UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS E AMBIENTAIS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS AMBIENTAIS

RENATO RODRIGUES ROMA

PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DE UM NOVO INIBIDOR DE
TRIPSINA DAS SEMENTES DE Bauhinia pulchella BENTH. E SEU POTENCIAL
ANTICOAGULANTE

Chapadinha - MA
2021



RENATO RODRIGUES ROMA

PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DE UM NOVO INIBIDOR DE
TRIPSINA DAS SEMENTES DE Bauhinia pulchella BENTH. E SEU POTENCIAL
ANTICOAGULANTE

Chapadinha - MA
2021

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Po6s-Graduacdo em Ciéncias
Ambientais da Universidade Federal
do Maranhdo como requisito parcial
para obtengdo do titulo de Mestre em

Ciéncias Ambientais.

Orientador: Prof. Dr. Claudener Souza

Teixeira

Coorientador: Prof. Dr. Lucas Pinheiro

Dias



Ficha gerada por meio do SIGAA/Biblioteca com dados fornecidos pelo(a) autor(a).
Nucleo Integrado de Bibliotecas/UFMA

Roma, Renato.

PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DE UM NOVO INIBIDOR DE
TRIPSINA DAS SEMENTES DE Bauhinia pulchella BENTH. E SEU
POTENCIAL ANTICOAGULANTE / Renato Roma. - 2021.

56 p.

Coorientador (a): Lucas Pinheiro Dias.

Orientador (a) : Claudener Souza Teixeira.

Dissertagdo (Mestrado) - Programa de Pdés-graduagdo em
Ciéncias Ambientais, Universidade Federal do Maranhéo,
Chapadinha, 2021.

1. Coagulacédo sanguinea. 2. Fabaceae. 3. Inibidor.
I. Pinheiro Dias, Lucas. II. Souza Teixeira, Claudener.
ITI. Tituls.




RENATO RODRIGUES ROMA

PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DE UM NOVO INIBIDOR DE
TRIPSINA DAS SEMENTES DE Bauhinia pulchella BENTH. E SEU POTENCIAL
ANTICOAGULANTE

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Poés-Graduacio em Ciéncias
Ambientais da Universidade Federal
do Maranhdo como requisito parcial
para obten¢do do titulo de Mestre em

Ciéncias Ambientais.

Aprovado em: 16 de margo de 2021

Prof. Dr. Claudener Souza Teixeira

Orientador - UFCA

Prof.? Dr.? Daniele de Oliveira Bezerra de Sousa

Examinador externo ao programa - UFC

Prof. Dr. Pedro Filho Noronha de Souza

Examinador externo ao programa - UFC



A Olga de Abreu Viana Roma (In memoriam).

Dedico.



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar a Deus pela concessdo do dom da vida, e pela sua infinita
benevoléncia e compaixao.

A minha familia, meu avé José de Ribamar por sempre me ajudar, as minhas tias
Orlanilde e Orlandina pelo carinho e afeto de maes durante todos esses anos, e a todos meus
familiares que de forma direta ou indireta contribuiram para essa conquista.

Ao meu orientador, prof. Dr. Claudener Souza Teixeira por todos os ensinamentos
dentro e fora do laboratério, pelas oportunidades que me apresentou, por sua amizade e por
sempre acreditar no meu potencial durante todos esses anos. O profissional que sou hoje é
gragas a voceé.

Ao meu coorientador, prof. Dr. Lucas Pinheiro Dias, por todos os ensinamentos,
paciéncia, e confianca que depositou em mim durante minha estadia em Fortaleza, sem esquecer
de mencionar minha gratiddo por sua amizade. Deixo aqui minhas palavras de admiragdo
profissional e pessoal.

Ao laboratério de Biologia Estrutural e Molecular (LaBEM) e a todos meus
companheiros de laboratério Ana Lucia, Romério, Maria Helena, Valdenice, Karla, Evelyn que
me ajudaram durante essa caminhada.

Ao Laboratorio de Proteinas de Defesa Vegetal (UFC), Laboratorio de Toxinas Vegetais
(UFC), e ao Laboratério de Patologia Experimental LaPEX (UFCA), por cederem o espaco,
equipamentos, reagentes e insumos para a realizacdo deste trabalho. E a todos que os compdem
pela ajuda e colaboracdo cientifica.

A minha turma do PPGCAM, Ana Licia, Rakel, Geolane, Wanderson, Augusto, Juliana
e Rosalina pelo companheirismo durante esses dois anos de muita luta e dedicagao.

A todos os professores do PPGCAM pelos ensinamentos e a todos os funciondrios por
tornarem esse sonho realidade.

A todos os funciondrios do FINEP, que ajudaram imensamente na concretizacdo deste
trabalho.

A todos os amigos que conheci na graduacgado e pos-graduagdo, que ajudaram de forma
direta ou indireta.

Aos integrantes da banca por dedicarem seu tempo a melhoria deste trabalho.

A todos os meus professores do ensino basico até o mestrado por ajudarem na minha

formagao profissional e pessoal.



A FAPEMA pela concessdo da bolsa de mestrado, e ao CNPq por acreditar nas nossas
pesquisas e pelo apoio financeiro.

A UFMA em especial ao PPGCAM por poder participar da turma pioneira do programa.

A todos que de forma direta ou indiretamente ajudaram a realizagdo desse trabalho.

E por fim...

A Beatriz da Silva Costa...



Quem eu dedico uma pagina dos meus agradecimentos,

porém ja se tornou varios capitulos em minha vida...

Obrigado por ser essa pessoa...
Que sempre estd comigo
independente das dificuldades ou

circunstancia...

Que sempre esteve me ajudando
durante todos esses anos,
enfrentando distincia e todos os

percalgos dos caminhos...

E que sempre segurou minha mdo em cada conquista...



E 14 se vao duas paginas de agradecimento kkkkk.

Meu muito

obrigado!



Pensar € o trabalho mais dificil que existe.
Talvez por isso tdo poucos se dediquem a
ele.

Henry Ford



RESUMO

Os inibidores de proteases (IPs) sdo moléculas que regulam a atividade das proteases. Esses
inibidores sdo classificados de acordo com suas proteases alvos. Os inibidores de tripsina
pertencem a classe de inibidores de serino protease, e t€ém a capacidade de regular a acdo da
tripsina e demais enzimas serinicas. Logo podem atuar em diversos processos fisioldgicos
como, por exemplo, inflamagdo, metdstase e coagulacdo sanguinea. Esses inibidores sdao
comumente descritos em plantas da familia Fabaceae, podendo constituir até 10% do total de
proteinas soldveis em 6rgdos de reserva. Espécies do género Bauhinia sao fontes de compostos
biologicamente ativos e contém altas concentracdes de inibidores de proteases. Portanto o
objetivo deste estudo foi purificar e caracterizar um novo inibidor de sementes de Bauhinia
pulchella com atividade anticoagulante. O inibidor foi purificado por cromatografia de
afinidade na coluna de tripsina-Sepharose 4B, com rendimento proteico de 43,1%, recebendo a
denominacdo de BpTI (Inibidor de tripsina de Bauhinia pulchella), com massa molecular
aparente de 20 kDa, especificidade a tripsina bovina e com glicosilacdes (1,15%) em sua
estrutura. O BpTI é um inibidor nio competitivo que possui ICso (3 x 10° M) e Ki (1,05 x 10
M). E grande estabilidade a variacdes de temperatura e pH, pois manteve sua atividade inibitoria
por 30 minutos a 100 °C e em faixas de pH extremos. Entretanto o inibidor € suscetivel a agentes
redutor, como o DTT, que foi capaz de inibir por completo sua atividade inibitéria. Toda via o
BpTI conseguiu induzir in vitro, efeito anticoagulante na concentra¢io de 33 uM, prolongando
o tempo de coagulacdo nas vias intrinseca e comum, resultados que encorajam novos estudos

in vivo, prospectando-o como um agente antitrombotico natural.

Palavras chaves: Fabaceae; inibidor; coagulagdo sanguinea.



Abstract

Proteases inhibitors (IPs) are molecules that regulate and control the activity of proteases. These
inhibitors are classified according to their target proteases. Trypsin inhibitors belong to the class
of serine protease inhibitors, and have the ability to regulate the action of trypsin and other
serine enzymes. They can act in many physiological processes such as inflammation, metastasis
and blood clotting. These inhibitors are commonly described in plants of the Fabaceae family,
and can constitute up to 10% of the total soluble proteins. Species of the genus Bauhinia are
sources of biologically active compounds and contain high concentrations of protease
inhibitors. Therefore, the aim of this study was to purify and characterize a new Bauhinia
pulchella seed inhibitor with anticoagulant activity. The inhibitor was purified by affinity
chromatography in the trypsin-Sepharose 4B column, with protein yield of 43.1%, receiving
the name BpTI (Bauhinia pulchella trypsin inhibitor) with apparent molecular mass of 20 kDa,
specificity to bovine trypsin and with glycosylation (1.15%) in its structure. BpTI is an
uncompetitive inhibitor that has ICs (3 x 10° M) and Ki (1.05 x 10° M). And great stability to
temperature and pH variations, as it maintained its inhibiting activity for 30 minutes at 100 °C
and in extreme pH ranges. However, the inhibitor is susceptible to reducing agents, such as
DTT, which was able to completely inhibit its inhibitory activity. The entire BpTI was able to
induce in vitro an anticoagulant effect at the concentration of 33 uM, prolonging the coagulation
time in the intrinsic and common pathways, results that encourage further in vivo studies,

prospecting it as a natural antithrombotic agent.

Keywords: Fabaceae; Inhibitor; blood clotting.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Proteases

As proteases, também conhecidas como peptidases ou proteinases, formam um grupo
de enzimas que possuem a capacidade de hidrolisar ligagdes peptidicas nas proteinas,
convertendo-as em suas unidades menores, os peptideos e aminodcidos, ou podem ser
especificas, levando a clivagem seletiva de proteinas para modificacdes pds-traducionais [1,2].

As proteases podem ser classificadas de acordo com a reacdo em que atuam: em
exopeptidases que atuam na extremidade da cadeia de polipeptidios e as endopeptidases que
clivam ligacdes no interior da cadeia. Nas plantas sdo encontradas cinco classes de peptidases
que sdo classificadas de acordo com o principal residuo de aminodcido funcional no sitio ativo
(Tabela 1), em peptidases que possuem dcido aspdrtico, dcido glutamico, cisteina, serina e
treonina. Porém, ainda hé as metalopeptidases, que possuem ions metélicos em seu sitio ativo
[3]. Por outro lado, no banco de dados MEROPS, as proteases sdo classificadas em familias, de
acordo com suas similaridades de sequéncias, e em clas, de acordo com sua similaridade
estrutural [4].

Tabela 1- Principais familias de enzimas proteoliticas em plantas.

Familia de proteases Representantes Sitios ativos
Serino proteases Quimotripsina Asp, Ser, His
Tripsina
Elastase
Calicreina pancredtica
Subtilisina
Cisteino proteases Papaina Cys, His, Asp
Actinidina
Catepsina
Aspdrticos proteases Penicilopepsina Asp
Renina
Metaloprotease Termolisina 7Zn, Glu, His
Carboxipeptidase A Zn, Glu, Trp
Treonina proteases  Treonina peptidase autoclivavel Thr

Fonte: Adaptado de North [5]. Aminodcidos dos sitios cataliticos: Asp = aspartato, Cys =
cisteina, His: histidina, Ser = serina, Trp = triptofano, Thr = Treonina. Nas metaloproteases
ha a ocorréncia de ions como Zn = zinco.

Essas enzimas estdo presentes em todos as formas de vida, ou seja, sua ocorréncia é
ubiqua indicando seu papel critico nas fun¢des metabdlicas e regulatérias em muitos processos

bioldgicos, como por exemplo, nos animais elas desempenham funcdes como, coagulagio, ciclo
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celular e fungdes nutricionais. Nas plantas, elas atuam desde a germinacdo da semente até a
senescéncia [6].

Além de sua importancia fisiolégica, as proteases podem ser potencialmente nocivas
para os organismos, uma vez que a hidrdlise de uma ligagao peptidica é um evento irreversivel.
Por sua vez quando had erros e anomalias na atividade das proteases vdrias condicdes
patoldgicas, incluindo cancer e doencas autoimunes podem ocorrer [7,8]. Portanto, o controle
da atividade proteolitica é regulado com precis@o através de sua expressdo genética na forma

de zimogénio e inibicdo de sua atividade através de inibidores especificos [9].

1.2 Inibidores proteicos de proteases

Os inibidores de protease (IPs) sdo moléculas que regulam a atividade de suas proteases
alvo. Os inibidores de natureza proteica sao moléculas diversas, com baixo peso molecular,
alguns com alto teor de residuos de cisteina (Cys), que formam pontes dissulfetos, que os
conferem resisténcias a temperatura, pH e forcas i6nicas [10,11,12].

Além de sua grande estabilidade os inibidores de proteases nos seres vivos
desempenham papéis regulatdrios significativos em processos como, lise celular, coagulacio
sanguinea e vias hormonais. Por isso essas moléculas vém sendo alvos de diversos estudos
biotecnoldgicos, principalmente de estudos farmacoldgicos, visto que sua atividade inibitdria
atua seletivamente sobre o sitio ativo de sua protease alvo, assim minimizando efeitos colaterais
[13].

Os inibidores de origem proteica, podem ser classificados de acordo com suas proteases
alvos, ou seja, foram relatados para quatro, das cinco classes de proteases encontradas nas
plantas, incluindo serina, cisteina, aspartato e metaloproteases (Tabela 2). Os inibidores de
proteases podem ser especificos inibindo apenas uma classe de proteases com altissima
afinidade, ou podem inibir proteases de diferentes classes, isto significa, que possuem valores
distintos de constante de inibi¢do (Ki) para os diferentes tipos de proteases [14].

Os inibidores podem interagir com proteases de maneiras diferentes, porém ha somente
dois mecanismos de interacdo amplamente distribuidos na natureza, reacOes de "captura"
(irreversiveis) e reacOes de ligagdo forte (reversiveis) (Figura 1). As reacdes de captura ocorrem
quando a interacdo inibidor e protease induz a clivagem de uma ligacdo peptidica interna na
estrutura do inibidor, desencadeando uma mudanca conformacional. Por outro lado, as reacdes

de ligacdo forte ou também chamada de mecanismo padrdo, ou candnico, sd30 mais comuns
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entre os inibidores de origem proteicos e a inibicdo ocorre de maneira semelhante a interacao

do complexo enzima substrato (ES) [15,16,17].

Tabela 2 — Principais familias de inibidores de proteases de plantas-

Proteases Classe Familias de inibidores
Serinicas Inibidores de proteases Bowman-Birk
serinicas Kunitz
Batata I
Batata II
Superfamilia de cereais
taumatina
Ragi [-2/milho
Cisteinicas Inibidores de proteases Cistatinas (Fitocistatinas em
cisteinicas plantas)
Aspdrticas Inibidores de proteases Inibidores de proteases
aspdrticas aspdrticas
Metaloproteases Inibidores de Inibidores de carboxipeptidases
metaloproteases AeB

Fonte: Adaptado de Migliolo [18].

Figura 1 - Mecanismos de interagdes dos inibidores de protease.

A) Irreversible “Trapping” Reaction B) Reversible Tight-Binding Interaction

” Protease
° Protease-Inhibitor Complex

- A
N S
“ — Inhibitor
| =4 N

Inhibitor Protease / % %6 !

Fonte: Clemente [19]. (A) Interacdo irreversivel, (B) Interagao reversivel. P1: sitio ativo; RL: loop
reativo.

Os inibidores que sdo classificados como candnicos, ainda apresentam distin¢cdes no
processo de inibicdo, podendo ser competitiva, quando o inibidor compete pelo sitio ativo da
enzima bloqueando-o. Esse tipo de inibi¢do pode ser revertido aumentando a concentragdao de
substrato [20]. H4 também o processo de inibi¢cdo ndo competitiva, sendo mais raro entre os
inibidores, uma vez que o inibidor pode ndo competir pelo sitio ativo da enzima, e se ligar a um
dominio distinto, mudando a conformidade do sitio catalitico, esse tipo de inibi¢do somente
ocorre quando a protease esta complexada com o substrato (ES), transformando-o assim em um

complexo enzima-substrato-inibidor (ESI) [21].
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Assim como as proteases, os inibidores também sao classificados em familias e clas,
através de suas homologias, similaridades sequenciais e estrutura [4]. Tradicionalmente as
familias mais conhecidas sdo Kunitz, Bowman-Birk, Batata I e II, Abobora, Cevada, Cistatinas,
Thaumatin-like e Ragi Al. Dentre estas, as familias Kunitz e Bowman-Birk sdo as mais

estudadas e melhor caracterizadas [20].

1.3 Inibidores de serino proteases de plantas

A histéria dos inibidores de serino proteases tem inicio quando Kunitz [22] isola e
purifica uma proteina das sementes de soja (Glycine max), que tinha a capacidade de inibir a
acdo catalitica da tripsina. Um pouco mais tarde Bowman [23] e Birk [24], conseguem purificar
outra proteina das sementes de soja, porém esse inibidor de protease tinha caracteristica de
inibir além da tripsina, a quimotripsina [25]. Estes estudos preliminares serviram como 0s
primeiros modelos cldssicos metodolégicos para a bioquimica de inibidores de proteases.
Atualmente, é conhecida a sequéncia completa de aminodcidos da maioria dos inibidores ja
identificados [4,26].

Nas plantas os inibidores de serino proteases sao descritos com maior frequéncia em
espécies das familias, Solanaceae, Fabaceae e Poaceae, podendo constituir até 10% do total de
proteinas soldveis, principalmente em 6rgdos de armazenamento como, sementes e tubérculos
[12]. Essas proteinas atuam na regulacdo de diversos mecanismos, porém principalmente, na
defesa contra patogenos e herbivoros [27]. Os inibidores de tripsina, pertencem a classe de
inibidores de serino protease, e tém a capacidade de regular a acao da tripsina, esses inibidores
podem ser classificados em duas familias principais (Kunitz e Bowman-Birk) através de suas
caracteristicas estruturais [28].

Os inibidores pertencentes ao tipo Kunitz sdo proteinas que possuem em torno de 180
residuos de aminoacidos e peso molecular aproximado de 20 kDa, em geral apresentam quatro
residuos de cisteina, formando duas pontes dissulfeto [28]. Por outro lado, os inibidores do tipo
Bowman-Birk sdo moléculas menores com peso molecular em torno de 8 a 10 kDa, e com alto
teor de cisteina, formando uma estrutura assimétrica com dois dominios inibitdrios distintos
[29].

A funcdo mais conhecida e estudada dos inibidores de tripsina € o seu efeito na defesa
da planta [30,31]. Porém estudos com inibidores de tripsina de planta relatam aplicabilidades
terapéuticas, no tratamento de cancer e doencas neuroldgicas, essa caracteristica evidencia

diferentes acdes dessas proteinas fora do seu contexto bioldgico da planta. Atividades como
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anticarcinogénica, inibi¢do do crescimento e induc¢do de apoptose em células leucémicas,
tratamento de inflamacdes pulmonares, e até na producao de kits para diagndstico de doengas,

relatam o potencial bioldgico, biotecnoldgico e econdmico dos inibidores tripsina [32,33].

1.4 Género Bauhinia

Bauhinia ¢ um género de plantas pertencente a familia Fabaceae que compreende mais
de 300 espécies, sendo que 64 destas podem ser encontradas no Brasil. Todos as espécies deste
género sdo popularmente conhecidas como pata de vaca ou unha de vaca, devido a sua
morfologia foliar se assemelhar a pata do animal, essas espécies sdo amplamente distribuidas
em todas as zonas tropicais, principalmente na Africa, Asia e América do Sul, e fazem parte da
medicina popular nessas regioes [34].

As plantas desse género podem ser descritas como de porte arboreo, arbustivo ou
escandente (trepadeiras), folhas do tipo coridceas (duras e rigidas), bifolioladas, isto &,
apresentam dois foliolos, frequentemente unidos, portanto denominada de folha bifoliolada
geminada e flores com um plano de simetria (zigomorfas) de coloracdo variada e fruto do tipo
legume [35].

Folhas, cascas do caule e raizes de algumas espécies do género sdo utilizadas como
medicamentos contra vdrias patologias e sintomas, como diabetes, inflamacdo, infeccdes e
dores [36]. Diversos estudos relatam a presenca de metabdlitos primdrios (lectinas e inibidores
de proteases) e secunddrios (alcaloides, quinonas, lactonas e terpenos), sendo responsaveis por
suas propriedades medicinais [37]. Atividades como antitumoral e anticoagulantes ja foram
descritas para as moléculas bioativas desse género [38,39].

As espécies do género Bauhinia t€m sido estudadas hd muito tempo com a finalidade
de determinar cientificamente suas possiveis propriedades farmacoldgicas, uma vez que o
género Bauhinia faz parte das plantas medicinais indicadas pelo Sistema Unico de Satde no
Brasil [40]. Toda via, apenas uma pequena parcela de moléculas foi descrita para este género.
Assim torna — se primordial as prospeccdes de novas moléculas bioativas e suas aplicabilidades,
principalmente o isolamento e purifica¢do de proteinas de espécies pouco descritas na literatura

como a espécie em estudo B. pulchella.

1.4.1 Bahuinia pulchella
E uma espécie de planta arbustiva, com folhas bifolioladas, sendo reduzidas entre as

inflorescéncias (periodo de floragdo em julho), com pétalas lineares e vagens com os frutos
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deiscentes. B. pulchella (Figura 2) é encontrada em toda a regido do cerrado, abrangendo os
estados do Maranhdo, Bahia, Tocantins, Ceara, Rio Grande do Norte, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Rondonia, Minas Gerais e Para [41]. Porém na literatura ndo ha nenhum trabalho
que aborde a purificacdo de proteinas para esta espécie, sendo descrito apenas dois trabalhos
que retratam a presencga de flavonoides com efeito antioxidante [42] e taninos com atividade
anti-helmintica [43] para esta planta.

A classificacdo da espécie em estudo:

Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Ordem: Fabales

Familia: Fabaceae

Subfamilia: Caesalpinioideae

Tribo: Cercideae

Subtribo: Bauhininae

Género: Bauhinia

Espécie: Bauhinia pulchella

Figura 2 - Bauhinia pulchella, A = Folhas bifolioladas; B= Vagens verdes; C= Vagens maduras
deiscentes. Fonte: Autor

1.5 Inibidores Tipo-Bahuinia

Sementes do género Bauhinia sao fontes de compostos biologicamente ativos e contém
altas concentracdes de inibidores de proteases. que podem ser extraidos e purificados por
cromatografia de afinidade em tripsina-Sepharose. Uma vez que o rendimento global do
processo de purificacdo € de 30% e os inibidores aparecem como uma unica cadeia
polipeptidica com massa molecular aproximada de 20 kDa [44].

Os inibidores do tipo Kunitz isolados de espécies do género Bauhinia (Caesalpinoideae)

(Tabela 3), apresentam similaridade significativa na sequéncia de aminodcidos entre si e sao
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agrupados na Familia 103, de acordo com o banco de dados MEROPS [4], que sdo divididos
em diferentes "tipos" com base na homologia de seus membros. Um desses tipos € o "inibidor
de tripsina do tipo-Bauhinia", que compreende inibidores isolados do género Bauhinia e
inibidores isolados da subfamilia botanica Caesalpinoideae, todos esses inibidores possuem
quatro residuos de cisteina [20].

Porém ainda ocorrem inibidores do tipo Kunitz, isolados do género Bauhinia que
possuem somente dois residuos de cisteina, estes individuos sdo agrupados em inibidores de
Bauhinia do tipo II. Também ha inibidores que possuem somente um residuo de cisteina, que
sdo agrupados na familia de inibidores 103.12, e os inibidores que ndo possuem residuos de
cisteina, pertencentes a familia 103.16 [4,20].

Os inibidores isolados do género Bauhinia, ainda podem diferir em sua especificidade
inibitoria, podendo inibir serino ou cisteino proteases (Tabela 3), possuindo valores distintos de
Ki (constante de inibi¢do), principalmente quando submetidos a inibir enzimas relacionadas a
cascata de coagulacdo sanguinea [29].

Tabela 3 - Inibidores purificados do género Bahuinia.
Nome do inibidor Proteases que inibem

BvTI, inibidor de tripsina B. variegata

BuXI, inibidor do fator Xa de B. ungulata

BvcTlI, inibidor de tripsina B. variegata candida

BbKI, inibidor da calicreina B. bauhinioides Serino proteases

BrTl, inibidor de tripsina B. rufa

gBrEl inibidor da elastase B. rufa, forma glicosilada

BmT1, inibidor de tripsina de B. mollis

BmEI, Inibidor de elastase de B. mollis

BbCl, inibidor da cruzipaina de B. bauhinioides Cisteino proteases
Fonte: Adaptado de Oliva e colaboradores [20] e Valois e colaboradores [45].

1.6 Hemostasia

A hemostasia € um mecanismo fisioldgico essencial para a vida que envolve o equilibrio
dindmico entre os fatores pro-coagulantes e anticoagulantes. Esse processo tem como fung¢do
manter o sangue em um estado fluido na corrente sanguinea e cessar sangramentos apds lesdes
vasculares, limitar a perda de sangue para regides externas, e posteriormente a restauracao da
integridade vascular. [46,47].

Quando ocorre um dano vascular, a superficie subendotelial desencadeia uma variedade
de fatores (Tabela 4) e reacdes induzindo a vasoconstricdo, adesdo e ativacdo de plaquetas,
ativacdo da coagulagdo e deposi¢do de fibrina na parede do vaso. Apds a regeneragao do tecido,

o codgulo de fibrina € dissolvido e o fluxo sanguineo € restaurado [46,48]. Uma perturbagdo
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neste equilibrio onde existe a interacdo de elementos pro-coagulantes e anticoagulantes pode

levar a eventos trombdticos em excesso ou a hemorragias severas [49].

Tabela 4 — Fatores de coagulacdo.

Numero do fator Nome descritivo Forma ativa
11 Protrombina
VII Proconvertina
IX Fator Christmas Serino protease
X Fator Stuart-Prower
XI Antecedente de tromboplastina plasmatica
XII Fator Hageman (Pré-calicreina)
III Fator tecidual
\% Fator 14bil Cofator
VIII Fator anti-hemofilico (Fitzgerald)*
I Fibrinogénio Subunidade de fibrina
XIII Fator estabilizador da fibrina Transglutaminase

Fonte: Hoffbrand e Moss [50]. *Ativado sem clivagem proteolitica.

A hemostase pode, entdo, ser dividida em primdria, secunddria e fibrindlise, sendo que
a hemostase primdria corresponde a resposta rdpida. Nesta fase, ocorre a contracdo do vaso
sanguineo (vasoconstricdo) de forma a parar a hemorragia e em seguida o endotélio lesado
libera substancias pro-coagulantes que ativam as plaquetas, promovendo sua aderéncia entre si
e ao endotélio (ativacdo e agregacdo plaquetdria) [51].

Por sua vez, a hemdstase secundéria tem inicio quando hd uma maior lesdo nos vasos e
tecidos circundantes. Ocorrendo a ativacdo de proteinas plasmaticas e fatores de coagulacao
que no final irdo levar a sintese de trombina que promove a conversdo de fibrinogénio em
fibrina que ird intensificar o codgulo tornando-o mais estavel [51].

O evento final da hemdstase, a fibrindlise (lise da fibrina), promove a dissolu¢do do
coagulo de fibrina enquanto ocorre o processo de cicatrizacdo e as vias de regulacdo da
coagulacdo atuam como mecanismos anticoagulantes naturais, através da inibicdo enzimética

ou modulando a atividade dos cofatores [49,51].

1.6.1 Coagulacio sanguinea

O conceito mais aceito de coagulacdo surge em 1964, quando Macfarlane propos um
modelo de separacdo de duas vias de iniciacdo da coagulagdo que resultavam em uma “via
comum” (Figura 3), que por fim levava a ativacdo da trombina, também denominada fator II

(FII). A fase inicial da coagulagdo pode se dar por duas vias distintas: uma envolvendo o fator
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tecidual (TF), ou também chamada de via extrinseca; e outra envolvendo a ativagdo por contato,

denominada de via intrinseca [52].

Via intrinseca

CAPM
Pré-calicreina

& >N

Via extrinseca

Fator tecidual

=N — — £

VIIia

N\ /

Via comum
7 g

Va
N

= % XIIIa

Superficie fosfolipidica |

Figura 3 — Modelo cléssico da cascata de coagulag@o sanguinea. Fonte: Palta e colaboradores [53].

A via intrinseca comeca pela auto-clivagem do fator XII quando em contato com
superficies hidrofilicas, ocorre a conversdo da pré-calicreina em calicreina e finalmente a
ativacdo do fator XI. O fator Xla aciona o fator IX, que se complexa com o fator VIIla. A
presenca do fator VIIla junto ao IXa amplia seu poder catalitico levando a conversio de X em
Xa. Ja a via extrinseca € desencadeada pela formacdo do complexo TF:VIla que juntos ativam
o fator X. Agora na “viacomum”, em que via intrinseca e extrinseca se convergem para ativacao
do fator X, o fator Va funciona como cofator do fator Xa, levando-o a ativar o FII (protrombina)
gerando trombina (FIla). A trombina transforma entdo o fibrinogénio (FBG) e posteriormente
em fibrina (FB) [54].

Estudos atuais relatam que o modelo da cascata de coagulacdo que melhor explica os
eventos hemostéticos in vivo € o modelo baseado em superficies celulares (inter-relacdo entre
as vias de coagulacdo) [55]. Entretanto, o modelo cldssico de coagulacdo que divide as via

intrinseca e extrinseca, que convergem em uma via comum, apesar de suas limitagdes, €
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particularmente util para a compreensao dos testes de coagulacdo in vitro, principalmente sobre

o mecanismo de a¢do de medicamentos anticoagulantes [56].

1.6.2 O modelo da coagulacao baseado nas superficies celulares

Este modelo relaciona as vias de coagulacao anteriormente descritas com o importante
papel das plaquetas, mostrando que essas vias ndo funcionam de forma independente (Figura
4) [51]. De acordo com este modelo, a coagula¢do pode ser dividida em trés fases: iniciacao,

amplificacdo e propagacado [55].

Iniciacdo Propagacio

I
I
I
I
I
I
|
|
I
I
I
I
|

Amplificacdo

Figura 4 — Modelo da coagulagdo sanguinea baseado nas superficies celulares. Fonte:
Adaptado de Ferreira e colaboradores [55].

Na fase de iniciacdo, o FT expresso apds a lesdo dos vasos se liga ao fator VII,
promovendo assim a ativacao do fator VIla. Em seguida, o complexo fator VIIa-FT inicia uma
clivagem gradual de pequenas quantidades de fator X e IX. O fator Xa em conjunto com o fator
Va formam o complexo protrombinase que convertem pequenas quantidades de protrombina
em trombina [49,55].

A fase de amplificacdo comeca com a acumulacdo de pequenas quantidades de
trombina, que ativam as plaquetas a se deslocarem ao local da lesdo. Estas plaquetas ativadas
vao produzir substancias quimiotaticas que atraem os fatores de coagulacdo e a0 mesmo tempo
liberam pequenas quantidades de fator V parcialmente ativado. Outro papel da trombina € a de
converter o fator V em Va, aumentando a atividade do complexo protrombinase e converter o

fator VIII a VIIla nas plaquetas [54].
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Na fase de propagacdo, quantidade maior de plaquetas dirigem-se ao local lesado. O
fator 1Xa, se ligar ao fator VIIla formando o complexo tenase. Este complexo catalisa a
conversdo do fator X em Xa. O fator Xa se liga entdo ao fator Va formando o complexo
protrombinase que catalisa a forma¢ao de protrombina em trombina. E por fim a trombina

converte o fibrinogénio em fibrina, formando um codgulo estavel [54,55].

1.6.3 Fibrindlise e inibidores da coagulacio

A funcido do sistema fibrinolitico € dissolver o codgulo formado e limitar sua extensio
através de diversas enzimas proteoliticas, por exemplo, a plasmina, uma serina-protease
semelhante a tripsina que possui uma grande afinidade para a fibrina e por consequéncia, ao
codagulo [57].

Além do sistema fibrinolitico que regula as reacdes bioquimicas do processo de
coagulacdo, os inibidores naturais da coagulacdo também estdo envolvidos. Esses inibidores
regulam estritamente as proteases envolvidas na coagulacdo que em sua maioria sao serino
proteases, com o intuito de evitar a protedlise em excesso, a producao inadequada de fibrina e
a oclusdo vascular, como por exemplo o inibidor TFPI que inativa os fatores VIla e Xa,
causando a supressao rdpida da coagulacdo, mecanismo esse utilizado por alguns medicamentos

anticoagulantes (Figura 5) [53].

Via Intrinseca Via Extrinseca

Fator XI —— Fator Xla

F d | Fator tecidual
Fator IX €@p—— Fator IXa Fator Vila <@ Fator Vii
varfarina varfarina
Fator de von
willebrand

Fator Vi ———————————> Complexo VilI \

Fator X <@p——>  Fator Xa

Varjaring Rivaroxabana
Apixabana
Fator V ——— > Fator Va Edoxabana
Heparina ndo fracionada
Heparinas de baixo peso molecular
Via Final Comum Protrombina Trombina
varfaring Heparina néo
fracionada
* Dobigatrana
Fibrinogénio Fibrina

Figura 5§ — Cascata de coagulagdo com os locais de acdo dos medicamentosanticoagulantes. Fonte:

Fernandes e colaboradores [56].
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1.7 Prospeccao de moléculas anticoagulantes

A utilizacdo de plantas medicinais pelo homem para fins terapéuticos € tao antiga quanto
a sua histéria [58]. Por isso, véarios estudos vém investigando a presenca de compostos quimicos
com potencial biolégico em extratos vegetais, principalmente em plantas utilizadas pelas
comunidades locais, no tratamento das indmeras enfermidades, inclusive no tratamento de
hemorragias e infec¢des [59].

O cerrado apresenta uma rica biodiversidade, oferecendo os mais diversos recursos
naturais como, raizes, cascas, resinas, 6leos, folhas, argilas, d4gua, que podem ser coletados em
suas dreas nativas [59]. A utilizacdo das plantas medicinais por meio da populacdo nem sempre
¢ feito da maneira correta, devido aos mais diversos modos de preparo, podendo assim haver
uma perda do principio ativo, seguido da reducgdo do efeito desejado. Dessa forma, a ciéncia
usa o conhecimento empirico produzido pela comunidade para a descoberta e/ou a validacao
da informacao cientifica desse conhecimento [58,61].

Atualmente, as doengas que acometem o sistema circulatorio sdo uma das principais
causas de 6bitos no mundo e geram grandes despesas, principalmente por causa da quantidade
de medicamentos com atividades antitrombotica, anticoagulante e antiplaquetdria que sao
utilizados nos tratamentos continuos [62,63]. Porém, os tratamentos com drogas
anticoagulantes trazem efeitos adversos aos pacientes, como hemorragias € imunossupressao.
Estas e outras inconveni€ncias nos tratamentos com farmacos anticoagulantes vem
incentivando a busca por novas alternativas terapéuticas [64] e as plantas tém sido,
historicamente, a primeira fonte de moléculas bioativas (lectinas, proteases e inibidores de
proteases) e atualmente as mais recorrentes com atividades anticoagulantes e antitrombdticas
[65].

O que leva a investigacOes sobre alternativas naturais, através de ensaios exploratorios
para identificar novos anticoagulantes provenientes de plantas medicinais, capazes de inibir as
enzimas da via de coagulacdo e reduzir a ativacio das plaquetas sanguineas, sem causa efeitos
desfavoraveis ao organismo [66]. Como por exemplo os estudos que descreveram a atividade
anticoagulantes dos inibidores isolados do género Bauhinia (BbKI, inibidor calicreina B.
bauhinioides, e BuXIl, inibidor do fator Xa de B. ungulata) [44]. Que funcionam como forte
incentivo pela busca de novos inibidores em espécies do género Bauhinia que possam elucidar
os mecanismos de interacdo dessas proteinas sobre a cascata de coagulacdo sanguinea,

prospectando possiveis medicamentos antitrombdticos naturais.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Purificar e caracterizar um novo inibidor de tripsina das sementes de B. pulchella,

avaliando sua cinética enzimadtica e seu efeito in vitro na coagulacdo sanguinea.

2.2 Objetivos especificos

Extrair, purificar um novo inibidor de tripsina das sementes de B. pulchella;
Caracterizar os parametros fisico-quimicos do novo inibidor de tripsina das
sementes de B. pulchella;

Estimar o comportamento cinético do inibidor;

Avaliar o efeito do inibidor, in vitro, na cascata de coagulagdo sanguinea.
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Abstract
Trypsin inhibitors (TIs) have the ability to bind competitively to trypsin and inhibit its action.
These inhibitors are commonly found in plants, and can act on biological models, such as the
blood coagulation cascade, given the importance of serine proteases for this process. Recently,
TIs have been drawing attention for their anticoagulant activity and low toxicity. Thus, this
work aimed to purify a new trypsin inhibitor from Bauhinia pulchella seeds, describing its
kinetic mechanism and anticoagulant effect. Affinity chromatography in trypsin-Sepharose 4B
column led to a yield of 43.1%, later named of BpTI (Bauhinia pulchella trypsin inhibitor).
BpTI has an apparent molecular mass of 20 kDa with glycosylation (1.15%) spots on its
structure. BpT1 inhibits bovine trypsin as uncompetitive inhibitor with ICso (3 x 10° M) and Ki
(1.05 x 10° M). Additionally, BpTI showed high stability to temperature and pH variations
maintaining its activity up to 100 °C and at extreme pH ranges. However, the inhibitor is
susceptible to reducing agents, such as DTT, which completely inhibit its activity. The BpTI
showed in vitro an anticoagulant effect at the concentration of 33 uM, prolonging the
coagulation time in the intrinsic and common pathways. Our results encourage further in vivo

studies, prospecting BpTI as a natural antithrombotic agent.

Keywords: Fabaceae; Inhibitor; blood coagulation.
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1.Introduction

Protease inhibitors (PIs) are ubiquitous molecules that regulate proteases through
different mechanisms by complete or partial inhibition [1,2]. PIs are classified according to
their target proteases in serine, cysteine, aspartic, and metalloprotease inhibitors [3]. Classified
in the serine family, trypsin inhibitors regulate trypsin activity by bind to it either competitively
or uncompetitively [4]. These inhibitors are found in plants and animals [5] presenting great
inhibitory potential on blood coagulation and fibrinolysis and enzymes as on enzymes involved
in digestion and in inflammation [6].

The Fabaceae family is a target of studies aimed at purifying new trypsin inhibitors. The
genus Bauhinia hosts plants popularly known of cow's hoof and are well explored to find and
isolate these molecules. [7]. Trypsin inhibitors from Bauhinia genus have been described by
presenting biological properties such as, anti-inflammatory and antimetastatic [8].

Trypsin inhibitors could be employed in the treatment of diseases that affect the
circulatory system since the cascade of blood clotting is mostly coordinated by serine proteases
[9]. These diseases are the most causes of death in the world and generate large monetary
expenses, mainly due to the employment of antithrombotic, anticoagulant, and antiplatelet
drugs used in continuously treatments [10,11].

The treatment with anticoagulants unfortunately brings adverse effects to patients, such
as hemorrhages and immunosuppression. These and other drawbacks in anticoagulant drugs
have encouraged the search for new therapeutic alternatives [12]. Based on that, plant proteins
have been receiving attention given their anticoagulant activity and low toxicity [13]. Therefore,
the objective of this work is to purify a new trypsin inhibitor from Bauhinia pulchella seeds,

describing its kinetic mechanism and anticoagulant effect.

2. Material and Methods

2.1 Materials

B. pulchella seeds were collected from plants located at, Chapadinha, Maranhao, Brazil
(3°44'08.5"S  43°18'60.0"W). The plant was identified in the Herbarium Prisco
Bezerra/Universidade Federal do Ceard, number 6,0212, and registered in SISGEN (Sistema

Nacional de Gestao do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado, ID:
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AF8E1DD). Reagents were purchased from Sigma Aldrich. Chromatographic columns,
gradient gel were obtained from GE Healthcare Life Science (New York, USA). All other
chemicals were purchased from Sigma-Aldrich Co (St.17 Louis, USA).

2.2 Trypsin inhibitory activity assay

This assay was carried according to Erlanger [17], using BApNA (Na-benzoyl-DL-
arginine-p-nitroanilide) to determine the residual hydrolytic activity of bovine trypsin. The
samples were prepared in 0.05 M Tris-HCI, pH 7.5 containing 0.02 M CaCl,, and incubated in
a water bath with 10 uL trypsin (0.3 mg mL"in 0.001 M HCI) at 37 °C. After 10 min incubation,
500 uL of 1.25 x 10° M BApNA (prepared in 0.05 M Tris-HCI buffer, pH 7.5) was added, and
the mixture incubated (37 °C for 15 min). Next, 120 uL of 30% (v/v) glacial acetic acid were
added to stopped the reaction. The absorbance was monitored at 410 nm. Each activity unit (IU)
was defined by decrease of 0.01 units of absorbance at 410 nm in relation to the control sample

(without inhibitor).

2.3 Protein extraction and purification

Mature seeds from B. pulchella were ground into a fine powder homogenized in 1:10
(w/v)in 0.1 M glycine buffer pH 9.0 containing 0.15 M NaCl, 5 x 10~ M and incubated at room
temperature under continuous stirring for 4 h before centrifugation at 8,000g for 20 min at 4 °C
(High-Speed Refrigerated Centrifuge, Hitachi, Japan). The precipitate was discarded, and the
supernatant, designated as SPE (soluble protein extract), loaded onto a Trypsin-Sepharose 4B
column (2.5 x 5 cm) pre-equilibrated with 0.025 M Tris—HCl buffer pH 7.5 containing 0.15 M
NaCl, 5 x 10 M (Better conditions according to optimal pH screening for chromatographic
column extraction and balance. Data not shown). The non-retained proteins were eluted with
the equilibration buffer. The fractions retained were eluted with 0.1 M glycine buffer pH 2.6
containing 0.15 M NaCl and collected manually in 1.5 mL fractions were collected at a flow
rate of 30 mL.h"'. The protein elution was monitored at 280 nm (Genesys 10S UV-Vis
spectrophotometer, Thermo Scientific, USA) and the fractions with trypsin inhibitory activity

were pooled, dialyzed against distilled water, and lyophilized for further analysis.
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2.4 Enzyme specificity

The chymotrypsin inhibitory activity was evaluated using azocasein as the substrate
[19]. One hundred microliters of BpTI (3 x 10 M) were incubated at 37 °C with 10 pL
chymotrypsin solution (0.3 mg/mL"! prepared in 0.05 M Tris-HCI, pH 7.5, containing 0.02 M
CaCl,). After 15 min incubation, 200 pLL 1% (m/v) azocasein (prepared in same buffer above)
was added and the mixture was incubated for 30 min, 37 °C. Solution of 20% (v/v)
trichloroacetic acid was used to stopped the reaction. Next, the mixture was centrifuged
(10.000g, 10 min, room temperature) and 500 pL of the supernatant were homogenized with
500 pL of 2 M NaOH. Then, the absorbance was measured at 440 nm.

The papain inhibitory assay was determined using BANA (Na-benzoyl-DL-arginine 3
naphthylamide hydrochloride) as the substrate [20]. Firstly, were mixed: 60 uL of papain
solution (0.02 mg/mL" in 0.25 M sodium phosphate buffer, pH 6.0), 40 uL of the activating
solution (0.25 M sodium phosphate buffer, pH 6.0, 2 x 10° M EDTA, 3 x 10> M DTT, 200 uL
0.25 M sodium phosphate buffer, pH 6.0, and 200 uL of BpTI (3 x 10°® M) After incubation
(37 °C for 10 min), 200 uL of 1 x 10 M BANA (solubilized in dimethyl sulfoxide and 0.25 M
sodium phosphate buffer, pH 6.0) were added. After 20 min, the reaction was stopped by the
addition of 500 uL 2% (v/v) HCIl in 95% (v/v) ethanol. Next, 500 uL of 0.06% (m/v) DMACA
(4-[dimethylamino]-cinnamaldehyde), dissolved in 95% (v/v) ethanol were added and
incubated for 30 min (room temperature), and the absorbance was measured at 540 nm. To
both assays, the residual enzymatic activity in the presence of inhibitor was calculated in

relation to the enzymatic activity in the absence of inhibitor.

2.5 Protein concentration and electrophoresis (SDS-PAGE) 12.5%

The concentration of total soluble proteins was estimated by the Bradford s method [14],
using bovine serum albumin (BSA) as a standard protein.

The inhibitor was subjected to 12.5% sodium dodecyl sulfate — polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) under denaturing and reducers conditions [15]. After was stained

with Coomassie brilliant blue (R-350).
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2.6 Glycosylation

The glycosylation of BpTI (50 uM in 0.15 M NaCl) was subjected to the methodology
described by Dubois [16] using glucose as the standard.

2.7 ICso and kinetic analysis

The BpTI concentration to reduce in 50% the trypsin activity (ICso) and kinetic analysis
were determined as described in 2.5 section. BpTI (with concentrations range of 9 x 10° M to
2 x 10° M) was prepared in 0.05 M Tris-HCI, pH 7.5 containing 0.02 M CaCl, and incubated
with 10 pL trypsin (0.3 mg/mL! in 0.001 M HCI) at 37 °C for 10 min. Then, were added 500
uL of BApNA at different concentrations (0.5-3.0 x 10> M). After incubation at 37 °C for 15
min, the reaction was interrupted by addiction of 30% (v/v) glacial acetic acid. The BApNA
hydrolysis was monitored at 410 nm. A Lineweaver—Burk double reciprocal plot was
determined using the reciprocal of the rate of the enzyme reaction (1/v) versus the reciprocal of
the substrate concentration (1/[S]) in the absence and presence of inhibitor. The inhibition
constant (Ki) was obtained according to Dixon [18]. Ki was by determined intersection of the
three lines at the x-axis, corresponding to the BApNA concentrations (0.5 x 10> M, 1.25 x 10°
3 M, and 3.0 x 107 M).

2.8 Stability of the inhibitory activity against bovine trypsin

To evaluate the thermal stability of BpTI, the inhibitor was prepared (3 x 10 M) in 0.05
M Tris-HCI buffer, pH 7.5 and incubated in a water bath at different temperatures (40 to 100
°C) for 30 min. After cooling (25 °C + 2 °C) the residual inhibitory activity of the BpTI against
trypsin was measured as described in 2.5.

To evaluate the pH influence in the inhibitory activity of BpTI, the inhibitor was
prepared (3 x 10 M) in different buffers: sodium citrate (pH 4.0), sodium acetate (pH 5.0),
sodium phosphate (pH 6.0 and 7.0), Tris—HCI (pH 8.0) and glycine—-NaOH (pH 9.0 and 10.0).
After incubation (at 25 £ 2 °C for 30 min) the residual trypsin inhibitory activity was determined
as previously described in 2.5 [21].

The influence of reducing agent on the trypsin inhibitory activity of BpTI was

determined as previously described by Bezerra [22]. BpTI (3 x 10°® M) was incubated with DTT
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in different concentrations (0.001, 0.01 and 0.1 M) for 15, 30, 60, and 120 min. After
incubation, the reaction was interrupted by adding iodoacetamide at twice the DTT

concentration, and the residual inhibitory activity was determined.

2.9 Assay biological:

2.9.1 Human plasma

The experiments were be carried out after the approval of the Ethics Committee on
Research in Human Beings of the Universidade Federal do Cariri. Human blood was obtained
from healthy donors from the Centro de Hemoterapia do Ceard, who did not use medicines,
according to resolution 466/2012 of the National Health Council, Brazil. Samples were
collected in tubes containing 3.2% sodium citrate and centrifuged to obtain platelet-rich plasma

(PRP, 118g, 10 minutes, 25 °C) and platelet-poor plasma (PPP, 1,062g, 15 minutes, 25 °C).

2.9.2 Evaluation of anticoagulant activity of BpTl in vitro

The tests of activated partial thromboplastin time (aPTT) and prothrombin time (TP)
(Diagnostic BIOS) assess intrinsic and extrinsic pathways of coagulation cascade, respectively,
and the thrombin time test (TT) evaluates the rate of conversion of fibrinogen to fibrin
(Instrumentation Laboratory). All experiments were performed according to the manufacturer’s
specifications.

For aPTT, 90 uL of PPP was incubated (37 °C, 1 min) with 10 pL of the inhibitor (6.6,
33, 66 uM) and saline (0.9% NaCl). Then, 100 pL of cephalin reagent was added to the mixture
and incubated for 3 min. The coagulation was triggered by the addition of 100 pL of calcium
chloride (0.25 M). For TP test, PPP (90 puL) was incubated (37 °C, 2 min) with 10 pL of the
inhibitor (6.6, 33, 66 uM) and saline (negative control). After incubation, the thromboplastin
reagent (200 pL) was added for the triggering coagulation.

For TT, PPP (90 puL) was incubated (37 ° C, 1 min) with 10 pL of the inhibitor (6.6, 33,
66 uM), and saline. After incubation, the thrombin reagent (100 pL) was added for coagulation
time determination. All the tests were performed in triplicate (n=3) and the data expressed in
seconds (s) and as ratio (T1/TO) of clotting time in the presence (T1) and absence of inhibitor

(TO).
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2.10 Statistical analysis

All analyzes were performed at least in triplicate and the results were expressed as the
mean + standard deviation. All analyzes were performed using the GraphPad Prism software
(version 6.0). For each set of results, analysis of variance (ANOVA) was applied, followed by

the Bonferroni test. Where P < 0.05 was considered significant difference between the means.

3. Results

3.1 Inhibitor Purification

The purification process of the trypsin inhibitor from B. pulchella seeds involved only
two steps: extraction (SPE), and an affinity chromatography technique (Table 1). The extract
showed a weak inhibitory activity against trypsin (0.240 IU mgP!), however through the
purification process (Figure 1), we obtained a sample with a very strong inhibitory activity
against trypsin (603.5 IU mgP '), evidencing the effectiveness of the chromatographic step. The
purification index of BpT1 is 2,514.5 times with a recovery of 43.1%. The purified inhibitor was
called BpTI (B. pulchella trypsin inhibitor).

Table 1. Purification steps of BpTL.

Steps Total Total inhibitory  Specific activity ~ Yield®  Purification
protein® activity® (IU) (IU. mg! (%) fold!
rotein) (x)
(mg) P
Soluble protein 1.16 0.278 0.240 100 1
extract (SPE)
Trypsin- 0.5 301.75 603.5 43.1 2,514.5

Sepharose 4B

Results are presented as the average of six similar runs.

*The total amount of protein recovered from 4 g of flour from B. pulchella seeds.
®One IU (trypsin inhibitory activity unit) was defined as the decrease in 0.01 unit of absorbance
at 410 nm.

“The recovery of protein at each purification step (SPE 100%).

dPurification index is calculated as the ratio between the specific activity obtained at each
purification step and that of the SPE taken as 1.0.
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3.2 Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and carbohydrate dosage

The electrophoretic profile of the inhibitor (Figure 1) proved the purity of BpTI. The
electrophoresis showed BpTI has only one major band with an apparent molecular weight of
20 kDa, both in the absence and presence of B-mercaptoethanol, and its extract has only two
well-evidenced bands, but only one of them was conserved after the purification process. In

addition, BpTI proved to be a glycosylated inhibitor, with carbohydrate content of 1.15%.

Mr L1 L2 13 14

PI 97
£ 3 66
55
= 2,5 45 g
~N
g 2 Glycine 0.1 M pH 2.6 36
c
g 1,5 ‘ 29
§ 4 24
% PII
0,5 20—
g : a0
1 11 21 31 41 51
Fractions

Figure 1. BpTI purification. (A) Elution profile of Trypsin-Sepharose 4B chromatography,
fractions of 1.5 mL were collected at a flow rate of 30 mL.h"! and measured at absorbance of
280 nm. PI (non-retained proteins), PII (retained proteins). (B) SDS-PAGE profile of BpTI,
(L1) Molecular mass markers: phosphorylase B, 97 kDa; bovine serum albumin, 66 kDa;
glutamic dehydrogenase, 55 kDa; ovalbumin, 45 kDa; glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase, 36 kDa; carbonic anhydrase, 29 kDa; trypsinogen, 24 kDa; trypsin inhibitor,
20 kDa; (L2) Soluble protein extract SPE (0.5 uM); (L3) BpTI PII eluted trypsin-Sepharose 4B
(0.5 uM); (L4) BpTI PII + B-mercaptoethanol (0.5 uM in 5%).

3.3 Enzymatic specificity, IC50, inhibition mechanism, and Ki determination

BpTI strongly inhibited the bovine trypsin (serine protease), however showed no
inhibition against chymotrypsin (also a serine protease) and papain, a cysteine protease. Its ICso
for trypsin was 3 x 10 M (Figure 2), the Lineweaver — Burk (Figure 3) and Dixon (Figure 3)

(Diagrams of 2 insertions) revealed that the maximum reaction velocity decreases due to
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inhibitor concentration, indicating that BpTI is an uncompetitive inhibitor, with a Ki of 1.05 x

10° M.
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Figure 2. Inhibition parameters of BpTI against trypsin. Relationship between the inhibitory
activity (%) versus BpTI concentration to calculate 1Cso.
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Figure 3. Enzymatic kinetics of BpTI (A) The Lineweaver-Burk double-reciprocal plot of BpTI
at different concentrations showing the uncompetitive inhibition mechanism. (B) Dixon plot to
assess the inhibition constant (Ki = 1.05 x10 M) of BpTI.

3.4 Temperature, pH, and DTT stability

The BpTI was thermostable up to 90 °C. The activity of BpTI only reduced 9% when
incubated at 100 °C (Figure 4A). The BpTI stability was not compromised when incubated at
different pH (Figure 4B), it remained constant, without loss of activity, in all tested pH ranges

(4 to 10), with the optimal inhibitory activity at pH 6. However, the inhibitor in the presence of
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DTT (Figure 5) had a reduction of 90% on its inhibitory activity at the concentration of 0.01 M

for 2 hours and 100% of its activity when exposed to higher DTT concentration.
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Figure 4. Stability of BpTI. (A) Thermal stability. Inhibitory activity after incubation of BpTI
for 30 min. at temperatures varying from 40 to 100 °C. (B) pH stability of inhibitor after
incubation for 30 min at 25 + 2 °C, at the pH range of 4.0 to 10.0. The residual trypsin inhibitory
activity was measured using BApNA as substrate. The bars represent standard deviation of
three replicates.
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Figure 5. Stability of BpTI after incubation with 0.1 M DTT concentration. The residual trypsin
inhibitory activity was measured using BApNA as substrate. The bars represent standard

deviation of three replicates. The statistical analysis included ANOVA followed by Bonferroni
test. *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 vs. Control.

3.5 Effects of BpTI in blood coagulation in vitro

The BpTI was able to prolong the time of clot formation in the aPTT and TT tests but

did not interfere in the time of clot formation in the PT test (Figure 6), which shows the affinity
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of the interaction of the inhibitor with the coagulation factors belonging to the intrinsic and
common pathway of the blood coagulation cascade. The extrinsic pathway was not affected by

the concentrations tested, but there was a statistical difference between treatments.
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Figure 6. The influence of BpTI on blood coagulation. The results were determined by activated
partial thromboplastin time (aPTT, A), prothrombin time (PT, B) and thrombin time (TT, C).
Mean + SEEM. (n = 3). ANOVA and Bonferroni test. *p<0.05 vs. saline. ANOVA and
Bonferroni test. *p<0.05 vs. saline; **p<0.05 vs. BpTI (6.6 and 33 uM).

4. Discussion

The purification of protease inhibitors requires at least 3 or more steps during the
purification process, normally starting with precipitation by ammonium sulfate, acetone, or
TCA. Gel filtration chromatography or ion exchange are the most chromatographic steps
employed. Finally, affinity chromatography to generate a high degree of purity but very low
protein yield [23,24,25]. BpTI was purified using a different strategy from the ones used, being
purified with only two steps, the extraction in the basic buffer and affinity chromatography in
the column of Trypsin Sepharose 4B (Figure 1). In this context, trypsin affinity chromatography
selected, in the protein peak obtained after elution with glycine 0.1 M pH 2.6, only proteins that
exclusively interact with trypsin [26].

Primary affinity for trypsin and apparent molecular weight of 20 kDa are characteristics
often described for trypsin inhibitors [27]. Similar results were found for B. rufa trypsin
inhibitors [28] Senna tora [29], and Cassia leiandra [25]. Here, it can be pointed out that the
BpTI through its characteristics and because it is a purified inhibitor of the genus Bauhinia it
can be within one of the families of Bauhinia-type inhibitors. However currently, the

distribution of inhibitors in their families occurs by techniques involving sequencing and
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homology [30,31] and not just by the type of enzymes that inhibits and molecular weight of
protein.

Plant proteins because they have important functions, which are often catalytic, are
synthesized in the form of proproteins, requiring post-translational mechanisms such as
glycosylation to give rise to their active form [32]. Protease inhibitors of plant origin are mostly
glycosylated, that is, their genic expression requires mechanisms after protein synthesis, such
as B. rufa elastase inhibitor glycosylated form [33].

Generally, inhibitors sit competitive inhibition, however, BpTI presented uncompetitive
kinetics, indicating that the inhibitor interacts only as enzyme-substrate complex (ES complex)
outside the catalytic site, thus forming inhibitor-enzyme-substrate complex (ESI), this means
that the inhibitor binds to the enzyme only if it is already in interaction with its substrate [34].
Few reports bring uncompetitive inhibitors such as Moringa oleifera inhibitors [35] and C.
leiandra [25]. BpTI ICso of 3 x 10 M demonstrates that it is a potent trypsin inhibitor, which
this low concentration is sufficient to inhibit 50% of the catalytic activity of the enzyme, as well
as Jatropha curcas inhibitors (ICso 1.25 x 10° M) [23] and Erythrina velutina (ICso = 2.2 x 107
® M) [36]. This great affinity for trypsin is also highlighted because of the low value of its
inhibition constant Ki 1.05 x 10°° M as well as Jatropha curcas inhibitors 2 x 10! M [23] and
C. leiandra Ki of 6.25 x 103 M [25].

The thermostability of the BpTI to support up to 100 °C maintaining 90% of its activity,
is not a character is very common among trypsin inhibitors, where they generally withstand
temperatures of no more than 70 ° C, however, they can withstand extreme pH, as is the case of
Entada acaciifolia trypsin inhibitors [37] and Luphiosilurus alexandri [38].

Trypsin inhibitors are well known for their ability to withstand high temperatures and
different pH ranges, due to the cysteine residues present in their structures, which form disulfide
bridges [27]. However, these disulfide bridges can be reduced by certain agents, and may
directly interfere with their injunction activity, as they may be related to the active site ensuring
its preservation, structural compliance, and functionality [39]. This fact occurred with The
BpTI, which lost its activity when incubated with DTT at the concentration of 0.1 M, indicating
that The BpTT has intrachain sulfide bridges that are primordial to its activity, as well as Cassia
leiandra trypsin inhibitor [25], but other inhibitors may have their cysteine residues out of the
active site, such as Cassia grandis trypsin inhibitor [40].

BpTT's ability to prolong coagulation, its great affinity for serine proteases is due, a fact

that has already been reported for other inhibitors of the genus Bauhinia (BbKI, calicrein
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inhibitor B. bauhinioides, and BuXI, an inhibitor of factor Xa of B. ungulata) that inhibited
trypsin, inhibited enzymes from the blood coagulation cascade [33]. The purification of such a
promising molecule and the knowledge of its mechanism of action opens rational scope for
several pharmacological studies since the intrinsic and common pathways are the target of
classic drugs such as warfarin and heparin, and some of the new drugs such as dabigatran (a
direct inhibitor of thrombin) and rivaroxaban (direct inhibitor of factor X) [41]. Also mention
that among the optimal drugs for the replacement of classical anticoagulants, would be
inhibitors of intrinsic factors [42]. As a comparison to the anticoagulant effect of heparin, for
this drug to produce a delay in the time of coagulation in the intrinsic pathway, it needs a
concentration of 333 uM, [43] while BpTI at a ten times lower concentration already has
anticoagulant activity. These results encourage in vivo studies on the exploration of this

inhibitor as a naturally occurring antithrombotic agent [44].

5. Conclusions

A new trypsin inhibitor from B. pulchella seeds, named BpTI with effect anticoagulant
in vitro. This inhibitor is the first isolated and characterized protein in this plant species. Our
results constitute an important contribution to a better understanding of the anticoagulant
activity of trypsin inhibitors and indicate that BpTI has pharmacological potential as an

alternative strategy to produce natural medicines anticoagulants.

Prospeccoes

O i1solamento de uma nova molécula (BpTI) € um fato preponderante no entendimento
do mecanismo de acdo dos inibidores perante modelos bioldgicos fundamentais para o
organismo, como a coagulacdo, tendo em vista que essa € uma atividade muito relevante e de
dificil agdo por partes das biomoléculas, levando em conta todos os processos de
alergenicidade, toxicidade e viabilidade de concentragdo, que dificultam a usabilidade de
moléculas nesse processo. Estudos futuros com o inibidor sdo de suma importincia para
elucidar a estrutura primaria da molécula, sitios ativos, afinidade de ligagdo com as serino

proteases e mecanismos de a¢do durante o processo de coagulagcdo sanguinea in vivo.
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