA ligase, durante 16

horas a 4°C, com a proporcéo de inserto:vetor de 3:1.
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Figura 4.1. Representagdo esquematica do plasmideo pET28a usado como

vetor de expressao.

As ligagdes foram utilizadas para transformar células de E.coli DH5a
CaCl,; competentes (5uL da reagdo de ligacdo) das quais foram selecionadas
aqueles clones contendo o plasmideo recombinante pET28canaserpina.

Os recombinantes selecionados foram confirmados por meio de PCR,
usando os oligonucleotideos que flanqueiam o gene, observando-se tamanho

esperado de 1200 pb e em seguida, sequenciados utilizando-se o MEGABACE.

4.2.3 Expressao da proteina canaserpina recombinante

Células de E. coli Rosetta (DE3) CaCl, competentes foram transformadas
com o plasmideo recombinante pET28canaserpina. A partir de uma col6nia, foi
feito um pré-inéculo contendo 10 mL de LB adicionado de kanamicina (25
mg/uL) e cloranfenicol (25 mg/uL). Em seguida, foi feita uma diluigao 1:100,

colocando-se 5 mL do inéculo em 500 mL de LB liquido contendo kanamicina
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(25 mg/uL) e cloranfenicol (25 mg/uL). A cultura foi mantida sob agitacdo de
200 rpm a 37 °C até atingir uma densidade optica de 0,5 a 600 nm, quando a
expressao das proteinas foi induzida pela adicdo de IPTG para concentragcéo

final de 0,2 mM, na temperatura de 30 °C durante 16 horas.

4.2.4 Purificagao da canaserpina

Apdés a inducdo, a cultura foi recolhida em frascos apropriados e
centrifugada por 5 minutos a 4 °C, 8000 rpm, em uma centrifuga Sorval (RC5C
plus). O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 25
mL de tampéao de lise (NaCl 100 mM, Tris-HCI 10 mM, NaH,PO4 50 mM, pH
8,0).

As células foram rompidas utilizando-se um sonicador Vibra cell™

(Sonic
& Materials Inc.), em uma amplitude de 20 mA, durante 1 minuto, com
intervalos de 30 segundos, num total de 13 vezes.

O produto lisado foi centrifugado por 15 minutos a 13000 rpm, 4 °C para
separacao das fragcdes soluveis e insoluveis, as quais foram analisadas em
SDS-PAGE 15% para o teste de solubilidade (Laemmli, 1970).

Apos o teste de solubilidade, verificou-se que a maior parte da proteina
encontrava-se insoluvel. Porém, também havia proteina na fragdo soluvel, o
que possibilitou a posterior purificagdo por meio de cromatografia de afinidade
em resina contendo niquel. Para isso, uma coluna de 15 cm foi preenchida com
3 ml de resina; foi lavada com 3 volumes de agua (1 volume = 3 mL) e
recarregada com 1 volume de sulfato de niquel 0,1M. Em seguida, foi lavada

novamente com 3 volumes de agua e equilibrada com 5 volumes de tampao de

lise. O sobrenadante foi adicionado a coluna e recolhido (eluato). Entdo a
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coluna foi lavada com 3 volumes de tampao de lise e a fragao recolhida foi
denominada eluato 1.

Apos esse processo iniciou-se a eluicdo da proteina utilizando-se o
tampéao de eluigdo pH 8,0 (NaCl 100 mM, Tris-HCI 10 mM, NaH,PO4 50 mM,
imidazol 250 mM) nas concentragdes de imidazol: 10 mM, 25 mM, 50 mM, 75
mM, 100 mM e 250mM. Foram aplicadas duas vezes cada tampao (cada um
com um volume de 3 mL em um gradiente crescente e aliquotas foram
recolhidas). As fragdes obtidas na purificagdo foram analisadas em SDS-PAGE
15%.

A dialise das fragdes contendo a proteina pura foi feita utilizando-se uma
membrana de didlise de 14000 MW (Pierce) mergulhada em 1 litro de tampao

Tris-HCI 40 mM, pH 7,5 durante 16 horas sob agitacéo a 4 °C.

4.2.5 Ensaios de inibigdo contra serino proteases

A proteina pura foi utilizada nos ensaios de inibigdo contra as serino
proteases quimiotripsina e tripsina. Nestes ensaios, foram utilizados dois
peptideos sintéticos com supressao intramolecular de fluorescéncia contendo o
acido orto-aminobenzdico (Abz) como sonda fluorescente e o N-[2,4-
dinitrofenil]-etilenodiamino  (EDDnp) como grupamento supressor de
fluorescéncia. As variacbdes da fluorescéncia foram detectadas no fluorimetro
Hitachi 2500, nos comprimentos de onda de excitagdo e emissao de 320 nm e
420 mn, respecitvamente.

Para fazer a curva de inibicdo da quimitripsina pela serpina, foi utilizado o
substrato Abz-K-L-F-S-S-K-Q-EDDnp. A enzima (0,16 nM final) foi incubada a

37 °C sob agitacdo por 5 minutos, seguida da adicdo do substrato para uma
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concentracgéao final de 3 ng e a fluorescéncia foi monitorada por 200 segundos.
Em seguida, realizou-se o mesmo procedimento, com adicbes de
concentragbes crescentes de serpina (0,25, 0,5, 0,96, 1,4 uM finais). Para
verificar a atividade inibitéria da serpina sobre a tripsina, os passos foram os
mesmo, porém utilizando-se o0 substrato Abz-K-L-R-S-S-K-Q-EDDnp e
concentragdes de serpina finais de 0,25, 0,5, 0,96, 1,4, 2,2 uM. Os dados foram
analisados com a ajuda do programa GRAFIT versdo 3.0, para construir as

curvas de inibigao e calcular os valores de I1Csg,

4.2.6 Ensaio para verificar a formagcao do complexo covalente SDS-

estavel

Para verificar se a canaserpina estava formando o complexo covalente
com quimiotripsina e tripsina, duas razbes de massa molecular
(inibidor:enzima) de 5:1, e 10:1 foram incubadas durante 30 minutos a 37 °C.
As amostras adicionadas de tampao redutor foram fervidas por 5 minutos e

analisadas em SDS-PAGE 15%.
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A ORF contida no clone SCJLRT1015H07.g e subclonada no vetor de

expressao pET28a esta representada na figura 5.1.
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Figura 5.1. Sequéncias nucleotidica e protéica da canaserpina.
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Com o alinhamento da sequéncia de aminoacidos da canaserpina com

outras serpinas de plantas foi possivel identificar a presenga da regido

conservada nos residuos P15-P10 (GT/SEAAA), que é encontrada nas

serpinas com capacidade inibitéria e a presenca de uma cisteina na posicao P1

(Figura 5.2).
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Figura 5.2. Alinhamento da proteina canaserpina com outras serpinas de

plantas. WZCI (trigo: Triticum aestivum), Zx (cevada: Hordeum
vulgare), canaserpina (Saccharum officinarum), AtSerpin1
(Arabidopsis thaliana). As caixas pretas indicam regides com alta
identidade. Os circulos destacam a regiao conservada P15-P10
(GT/SEAAA) e a cisteina na posi¢ao P1.
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Analisando a ORF, observamos que a identidade com outras serpinas
baseada em alinhamentos ocorre a partir da segunda metionina e, portanto, ela
foi considerada como sendo a metionina iniciadora.
(MGPFLSCVSKKPPPRPRSTMAAADIRLSIAGQTRFA...).

A partir da analise de predicdo de sequéncia sinal, verificou-se que a
proteina ndo possui provavel sequéncia de peptideo sinal, provavelmente

localizando-se na regiao intracelular.

5.2 Isolamento da ORF do gene canaserpina que codifica a proteina

canaserpina e subclonagem no vetor de expressao pET28a

O isolamento da ORF correspondente a canaserpina realizado por meio
de PCR, foi analisado em gel de agarose 1%, com o correspondente tamanho

esperado de aproximadamente 1200 pb (Figura 5.3).

Figura 5.3. Amplificacdo da ORF correspondente a canaserpina. Analise em gel
de agarose 1% corado com brometo de etideo, mostrando em 1:
marcador Ladder 1kb (Invitrogen); 2: controle negativo; 3:

canaserpina.
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O fragmento de interesse foi ligado no vetor de expressao pET28a e o
produto de ligacao foi transformado em E. coli DH5a CaCl, competentes para
analise de recombinantes, que tiveram suas sequéncias confirmadas por meio

de sequenciamento.

5.3 Expressao e purificagao da canaserpina

A expressdo da canaserpina em E. coli Rosetta (DE3), transformada com
o plasmideo recombinante pET28canaserpina, se deu por meio da inducio
com 0,2 mM de IPTG. A indugdo em 30 °C durante 16h, sob agitacdo de 200
rom possibilitou a obtencdo de proteina soluvel suficiente para ser purificada
por meio de cromatografia de afinidade em resina de niquel. Sendo assim, a
proteina canaserpina contendo a sequéncia de histidinas proveniente do vetor
pET28a (1,5 kDa) ligou-se especificamente a resina de niquel, sendo eluida

com tampao de eluicdo contendo 100 mM de imidazol (Figura 5.4).
40 kDa —> !-' —
20 kDa —> -

Figura 5.4. Anadlise da expressdo, teste de solubilidade e purificagdo da

proteina canaserpina em SDS-PAGE 15% corado com Comassie
Blue. Em 1: marcador de peso molecular; 2: pET28canaserpina
em Rosetta (DE3) ndo induzido; 3: pET28canaserpina em Rosetta
(DE3) apd6s 16 horas de indugéo; 4: precipitado; 5: sobrenadante;
6 e 7: eluicao da proteina canaserpina com tampao de eluigao

contendo 100 mM de imidazol.



28

5.4 Ensaios de inibicao contra serino proteases

Com os resultados obtidos por analise de unidade arbitraria de
fluorescéncia por minuto (UAF/min) em relagdo a atividade inibitéria da
canaserpina sobre quimiotripsina e tripsina, foi possivel construir uma curva de
inibicdo e calcular o valor de ICsy (concentragéo de inibidor necessaria para
reduzir em 50% a atividade da enzima em estudo), como mostram as figuras

5.5a e 5.5b.

(a) (b)

Atividade (UAF/min)
Atividade (UAF/min)

[1] uM 1 [1] uM

|C5o = 0,46 },lM |C5o = 0,5 },lM

Figura 5.5. Analise da atividade inibitoria da canaserpina sobre a quimiotripsina
(a) e tripsina (b).

5.5 Ensaio para verificar a formagao do complexo covalente SDS-estavel

Para o ensaio feito com a quimiotripsina, nao foi possivel observar a
formagdo do complexo intacto canaserpina:quimiotripsina, com o tamanho
esperado de aproximadamente 70 kDa. Porém, nas duas razdes molares

utilizadas, foi possivel visualizar uma banda correspondente ao complexo
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clivado, além de verificar a clivagem da cana-serpina, como pode ser visto na

Figura 5.6.

<—C*
40 kDa —>

<"
25kDa —>

Figura 5.6. Anadlise da formagdo do complexo SDS-estavel canaserpina:
quimiotripsina apds incubacido por 30 minutos a 37 °C. Em 1:

marcador de peso molecular; 2: canaserpina; 3: quimiotripsina; 4:

razao molar inibidor: enzima de 5:1; 5: razdo molar

inibidor:enzima de 10:1. C* (complexo clivado) e [|* (inibidor
clivado). SDS-PAGE 15% corado com Comassie-Blue.

No ensaio feito com a tripsina, foi possivel visualizar a banda

correspondente ao complexo intacto canaserpina:tripsina (68 kDa). Também

pode-ser verificar a presenga do complexo e inibidor clivados (Figura 5.7).

2 3 4 5

g:g*

40 kDa —> <«

25 kDa —

000 bl

Figura 5.7. Anadlise da formagdo do complexo SDS-estavel canaserpina:
tripsina apos incubagao por 30 minutos a 37°C. Em 1: marcador
de peso molecular; 2: canaserpina; 3: tripsina; 4: razdo molar
inibidor: enzima de 5:1; 5: razdo molar inibidor:enzima de 10:1. C

(complexo intacto), C* (complexo clivado) e I* (inibidor clivado).
SDS-PAGE 15% corado com Comassie-Blue.
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6 DISCUSSAO

O sequenciamento da cana-de-agucar, realizado a partir de 26 bibliotecas
de cDNA de varias partes da planta (Vettore et al.2003), possibilitou o maior
entendimento da complexidade do genoma dessa planta. A partir disso, muitos
estudos tém sido realizados, levando-se em conta a importancia dessa planta
para a economia brasileira, e visando o melhoramento da producdo. Sendo
assim, é de fundamental importancia o estudo dos inibidores de proteases da
cana-de-agucar para auxiliar no entendimento das estratégias de defesa
utilizadas pelas plantas e também para o desenvolvimento de metodologias
que aprimorem esse sistema de defesa, como por exemplo, plantas
transgénicas.

O Laboratério de Biologia Molecular coordenado pelo Prof. Dr. Flavio
Henrique da Silva, vém desenvolvendo trabalhos com inibidores de cisteino
proteases provenientes da cana-de-agucar (cistatinas) e obtendo resultados
importantes. A identificacdo de um cluster codificando uma serpina da cana-de-
agucar possibilita a realizacdo de uma nova gama de trabalhos relacionando
inibidores e proteases, além de ndo haver descricdo na literatura de nenhuma
serpina dessa planta.

As serpinas sao conhecidos inibidores de serino proteases, enzimas
notaveis por participarem de inumeros processos fisiolégicos importantes como
coagulagao, fibrindlise, apoptose, entre outros. A protedlise ndo regulada pode
levar ao surgimento de doengas e problemas funcionais e, portanto, a fungao
dos inibidores é fundamental para o bom funcionamento dos organismos. Em

plantas vém-se investigando o possivel envolvimento de serpinas no sistema
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de invasao utilizado por parasitas, assim como também na defesa da planta
contra o ataque de patégenos.

Para estudar as caracteristicas de uma serpina presente na cana-de-
acgucar, a ORF completa contida no clone SCJLRT1015H07.g. obtido junto ao
Banco de Clones do SUCEST foi amplificada utiizando oligonucleotideos
especificos. O tamanho da banda visualizado em gel de agarose 1% de
aproximadamente 1200 pb corresponde ao tamanho esperado para a proteina
madura. Embora apresente uma metionina anterior, o inicio da proteina foi
considerado na segunda metionina, pois € a partir dessa que se observa uma
identidade com outras serpinas de plantas, baseando-se em alinhamentos.

A partir disso, foi possivel realizar a subclonagem em vetor de expressao
pET28a, levando-se em conta trabalhos ja publicados que descrevem a
expressao de serpinas recombinantes em sistema procariotos. A ORF foi
subclonada em fase com uma sequéncia de 6-His provenientes do vetor para
facilitar a posterior purificagdo por meio de cromatografia de afinidade.

O clone contendo o plasmideo recombinante pET28canaserpina foi
transformado em E.coli Rosetta (DE3) e a expressao realizada a 37 °C, 200
rom durante 16 horas apo6s indu¢ao com 0,2 mM de IPTG. Porém, nessas
condigdes, a proteina foi produzida na sua forma insoluvel. Portanto, a
temperatura de inducao foi modificada para 30 °C e, mantendo-se as condicbes
de agitagdo e tempo, foi possivel obter a proteina soluvel em quantidade
suficiente para purificacdo em coluna de niquel. A proteina foi expressa com a
massa molecular esperada de aproximadamente 43 kDa, o que esta de acordo
com dados da literatura que descrevem o tamanho de 40 a 60 kDa para a

maioria das serpinas (Gettins, 2002).
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A proteina soluvel foi purificada por meio de cromatografia de afinidade
ao niquel, sendo eluida pura em tampao contendo 100 mM de imidazol, uma
molécula que compete com a sequéncia de histidinas presente na proteina pela
ligagcado ao niquel, confirmando assim que o sistema de expressao escolhido se
demonstrou eficiente. O rendimento total da proteina foi de 4,6 mg por litro de
cultura induzida, um bom rendimento quando comparado a outros obtidos na
producao de diferentes serpinas de plantas: 0,2-1,5 mg de serpinas de trigo por
litro e 0,1-1 mg de serpinas de cevada por litro de cultura induzida (Ostergaard
et al., 2000, Dahl, et al., 1996a).

Para caracterizar a proteina recombinante, foram feitos testes de inibicéo
enzimaticos, visto que nas andlises in silico, foi identificada a regido
conservada P15-P10, indicando a possibilidade da canaserpina possuir
propriedade inibitéria frente a serino proteases. Analisando-se as curvas de
inibicao feitas com as enzimas quimiotripsina e tripsina, verificou-se que a
canaserpina foi capaz de inibir essas serino proteases, embora com um valor
de IC5p semelhante para ambas e na ordem de 0,46-0,5 uM. Isso indica que é
preciso uma concentragdo grande de inibidor para que a enzima tenha sua
atividade inibida, comparado com outras serpinas também com propriedades
inibitérias. Isso pode ser devido a uma fraca especificidade da canaserpina
para as enzimas utilizadas no ensaio, sendo necessarios testes adicionais com
outras enzimas.

O teste para verificar se o complexo covalente serpina:enzima estava
sendo formado possibilitou a visualizagdo, no caso do ensaio com tripsina, da
banda correspondente a esse complexo de aproximadamente 67 kDa (23,8

kDa da tripsina somados aos 43 kDa da canaserpina), porém com uma razao
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molar de 10:1 (inibidor:enzima), o que pode estar relacionado ao alto valor do
ICs0. Além disso, também foi possivel identificar bandas de peso molecular
menores, correspondentes ao complexo e inibidor clivados. No ensaio com a
quimiotripsina, na mesma razao molar de 10:1 (inibidor:enzima), nao foi
possivel visualizar a banda correspondente ao complexo que seria de
aproximadamente 68 kDa (25 kDa da quimiotripsina adicionados aos 43 kDa da
cana-serpina). Porém, pode-se visualizar uma banda de massa molecular
maior que o da canaserpina, indicando a presenca do complexo clivado.

Analisando o gel de poliacrilamida, pode-se verificar que a canaserpina é
degradada por ambas as enzimas, tripsina e quimiotripsina. Porém, no mesmo
gel também ¢é possivel detectar a formagdo do complexo serpina:enzima. Isso
nos leva a concluir que a serpina ao mesmo tempo que tem a capacidade de
inibir as duas proteases, também pode agir como substrato para ambas. Desta
forma, os valores de ICsy determinados estariam mascarados por essa
capacidade da serpina agir como substrato para as enzimas.

Outro fato relevante é a presenca de um residuo de cisteina na posicéo
P1 da alga do centro de reagdo. Chen et al., em 2000, mostraram que a
insercdo de uma cisteina na posicdo P1 da calistatina, serpina humana que
inibe a calicreina tecidual 1, provoca a perda da atividade inibitéria desta
serpina (Chen et al.,, em 2000). Esses dados sugerem que a canaserpina,
embora iniba as enzimas quimiotripsina e tripsina, necessita de ensaios
adicionais para verificar se a canaserpina esta agindo como substrato para as
enzimas, devido a presenga de uma cisteina na posigao P1.

Também sao necessarios ensaios para verificar onde esta sendo o ponto

de clivagem da canaserpina, pois ha trabalhos que demonstram a clivagem em
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outros sitios que ndo em P1. Por exemplo, a serpina de trigo WSZ2b inibiu de
forma irreversivel a plasmina na arginina presente em P1, a quimiotrispina em
leucina em P2, e a catepsina G provavelmente em ambos os sitios.(Ostergaard
et al., 2000). Além disso, outras regides além de P1-P1° demonstraram ser
importantes para a formacdo do complexo covalente e capacidade inibitoria

(Plotnick et al., 1997).
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7 CONCLUSOES.

e Tanto a expressao recombinante quanto purificagdo da proteina
canaserpina foram eficientes, permitindo a producdo de quantidade suficiente
de proteina pura para ensaios de inibi¢éo;

e Os ensaios de inibicdo demonstraram que a cana-serpina € capaz de inibir
as serino proteases quimiotripsina e tripsina, com um valor de IC5y em torno de
0,5 uM;

e Embora fracamente, o complexo covalente é formado entre canaserpina e
tripsina;

e Nao foi possivel visualizar a formacdo do complexo covalente entre
canaserpina e quimiotripsina, apenas uma banda com massa molecular maior
que a canaserpina, sugerindo ser o complexo clivado;

e S30 necessarios ensaios adicionais para verificar a especificidade da
canaserpina em relagao a outras serino proteases, além de verificar o ponto de
clivagem e a possibilidade da canaserpina estar agindo como substrato para as

enzimas.
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