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RESUMO: Os inibidores proteoliticos séo
metabolitos importantes em decorréncia das
multiplas funcbes que exercem, incluindo a
sua relevancia para a regulacdo da cascata
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de coagulacdo sanguinea e fibrindlise. A
caracterizacdo estrutural desses inibidores
podera contribuir para elucidar os mecanismos
de regulacdo desses processos e para
demonstrar os potenciais terapéuticos dessas
moléculas. Os inibidores foram extraidos em
solucédo salina (0,15M, 10% p/v) e precipitacéo
com acetona gelada 80% e purificados em
colunas cromatograficas de troca ibnica,
exclusdo molecular e afinidade. O grau de pureza
foi monitorado por SDS-PAGE e a atividade
inibitoria foi realizada a 37°C na presenca de
substratos cromogénicos especificos para
cada serinoprotease. A acdo dos inibidores na
cascata de coagulacdo sanguinea foi verificada
pela realizagédo dos ensaios TP e TTPa. O efeito
de DrTI foi verificado em relagdo a agregagéo
plaquetéria ex vivo e em um modelo de trombose
arterial carotidea em camundongos machos C57/
BL6, tratados com 0,5 mg/Kg e 2 mg/Kg de DrTlI,
utilizando a emisséo laser até atingir 0,08 mL/
min ou menos. Os inibidores sédo do tipo Kunitz
e seletivos para tripsina. Ficou evidenciado que
esses inibidores atuam sobre a via intrinseca e
comum da coagulagéo sanguinea, prolongando o
tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa).
DrTl também inibiu a agregagcéo plaquetaria e
potencialmente preveniu a formacéo de trombos
em camundongo. CfTl, IcTI e DrTl s&o inibidores
tipo Kunitz e atuam na cascata de coagulagéo
sanguinea, sendo o DrTl também eficaz na
prevencédo de trombos.

PALAVRAS-CHAVE: Inibidores,
Serinoproteases, Coagulagédo  Sanguinea,
Kunitz, Fabaceae.
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ANTICOAGULANT AND ANTITROMBOTIC EFFECTS OF PLANT PROTEOLYTIC
INHIBITORS

ABSTRACT: The Proteolytic inhibitors are important metabolites due to the multiple functions
they perform, including their relevance for the regulation of the blood coagulation cascade and
fibrinolysis. The structural characterization of these inhibitors may contribute to elucidate the
mechanisms for regulating these processes and to demonstrate the therapeutic potentials
of these molecules. The inhibitors were extracted in saline solution (0.15M, 10% w/v) and
precipitated with 80% cold acetone and purified on ion exchange, molecular exclusion and
affinity chromatographic columns. The degree of purity was monitored by SDS-PAGE and the
inhibitory activity was carried out at 37°C in the presence of specific chromogenic substrates
for each serine protease. The action of inhibitors in the blood coagulation cascade was verified
by performing the TP and aPTT assays. The effect of DrTl was verified in relation to ex vivo
platelet aggregation and carotid arterial thrombosis model in male mice C57 / BL6, treated
with 0.5 mg / kg and 2 mg / kg of DrTl, using laser emission until reaching 0.03 mL / min or
less. The inhibitors are of the Kunitz type and selective for trypsin. It was evidenced that
these inhibitors act in the intrinsic and common pathways of blood coagulation, prolonging
the activated partial thromboplastin time (aPTT). DrTl also inhibited platelet aggregation and
potentially prevented the formation of thrombus in mice. CfTl, IcTI and DrTl are Kunitz-type
inhibitors and act in the blood coagulation cascade, and DrTl is also effective in preventing
thrombus.

KEYWORDS: Inhibitors, Serine proteases, Blood coagulation, Kunitz, Fabaceae.

11 INTRODUGAO

Os inibidores proteoliticos sdo metabdlitos importantes em decorréncia das maltiplas
funcdes que exercem, destacando a sua relevancia para a regulacdo de processos
biolégicos, como a liberagédo de hormonios e peptideos, ativacao de receptores, a regulagédo
da expressao génica através da clivagem proteolitica da cauda de histonas e cascata de
coagulacao sanguinea e fibrindlise. O mecanismo de regulagcao mediado por esses inibidores
esta relacionado ao fato destes serem especificos para determinadas enzimas envolvidas
nesses processos biolégicos, principalmente as serinoproteases. Os inibidores vegetais
que mais tem contribuido para esses modelos de estudos sdo do tipo Kunitz e Bowman-
Birk e séo classificados de acordo a especificidade pelas enzimas alvo, presenca de pontes
dissulfeto e numero de sitios reativos. A caracterizacéo estrutural desses inibidores podera
contribuir tanto para a elucidacdo dos mecanismos de regulagdo desses processos, como
para a demonstragdo do seu potencial de aplicabilidade terapéutica (Machado et al. 2013;
Bezerra et al. 2016).

21 OBJETIVO

O objetivo do trabalho foi investigar o efeito de inibidores proteoliticos isolados de
sementes de leguminosas sobre o processo de coagulagédo sanguinea (in vivo e in vitro) e
sistema fibrinolitico.
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31 METODOLOGIA

Os inibidores foram extraidos por meio de solucdo salina e precipitagdo com
acetona gelada 80% e, posteriormente, purificados em colunas cromatograficas de troca
idnica, exclusdo molecular e afinidade. O monitoramento do grau de pureza foi realizado
por eletroforese em SDS-PAGE 12,5%. A atividade inibitoria foi realizada na presenca de
concentracbes fixas de enzimas, a 37 °C, pH 8,0, com periodo de 10 minutos de pré-
incubacao, na presenca de substratos cromogénicos especificos. A agéo dos inibidores na
cascata de coagulacdo sanguinea foi verificada pela realizacdo dos ensaios de tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPa) e tempo de protrombina (TP), conforme descrito na
literatura. O efeito de DrTlI foi verificado em relagéo a agregacédo plaquetaria ex vivo e em
um modelo de trombose arterial carotidea em camundongos machos C57/BL6, tratados
com 0,5 mg/Kg e 2 mg/Kg de DrTl, utilizando a emisséao laser até atingir 0,03 mL/min ou
menos.

41 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os inibidores proteoliticos estudados sao do tipo Kunitz e inibem serinoproteases
digestivas como a tripsina, mas ndo quimotripsina (Patthy et al. 2015). Esses resultados
corroboram com dados de que a maioria dos inibidores pertencentes a familia Kunitz de
leguminosas apresenta, geralmente, uma subunidade em torno de 20 kDa e que possuem
um sitio de ligagdo para tripsina e/ou quimotripsina (Bhattacharyya e Babu 2017). IcTI
(Inibidor de tripsina de Inga capitata), CfTI (Inibidor de tripsina de Caesalpinia ferrea) e
DrTI (Inibidor de tripsina de Delonix regia) nao tiveram efeito sobre o tempo de protrombina
(TP), mas prolongaram o tempo de coagulagéo sobre tromboplastina parcial ativada (TTPa)
quando comparados ao controle, sugerindo potencial efeito inibitério sobre serinoproteases
da via intrinseca. O DrTI atuou especificamente sobre as serinoproteases HuPK (calicreina
plasmatica humana) e Fator Xla, ndo sendo efetivo contra plasmina, trombina nem fator
Xa, tal como outros inibidores de leguminosas (Pando et al. 2001; Oliva et al. 2009; Salu et
al. 2018). Os fatores da via intrinseca e via comum s&o serinoproteases e, portanto, esses
resultados podem estar correlacionados com a interacdo seletiva destes inibidores com
essas enzimas que compdem as vias da cascata de coagulagédo sanguinea. DrTl inibiu a
agregacao plaquetéria (Figura 2) e potencialmente preveniu a formag¢éo de trombos em
camundongo (Figura 3) (Salu et al. 2018), tal como outros inibidores (Brito et al. 2014).
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Figura 3. (A) Curvas representativas do fluxo sanguineo da artéria carétida em camundongos
C57 black 6. Comparacéao entre 0,15 M NaCl (vermelho, n=11), (0.7 mg/kg) fondaparinux
(preto, n=7), (0.5 mg/kg) DrTI (azul claro, n=6) e (2mg/kg) DrTI| (azul escuro, n=5), em resposta
a injuria vascular trombética. (B): Avaliagdo do tempo de ocluséo da artéria carétida. **p<0.01
para os grupos comparados ao controle. n= nimero de animais por grupo.

51 CONCLUSAO

Os inibidores isolados IcTl, CfTl e DrTl sdo do tipo Kunitz, seletivos para
serinoproteases e mostraram-se capazes de inibir a via intrinseca da cascata de
coagulacdo sanguinea, nao tendo efeito sobre a via extrinseca. DrTl inibiu a agregacéao
plaquetéria e potencialmente preveniu a formagao de trombos em camundongo. Com esses
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resultados obtidos, é possivel, posteriormente, realizar a caracterizagdo desses inibidores
com a perspectiva de se obter biomoléculas que possam ser utilizadas em aplicacbes

biotecnolodgicas ou terapéuticas.
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