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RESUMO

Os inibidores de peptidases (IPs) vegetais desempenham papéis cruciais nos
processos fisiologicos das plantas. Neste estudo, isolamos e caracterizamos um novo
inibidor de tripsina da familia Kunitz, a partir de sementes de Enterolobium
gummiferum (Fabaceae, Mimosoideae), denominado EgPI (inibidor de peptidases de
E. gummiferum). O processo de purificagao envolveu cromatografias de gel filtragéo e
hidrofobicidade, resultando em uma molécula com elevado grau de pureza. O EgPI
exibiu uma unica banda de ~20 kDa em eletroforese de poliacrilamida (SDS-PAGE).
Em condigdes redutoras, duas cadeias polipeptidicas foram observadas, com 15 kDa
e 5 kDa. A caracterizagao funcional revelou que EgPI apresentou uma estequiometria
de inibicdo molar na razdo de 1:1 contra tripsina bovina, indicando uma interagao
direta entre o sitio reativo do inibidor e o sitio ativo da enzima. A constante de
dissociagao (Ki) de 8,4x10° umol/L foi determinada, demonstrando uma alta afinidade
entre EgPI e tripsina. O sequenciamento amino-terminal de EgPl determinou os
primeiros 25 residuos de aminoacidos, que revelaram a homologia de EgPl com
inibidores da familia Kunitz. A analise de dicroismo circular forneceu informacgdes
sobre a estrutura secundaria de EgPI sob diferentes condigdes. Em condi¢des nativas,
o inibidor apresenta um elevador teor de folhas- (21,6 %) e estruturas desordenadas
(45,7 %). Estudos de estabilidade térmica demonstraram que o EgPl manteve a
conformagao necessaria para a sua atividade inibitoria até 70 °C. Sua conformagao
secundaria foi estavel em uma ampla faixa de pH, compreendida entre 2 e 10. Em
relagdo as suas propriedades antimicrobianas, o EgPI| apresentou atividade
antibiofilme contra biofilmes fungicos maduros, em concentragdes menores que as
testadas para o medicamento comercial, anfotericina B. A caracterizacdo do EgPI
contribui para nossa compreenséo das propriedades funcionais, estruturais e biolégica
dos inibidores Kunitz. A alta afinidade do EgPI para tripsina permite que estudos
futuros com potenciais aplicagdes em varios campos de pesquisa, incluindo
agricultura, terapia antimicrobiana e pesquisas em diversas areas da saude.
Investigagbes adicionais sobre outras atividades biolégicas do EgPl aumentarao
nosso conhecimento de suas aplicagbes e ampliardo seu escopo na pesquisa

biotecnoldgica.

Descritores: Atividade antibiofilme; Estequiometria de inibigdo; Dicroismo circular;

Inibidor de peptidases; Resisténcia antimicrobiana.



ABSTRACT

Plant peptidase inhibitors (Pls) play crucial roles in plant physiological processes. In
this study, we isolated and characterized a new trypsin inhibitor from the Kunitz family,
from seeds of Enterolobium gummiferum (Fabaceae, Mimosoideae), called EgPI (E.
gummiferum peptidase inhibitor). The purification process involves gel filtration
chromatography and hydrophobicity, resulting in a molecule with a high degree of
purity. EgPI exhibited a single band of ~20 kDa on polyacrylamide electrophoresis
(SDS-PAGE). Under reducing conditions, two polypeptide chains were observed, with
15 kDa and 5 kDa. Functional characterization revealed that EgPI presented a molar
inhibition stoichiometry in the ratio of 1:1 against bovine trypsin, providing a direct
interaction between the reactive site of the inhibitor and the active site of the enzyme.
A dissociation constant (Ki) of 8.4x10° umol/L was determined, demonstrating a high
layer between EgPI and trypsin. Amino-terminal sequencing of EgPI determined the
first 25 amino acid residues, which revealed the homology of EgPI with Kunitz family
inhibitors. Circular dichroism analysis provided information about the secondary
structure of EgPI under different conditions. Under native conditions, the inhibitor
presents a theoretical increase in B-sheets (21.6 %) and disordered structures (45.7
%). Heated thermal stability studies showed that EgPI maintained the conformation
necessary for its inhibitory activity up to 70 °C. Its secondary conformation was stable
over a wide pH range, detailed between 2 and 10. Regarding its antimicrobial
properties, EgPl showed antibiofilm activity against mature fungal biofilms, at
concentrations lower than those tested for the commercial drug, amphotericin B.
Characterization of EgPI contributes to our understanding of the functional, structural,
and biological properties of Kunitz inhibitors. The high layer of EgPI for trypsin allows
for future studies with potential applications in various fields of research, including
agriculture, antimicrobial therapy, and research in various areas of health. Further
investigation into other biological activities of EgPI increases our knowledge of its

applications and broadens its scope in biotechnology research.

Keywords: Antibiofilm activity; Circular Dichroism; Inhibition stoichiometry; Peptidase

inhibitor; Antimicrobial resistance
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1 INTRODUGAO

O uso de produtos naturais para o tratamento de doencas acompanhou o
desenvolvimento da sociedade humana, sendo até hoje utilizados como fonte para o
desenvolvimento de novos medicamentos. A procura por novos bioativos tem
aumentado com a discussao sobre medicamentos sintéticos, devido ao seu alto custo
de producéo, toxicidade, efeitos colaterais e a reducéo da eficacia. Tomando como
por exemplo o uso de produtos naturais, tem sido observado a associacdo de
medicamentos de origem natural como forma de complementar ou substituir os
tratamentos atuais, como o uso de plantas do género Enterolobium sp. para o
tratamento de diarreias, resfriados e infecgbes gastrointestinais (MARIAM et al.,
2017).

Atualmente, grande parte dos antibidticos ja sofrem com quebra de resisténcia
por cepas bacterianas, sendo este um dos grandes problemas de saude publica. A
OMS ja incluiu a resisténcia microbiana entre uma das dez maiores ameacas globais.
Para tentar contornar essa resisténcia, terapias alternativas tém sido investigadas,
incluindo a associagao de diversas técnicas (MULANI et al., 2019).

Fungos patogénicos a humanos, que representam apenas 0,1% das espécies
conhecidas, infectam milhares de pessoas todos os anos, sendo em sua grande
maioria, infecgdes leves (DE OLIVEIRA et al., 2018). Porém, a incidéncia de infecgbes
fungicas hospitalares tem crescido ao decorrer do tempo, onde infec¢des sistémicas
adquiridas em hospitais tém aumentado a taxa de mortalidade. Diversos problemas
estdo relacionados com o uso dos medicamentos atuais, dentre eles a toxicidade
hepatica, reagdes cutaneas semelhantes ao Ildpus, diversas interacoes
medicamentosas e a resisténcia aos azois que alguns fungos tém apresentado (SHEN
et al., 2020).

Os IPs tém apresentado diversas atividades antimicrobianas contra fungos e
bactérias, sendo uma alternativa ao tratamento de infec¢des de bactérias de grande
interesse clinico, como as pertencentes a classificacdo SKAPE (MACEDO et al.,
2016). Bem como apresentam atividade antibiofilme bacteriano e fungico, sendo esse
um dos maiores causadores de infecgoes devido a sua alta resisténcia aos
antimicrobianos.

Os IPs podem ser divididos em 9 classes, representando as respectivas

familias de enzimas proteoliticas: serinopeptidases, cisteinopeptidases,
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treoninopeptidases, peptidases asparticas, glutamicopeptidases, metalopeptidases,
asparigino peptidio liases, peptidases mistas e peptidases com sitio catalitico
desconhecido (RAWLINGS et al., 2018). As familias dos IPs sao classificadas de
acordo com sua sequéncia primaria, denominadas inibidores das familias Abdbora,
Bowman-Birk, Batata tipo | e Batata tipo Il, Cereal, Cistatinas, Kunitz, Mostarda,
Tomate, Thaumatin-like, dentre outros (BIRK, 2011; MARATHE et al., 2019; OLIVA et
al., 2010).

Os IPs sao peptideos ou proteinas que tem a capacidade de impedir a atividade
catalitica das enzimas. Eles podem ser encontrados em todas as familias de plantas,
bem como em animais e microrganismos. Em plantas, os IPs podem atuar na
regulagdo de processos biologicos e na defesa contra o ataque de animais, insetos e
microrganismos (CLEMENTE et al., 2019). Dos inibidores de serinopeptidases,
podemos citar os inibidores do tipo Kunitz e Bowman-Birk. Esses inibidores diferem
em massa molecular, niumero de cadeias polipeptidicas e pontes dissulfeto, além do
numero de sitios reativos. Esses inibidores tém apresentado diversas propriedades
biolégicas, como atividade anticancer, antimicrobiana e inseticida (BONTURI et al.,
2022).

Considerando a problematica descrita, foi pertinente o desenvolvimento de um
método de purificagdo e caracterizagdo de um novo inibidor vegetal, o EgPI, e
investigar suas propriedades antimicrobiana, antibiofiime e antiparasitaria. A
bioprospec¢ao de novas moléculas vai de encontro ao desenvolvimento de novos
produtos. A descoberta de novas estruturas € importante pois pode sobrepujar os
episodios de resisténcia microbiana cada vez mais frequentes. Com um maior niumero
de moléculas descritas, bem como suas propriedades e estruturas, medicamentos
mais seguros e eficazes podem ser desenvolvidos, otimizando o tratamento de

doengas infecciosas e parasitarias.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bactérias

Bactérias sdo os menores microrganismos unicelulares do planeta. As células
bacterianas n&o apresentam membrana nuclear e organelas membranosas, tendo o
DNA disperso no citoplasma como caracteristica sua estrutura celular procariotica
(GUPTA; GUPTA; SINGH, 2017). A movimentagdo desses microrganismos €

realizada majoritariamente por flagelos e pelo pili, além de ser responsavel pela
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movimentagao, € responsavel também por realizar a conjugag¢ao bacteriana, tendo
como funcdo a transferéncia de material genético, na forma de plasmideos,
contribuindo na disseminagdo de genes relacionados a resisténcia bacteriana
(GUPTA; GUPTA; SINGH, 2017).

A descoberta de antibidticos revolucionou o controle de infecgdes bacterianas.
Todavia, essa descoberta tem andado lado a lado com a resisténcia bacteriana aos
antibioticos (DE OLIVEIRA et al., 2018). Apds o inicio da era dos antibidticos, em 1928
com a descoberta da penicilina, relatos acerca da resisténcia bacteriana muitas vezes
impossibilitam seu uso e trazem novos problemas clinicos (HUTCHINGS; TRUMAN;
WILKINSON, 2019). A resisténcia bacteriana é um problema global, onde bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas resistentes vém ocasionando infecgdes
hospitalares e infec¢gdes comunitarias (GUPTA; DATTA, 2019). Essa resisténcia &
ocasionada principalmente pelo uso irracional de antibidticos, onde o microbioma
humano tem sido um grande reservatério de bactérias multirresistentes,
principalmente as bactérias intestinais (YU et al., 2021).

Dentre os mecanismos de resisténcia bacteriana aos antibiéticos, € possivel
relatar a ocorréncia de bombas de efluxo (Enterococcus sp.), a modificagdo do sitio
alvo (Staphylococcus aureus resistente a meticilina), a sintese de enzimas (-
lactamases e carbapenemases) e a alteracdo na permeabilidade das membranas
bacterianas (Pseudomonas aeruginosa) (Figura 1) (CARDOSO et al., 2021; LI et al.,
2023).
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Figura 1 - Principais mecanismos de ac¢ao dos antibiéticos e sua resisténcia
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Imagem adaptada de CARDOSO et al., 2021.

A disseminagao dos genes de resisténcia aos antimicrobianos se da por duas
principais vias, a transferéncia vertical e a transferéncia horizontal (STEVENSON et
al., 2017; TAO et al., 2022). A transferéncia vertical € aquela que é passada entre
geragbes, onde uma bactéria passa a outra durante a divisdo celular. Ja a divisao
horizontal € aquela de maior importancia na disseminacao de resisténcia, onde uma
bactéria transfere genes a outra por transformacgéo, transdugéo e conjugacéo, sendo
a conjugacao a mais comum (ARNOLD; HUANG; HANAGE, 2022).

Em 2017, a OMS publicou uma lista contendo 12 familias de bactérias que
apresentam riscos a saude humana, classificadas em 3 categorias: critica, alta e
media prioridade, baseado na urgéncia no desenvolvimento de antimicrobianos
(MANCUSO et al., 2021). Dentre as bactérias citadas, € possivel citar seis bactérias
nosocomiais de alto risco, que sdo determinadas pelo termo ESKAPE: Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, e Enterobacter spp., que apresentam resisténcia
bacteriana a uma alta gama de antibiéticos e alta viruléncia, trazendo a urgéncia do
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos (ALOKE; ACHILONU, 2023;
MULANI et al., 2019).
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Atualmente, grande parte dos antibidticos ja apresentam cepas bacterianas
resistentes, sendo este um dos grandes problemas de saude publica. A OMS ja incluiu
a resisténcia microbiana e uma das dez maiores ameacas globais (MANCUSO et al.,
2021; TAO et al., 2022). Para tentar contornar a problematica da resisténcia, terapias
alternativas tém sido praticadas ou estdo em teste, incluindo a associacao de diversas
técnicas de controle (MULANI et al., 2019). Dentre essas associagdes, temos:
bacteriofago + antibiotico (ex: OMKO1 + Ceftazidima) (CHAN et al., 2018);
nanoparticulas de prata (AgNPs) + antibidtico (ex: AgNPs + tetraciclina)
(SANGAONKAR; PAWAR, 2018); nanoparticulas + peptideos antimicrobianos (AMPs)
(ex: SWCNTs-Ag em uma ligagao covalente com TP359) (CHAUDHARI et al., 2016);
terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) + antibidtico (ex: luz a 660 nm +
vancomicina) (CHIBEBE JUNIOR et al., 2013); aPDT + AMPs (ex: aPDT + aurein 1.2)
(DE FREITAS et al., 2018); aPDT + inibidor da bomba de efluxo (ex: aPDT + INF55-
(AC)ec-MB)(RINEH et al., 2018).

Grande parte dos microrganismos ndo vivem sozinhos, mas sim na forma de
biofilmes. Quando em biofilmes, essas bactérias cooperam entre si, formando uma
condigao favoravel para seu crescimento e protecdo contra agentes agressores, tais
como sistema imune e antibiéticos (Figura 2) (LI; CHEN; LIN, 2021). Segundo
Flemming et al. (2022), biofiimes sdo comunidades estruturadas de microrganismos
incorporados em uma matriz extracelular composta por polissacarideos, DNA
extracelular, proteinas, amiloides, lipideos, vesiculas de membrana e substancias

derivadas desses microrganismos.
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Figura 2 — llustragdo da formacgao do biofilme em 4 etapas: sendo 1) a adesao de células planctdnicas
na superficie; 2) a etapa de ploriferagcado, onde as bactérias aderidas passam a se multiplicar; 3)
Maturacdo, com a formagéo de uma matriz extracelular; e 4) a dispersagao, onde bactérias
plancténicas sao liberadas para a adesdo em novas superficieis.
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®_ _ gég@’%@f

1. Adesdo ———» 2. Proliferaggo ———» 3. Maturagie —— 4. Disperséo

Superficie &

Imagem adaptada de ALAV; SUTTON; RAHMAN, 2018.

Todos os tipos de bactérias podem formar biofilme. Em humanos, 80% das
infecgbes sao originadas por biofiimes bacterianos (JAMAL et al., 2018). Infecgdes
adquiridas em hospitais representam um dos maiores riscos para pacientes
internados, onde o uso de estratégias de limpeza utilizando combinagao de diferentes
desinfectantes, detergentes e radiag&o ultravioleta tem apresentado insuficiéncia na
eliminacdo de microrganismos, sendo o Clostridium difficile e bactérias ESKAPE as
mais frequentemente isoladas (NUNEZ et al., 2023).No Brasil, devido ao alto uso de
antibidticos, bactérias como a P. aeruginosa tem apresentado resisténcia ao
tratamento convencional, que ocorre pela mutagdo dos genes cromossomais ou
transferéncia horizontal de genes plasmidiais. Dentre um dos fatores de viruléncia,
esta a capacidade da formacido de biofilme, dificultando ainda mais a agao dos
antibidticos. Na forma de biofilmes, as bactérias podem ficar de 10 a 1.000 vezes mais
resistentes aos antibiéticos (ROSSI GONCALVES et al., 2017).

O Quorum Sensing (QS) é processo amplamente utilizado na comunicagao
célula-célula bacteriana no controle coletivo quanto ao comportamento, sendo ele
desde a producgao, liberagao e deteccdo, onde regulam a densidade populacional,
composi¢cado da comunidade e expresséo genética (DUDDY; BASSLERI, 2021). Como
exemplo, diversas bactérias Gram-negativas patogénicas utilizam N-acil homoserina
lactonas nesses sistemas de comunicagdo, sendo essa comunicacao extracelular
autoinduzida (DERYABIN et al., 2019; DUDDY; BASSLERI, 2021). Dentre as fun¢des

do QS esta a protegéo contra agentes agressores, como bioluminescéncia, captagéo
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de DNA extracelular e regulagdo da defesa contra bacteriéfagos. Além disso, essa
integragao favorece a codificagao extracelular autoinduzida intraespécies, intragenéro
e a comunicagao intraespécies (DERYABIN et al., 2019; DUDDY’; BASSLERI, 2021).
Portanto, encontrar moléculas capazes de inibir a formacado e/ou desfazer formas
maduras de biofilme tem sido um grande desafio, dada a dificuldade de encontrar

moléculas capazes de bloquear a comunicacéao via QS.

2.2 Fungos

Fungos patogénicos a humanos, que representam apenas 0,1% das espécies
descritas, infectam milhares de pessoas todos os anos, sendo em sua grande maioria,
infeccbes leves (DE OLIVEIRA et al., 2018). Todavia, a incidéncia de infecgbes
fungicas invasivas tem demonstrado um aumento significativo na mortalidade e custos
de hospitalizagcdo por dia sem o tratamento com medicamentos antifungicos
adequados e dificuldade de deteccdo (FANG et al., 2023). A frequéncia de
determinados tipos infecgdes fungicas nosocomiais € relacionado a diferentes graus
de imunossupressdo. Por exemplo, menores indices de imunossupressido sao
relacionados a infecgbes causadas por Candida spp. Ja niveis mais severos de
imunossupressao sao relacionados a infecgdes causadas por Aspergillus spp., sendo
a aspergilose a segunda infeccdo mais comum em hospitais, onde ambas as
infeccbes tém em comum a dificuldade de diagndstico (PERLROTH; CHOI;
SPELLBERG, 2007). Dentre os pacientes imunossuprimidos, podemos citar pacientes
com neutropenia, pacientes com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
imunossupressao cronica, transplantados, queimados, diabéticos e pessoas em
terapia com antibioticos (SANGUINETTI et al., 2019). Diversos efeitos colaterais séo
descritos pelo uso dos medicamentos atualmente em uso, como toxicidade hepatica,
reacbes cutdneas semelhantes ao lupus e diversas interacdes
medicamentosas(SHEN et al., 2020).

A pandemia de crise respiratoria aguda causada pelo coronavirus SARS-CoV
2, também conhecido como COVID-19, infectou 300 milhdes de pessoas apenas em
2019, onde log. Logo no inicio da pandemia, em 2020, os primeiros casos de COVID-
19 associado a aspergilose pulmonar foram descritos (HOENIGL et al., 2022). Desde
entdo, diversos outros casos foram relatados, onde muitos apresentaram Aspergillus

azol-resistente, sendo os casos mais comuns em pacientes recebendo corticoterapia
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ou tocilizumabe (HOENIGL et al., 2022). O género Cryptococcus sp. € geralmente
subnotificado por conta de sua apresentagdo laboratorial, que geralmente séao
inconclusivas e clinicas, onde apresentam em casos mais leves uma infecgéo
assintomatica ou leve que pode desenvolver a uma sindrome que leve a falha
respiratoria (SHARMA; AGRAWAL,; DAS, 2022). Geralmente esse tipo de infecgéo &
associado altos niveis de imunossupressdo, como em pacientes com o Virus da
imunodeficiéncia Humana, apresentando contagem de células CD4 baixa (< 200
células/uL). Estes pacientes apresentam meningoencefalites, sendo a C. gattii e C.
neoformans as espécies mais comuns (SONG; LIANG; LIU, 2020).

Além do COVID-19 associado a aspergilose pulmonar, outras infecg¢des
fungicas também foram associadas, como a COVID-19 associada a mucomicose, que
apresentou maior relevancia na segunda onda da pandemia e afetou principalmente
a India, com 71% dos casos mundiais, denominada erroneamente de “Black fungus”
(fungo preto) (HOENIGL et al., 2022; RAUT; HUY, 2021). Essa denominagao foi
associada a necrose tecidual que a infecgao causa, porém, associada erroneamente
pois ja existem outras doengas com esse nome. Os casos mais comuns de COVID-
19 associada a mucomicose se deram em pacientes com diabetes descontrolada, uso
de corticoterapia e tempo longo de internacédo em UTIs (RAUT; HUY, 2021). Um dos
fungos de maior relevancia associado a COVID-19 associada a mucomicose é a
Candida auris. Todavia, o tratamento de C. auris apresenta alguns desafios, como a
dificil detecgao, facil proliferagdo e multirresisténcia a diversas drogas, onde todas as
cepas testadas apresentaram resisténcia a anfotericina B (ARASTEHFAR et al., 2020;
BHATT et al., 2021).

Apesar de infecgbes associadas ao COVID-19, as leveduras do género
Candida s&o microrganismos comensais que habitam a cavidade oral, gastrointestinal
e genital. Em situagdes de desequilibrio da microbiota, lesdes em barreiras teciduais
ou em pacientes imunocomprometidos podem tornar esses fungos importantes
patogenos (Figura 3) (D’ENFERT et al., 2021).
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Figura 3 — Sitios de comensalismo, como exemplo, foi utilizado a C. albicans. A esquerda esta os
sitios comensais de C. albicans, que envolvem cavidade oral, trato gastrointestinal e genital. A direita,
esta os sitios infecciosos de C. albicans, que podem causar candidiase em orofaringe e vulvovaginal,
além de candidiase sistémica em infec¢cdes sanguineas e de 6rgéos internos, podendo essa infecgéao
ser transferida do intestino ao sangue. Além disso, pode causar candidiase cutanea na pele e pelos.
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Fonte: (D’ENFERT et al., 2021)

Existem aproximadamente 200 espécies fungos do género Candida, porém,
mais de 90% dos casos de infeccbes sdo causadas por C. albicans, Candida
parapsilosis, e Candida krusei, sendo a C. albicans a mais prevalente nas infecgdes
(ARAUJO et al., 2019; SPAMPINATO; LEONARDI, 2013). Apesar da alta prevaléncia
dessas espécies, outras espécies tém demonstrado um surgimento gradual em
candidiases, como a Candida guilliermondii e Candida lusitaniae, e outras que apesar
de apresentarem menores taxas de incidéncia, tem tido um registro considerado nos
ultimos 15 anos, como a Candida kefyr, Candida famata, Candida inconspicua,
Candida rugosa, Candida dubliniensis, e Candida norvegensis (MICELI; DIAZ; LEE,
2011; PAPON et al., 2013; PFALLER et al., 2010).

Dentre as formas de viruléncia apresentada pelos fungos, € possivel analisar o
polimorfismo, onde podem mudar sua cor e formato dependendo do meio, como pH,

presenga de nutrientes, oxigénio, temperatura, presenga ou nao de bactérias, dentre
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outros (Figura 4). Sabendo dessas caracteristicas, € possivel deduzir se esta havendo
dano tecidual, onde geralmente ha a presenca de hifas, ou se estd em fase de
disseminagdo em sua forma de levedura, geralmente relacionado a infecg¢des
sistémicas, com seu acesso por cateter ou implantes, ou infecgcédo cutadnea (D’'ENFERT
et al., 2021).

Figura 4 — Combinagéo de fatores de viruléncia que promovem infecgbes fungicas.

Polimorfismo
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Parede celular Adesao e formagao de biofilme

Evasdo imune

Adaptado de D’ENFERT et al., 2021.

Outra caracteristica desses fungos € a capacidade de se aderirem a superficies
abidticas, como catéteres ou implantes dentarios, promovendo a colonizagcéo e
formacao de biofilmes, onde cada fungo apresenta uma maior eficiéncia para se aderir
em diferentes superficies (MALINOVSKA; CONKOVA; VACZI, 2023).

A formacéo de biofilme pode ser dividida, de maneira geral, em 4 etapas (Figura

5): aderéncia da levedura na superficie, seja ela bidtica ou abidtica; iniciagdo ou
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proliferacdo da formacao do biofilme, onde a célula aderida a superficie forma uma
camada basal que contém leveduras, pseudo-hifas e hifas; maturacdo de um
complexo estruturado do biofilme, onde as células s&o cobertas por uma matriz
extracelular composta proteinas, carboidratos, lipidios e acidos nucleico; e a liberagao
de leveduras do biofilme para colonizagédo e formacao de novos biofiimes (LOHSE et
al., 2018). Alguns fungos podem nao apresentar polimorfismo, como por exemplo, a
C. glabrata, que contém apenas sua forma de levedura ou apresentam menos formas,
como a C. parapsilosis, que nado apresenta hifas, apenas pseudohifas e leveduras
(MALINOVSKA; CONKOVA; VACZI, 2023).

Figura 5 — Formagéao de biofilme de C. albicans. A) A formacéao de biofilme pode ser dividida em 4
etapas principais, sendo: A aderéncia da levedura de formato arredondado na superficie; A iniciagdo
ou ploriferagao da formacéao do biofilme, onde a célula aderida forma uma camada basal que
apresenta leveduras, pseudohifas e hifas; A maturagao de um complexo estruturado do biofilme, onde
as células sao cobertas por uma matriz extracelular composta por proteinas, carboidratos, lipidios e
acidos nucleico; e a dispersao de leveduras circulares do biofilme para a colonizagao de novos
biofilmes. B) Microscopia confocal de varredura a laser da vista lateral de um biofilme maduro de C.
albicans.
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Adaptado de LOHSE et al., 2018.

A formacdo de biofiime fornece a colbnia microbiana alta resisténcia a

antimicrobianos, sendo essa resisténcia uma combinacéo de fatores, como o aumento
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da expressdao de bombas de efluxo, fatores protetores da matriz extracelular e a
presenca de células persistentes, que sao células ndao se dividem e apresentam
atividade metabdlica reduzida, a tornando mais resistente a antimicrobianos (Figura
6) (LOHSE et al., 2018).

Figura 6 — Visao geral da resisténcia antimicrobiana de biofilme de C. albicans. Esses biofilmes sao
estruturas complexas que contém leveduras circulares, pseudohifas e hifas (Azul escuro) cobertas
por uma matriz extracelular (Azul claro). A matriz extracelular tem como fungdo a formagao de uma
barreira fisica contra antimicrobianos. O aumento da densidade celular aumenta a resposta ao
estresse e diminui a taxa metabdlica, o que também contribui para a resistencia a antimicrobianos.
Em amarelo, é representado as células persistentes, que sao células que n&o se dividem e
apresentam atividada metabdlica reduzida, elas ficam presente na camada basal do biofiime e sua
atividade metabdlica reduzida, assim como o aumento da densidade celular, aumenta sua resisténcia
a antimicrobianos.
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Fonte: (LOHSE et al., 2018)

Outra estratégia utilizada pelos microrganismos s&o as evasdes do sistema
imune, onde se utilizam do biofime a fim de esconder compostos que sao
reconhecidos por células epiteliais, neutréfilos, macrofagos e células dendriticas,
fornecendo a habilidade de penetrar em células epiteliais e em células fagociticas
(Figura 6) (D’ENFERT et al.,, 2021; LOHSE et al.,, 2018). Devido ao tratamento
sisttmico apresentar alta hepatotoxicidade e baixa tolerabilidade, muitos
microrganismos ja estdo comegando a apresentar resisténcia aos antimicrobianos e
alta interacdo medicamentosa. Por este motivo, o estudo de novos tratamentos tem
se tornado pertinente (DE OLIVEIRA et al., 2018; SHEN et al., 2020).

2.3 Inibidores de peptidases
O uso de produtos naturais e seus bioativos para o tratamento de doencas

acompanhou todo o desenvolvimento humano, sendo até hoje utilizados como fonte
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para o desenvolvimento de novos medicamentos. Os primeiros registros do uso de
plantas medicinais para o tratamento de doencas foram o Papiro Ebers, um dos
tratados meédicos mais antigos e importantes que se conhece (Egito, 1.500 a.C), o
qual registrou mais de 700 extratos naturais; a Materia Médica Chinesa (China, 1.100
A.C), contendo 52 prescricdes; e o Aiurveda (india, 1.000 a.C), contendo o registro de
mais de 300 extratos (COTABARREN et al., 2020).

A procura por novos bioativos tem aumentado com a discussdao sobre
medicamentos sintéticos, devido ao seu alto custo de tratamento, toxicidade, efeitos
colaterais e a reducao da eficacia, como por exemplo em microrganismos, onde tem
sido observado a associagdo de medicamentos de origem natural como forma de
complementar ou substituir os tratamentos atuais (OTVOS et al., 2019).

O Brasil apresenta a maior biodiversidade do mundo, contando com 18% de
toda a biodiversidade do planeta (BIAZOTTO et al., 2019). Com o apoio do Programa
das Nacdes Unidas para o Meio Ambiente e do Global Environment Facility, o estudo
dessa biodiversidade tem sido estimulado com a implementagcao de um sistema de
informagao sobre a biodiversidade brasileira, buscando disseminar o conhecimento
sustentavel e cientifico no pais (DA SILVA; FANZERES, 2019).

A protedlise € um mecanismo essencial para a manutencao da vida de qualquer
organismo, por isso devem-se existir mecanismos para seu controle no momento certo
(PESQUET, 2012). Durante o desenvolvimento de plantas, esse processo € regulado
para a funcionalidade planta e armazenamento de proteinas nos tecidos, e
principalmente, na semente das plantas (SANTAMARIA et al., 2014). Como forma de
sobrevivéncia, as plantas utilizam uma combinagdo de diversos mecanismos de
defesa contra os mais variados tipos de estresse, utilizando diferentes reguladores e
sinalizadores (SACHDEV et al., 2021). Dentre alguns dos mecanismos de defesa e
regulagdo, as plantas apresentam duas classes de proteinas responsaveis por
inibicdo enzimatica: os inibidores de a-amilase e o IPs (DE OLIVEIRA; MARANGONI;
MACEDO, 2014).

Os IPs sao peptideos ou proteinas que tem a capacidade de impedir a atividade
catalitica de enzimas, podendo ser encontrada em todas as familias de plantas, bem
como, animais e microrganismos. Em plantas, os IPs podem atuar na regulagdo de
processos biolégicos e na defesa contra o ataque de animais, insetos e
microrganismos (CLEMENTE et al., 2019; MOHAN et al., 2018). A esses |IPs tem sido

atribuidas diversas fungdes bioldgicas, como atividade inseticida (DANTZGER et al.,
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2015), atividade anticancer e antimicrobiana (CRUZ et al., 2019; SILVEIRA et al.,
2017), atividade antiparasitaria contra Leishmania amazonensis (SILVA-LOPEZ et al.,
2007) e Trypanossoma cruzi (NOGUEIRA, et al., 2013), atividade anti-inflamatoria
(MORAIS et al., 2018) e atividade antitrombdética (OLIVA et al., 2011; OLIVEIRA et al.,
2021).

Como agente antimicrobiano, os IPs tém a capacidade de promover danos a
membrana e/ou parede celular, alteracdo da permeabilidade celular, inibicdo da
transcricdo e/ou tradugéo e indugédo da produgao de espécies reativas de oxigénio
(ROS), gerando transtornos metabdlicos e energéticos (BONTURI et al., 2022; DIB et
al., 2019). Além disso, eles tém um papel importante no controle do crescimento
bacteriano e fungico, com a inibigdo de peptidases secretadas e, em alguns casos
como de fungos, alteragdes morfoldgicas que afetam a viabilidade celular ou geram
apoptose (BONTURI et al., 2022).

Como agente anticancerigeno, o uso de IPs sugere a inibigdo a superexpressao
ou ativacéo de peptidases que estimulam o desenvolvimento do cancer, uma vez que
essas enzimas aumentam o fornecimento sanguineo, extravasamento celular e a
migracgao celular em casos de metastase (BONTURI et al., 2022). Um inibidor do tipo
Kunitz, o inibidor de tripsina de sementes de Enterolobium contortisiliquum (EcTI),
apresentou citotoxicidade a diversas cepas cancerigenas, como a células de cancer
colorretal (HCT116 e HT29), células cancer de mama (SkBr-3 e MCF-7), células de
leucemia humana (K562 e THP-1) e fibrosarcoma de rato (L929) sem afetar fibroblasto
humano ou células-tronco mesenquimais (hMSCs) (BONTURI et al., 2022). No
tratamento com o EcTl em linhagens de cancer de estomago (Hs726T), o inibidor
apresentou um importante papel na alteragdo morfolégica e no bloqueio da adeséao,
migragao e invasao pela inibigdo da proteina-tirosina quinase de adesao focal (FAK)
e redugao da indugao da plasmina ativadora de Pro-MMP-9 e Pro-MMP-2 mediadas
por MT1-MMP (DE PAULA et al., 2012; NAKAHATA et al., 2011). Outros inibidores
de serinopeptidases tem apresentado efeitos anticancerigenos, mas seu mecanismo
de acado ainda ndo € bem definido, porém estudos indicam que seu mecanismo
envolve a inibicdo da calicreina tecidual (“Tissue Kallikrein”), uma serinopeptidase

importante na ativagcao e desenvolvimento do cancer (IM et al., 2021).
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Figura 7 — Cascata da coagulagdo. O caminho intrinseco da coagulagao € iniciado apos ativagao do
Fator XII (FXII) em contato com uma superficie negativamente carregada (FXlla). O FXlla ativa a
precalicreina para calicreina, que ativa ainda mais FXII. Na presen¢a de uma superficie (como
exemplo, coldgeno ou endotoxinas), a ativagdo do FXII e da precalicreina em FXlla e calicreina é
amplificada pelo cofator cininogénio de alto peso molecular (HK), esse cofator &€ necessario para a
adsorcéo a superficie ligada o FXII. Todavia, o FXII apresenta enzimas proteoliticas capazes de ativar
a calicraina sem uma superficie (setas em roxo). Ja a calicraina pode ativar a FXII, mas é necessaria
uma superficie carregada negativamente (setas em roxo). Seguindo FXII, o FXI é ativado para FXla,
e o FIX é ativado para FIXa. No caminho extrinseco ¢ iniciado com lesao no tecido e exposi¢ao do
fator tecidual (setas em azul). Ambos os fatores fazem a conversdo de FX em FXa e realizam a
ativagao de protrombina em trombina (setas em verde). A trombina cliva o fibrinogénio em fibrina, que
polimeriza e forma fibras de fibrina e ativam a FXIIIl. A calicraina pode ativar diretamente o FIX em
FIXa, seguindo para a conversédo do FX em FXa (seta em vermelho). Vale ressaltar que todos os

fatores da coagulagéo séo serinopeptidases.
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Os mecanismos de inibigdo dos IPs sao categorizados em inibigao irreversivel
e inibicdo reversivel. A inibicio irreversivel é caracterizada quando ocorre a formacgao
de uma ligagdo covalente entre a enzima e o inibidor, havendo uma alteragcéo
conformacional da enzima, alterando assim, seu mecanismo catalitico (RAWLINGS;
TOLLE; BARRETT, 2004). A inibicao reversivel € quando o sitio reativo dos IPs, que
possuem uma complementariedade estrutural ao sitio ativo das enzimas cognatas,
interagem fortemente, havendo a formagado de um complexo enzima inibidor inativo
(CLEMENTE et al., 2019) (Figura 8).

Figura 8 — Mecanismos de interacao dos inibidores de peptidases. A) Inibi¢ao irreversivel. O inibidor
faz uma clivagem em uma ligagao peptidica, onde tem uma alteragao conformacional. Por ser
irreversivel, o inibidor ndo recupera sua forma inicial e € chamado de inibidor suicida. B) Inibigao
reversivel. O inibidor interage com o sitio reativo da enzima de uma forma semelhante ao do
complexo enzima-substrato. O complexo enzima inibidor coexiste em equilibrio com o inibidor em sua
forma inicial. O inibidor varia de sua forma intacta, sem interagdo com a enzima e de sua forma
modificada, com interagdo com a enzima. P1: Sitio reativo e RL: Loop reativo.
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e 150 (proteina p35 de baculovirus) » Inibidores de serinopeptidases.

Imagem adaptada de CLEMENTE et al., 2019.

A classificagcdo dos IPs segue o banco de dados MEROPS, definido por
Rawling (2018), que separa os inibidores em 82 familias, de acordo com sua
homologia, que sdo agrupados em 39 classes em relag&o a sua estrutura terciaria. Os
IPs podem ser classificados segundo a classe de enzima que inibem. Segundo
Rawling (2018), existem 9 diferentes grandes classes de enzimas proteoliticas:
serinopeptidases, cisteinopeptidases, treoninopeptidases, peptidases asparticas,
glutamicopeptidases, metalopeptidases, asparigino peptidio liases, peptidases mistas
e peptidases com sitio catalitico desconhecido. Essa classificacdo é baseada na triade
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catalitica de cada enzima (KOIWA; BRESSAN; HASEGAWA, 1997). Os IPs, podem
ser separados por familias, as quais sao classificadas de acordo com sua estrutura
primaria: Abobora, Bowman-Birk, Batata tipo | e Batata tipo Il, Cereal, Cistatinas,
Kunitz, Mostarda, Tomate, Thaumatin-like, dentre outros (BIRK, 2011; MARATHE et
al., 2019; OLIVA et al., 2010). No banco de dados MEROPS, proposto por Rawlings e
colaboradores (2004), a classificagao dos IPs se da de forma hierarquica, em novas
classes, com familias e espécies de inibidores (RAWLINGS et al., 2018).

Dentre as peptidases, temos as serinopeptidases, uma classe de enzima
amplamente distribuida em todos os reinos, sendo sua grande maioria
endopeptidases que sdo responsaveis por realizar hidrdlises internas nas cadeias
polipeptidicas, denominadas endopeptidases. Essas serinopeptidases apresentam
semelhangas na questdo estrutural, todavia apresentam especificidades quanto ao
substrato, além disso, os residuos cataliticos presentes na triade catalitica dessas
enzimas no geral sédo, His, Asp e Ser, sendo a Ser presente obrigatoriamente em todas
elas (PAGE; DI CERA, 2008). Como exemplo, é possivel citar a tripsina e a
quimiotripsina, onde ambas apresentam Ser, His e Asp em sua triade-catalitica.
Enzimas com caracteristicas semelhantes as da tripsina, apresentam maior afinidade
de hidrdlise de liga¢des adjacentes a aminoacidos de carater basico, como Lys e Arg.
Ja enzimas com caracteristicas semelhantes as da quimiotripsina, tem maior afinidade
por hidrélise adjacente a aminoacidos aromaticos, como a Phe, Tyr, e Trp (SOUTO;
BRANQUINHA; SANTOS, 2019).

2.4 |Inibidores do tipo Kunitz

Dos inibidores de serinopeptidases que conhecemos, os inibidores do tipo
Kunitz e Bowman-Birk sdao amplamente encontrados em sementes da familia
Fabaceae, que é composta por trés subfamilias: Faboideae (Papilionideae),
Caesalpiniodeae e Mimosoideae (OLIVA et al., 2010).

Os inibidores Bowman-Birk pertencem a subfamilia 112 (inibidores de
tripsina/quimiotripsina) e 1199 (Inibidores de tripsina) (RAWLINGS et al., 2018). Esses
inibidores geralmente apresentam 7 pontes dissulfeto, e quando originados de
dicotiledbneas apresentam baixo peso molecular, com cerca de 6 a 9 kDa,
apresentando 2 sitios reativos independentes. Quando originados de

monocotileddneas, esses inibidores sdo mais variados, como peso molecular que
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varia de 8 a 16 kDa, onde podem apresentar variagées no seu segundo sitio reativo e
duplicacbes das regides que contém cisteinas (GITLIN-DOMAGALSKA;
MACIEJEWSKA; DEBOWSKI, 2020).

Os inibidores do tipo Kunitz pertencem a subfamilia I3A (origem vegetal) e 13B
(origem animal) (RAWLINGS et al., 2018). No geral, esses inibidores sao
macromoléculas compostas por uma cadeia polipeptidica com um tamanho de
aproximadamente 20 kDa, podendo variar entre 10 e 25 kDa, e apresentam 4 residuos
de Cys, formando duas pontes dissulfeto e apenas um sitio reativo. Porém existem
inibidores Kunitz que ndo seguem esse padréo, podendo apresentar de 0 a 4 residuos
de Cys, formando uma ou nenhuma ponte dissulfeto (Figura 9). Esses inibidores
geralmente tendem a inibir aspartico, cisteino e serinopeptidases, ndo sendo relatado
inibicdo em metalopeptidases (DIB et al., 2019; OLIVA et al., 2010).

Figura 9 — Esquema de estrutura primaria dos inibidores do tipo Kunitz baseado no numero de
ligagbes dissulfeto e cadeias polipeptidicas. A) uma cadeia polipeptidica e 4 residuos de cisteina,
com 2 pontes dissulfeto; B) duas cadeias polipeptidicas e 4 residuos de cisteina, com 2 pontes
dissulfeto; C) duas cadeias polipeptidicas e 2 residuos de cisteina, com uma ponte dissulfeto; D) uma
cadeia polipeptidica e 2 residuos de cisteina, com uma ponte dissulfeto; E) uma cadeia polipeptidica
e 1 residuo de cisteina, com nenhuma ponte dissulfeto; e f) uma cadeia polipeptidica € nenhum
residuo de cisteina, com nenhuma ponte dissulfeto.
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Fonte: (OLIVA et al., 2010)
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Quanto a sua estrutura secundaria, os inibidores do tipo Kunitz ndo apresentam
a-hélice, sendo sua estrutura composta por 12 folhas-f3 antiparalelas interconectadas

por loops e random coils (Figura 10) (OLIVA et al., 2010).

Figura 10 — Estrutura obtida por cristalografia do EcTI.

Fonte: PDB:4J2Y (ZHOU et al., 2013a).

A formacgao do complexo enzima-inibidor se da pela forma como os residuos
de ambas macromoléculas conseguem se estabilizar pelo compartiihamento de
nuvens eletronicas. O residuo Asn189 do sitio ativo enzimatico é capaz de interagir
com residuos de aminoacidos basicos, como Lys e Arg, presente na cadeia lateral dos
sitios reativos dos inibidores ou ainda presentes em seus substratos. A exemplo do
inibidor EcTI, que possui na posicédo P1 o residuo Arg64, capaz de interagir com o
residuo S1 Asn189 no sitio ativo enzimatico. Além dessa interagao, 8 residuos do EcTI
formam ligag6es de hidrogénio e outros 11 estabelecem interagbes hidrofébicas com
o sitio ativo enzimatico. Grande parte dos residuos citados em EcTI| estdo presentes
no sitio reativo do inibidor (ZHOU et al., 2013a).
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Além da tripsina, o EcTl apresentou alta atividade inibitéria contra outras
serinopeptidases, como aquelas relacionadas aos fatores da coagulagédo, onde
conseguiu inibir a calicreina, plasmina e o fator de coagulagéo Xlla (ZHOU et al.,
2013a). Diversos inibidores do tipo Kunitz tem apresentado propriedades bioldgicas
contra microrganismos patogénicos, atividade anticancer, inseticida e outros efeitos,

0 que tem elencado cada vez mais o estudo sobre novos IPs e suas agdes bioldgicas.

2.5 Inibidor de peptidases de sementes de Enterolobium gummiferum

Fabaceae é a terceira maior familia de plantas, com 740 géneros e 19.400
espécies (TEKDAL, 2021). E classificada em trés subfamilias: Faboideae
(Papilionideae), Caesalpiniodeae e Mimosoideae (KENICER, 2006). As sementes
dessa familia sdo ricas em IPs, principalmente os inibidores do tipo Kunitz e Bowman-
Birk.

O género Enterolobium sp. é um importante género da familia Fabaceae e
pertencente a subfamilia Mimosideae. O uso tradicional de plantas do género
Enterolobium varia, sendo: o Enterolobium cyclocarpum utilizado na produgao de
barcos, carvao e readequacgao do solo. Suas sementes sao utilizadas como fonte de
proteinas e minerais em sopas, caldos e infusdes, além de ter tido propriedades
medicinais associadas.; Enterolobium saman € utilizado como remédio para
resfriados, diarreias, dores de cabeca e problemas gastrointestinais. A cocgéo de sua
raiz é utilizada no tratamento de cancer de estomago. A infusao de sua folha é utilizada
como laxativo e suas sementes como tratamento para tosse. O extrato alcodlico de
suas folhas é utilizado para inibigado do Mycobacterium tuberculosis e a decocg¢ao do
fruto como analgésico (GAMAL EL-DIN et al., 2017).

O E. gummiferum (Fabaceae, Mimosideae) € uma arvore com ampla
distribuicdo no Brasil, principalmente na Amazoénia e no Cerrado (Figura 11) (MORIM,;
SILVA; MESQUITA, [s.d]).
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Figura 11 - Planta E. gummiferum e suas caracteristicas morfolégicas. A) Arvore em habitat natural;
B) Superficie do ritidoma; C) Fruto maduro; e D) Cacho de inflorescéncias.

Fonte: https://www.arvoresdobiomacerrado.com.br/site/2017/07/01/enterolobium-gummiferum-mart-j-f-
macbr-2/

Os IPs do tipo Kunitz sdo amplamente encontrados nas sementes de
Enterolobium sp., onde as propriedades biolégicas desses inibidores tém
demonstrado atividade contra diversos tipos de cancer (DE PAULA et al., 2012;
NAKAHATA et al., 2011); inseticida (DA SILVA FERREIRA et al., 2019); e antifungica
(DE OLIVEIRA et al., 2018). Todavia, nado foi encontrado na literatura estudos que
demonstrem caracteristicas moleculares e biolégicas sobre o inibidor de peptidases

de E. gummiferum.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Realizar a caracterizagao fisico-quimica e investigar o potencial antimicrobiano

do inibidor de peptidases de sementes de E. gummiferum (EgPI).

3.2 Objetivos especificos

Estabelecer um processo cromatografico para a purificagao para o EgPI;

Investigar as atividades inibitorias do EgPI contra as enzimas ftripsina e
quimiotripsina;

Determinar a sequéncia primaria aminoterminal do EgPI;

Investigar o potencial antimicrobiano do EgPl contra bactérias e fungos
plancténicos e formadores de biofilme;

Investigar o potencial antiparasitario do EgPI contra T. cruzi;


https://www.arvoresdobiomacerrado.com.br/site/2017/07/01/enterolobium-gummiferum-mart-j-f-macbr-2/
https://www.arvoresdobiomacerrado.com.br/site/2017/07/01/enterolobium-gummiferum-mart-j-f-macbr-2/
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Purificagcao do inibidor de peptidases de Enterolobium gummiferum

4.1.1 Obtencao da farinha de sementes de E. gummiferum

As sementes de E. gummiferum foram obtidas da empresa Arbocenter (Birigui,
Séao Paulo, Brasil). As sementes tiveram seu tegumento retirado e em seguida o
endosperma foi triturado em um moinho elétrico. A farinha obtida passou por uma
peneira para uniformizagcdo e obtenc&o de farinha de fina granulagdo. Essa farinha
passou por um processo de delipidacdo com hexano por 8 h, havendo a troca do
solvente cada 2 h, onde foi retirado grande parte de seus componentes apolares. Apos
delipidacao, a farinha foi transferida para uma bandeja contendo papel filtro para

volatilizacdo do solvente.

4.1.2 Obtencao do extrato bruto proteico

O extrato bruto proteico (EB) foi obtido através da farinha delipidada, a qual foi
submetida a uma extragao proteica utilizando tampao fosfato de sédio 0,1 mol/L, pH
7,6, na proporcao de 1:10 (p/v), sob agitagao constante overnight em uma temperatura
de 4 °C. O material obtido dessa extracao foi centrifugado a 10.600 xg por 30 min em
uma temperatura de 4 °C, sendo obtido 2 fragdes: precipitado e sobrenadante. O
sobrenadante e o precipitado foram separados, onde a fragdo precipitado foi
descartada e a fragao sobrenadante, contendo as proteinas da extracao, foi dialisada
em saco de dialise de 3,4 kDa contra agua destilada e liofilizada. O material obtido foi

denominado extrato bruto (EB), sendo utilizado nas etapas de purificag&o.

4.1.3 Cromatografia em coluna de gel filtracdo Sephadex G-100

O EB obtido foi dissolvido em tampao bicarbonato de aménio (AMBIC) 0,02
mol/L (125 mg/mL). A solugédo obtida foi homogeneizada e incubada em banho de
ultrassom por 5 min e posteriormente clarificada em centrifuga a 10.000 rpm por 10
min. O sobrenadante foi filtrado com auxilio de uma seringa e filtro de 0,2 ym e
aplicado em coluna de gel filtragdo Sephadex G-100 (3 x 80 cm) equilibrada
previamente em tampao AMBIC 0,02 mol/L. Fragdes de 5 mL foram coletadas a 18
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mL/h. As fracbes coletadas foram analisadas quanto ao teor de proteinas utilizando o
espectrofotdbmetro Evolution 200 (Thermo Scientific) nos comprimentos de onda 216
e 280 nm, para a construgao do perfil cromatografico. As fragdes que corresponderam
aos picos reunidos e utilizados em ensaios de atividade inibitéria contra tripsina
bovina, para a determinagcdo do pico onde o inibidor estivesse majoritariamente
presente. As fragdes foram reunidas, dialisadas e liofilizadas. O pico com atividade

inibitoria foi denominado EgPI G-100.

4.1.4 Cromatografia em coluna de hidrofobicidade Phenyl-Sepharose

A fragdo EgPl G-100 foi dissolvida em tamp&o fosfato de sodio 0,1 mol/L
contendo sulfato de aménio 0,04 mol/L, pH 7,2 e injetado em coluna de hidrofobicidade
HiPrep 16/10 Phenyl HP (Cytiva), equilibrada no mesmo tamp&o, em uma vazao de 5
mL/min. Como tampao de lavagem, foi utilizado fosfato de sédio 0,1 mol/L contendo
sulfato de amdénio 0,04 mol/L, pH 7,2, e apds 5 volumes de coluna, as moléculas
adsorvidas foram eluidas com agua destilada. Os picos foram coletados
automaticamente em um Akta Pure (Cytiva). O software Unicorn foi ajustado para
realizar a coleta automatica dos picos. Assim, os picos coletados tiveram suas
atividades inibitorias determinadas. O pico que apresentou maior atividade inibitéria
contra a enzima tripsina bovina foi dialisado, liofilizado e denominado EgPI.

4.2 Quantificagao de proteinas

Todo o material proteico obtido teve sua concentracdo determinada através do
método de Bradford (1976). Como padréo, foram utilizadas solu¢des de albumina do
soro bovino (BSA) na concentragdo de 0,5 — 0,03 mg/mL. Para a leitura de
absorbancia foi utilizado o leitor de microplacas Varioskan LUX (Thermo Scientific) no
comprimento de onda de 595 nm.

4.3 Atividade inibitéria

Os ensaios de atividade inibitoria contra a enzima tripsina bovina foram
realizados de acordo com Oliveira et al. (2012). Uma aliquota de 4 pL de tripsina (0,25
mg/mL) e 62 pL de Tris-HCI 50 mmol/L, pH 8,0, foi misturada com 4 uL de diferentes
concentragdes de EgPI, as quais foram incubadas por 10 min a 30 °C. Um volume de
200 uL de 1 mmol/L de BApNA foi adicionado e a hidrolise do substrato acompanhada
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a 410 nm durante 30 min, com leituras em intervalos de 5 min, em um leitor de
microplacas Varioskan LUX (Thermo Scientific, Sdo Paulo, Brasil). Uma Unidade de
Inibidor de Tripsina (TIU) foi definida como a quantidade de inibidor capaz de diminuir
em 0,01 unidades de absorbancia a 410 nm.

4.4 Determinacao da constante de dissociagcao e estequiometria

Para determinac&o dos parametros cinéticos da constante de dissociagéo (Ki),
foram utilizadas diferentes concentra¢des de EgPI (0,021, 0,0105, 0,00525, 0,002625
e 0,001312 mmol/L) e BApNA (0,5, 1,0 e 3,0 mmol/L). A razao estequiométrica entre
EgPI e tripsina foi determinada usando o ensaio de atividade inibitéria da tripsina.
Foram realizados ensaios na proporc¢ao de 0, 0,25, 0,5 e 1,0 entre tripsina e EgPI.
Trés ensaios independentes foram realizados em triplicata.

4.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE) 12,5%

O SDS-PAGE foi realizado de acordo com o método definido por Laemmli
(1970). O gel preparado é feito em duas partes, sendo a primeira parte definida como
gel de corrida, onde apresenta uma malha de poliacrilamida de 12,5%, sendo essa
responsavel pela separacdo das proteinas de acordo com o peso molecular. A
segunda parte definida como gel de empilhamento e apresenta uma malha de
poliacrilamida de 5%, sendo essa responsavel por alinhar as proteinas para o inicio
da separacao.

O gel de corrida € preparado utilizando 12,5% de acrilamida; tampao Tris-HCI
1,5 mol/L, pH 8,8; 0,1% de dodecil sulfato de sodio; agua; persulfato de amobnio; e
Tetrametiletilenodiamina. O gel de empilhamento é preparado utilizando 5% de
acrilamida; tampao Tris-HCI 0,5 mol/L, pH 6,8; 0,1% de dodecil sulfato de sddio; agua;
persulfato de amdnio; e Tetrametiletilenodiamina. Para o preparo dos géis, foi utilizado
o sistema de eletroforese SE 250 Minivertical, da empresa Cytiva. As amostras
preparadas foram dissolvidas em tampao de amostra contendo Tris, glicina, dodecil
sulfato de sédio, agua e azul de bromofenol. O marcador de peso molecular utilizado
foi o Amersham ECL Rainbow marker — High Range (Cytiva). A corrida foi realizada a
100 V com amperagem livre. Os géis obtidos foram corados em uma solugdo de
Comassie Blue, e o excesso foi removido em solugdo contendo acido acético e

metanol.
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4.6 Sequenciamento amino terminal

A sequéncia amino-terminal de EgPI foi determinada em um sequenciador
automatico de proteinas Shimazu PPSQ-33B (Shimadzu, Japao), realizando a
degradagdo de Edman. Aminoacidos de feniltiohidantoina (PTH), os derivados de
aminoacidos liberados durante a analise de sequéncia, foram detectados a 269 nm
em uma coluna Wakopak® Wakosil PTH-II (4,6 mm x 250 mm) (Wako Fujifilm, Japao).
O alinhamento foi pesquisado usando o sistema de busca NCBI-Blastp (ALTSCHUL
et al.,, 1990). O alinhamento multiplo foi realizado com T-Coffee expresso
(NOTREDAME; HIGGINS; HERINGA, 2000). A similaridade dos residuos
apresentados no alinhamento foi realizada com o software Clustal W (LARKIN et al.,
2007).

4.7 Dicroismo Circular

O EgPI foi submetido a uma analise de espectro de Dicroismo Circular (DC) na
regiao do UV-distante (160 - 240 nm) em um espectropolarimetro JASCO J-1100.
Inicialmente, a estrutura secundaria de EgPI (33 ymol/L) foi determinada em tampao
fosfato 10 mmol/L, pH 7,6, a 25 °C. Em seguida, foi obtida uma curva de desnaturagao
térmica submetendo o inibidor a uma faixa de temperatura de 20 a 90 °C, com um
periodo de 10 min de incubagao em cada temperatura antes da coleta dos espectros.
Para analisar a conformagao da estrutura secundaria sob condigdes redutoras, EgPI
foi incubado com 1 mmol/L DTT. Além disso, a cole¢ao de estrutura secundaria de
EgPl em diferentes pH foi analisada com tampao citrato de sédio 10 mmol/L (pH 2 e
4); tampao fosfato 10 mmol/L (pH 6 e 8) e bicarbonato de sédio 10 mmol/L (pH 10).
Os espectros de varredura (190 — 250 nm) foram coletados em cubetas de quartzo de
1 mm com uma taxa de varredura de 50 nm/min, com alcance de 0,1 nm e tempo de
integragao digital de 4 seg. Cada espectro obtido é o resultado de 10 acumulagdes. A
porcentagem de estrutura secundaria foi prevista utilizando o servidor Dichroweb por
meio do algoritmo CONTIN.

4.8 Ensaios microbiolégicos
Os microrganismos utilizados para os ensaios microbiolégicos pertencem a

colecdo do Laboratorio de Purificagdo de Proteinas e suas Fungdes Biologicas
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(LPPFB), constituida por fungos e bactérias da American Type Culture Collection
(ATCC). As suspensdes contendo os microrganismos sdo armazenadas em glicerol
10% estéril, a -80 °C.

Para os ensaios antibacterianos, as cepas utilizadas foram: Gram-positivas
Staphylococcus saprophyticus ATCC 49453, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) ATCC 43300, Staphylococcus
haemoliticus ATCC 29970 e Staphylococcus epidermits ATCC 12228; e uma Gram-
negativa, a Escherichia coli ATCC 35218, Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853. Os
meios foram preparados de acordo com o fabricante e os microrganismos foram
primeiramente inoculados em TSA (Agar Triptona de Soja, 15,0 g/L triptona, 5,0 g/L
digestdo papaica de soja e 5,0 g/L cloreto de sédio) e incubados a 37 °C por 24 h,
seguindo a exigéncia de oxigénio de cada bactéria. As colbnias foram adicionadas em
solucao salina (NaCL 0,9%) estéril e homogeinizadas em vortex por 15 seg até a
obtengdo de suspens&o com turvagio igual a 0,5 da escala Mac Farland (1,0 x108
Unidades Formadoras de col6nia por mililitro (UFC/mL)) determinado em um
turbidimetro. Essa suspensido foi diluida para a obtencdo de uma solugao
apresentando o equivalente a concentracao final de 1,5 x108 UFC/mL.

Para ensaios antifungicos, as cepas utilizadas foram: Candida albicans ATCC
5314, Candida albicans ATCC 90028, Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida
guillermonds ATCC 6260, Candida tropicalis ATCC 750 e Candida glabrata ATCC
90030. Os meios foram preparados de acordo com o fabricante e os microrganismos
foram primeiramente semeados em ASD (Agar de Dextrose Sabouraud, 40,0 g/L
dextrose, 10,0 g/L peptona e 20,0 g/L agar) e incubados a 37 °C por pelo menos 24
h, seguindo a exigéncia de oxigénio de cada fungo. As col6nias foram adicionadas em
solugdo salina (NaCL 0,9%) estéril até a obtengdo de suspensédo com turbidez

equivalente a concentracao final de 1,5 x10® UFC/mL.

4.8.1 Ensaio antibacteriano

O ensaio antimicrobiano realizado foi o de concentragao inibitéria minima (CIM)
pela técnica de microdiluicdo, de acordo com o protocolo M07 09 do Clinical and
Laboratory Standarts Institute (CLSI) (2012). O meio de cultura estéril foi utilizado
como controle negativo do ensaio, por ndo ocasionar nenhuma inibicado sobre o

crescimento bacteriano; o antibiético cloranfenicol (124 pumol/L) foi utilizado como
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controle positivo, por ser um antibiético eficiente na inibicdo do crescimento de
bactérias. A CIM é definida com a menor concentracdo dos compostos que inibem o

crescimento bacteriano em 24 h.

4.8.2 Ensaio antifungico

O ensaio antifungico realizado foi o de CIM pela técnica de microdiluigao, de
acordo com o protocolo M07 09 do CLSI. O meio de cultura estéril foi utilizado como
controle negativo do ensaio, por ndo ocasionar nenhuma inibi¢ao sobre o crescimento
fungico; o antifungico Anfotericina B (10,82 pmol/L) foi utilizado como controle positivo,
por ser um antifungico eficiente na inibicao de crescimento de fungo. A CIM é definida
com a menor concentragdo dos compostos que inibem o crescimento fungico em 24
h.

4.8.3 Ensaio de inibicdo do biofilme

Os ensaios antibiofilme foram adaptados da metodologia proposta por Filloux e
Ramos (2014). O ensaio consiste na utilizagdo de microplaca de 96 pogos com fundo
chato e tampa. Na placa, foi distribuido 170 pL de BHI com 1% de glicose, 20 pyL do
inoculo fungico e 10 pL de salina nos pogos de controle negativo; 10 uL de anfotericina
B nos pogos de controle positivo; e 10 uL do EgPI em diferentes concentragdes. Apds
o processo de preparo, a placa foi incubada a 37 °C por 24 h. Em seguida, os pogos
foram cuidadosamente aspirados e lavados com 100 pL de agua destilada esteéril, no
qual o sobrenadante foi descartado e adicionado 125 L de cristal violeta 0,1% nos
pocos e a placa foi incubada por mais 10 min. Apds incubacéo, o sobrenadante foi
descartado e os pogos foram lavados com 100 pL de agua destilada estéril. Apos
lavagem, a placa foi seca, em temperatura ambiente, por pelo menos 2 h. Apos
secagem, foi adicionado 150 pL de acido acético 30% e incubado por 10 min, entéo,
os pogos foram homogeinizados e 125 uL foi transferido para uma nova microplaca
de 96 pocos de fundo chato com tampa para leitura. Para a leitura de absorbancia, foi
utilizado o leitor de microplacas Varioskan LUX (Thermo Scientific) no comprimento
de onda de 550 nm.
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4.8.4 Ensaio de erradicacdo do biofilme

Os ensaios antibiofilme foram adaptados da metodologia proposta por Filloux e
Ramos (2014). O ensaio consiste na utilizagdo de microplaca de 96 pogos com fundo
chato e tampa. Na placa, foi distribuido 180 pL de BHI com 1% de glicose, 20 pyL do
inéculo fungico em todos os pogos a serem analisados. Apds o processo de preparo,
a placa foi incubada a 37 °C por 24 h. Em seguida, os pog¢os foram cuidadosamente
aspirados e foi adicionado 190 uL de BHI com 1% de glicose e 10 yL de salina no
controle negativo; 10 uL de anfotericina B no controle positivo; e 10 yL de EgPIl em
diferentes concentragdes. Em seguida, os pogos foram cuidadosamente aspirados e
lavados com 100 pL de agua destilada estéril, no qual o sobrenadante foi descartado
e adicionado 125 pL de cristal violeta 0,1% nos pocos e a placa foi incubada por mais
10 min. Apos incubacéo, o sobrenadante foi descartado e os pocos foram lavados
com 100 uL de agua destilada estéril. Apds lavagem, a placa foi seca, em temperatura
ambiente, por pelo menos 2 h. Apds secagem, foi adicionado 150 pL de acido acético
30% e incubado por 10 min, entdo, os pogos foram homogeinizados e 125 L foi
transferido para uma nova microplaca de 96 pocos de fundo chato com tampa para
leitura. Para a leitura de absorbancia, foi utilizado o leitor de microplacas Varioskan

LUX (Thermo Scientific) no comprimento de onda de 550 nm.

4.9 Andlise estatistica

Todos os valores foram obtidos apds realizacdo dos experimentos ao menos 2
vezes em triplicata, onde os ensaios foram expressos em média + desvio padrdo. Os
dados foram examinados utilizando a analise de variancia (ANOVA), seguida de teste
post hoc de Tukey considerando p-valor de <0,05 como significante. A analise foi

realizada através do Graphpad Prism 8.

5 RESULTADOS
5.1 Purificagado do EgPI

O EB teve sua concentragdo proteica determinada por Bradford, onde
apresentou uma concentracdo de 49% de proteina. O processo de purificagdo do
inibidor foi realizado em duas etapas, onde ensaios de inibicdo enzimatica foram
realizados com ftripsina bovina a fim de rastrear o inibidor desde o EB até os picos

obtidos nas cromatografias.
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5.1.1 Cromatografia em coluna de gel filtracdo Sephadex G-100

A cromatografia em coluna de gel filtragcado Sephadex G-100 separou o EB em
trés picos, os quais passaram por ensaios de atividade inibitéria (Figura 12). O pico 2,
denominado EgPI G-100, apresentou maior atividade inibitéria contra a tripsina bovina
(Figura 13).
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Figura 12 — Ensaio de atividade inibitoria contra tripsina dos trés picos obtidos pela coluna de gel
filtragdo Sephadex G-100.
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Figura 13 — Primeira etapa de purificagdo do EgPIl. Cromatograma obtido do uso do EB separado em
coluna de gel filtragdo Sephadex G-100. Pico 2 foi 0 pico que apresentou atividade inibitéria, sendo
denominado EgPI G-100 (Seta).
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5.1.2 Cromatografia em coluna de hidrofobidade Phenyl-Sepharose

Apo6s a obtencédo do EgPI G-100, o pico foi dialisado e liofilizado, para entéo,
ser submetido a cromatografia em coluna de hidrofobicidade Phenyl-Sepharose. A
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Phenyl-Sepharose separou o EgPl G-100 em cinco picos, onde os trés primeiros
sairam na presencga do tampao fosfato de sodio 0,1 mol/L com (NH4)2SO4 0,4 mol/L
(Figura 14). A presenca de altas concentragdes de (NH4)2SO4 ocasiona o salting out
effect, que é responsavel por afetar o grau de solvatagédo das proteinas de maneiras
diferentes, aumentando a interagdo proteina-proteina com o aumento de
hidrofobicidade, consequentemente, aumentando sua afinidade com a coluna.
Todavia, altas concentracbes deste sal ocasionam precipitacgdo da amostra,
ocasionando diminui¢édo no rendimento. Todos os 5 picos foram submetidos a ensaios
de atividade inibitéria, onde o pico 2, que foi denominado EgPI, apresentou maior
atividade inibitoria.
Figura 14 — Segunda etapa de purificagdo do EgPIl. Cromatograma obtido do uso do EgPIl G-100
separado em coluna de hidrofobicidade Phenyl-Sepharose. Pico 2 foi o que apresentou maior

atividade inibitéria, o qual saiu na concentragéo de tampéo fosfato 0,1 M com (NH4)2S04 0,4 umol/L,
sendo denominado EgPI (Seta).
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5.1.3 Tabela de purificacdo

A tabela de purificagéo foi realizada com as amostras obtidas desde o EB até
o EgPI, onde foi possivel observar que, quando comparado ao EB, o EgPI apresentou
uma atividade especifica para o inibidor e um processo de purificagdo maior que 10

vezes (Tabela 1).
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Tabela 1 - Tabela de purificacdo de EgPI. A purificagao foi realizada a partir de 100 mg de EB.

Passos Proteina Atividade Atividade Rendimento Purificacao
Total Total especifica (%)
(mg) (TIU)x105 (TIU/mg) x 104
Extrato Bruto 100,00 12,62 1,26 100,00 1,00
G-100 21,42 10,27 4,80 81,38 3,80
Phenyl-Sepharose 5,41 7,13 13,17 56,46 10,44

5.2 SDS-PAGE 12,5%

Para analise do processo de purificacdo dos picos obtidos durante os
processos cromatograficos, foi utilizada a SDS-PAGE 12,5% (Figura 15). No EB, foi
possivel observar a presengca de 3 bandas majoritarias, onde apenas duas se
mantiveram no EgPI G-100 pela técnica utilizada, que separa a amostra por tamanho.
Nesta primeira purificagdo, foi possivel observar que duas bandas mantiveram
majoritariamente, sendo elas, proteinas que apresentavam tamanho maior que 12,5
kDa e menor que 24 kDa. Quando o EgPl G-100 passou pela cromatografia por
hidrofobicidade, apenas uma banda de ~18 kDa se manteve presente no gel,
demostrando que o processo de purificagcdo foi bem-sucedido. Para um primeiro
processo de analise estrutural, o inibidor foi incubado com um agente redutor DTT.
Observamos que EgPlI é formado por duas cadeias polipeptidicas de

aproximadamente ~15 kDa e ~5 kDa.
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Figura 15 - SDS-PAGE 12,5% mostrando os resultados das etapas de purificagao e sua massa
molecular: 1: Marcador de alto peso molar (kDa), 2: extrato bruto, 3: EgPI-G100, 4: EgPI, 5: EgPI
reduzido com 0,1 M DTT.
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5.3 Propriedades inibitérias do EgPI

Com a realizagédo aos ensaios inibitérios contra a tripsina bovina, foi realizado
a estequiometria de inibicao e a constante de dissociagao (Kj) do EgPI. Essas analises
sdo realizadas através da determinacdo da atividade catalitica da enzima em
diferentes concentragdes da enzima, inibidor e do substrato.

5.3.1 Estequiometria de inibicdo

Para a analise da estequiometria de inibicdo, o inibidor e a enzima foram
incubados em diferentes concentragbes molares, sendo assim, possivel observar a
molaridade necessaria de inibidor para inibir uma certa quantidade de enzima. Os
ensaios com EgPI, demonstraram que ele € um inibidor que chega em sua inibigéo
completa na propor¢do molar de 1:1, ou seja, € necessaria uma molécula de inibidor
para inibir uma molécula de tripsina (figura 16). Essa razao de inibi¢ado 1:1 € observada
em moléculas que apresentam apenas um unico sitio reativo, caracteristica de muitos

inibidores do tipo Kunitz.
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Figura 16 — Estequiometria da inibicao de tripsina bovina do EgPI.
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5.3.2 Coeficiente de inibicdo

Para analise do coeficiente de inibicdo (Kj) foi realizado testes de hidrolise
enzimatica com diferentes concentracdes do substrato BApNA, onde os resultados
foram submetidos as equagdes de Michaelis-Menten, Dixon e Lineweaver-Burk, onde
demonstraram que o EgPI apresenta uma inibicdo do tipo competitiva e um valor de
Kide 8,4 x 10°° mol/L, o que indica uma alta afinidade entre o EgPI e a tripsina bovina,

outra caracteristica de inibidores do tipo Kunitz.

5.4 Sequenciamento Amino-terminal

O sequenciamento amino-terminal foi obtido pela analise dos 25 primeiros
residuos de aminoacidos. A pesquisa realizada através do NCBI-BLASTp revela que
o EgPI apresenta homologia com outros inibidores da familia Kunitz (13) (Tabela 2),
dentre eles, as maiores similaridades foram observadas para os EcTIl (68%), AcTI
(64%) e PjTI (60%).
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Tabela 2 - Alinhamento da sequéncia aminoterminal. EcTI, Enterolobium contortisiliquum; AcTI,
confusa; Prosopis juliflora; STI, Glicine max. Residuos idénticos estdo marcados em cinza,
substituicbes conservadas estdo marcados em cinza escuro. A similaridade esta representada como:
(*) residuos idénticos; (:) residuos com alta similaridade; (.) residuos com baixa similaridade; e a
auséncia de marcacao com residuos sem similaridade.

Identidade (%)

EgPI SELLDSDGDILDAGGAYYALPAVVS

EcTlI KELLDSDGDILRNGGTYYILPALRG 68
AcTlI KELLDADGDILRNGGAYYILPALRG 64
PjTI QELLDVDGEILRNGGSYYILPAFRG 60

Similaridade . **** XX %%k kk o kk dkk,

5.5 Estudos de estabilidade do EgPI

Os estudos de estabilidade do EgPI foram realizados utilizando o dicroismo
circular, onde foi analisado os diferentes espectros obtidos em diferentes condicoes
de temperatura e pH. As analises foram realizadas na regido do UV-distante, que
consiste na faixa de 160 a 240 nm, sendo essa a faixa ideal para analise de estrutura
secundaria de proteinas pela presenga de transicbes eletrOnicas das ligagdes
peptidicas. A predigcdo da estrutura secundaria foi realizada utilizando o algoritmo
CONTIN (Tabela 3).

Tabela 3 — Determinagao da estrutura secundaria do EgPIl em diferentes condigdes por dicroismo
circular.

Conteudo de estrutura secundaria (%)

Condigoes de incubagao Random

a-hélice Folha- coil Loop
EgPI 2,9 21,6 45,7 29,8
EgPl + DTT (1 mM, 30 °C, 30 min) 7,6 8,3 49,5 34,6
EgPla 20 °C 6,6 38,3 32,9 22,2
EgPla 30 °C 6,6 38,3 32,9 22,2
EgPla 40 °C 9,9 14,4 40,7 35,0
EgPla 50 °C 9,0 7,2 40,9 33,7
EgPl a 60 °C 9,2 15,1 421 33,5
EgPla 70 °C 25,6 8,4 33,7 32,3
EgPla 80 °C 36,1 8,0 24,6 31,2
EgPla 90 °C 38,0 54 31,9 247
EgPlem pH 2.0 54 13,3 46,2 35,0
EgPlem pH 4.0 10,5 10,9 39,7 39,0
EgPlem pH 6.0 8,6 13,5 44 1 33,8
EgPlem pH 8.0 5,2 17,1 44,6 33,2

EgPl em pH 10.0 7,6 9,7 31,9 34,5
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5.5.1 Estabilidade a o Ditiotreitol (DTT)

O EgPI em condigdes ideais apresenta uma elipticidade minima e negativa em

aproximadamente 200 nm, e uma elipticidade maxima e positiva em aproximadamente
230 nm (figura18). A predigdo da estrutura secundaria foi realizada utilizando o
algoritmo CONTIN. Nativamente, o EgPl é composto majoritariamente de folhas-8
(21,6%) e estrutura desordenada (45,7%).

Na presencga do DTT, é possivel observar uma intensificagdo na elipticidade
minima, que comega a reduzir a partir de aproximadamente 230 nm e tem seu minimo
em aproximadamente 200 nm (figura 17). A predicdo da estrutura secundaria foi
realizada utilizando o algoritmo CONTIN, que revelou que a presencga do DTT reduziu
significativamente a presenca de folhas-B (8,3%) e apresentou um aumento de a-
hélice (7,6%).

Figura 17 — Dicroismo circular do EgPI nativo (preto) e em condigbes de redugcao apds incubagéo
com DTT 1mmol/L (vermelho).
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5.5.2 Estabilidade térmica

O espectro do EgPI foi obtido em diferentes temperaturas, onde as amostras

foram incubadas por 10 min na temperatura de interesse. O EgPIl apresentou
estabilidade térmica até 60 °C, onde, a partir de 70 °C, o EgPI parou de apresentar a
elipticidade maxima e positiva e a elipticidade minima se mostrou menos intensificada,

tendo seu perfil semelhante a de a-hélice, que se intensificou com o aumento da
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temperatura, o que demonstrou desnaturacdo térmica conforme predito com o
algoritmo de CONTIN (Figura 18).

Figura 18 - Dicroismo circular do EgPl em diferentes temperaturas.
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A fim de analisar o efeito da temperatura na relagao estrutura-atividade, foi
realizado também o ensaio de atividade inibitéria contra tripsina com as amostras
incubadas em diferentes temperaturas, o qual sua atividade se manteve inalterada até
70 °C (figura 19). A partir de 80 °C, a atividade inibitoria reduziu sensivelmente.
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Figura 19. Analise térmica de atividade inibitoria contra tripsina do EgPI.
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5.5.3 Estabilidade a variagao de pH

O espectro do EgPI foi obtido em diferentes tampdes com diferentes pH, que

variaram de 2 a 10. Em todos os espectros obtidos, o EgPI se mostrou estavel a

variagéo de pH (Figura 20).

Figura 20 - Dicroismo circular do EgPl em diferentes pH.
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5.6 Ensaios microbiolégicos

5.6.1 Atividade antibacteriana

Foi avaliado a atividade antibacteriana do EgPI frente a diferentes cepas
bacterianas patogénicas Gram-positivas: (S. saprophyticus ATCC 49453, S. aureus
ATCC 29213, S. aureus resistente a meticilina [SARM] ATCC 43300, S. haemoliticus
ATCC 29970 e S. epidermits ATCC 12228) e duas Gram-negativas (E. coli ATCC
35218 e P. aeroginosa ATCC 27853). As concentragbes testadas variaram de 25 -
1,56 umol/L. Nenhuma cepa bacteriana foi inibida com o EgPl na concentragao

maxima de 25 pymol/L (Tabela 4).

Tabela 4 - Determinagéo da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) contra bactérias.

Concentragao inibitéria minima

Bactéria (umol/L)

>25 ymol/L
P. aeruginosa ATCC 27853

>25 ymol/L
S. aureus ATCC 29213

>25 ymol/L
SARM ATCC 43300

>25 ymol/L
S. epidermits ATCC 12228

>25 ymol/L
S. saprophyticus ATCC 49453

>25 ymol/L
S. haemoliticus ATCC 29970

>25 ymol/L

E. coli ATCC 35218

5.6.2 Atividade antifungica

Foi avaliado a atividade antifungica do EgPI frente a diferentes cepas fungicas
patogénicas (C. albicans ATCC 5314, C. albicans ATCC 90028, C. parapsilosis ATCC
22019, C. guillermonds ATCC 6260, C. tropicalis ATCC 750 e C. glabrata ATCC

90030). Nenhuma cepa fungica foi inibida com o EgPI, onde foi testado em uma

concentragdo maxima de 25 pymol/L (Tabela 5).



Tabela 5 - Determinagéo da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) contra fungos.

Concentragao inibitéria minima

Fungo (Mmol/L)

>25 ymol/L
C. albicans ATCC 5314

>25 ymol/L
C. albicans ATCC 90028

>25 ymol/L
C.parapsilosis ATCC 22019

>25 ymol/L
C. guillermonds ATCC 6260

>25 ymol/L
C. tropicalis ATCC 750

>25 ymol/L

C. glabrata ATCC 90030

5.6.3 Atividade antibiofilme fungico
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Foi avaliado o potencial antibiofilme do EgPI frente a cepa fungica produtora de

biofilme C. albicans ATCC 90028, o qual as concentragdes testadas variaram de 11 —
1,125 pmol/L. Como controle, foi utilizado o CIM (0,1353 pmol/L) e metade do CIM

(0,06765 umol/L) da anfotericina. A anfotericina apresentou uma queda de sua

atividade de inibicdo do biofilme significativamente com a reducdo de sua

concentragdo. O EgPI apresentou inibitéria de formagdo de biofilme semelhante

aquela apresentada pela metade do CIM da anfotericina em todas as doses testadas,

onde na concentragdo de 1,125 pmol/L, ele apresentou uma inibicdo de 82,7%

mostrando uma atividade antibiofilme uniforme independente da concentragdo (Figura

21).
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Figura 21 — Avaliagéo da inibigdo do biofilme de C. albicans ATCC 90028 pelo EgPI. As
concentragdes utilizadas foram de 1 vezes o MIC e 0,5 vezes o MIC da anfotericina e diluicdes
seriadas do EgPI que variaram de 11 p umol/L até 1,125 pymol/L.
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Além disso, foi avaliado seu potencial contra o biofilme maduro. A anfotericina
B apresentou queda na eficiéncia de sua atividade contra biofilme maduro na metade
de sua concentragdo, enquanto o EgPI apresentou atividade semelhante aquela
apresentada pelo CIM da anfotericina em uma concentragéo de 6,5 pmol/L (88,3 %),
atividade superior ao da metade do CIM da anfotericina em 3,25 pymol/L (68 %) e
atividade equivalente metade do CIM na concentragdo de 1,125 ymol/L (23 %) (Figura
22).
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Figura 22 - Avaliagéo da atividade de erradicagao do biofilme maduro de C. albicans ATCC 90028
pelo EgPI. As concentragGes utilizadas foram de 1 vezes o MIC e 0,5 vezes o MIC da anfotericina e
diluicbes seriadas do EgPI que variaram de 11 ymol/L até 1,125 pmol/L.
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6 DISCUSSAO

As sementes da familia Fabaceae constituem uma rica fonte de IPs, compostos
principalmente pelos inibidores Kunitz e Bowman-Birk. A subfamilia do inibidor Kunitz
(I3) é abundante na familia Fabaceae, composta por trés subfamilias: Faboideae,
Caesalpiniodeae e Mimosoideae (OLIVA et al., 2010). Enterolobium é um género que
pertence a subfamilia Mimosoideae (GAMAL EL-DIN et al., 2017). A subfamilia de
inibidores |3 exibe uma ampla gama de atividade para diferentes peptidases. Essas
peptidases estdo envolvidas em processos digestivos, como tripsina, fatores de
coagulagao e enzimas inflamatdrias. A maioria dos inibidores Kunitz apresenta uma
massa molar de 10-25 kDa com diferentes padrdes de pontes dissulfeto e nUmero de
cadeias polipeptidicas (DIB et al.,, 2019). A subfamilia I3 de inibidores Kunitz
geralmente possui quatro residuos de Cys que formam duas pontes dissulfeto,
agrupando IPs com uma ou duas cadeias polipeptidicas (OLIVA et al., 2010). Quando
comparado com outros inibidores, o EgPI apresenta grande semelhanca estrutural
com inibidores do tipo Kunitz, com uma massa molar de ~18 kDa, alta atividade

inibitoria contra tripsina e espectro no dicroismo semelhante a outros inibidores dessa
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subfamilia, demonstrando semelhanga em sua estrutura secundaria, com a auséncia

de a-hélice e alta presenca de folhas-$ antiparalelas.

6.1 Purificagado do EgPI

A purificacdo do EgPI a partir do EB usando a técnica de filtragcdo em gel foi
importante para eliminar o excesso de pigmentacdo da amostra. A pigmentacgéo foi
eluida no primeiro pico, juntamente com proteinas de alto peso molecular, como
observado em SDS-PAGE. O uso da coluna G-100 concentrou o EgPI no pico 2. No
entanto, contaminantes com peso molecular semelhante foram detectados na amostra
por SDS-PAGE. Por esse motivo, escolhemos uma cromatografia hidrofébica como
etapa de polimento, aproveitando as diferencas de hidrofobicidade superficial entre as
proteinas. O sulfato de aménio possui um importante efeito de precipitagcao salina.
Usando uma concentragcdo moderada de sulfato de amoénio, foi possivel separar trés
picos com diferentes volumes de eluicdo. Com base em SDS-PAGE e ensaio de
atividade inibitéria, demonstramos que o segundo pico produziu o EgPl como uma
Unica proteina pura, demonstrando que esse processo de 2 etapas se mostrou eficaz
em sua purificagcado, havendo menos perca de amostra.

O SDS-PAGE mostrou que o EgPI possui uma massa molar relativa de ~20
kDa, em condi¢des nativas (Figura 3). Em condi¢des redutoras, o EgPI exibiu duas
cadeias polipeptidicas. O padrdo de massa molar e a ocorréncia de duas cadeias
polipeptidicas concordam com o observado em outras subfamilias de inibidores Kunitz
I3, sendo também uma caracteristica desses inibidores das subfamilias de
Mimosoideae (BATISTA et al., 1996; BENDRE; RAMASAMY; SURESH, 2018; OLIVA
etal., 2010). A atividade especifica contra a enzima tripsina foi de 13,17 x 10* TIU/mg,
com um rendimento de 56,46%. A purificagcdo e o rendimento sao importantes para
proteinas que apresentam atividade biolégica. Os valores de pureza e rendimento
garantem repetibilidade nos ensaios biolégicos, uma vez que essas proteinas
apresentam atividade bioloégica e requerem uma grande quantidade de material antes
de se tornarem candidatas a aplicagdes biotecnolégicas.

Outros inibidores, como o EATI e o EcTI, foram necessarias 3 etapas de
purificagdo, para um rendimento de 40,7% e 12%, respectivamente (BATISTA et al.,
1996; DE OLIVEIRA et al., 2012). Quando comparado com o processo de obtengao
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desses inibidores, é possivel analisar que a purificagdo em 2 etapas do EgPI se

mostrou mais eficiente e promoveu uma melhora nos resultados de rendimento.

6.2 Atividade inibitéria e determinagao do Ki do EgPI

A atividade inibitdria contra tripsina e quimotripsina foi testada em todas as
etapas de purificagdo, e contra tripsina, o inibidor demonstrou alta atividade inibitoria,
enquanto contra quimotripsina essa atividade foi menor (dados ndo mostrados). A
atividade entre os inibidores Kunitz varia, alguns sao especificos para certas enzimas
(DE OLIVEIRA et al., 2012), e outros tém atividade contra varias peptidases serina
(BATISTA et al., 1996), ou a capacidade de inibir outras classes de enzimas, como
ApTI e PdKI-2, que inibem tripsina e papaina (OLIVEIRA et al., 2007; RODRIGUES
MACEDO et al., 2010).

Os estudos de estequiometria de EgPI contra tripsina mostraram uma inibigao
linear, com 100% de inibicdo em uma razao molar de 1:1 de enzima:inibidor (Figura
4), o que é caracteristico dos inibidores Kunitz. Analises adicionais, incluindo
Michaelis-Menten, Dixon e Lineweaver-Burk, revelaram um valor de Ki de 8,40 x 107
mol/L, em concordancia com outros inibidores Kunitz, como o inibidor de tripsina de
Entada acacifolia (EATI) (1,75 x 10° mol/L) (DE OLIVEIRA et al., 2012), TcTI (4,08 x
10°mol/L) (DO AMARAL et al., 2022), EcTI (0,88 x 10 mol/L) (ZHOU et al., 2013) e
o inibidor de tripsina de soja (STI) (3,20 x 10° mol/L) (DESHIMARU et al., 2002). A
atividade contra quimotripsina € maior em P2-G100 quando comparada com EgPI
(grafico ndo mostrado), sugerindo a possivel presenca de um inibidor de quimotripsina
no nas sementes de E. gummiferum. Estudos envolvendo outras proteinas presentes
nas sementes de E. gummiferum podem corroborar com a investigacdo de novos
bioagentes, podendo apresentar efeitos aditivos ou sinérgicos entre eles ou outras

moléculas.

6.3 Determinagao da sequéncia amino-terminal

Os inibidores Kunitz (13) apresentam estrutura primaria altamente conservada
(BONTURI et al., 2022). A identidade encontrada com os inibidores [3: EcTIl, que
contém quatro residuos de cisteina e duas cadeias polipeptidicas (BATISTA et al.,
1996); como observado para ACTI (WU; LIN, 1993) e PjTI (MONTE NEGREIROS et
al., 1991); STI contém quatro residuos de cisteina ao longo de uma unica cadeia
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polipeptidica. Quando a estrutura cristalizada de EcTI, STl e Tamarind Kunitz Inhibitor
(TKI) séo sobrepostas, as porcdes de folhas-f sdo sobrepostas com um valor de
RMSD baixo. No entanto, as regides de algca exibiram um valor de RMSD alto,
sugerindo que as porgdes de alga exibem uma regido estrutural mais variavel entre os
inibidores Kunitz. Uma excecado em relagao a variabilidade das algas € observada na
alca do sitio reativo, que possui uma forma similar entre diferentes inibidores Kunitz
(ZHOU et al., 2013). Com essa semelhanca entre o inibidor Kunitz da subfamilia 13,
demonstramos por CD que o EgPl possui uma estrutura secundaria similar a

subfamilia 13, em especial nas porcdes de folhas-3.

6.4 Analise de estrutura secundaria e estabilidade térmica e de pH por
dicroismo circular

Para analisar a estrutura secundaria e mudancas estruturais em diferentes
ambientes, foram realizados ensaios de CD em diferentes condicbes de pH e
temperatura. A estrutura de todas as analises foi determinada pelo algoritmo CONTIN.
Em todos os espectros, o EgPI exibiu um espectro de assinatura conhecido de
proteinas com folhas- antiparalelas. Esse padrdo de espectros esta de acordo com
os inibidores Kunitz (MICSONAI et al., 2015). O algoritmo CONTIN sugere que o EgPI
é formado por folhas-[3, estruturas aleatérias e algas, com baixo teor de hélice-a, de
acordo com a literatura (DE OLIVEIRA et al., 2012; ZHOU et al., 2013b).

Em concentracbes mais altas, o DTT causa ruido e erros na aquisi¢cao dos
espectros por dicroismo circular. Por esse motivo, a concentracdo de DTT foi mantida
< 1mmol/L. Em condi¢des de redugao, o EgPIl mostrou redugao no conteudo de folhas-
B e um leve aumento de a-hélices, estruturas aleatdrias e algcas. Essas alteracdes na
conformacgao estrutural indicam perda da conformacao nativa e consequentemente
perda de suas propriedades inibitorias.

Os inibidores Kunitz possuem estabilidade térmica elevada (DO AMARAL et al.,
2022). Uma vez que um espectro de assinatura foi determinado em condigbes nativas
e na presenga do agente redutor DTT, adotamos esses padrdes para determinar as
assinaturas na molécula nativa e desnaturada. Assim, podemos inferir o efeito da
temperatura sobre a estrutura secundaria do EgPl em uma ampla faixa de
temperaturas, determinando o momento em que a atividade biologica seria abolida.

Em altas temperaturas, o sinal em ~200 nm foi mais positivo do que em temperaturas
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mais baixas e em ~230 nm o sinal se tornou negativo. A 70 °C, o conteudo de a-
hélices aumentou e as folhas- diminuiram, um padrao também observado a 80 °C e
90 °C, um forte indicativo de perda de estrutura e consequentemente de uma possivel
perda na atividade inibitoria. Apesar de sua perda de estrutura ter iniciado a 70 °C, o
inibidor apresentou atividade inibitéria semelhante a sua forma ndo desnaturada,
tendo inicio de perda de atividade em 80 °C e perda total em 90 °C. Mills et al. (2001)
descreveram a reducgao das folhas-f3 com o aumento do conteudo de hélice-a seguido
pela desnaturagdo térmica na -conglicinina da globulina do grdo de soja. Ja em 90
°C, um aumento do conteudo de estruturas aleatdrias foi observado. O aquecimento
do EgPIl a 90 °C resultou na perda de estrutura secundaria caracteristica, sugerindo a
desnaturacao da proteina. Esse efeito de alteragdo na estrutura secundaria pode estar
relacionado diretamente com a capacidade de inibigdo dos inibidores do tipo Kunitz,
onde apresentam redugao de sua atividade inibitéria em temperaturas elevadas,
como: O inibidor de tripsina de batata (PTl) apresenta reducdo de 79% de sua
atividade inibitoria apos incubagao a 60 °C(LI et al., 2020); EATI apresenta redugéo
de 84% de sua atividade inibitéria apos incubacéo a 80 °C (DE OLIVEIRA et al., 2012);
e o ILTI apresentou reducao de 20% na atividade inibitéria apds incubagéao a 80 °C
(MACEDO et al., 2007).

Os espectros coletados do EgPl em diferentes valores de pH mostraram
variagbes leves, sugerindo que nao foram observadas alteragdes na estrutura
secundaria entre os pH 2 e 8. Apenas no pH 10 foi observada uma alteracdo na
estrutura secundaria consideravelmente importante. A estabilidade dos inibidores
Kunitz em uma faixa de pH é uma caracteristica bem conhecida (MACEDO et al.,
2007; CRUZ et al., 2013; GUIMARAES et al., 2015; RAMALHO et al., 2018). A
alteracao na estrutura secundaria desses inibidores por sequéncia do pH pode afetar
minimamente a capacidade de inibigdo, onde: o PTI apresentou uma redugao de
8,56% da atividade inibitéria em pH 2 (LI et al., 2020); o ILTI e o EATI néo
apresentaram reducao de sua capacidade de inibicdo nos intervalos de pH entre 2 e
10 (MACEDO et al., 2007; DE OLIVEIRA et al., 2012)

Devido a estabilidade em diferentes valores de pH, o EgPI pode apresentar
potencial biotecnoldgico para o controle de pragas, uma vez que os tratos digestivos
da maioria dos insetos-praga coleopteros e lepiddpteros contém serinopeptidases
com atividade 6tima em condigbes acidas e alcalinas (YANG et al., 2009; FUZITA et
al., 2022)
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Os inibidores Kunitz tém sido utilizados em ensaios como ferramenta contra
pragas: o inibidor de tripsina de Adenanthera pavonina (ApTl) retarda o crescimento
de Anagasta kuehniella (Lepidoptera) (MACEDO et al., 2010), o inibidor de tripsina de
Inga laurina (ILTI) apresenta atividade inseticida contra Homalinotus coriaceus
(MACEDO et al., 2011) e retarda o crescimento de Spodoptera frugiperda (MACHADO
etal., 2017). O uso de plantas transgénicas com expressao de genes de IPs é utilizado
para proporcionar protecdo contra pragas e patogenos. O ILIT recombinante,
produzido por expressédo heterdloga, exibiu atividade inibitoria semelhante ao ILIT
nativo. Quando expresso em plantas de cana-de-agucar e tabaco, o ILTI apresentou
propriedades inseticidas contra larvas de D. saccharalis e H. virescens, o que reforga
o potencial biotecnolégico dos IPs (RAMOS et al., 2012). O uso de IPs vegetais como
fermenta biotecnoldgica é possivel uma vez que eles compartiiham estruturas

secundarias simples e um menor numero de modificacdes pds-traducionais.

6.5 Ensaios de atividade microbiolégica

Estudos tem mostrado que compostos isolados de plantas como os IPs podem
apresentar atividade antibacteriana e antifungica (MACEDO et al., 2016). Estudos
envolvendo inibidores do tipo Kunitz demonstraram que sua atividade antifungica é
mediada por diversos mecanismos, como inibicdo proteolitica, inducdo de estresse
oxidativo por interagdo com mitocondria, bloqueio de serinopeptidases importantes no
blogueio de apoptose, como metacaspases e mediador nuclear de apoptose, como o
Nma111p (GUTIERREZ-GONGORA; GEDDES-MCALISTER, 2021). As
metacaspases clivam substratos e interagem com inibidores que apresentam cadeias
com aminoacidos basicos de Arg e Lys, essa caracteristica € apresentada também no
sitio ativo da enzima tripsina, que interage com seus substrato e inibidores que
apresentam essa caracteristica da mesma forma (CARMONA-GUTIERREZ et al.,
2010; OLIVA et al., 2010).

Quanto a atividade antibacteriana, alguns inibidores do tipo Kunitz apresentam
uma maior limitagao quanto a sua inibigdo, como por exemplo o ILTI (MACEDO et al.,
2016), IVTI (DA SILVA BEZERRA et al., 2016) e o EVTI (MACHADO et al., 2013). O
EgPI, todavia, ndo demonstrou grande efetividade quanto a inibicdo de fungos e
bactérias nas concentragbes testadas, porém demonstrou atividade antibiofiime

contra a cepa formadora de biofilme de C. albicans. O EgPl em uma concentracao de
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1,125 ymol/L apresentou uma redugao de 82,7% da formagéo do fiime e em uma
concentragédo de 6,5 umol/L apresentou uma redugao de 88,4% do biofilme maduro
de C. albicans. A atividade antibiofilme de inibidores do tipo Kunitz tem sido reportada
recentemente, onde o CITl, em uma concentragcdo de 2,1 ymol/L apresentou uma
reducado de 34,30% na formagao do biofilme e 38,58% da redugcao do biofilme pré-
formado de C. albicans (ARAUJO et al., 2019). Além do CITI, outros inibidores
apresentaram atividade antibiofime de outros microrganismos, onde o ILTI
apresentou inibigao e erradicacao do biofilme pré-formado de cepas de S. epidermidis
em uma concentracao de 25 ug/mL e 150-200 ug/mL, respectivamente (CARNEIRO
et al., 2018). O EgPI, em todas as concentragdes testadas, apresentou um efeito
semelhante ao da anfotericina B na inibigdo da formacgao do biofilme, ja na reducéo
do biofilme pré-formado apenas as concentragdes de 11 ymol/L e 6,5 pmol/L
apresentaram um efeito semelhante ao CIM da anfotericina, concentracdes menores
apresentaram um efeito semelhante ao controle e a metade do CIM da anfotericina.

Assim como em bactérias, os fungos também liberam moléculas QS para
comunicacgéo intercelular a fim de regular os genes e densidade celular (KALIA, 2013;
MEHMOOQOD et al., 2019). Dentre os fungos, a C. albicans é a mais estudada quanto
as suas moléculas QS, tendo como uma de suas fung¢des a transformacéao de levedura
para hifas e pseudo-hifas, transformacbées que sio importantes para seu
desenvolvimento e patogenicidade de acordo com as condigbes do meio para o
desenvolvimento celular e de um biofilme (MEHMOOD et al., 2019; SUDBERY, 2011).
Dentre as moléculas, pode-se destacar o farnesol e o tirosol, onde o farnesol tem
como principal fungdo controlar o desenvolvimento de hifas com a supressao da
cascata da RAS1-cAMP/ proteina cinase; e o tirosol acelera a formacao de hifas e
tubos de germinagdo (MEHMOOQOD et al., 2019).

Outra molécula relacionada ao QS de grande importéncia € o nucleotideo
guanosina 5'-tri/difosfato 3'-difosfato, que é produzido e liberado em situagdes de
estresse, como limitacdo de nutrientes, temperatura e pH. O aumento dos niveis de
guanosina 5'-tri/difosfato 3'-difosfato, regulam diversos genes relacionados a estresse,
e reduz os relacionados ao crescimento, sendo ele um dos principais responsaveis a
formacao de biofilme pelo aumento da formacdo de AHLs (FONTAINE; DUGGAL,;
WEINERT, 2018).

O EgPI pode ter como mecanismo de agédo contra o biofilme a inibicdo da

biossintese dos autoindutores; a degradagao do sinal QS no ambiente extracelular
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por enzimas Quorum-Quenching como a AHL-lactonase, oxidorredutase e acilases; o
bloqueio de receptores ou interferéncia do complexo autoindutor/receptor; a
atenuacao do sinal QS devido a formacado de um complexo entre Al/macromolécula;
ou degradacgédo de enzimas que interferem na comunicagao célula-célula, levando a
controle ativo da concentracdo (ESCOBAR-MUCINO; ARENAS-HERNANDEZ;
LUNA-GUEVARA, 2022). Para confirmar seu mecanismo de agéo, serao necessarios
ensaios futuros, como cromatografia de afinidade, testes colorimétricos, polimeros

com alta afinidade pelas moléculas, dentre outros (LU et al., 2022).

7 CONCLUSAO

As sementes da familia Fabaceae sao uma rica fonte de IPs, especialmente os
inibidores Kunitz e Bowman-Birk. O EgPI, inibidor Kunitz derivado de sementes de
Fabaceae, foi purificado e caracterizado com sucesso. Ele exibe atividade inibitéria
contra a tripsina e apresenta uma estrutura secundaria tipica dos inibidores Kunitz,
com uma conformagao predominante de folhas-3. O EgPI demonstra estabilidade em
uma ampla faixa de pH e sofre alteragdes conformacionais em condigdes redutoras e
altas temperaturas, mantendo atividade inibitéria contra tripsina estavel em elevadas
temperaturas. Apesar de baixa atividade contra fungos e bactérias, o inibidor
demonstrou atividade contra a formacao de biofiimes e capacidade de desfazer
biofilmes maduros de C. albicans, sendo necessario ensaios futuros para determinar
seu mecanismo de acdo. Esses resultados destacam o potencial do EgPIl para
diversas aplicagbes futuras, incluindo o controle de pragas e pesquisas

biotecnoldgicas.
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ANEXO

Anexo 1 - Cadastro no Sistema Nacional de Gestao do Patriménio Genético e
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN). Cadastro numero A315278.

oS- et
Ministério do Meio Ambiente .
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SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO
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Cadastro n? A315278

A atividade de acesso ao Patrimdnio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.
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Usuario: MARIA LIGIA RODRIGUES MACEDO
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Claudiane Vilharroel Almeida

Maria Caroline de Moura Cavalheiro

Janaina de Cassia Orlandi Sardi
Jesus Rafael Rodriguez Amado

Claudia Magno Pereira de Brito
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UFMS
UFMS
UFMS
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Luis Henrique de Oliveira Almeida UFMS
Graziele Custodia Sandim UFMS
Amanda Carollina Borges da Silva UFMS
Leticia Souza Lima UFMS
Simone Maria Neto UFMS
Matheus Maganha da Silva UFMS
Suellen Rodrigues Ramalho UFMS
Bruna Sanae Moroto UFMS
Milenna Queiroz Tobias UFMS
Paula Bélit Mazacote Zenteno UFMS
Ricardo Abreu de Oliveira UFMS
Thais de Oliveira Anastacio UFMS
Queisielle Magalhaes Carvalho de Souza UFMS
Data do Cadastro: 14/12/2020 18:19:14
Situagéo do Cadastro: Concluido
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