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Medida pelos mais variados parametros, € inconteste a expansao das informacdes
cientificas produzidas nas Ultimas décadas. Em particular, a Bioquimica atravessa um
periodo de aumento exponencial de conhecimentos.

Muitos desses conhecimentos tém sido aplicados, com uma velocidade e uma
eficiéncia sem precedentes, na melhoria das condi¢cdes de vida e bem-estar dos seres
humanos. A salde publica, a producao de alimentos, as matrizes energéticas, o cuidado
com o meio ambiente e inUmeros outros setores da vida social tém sido beneficiados pelo
continuo fluxo das informacdes originadas nos laboratérios de pesquisa.

Para os profissionais envolvidos no ensino de Bioquimica, o crescimento vertiginoso
dessa area agravou um croénico paradoxo curricular: 0 aumento do volume de informagbes
e a manutencéo do tempo destinado ao seu ensino.

Uma consequéncia perceptivel desse conflito é a reducado das atividades praticas
de muitas disciplinas, em franca contradicdo com o fato de ser a Bioquimica uma ciéncia
experimental. As atividades praticas de laboratério precisam, por isso, ser criteriosamente
escolhidas para cumprir seu papel educativo.

A selecédo dos experimentos de Bioquimica passa agora a ter um suporte valioso:
trés docentes da Universidade Federal de S&o Joao del Rei e um docente da Universidade
Estadual de Minas Gerais, auxiliados por seus estudantes, reuniram, em um e-book,
Praticas em Bioquimica Analitica, um conjunto de experimentos testados, aplicados
rotineiramente e minuciosamente descritos.

Cada experimento ou médulo é iniciado com uma introducéo teorica, seguida dos
objetivos que devem ser alcangados pelos alunos e, naturalmente, pelos materiais e métodos
a serem utilizados e o protocolo detalhado da atividade a ser realizada. Quando pertinente,
¢é introduzida uma secéo intitulada Curiosidades, com informagées contextualizadas sobre
0 assunto em estudo. Para um aprofundamento no assunto, cada experimento € seguido
de uma lista de referéncias bibliograficas. Estdo contempladas as unidades programaticas
principais do estudo de Bioquimica, precedidas por um excelente capitulo versando sobre
seguranca e boas praticas de laboratorio.

Naturalmente, a totalidade de experimentos apresentados néo poderia ser aplicada
nas disciplinas comuns de diferentes habilitacées — eles foram padronizados para o curso
de Bacharelado em Bioquimica. Entretanto, trata-se de um rico repertorio de atividades
que poderao ser usadas de forma independente ou servir como modelo para adaptagdes e
ajustes as condi¢des de cada instituicao e aos objetivos de cada docente.

Os docentes e alunos de Bioquimica ficam agradecidos a equipe autora das Praticas
em Bioquimica Analitica!

Bayardo Baptista Torres

Professor Sénior - Departamento de Bioquimica. Laboratorio de Ensino de
Bioquimica. Universidade de Sao Paulo - USP
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Proteases sdo enzimas proteoliticas
que atuam na hidrélise de proteinas (quebra
de ligag@o covalente com participagdo de uma
molécula de agua), podendo ser de origem
vegetal, animal e microbiana. As proteases s@o
classificadas como um subgrupo das hidrolases
e sua nomenclatura é feita segundo o tipo de
reac@o catalisada, a natureza quimica do sitio
catalitico e de acordo com sua estrutura. Dessa
maneira, subdividem-se em exopeptidases
e endopeptidases, dependendo de seu sitio
de acdo. As principais classes sdo: serina
proteases; cisteina proteases; aspartico
proteases; treonina protease e metaloprotease
representadas no quadro 6 (SILVA-LOPEZ,

2010).

Classes de Exemplos Exemplos de
proteases inibidores
especificos
Serino-proteases Tripsina; Aprotinina;
Quimiotripsina; Benzamidina;
Elastase; Leupeptina;
Calicreina TPCK® ; TLCK®
pancreatica; ; SBTI° ; PMSF.
Subtilisina.
Cisteino- Papaina; E-64.
proteases Actinidina;
Catepsina.
Aspartico- Pepsina; HIV1- Pepstatina
proteases protease.
Metaloproteases Colagenases Amastatina;
(Carboxipeptidase EDTA; 1-10
A, Termolisina) fenatrolina.

*** aTLCK- N-tosil-lisil clorometil cetona; ®

TPCK, N-tosil-fenilalanil clorometil cetona;

¢ SBTI, Inibidor de tripsina da soja. Fonte:
Adapatado de Barret (1994) e Neurath (1986).

Quadro 7 - Tipos de Proteases.

A familia de protease mais bem
caracterizada e mais fisiologicamente versatil
€ a das serino proteases, elas podem ser
divididas em dois tipos as serino proteases de
mamiferos (quimotripsina, tripsina, elastase) e a
serino protease bacteriana (subtilisina). Diferem
na sequéncia de aminoacidos e na estrutura
tridimensional, embora tenham um sitio ativo e
um mecanismo enzimatico em comum. No que
se refere a cisteino proteases, pode-se incluir
varias catepsinas de mamiferos, as proteases
ativadas pelo calcio citosélico (calpainas), a
papaina e a actinidina de plantas, sendo as
papainas as mais estudadas dessa familia.




Ja as proteases asparticas incluem a penicilopepsina bacteriana, pepsina de mamiferos,
renina, quimosina e certas proteases fungicas. E por fim, as metaloproteases também se
diferenciam em dois tipos: as carboxipeptidases pancreaticas de mamiferos e a termolisina
bacteriana, que diferem uma da outra na estrutura quimica, embora ambas tenham zinco
em seu sitio ativo (TREMACOLDI, 2009).

As enzimas proteoliticas produzidas por microrganismos podem atuar na hidrolise
de proteinas da membrana e da parede celular de plantas hospedeiras, facilitando a
penetracéo e a infecgdo. Por outro lado, € comum e amplamente distribuida a ocorréncia de
inibidores para essas proteases no reino vegetal, representando um mecanismo de defesa.
Em seres humanos, as proteases representam uma classe de enzimas com importantes
papéis em processos biologicos, como por exemplo a digestdo, coagulagdo sanguinea,
morte celular e diferenciacéo de tecido (MURI, 2014).

Diversas proteinas atuam como reserva proteica em plantas. As proteinas de
reserva podem ser subdivididas em proteina de reserva de sementes e proteinas de reserva
vegetativa, a depender do tecido e estrutura onde estas sdo encontradas. As proteinas
de sementes ainda podem ser classificadas em albuminas, globulinas, prolaminas e
glutelinas de acordo com a solubilidade das proteinas e tipo de extragdo. As proteinas
de armazenamento sé@o as principais fontes de nitrogénio para o crescimento apoés a
germinacdo da semente (SHEWRY et al., 1995).

Adicionalmente, outras proteinas atuam como reserva proteica especialmente
em tubérculos, podem representar até 60% do total de proteinas sollveis nos tecidos
de reserva. Proteinas como as globulinas 11S, globulinas 7S, albumina 2S, inibidores de
proteinase, heveinas, lectinas, vicilinas 7S desenvolvem importante papel no metabolismo
de plantas, como por exemplo, a participagdo no sistema de defesa da planta contra
insetos, fungos e bactérias. Sendo assim, estes tipos de proteinas (inibidores de protease
e lectinas) possuem papel de destaque devido as diversas possibilidades de utilizagdo na
modulagdo de processos bioldgicos para a cura de enfermidades (BALZOTTI et al., 2008).

Os inibidores de protease (IPs) sdo amplamente distribuidos no reino vegetal. As
familias de plantas Leguminoseae, Solanaceae e as gramineas sédo conhecidas por serem
ricas nestes inibidores. Nestas plantas, estdo concentrados em 6rgaos reprodutivos e de
estocagem, assim como em tecidos vegetativos. Sua expressao acontece continuamente
durante a vida vegetal, podendo ser acentuada em resposta ao ataque de predadores
(SILVA, et al., 2015, OLIVEIRA et al., 2013). Valdes-Rodriguez e colaboradores purificaram
e caracterizaram um inibidor de tripsina proveniente de Amaranthus hypochondriacus
(VALDES-RODRIGUEZ et al., 1993).

Os inibidores de protease podem ser classificados de acordo com o tipo de enzima



que inibem, sendo conhecidos como inibidores de cisteino, serino, aspartico ou metalo-
proteases. S&o ainda classificados em tipos quando se considera a homologia da estrutura
priméria, posicao dos sitios ativos, localizacdo e nimero de pontes dissulfeto. Os tipos
de inibidores de protease de maior destaque em leguminosas sao Kunitz e Bowman-Birk
(DANTZGER et al., 2015). Podem ainda ser encontradas as familias potato tipos I e Il
Barley, Squash, Kazal e aproximadamente 15 outros tipos (FANG ef al., 2012; SILVA, et
al., 2015).

E possivel verificar aimportancia dessas moléculas para o sistema imune. Majchrzak-
Gorecka e colaboradores (2016) mostraram em seu trabalho a importancia de proteinas
catiénicas, inibidoras de protease, na regulacdo do sistema imune inato e adquirido, e
como um componente no processo de regeneracao tecidual. Estas moléculas inibidoras de
serinoprotease sdo também descritas como antimicrobianas. E ainda possivel utilizar-se
IPs para se evitar reacdes alérgicas e proteger o organismo de inflamagdes excessivas e
desreguladas, além de afetar a proliferagéo celular e a apoptose.

Quanto a proliferagéo celular foi investigada por Joanitti e colaboradores (2009)
a acdo dos inibidores de protease vegetais Bowman-Birk, provenientes de sementes de
Vigna unguiculata capazes de inibir a proliferacdo e a viabilidade de células de cancer de

mama da linhagem MCF-7; este estudo vem a reforcar a aplicagéo fisiologica dos IPs.

As lectinas sé@o proteinas ndo-imunes que interagem e reconhecem carboidratos
de varios tipos, isolados ou complexados, de forma especifica, sendo por isso largamente
estudado pela glicobiologia. Estas moléculas se diferenciam do grupo das imunoglobulinas
por néo precisarem de estimulo antigénico para serem sintetizadas (POMPEU, 2015). Além
disso, as lectinas possuem menor afinidade de ligagdo com os carboidratos (DUVERGER
et al., 2003). Arena-del Angel e colaboradores descobriram em 2015 a capacidade de uma
lectina obtida de Amaranthus leucocarpus de ativar linfécitos CD4+ (ARENA-DEL ANGEL,
et al., 2015).

De acordo com Van-Damme, (2014), a interacdo entre lectinas e carboidratos
ocorre em um sitio formado por cinco ou seis aminoacidos e ligam-se as hidroxilas dos
carboidratos. A especificidade da ligagdo envolve as ligagdes de hidrogénio fortalecida por
interacbes hidrofébicas entre anéis piranosidicos dos carboidratos e anéis aromaticos dos
residuos de aminoéacidos da regido.

Jé foram identificadas 12 familias de lectinas vegetais de acordo com a estrutura
terciaria e relacdes evolutivas. Sao elas: aglutinina relacionada com quitinase, Amaranthin,
heveina, aglutinina Agaricus bisporus, aglutinina Galanthus nivalis, Cyanovirin, aglutinina
Euonymus europaeus, aglutinina Galanthus nivalis, jacalina, proteinas com dominios de
lectina leguminosa, motivo lisina, nictaba e familia B-ricina (VAN-DAMME et al., 2007).

As lectinas possuem importantes funcdes bioldgicas, dentre as quais € possivel



citar interagdo e reconhecimento de carboidratos por aquelas presentes em hepatécitos
dos hormdnios luteinizante e tireotropina, o que permite a internalizagdo dos mesmos e
regulacao de suas atividades, processos infecciosos como a infecgéo do virus influenza e
dos virus do herpes simples HSV 1 e HSV 2 pela interagdo com carboidratos de superficie
das células hospedeiras, o reconhecimento por aquelas presentes na membrana do
complexo de Golgi de proteinas marcadas com o oligossacarideo manose-6-fosfato o que
facilita seu transporte para lisossomos (VAN-DAMME, 2014; NELSON & COX, 2015).

O género Amaranthus compreende aproximadamente 80 espécies vegetais.
Algumas dessas espécies ja foram descritas como ervas daninhas devido a sua capacidade
de diminuir a qualidade e o nUmero de gréos de outros vegetais quando plantados proximos
a ele. Além disso, foram identificados metabdlitos secundarios provenientes deste género
com poder alelopatico capazes de reduzir o vigor de outras plantas daninhas e de matar
bovinos leiteiros. Apesar destes efeitos, devido ao alto teor de proteinas, amido e nitrogénio
em seus graos, o interesse sobre este género como fonte de alimentagéo para humanos tem
sido crescente (EL-GHAMERY, et al., 2017). Sendo assim, & de fundamental importancia
o estudo e caracterizagdo de lectinas e inibidores de protease provenientes do género
Amaranthus. Ideias iniciais destes processos seréo fornecidas a seguir.

Identificar amostras de extratos vegetais que contenham inibidores de tripsina e

construir a curva de inibi¢ao.

a. Pipetas automaticas
b. Pipetade1 mLe5mL
c. Provetas de 25 ou 50 mL

d. Becker de 25 ou 50 mL

a. Tampéo Tris-HCI 0,1M pH 8
b. HCI10°M

c. BAPNA (Cloridrato de N-a-Benzoil-L-arginina 4-nitroanilida) - SUBSTRATO es-
toque (438 mg de BAPNA em 10 mL de DMSO)

d. Tripsina Bovina — ENZIMA estoque (5 mg/mL da enzima e diluir em 1 mM de



HCI)
e. Acido Acético 30%

f.  Diluicdo das amostras eluidas do FPLC e liofilizadas na seguinte propor¢éo: 1
mg em 1 mL de agua.

g. Adiluicao prévia do substrato e da enzima estoque (1/100) est4 demonstrada
na figura 6.

/ﬁ Retirar 700pL Tris-HCI Retirar 16uL HCI 102

Acrescentar 700uL BAPNA estoque Acrescentar 16pL Tripsina estoque

Tris-HCI 0,1M} {HCI 0%}
70mL ! i imL !

Figura 6 - Esquema geral para diluicdo do substrato e da enzima estoque.

Fonte: do proprio autor, 2022.

Em enzimologia o planejamento experimental € fundamental. Desta forma o uso de

quadros com os reagentes e 0s volumes necessarios para a pipetagem se faz necessario.

No quadro 8 estdao demonstrados os reagentes e 0os volumes necessarios para se

realizar o ensaio qualitativo.



Tubos | Tiewel | MO | Enzima | Amosta | BAPNA® | ogic, | Absds
(WL) 30% (uL)

brette 250 200 L 1 500

B, B’ 250 250 | e | e 1 500

1 250 150 50 50 1 500
250 150 50 50 1 500
250 150 50 50 1 500

* BAPNA: N-a-Benzoil-L-arginina 4-nitroanilida **Abs: absorbancia.
Quadro 8 — Protocolo para pipetagem em ensaio de inibigdo qualitativo.

Fonte: do préprio autor (2022).

a) Colocar em sequéncia todos os componentes da tabela acima até o AMOSTRA.
Pipetar 50 pL das amostras obtidas através cromatografia de gel filtracao;

b) Incubar os tubos em banho-maria 37°C por 2 minutos e acrescentar o BAPNA nos
tubos dentro do banho-maria;

¢) Aguardar 20 minutos de reacdo e ap0s esse tempo parar a reagao utilizando-se
acido acético 30%;

d) ar a leitura dos tubos em espectrofotébmetro a 405 nm;

e) A concentragéo de tripsina foi calculada de acordo com a equacgéo 1 (Trypsin
assay worthington Biochemistry). Uma unidade de inibi¢cdo de 1 pg de tripsina sobre
condi¢cbes padronizadas de ensaio, e calculada como descrito na equacéo 2.

Tripsina (%) = A280nm x 0,70 (Equagdo 1)

_ (A405nm1-A405nm 2)

Ul =
(A 405nm1-A 405nm0)

2 pg. (Equagdo 2)

Sendo, A405 nm1 o controle positivo (apenas tripsina), A405nm2 a amostra e
A405nmO0 o branco (apenas tampéao de ensaio e substrato

No quadro 9 estdo demonstrados os reagentes e 0os volumes necessarios para se

realizar o ensaio qualitativo.



Tubos Tri(fII)CI :-}IJZI?) Er('l:LTa Inil;iLd)or B?nF:E)I-\* A‘(‘:‘;'t‘i’go *Abs .
30% (kL) m
100%,
100%’, 250 200 1 S —— 1 500
100%”
B, B, B” 250 250 e 1 500
1,1, 17 250 180 50 20 1 500
1B 250 230 - 20 1 500
2,2,2” 250 160 50 40 1 500
2B 250 210 . 40 1 500
3,3,3 250 120 50 80 1 500
3B 250 170 - 80 1 500
4,8,4 250 80 50 120 1 500
4B 250 130 - 120 1 500
5,5, 57 250 40 50 160 1 500
5B 250 90 . 160 1 500
6,6,6” 250 50 200 500
6B 250 50 - 200 1 500

* BAPNA: N-a-Benzoil-L-arginina 4-nitroanilida **Abs: absorbancia.
Quadro 9 — Protocolo para pipetagem em ensaio de inibicdo quantitativo.

Fonte: do proprio autor (2022).

Sa0 necessarias as seguintes etapas:

1. Diluir as amostras do inibidor em agua ultrapura, agitar e centrifugar, que sera
utilizado para o experimento somente o sobrenadante.

2. Colocar em sequéncia todos os componentes da tabela 3 até o INIBIDOR.
3. Incubar os tubos em banho-maria 37°C por 2 minutos.

4. Acrescentar o BAPNA nos tubos num intervalo de tempo de 15 em 15 segundos,
com os tubos dentro do banho-maria.

5. Aguardar 20 minutos de reacéo.

6. Apbds esse tempo parar a reagao utilizando-se acido acético 30% no mesmo
intervalo de tempo que foi colocado o substrato

7. Realizar a leitura dos tubos em espectrofotdmetro a 405 nm, zerando o aparelho
com o tudo branco. Anotar os valores e construir a curva de inibicdo com os valores
obtidos (OBS: descontar o valor do tubo BRANCO de todas as amostras inclusive
do tubo 100%).
OBS: Realizar os testes em triplicata. As amostras extraidas da planta deverao ser
diluidas em agua ultrapura ou deionizada, agitadas e centrifugadas (3.000 rpm por 10 min),
reservando o sobrenadante para os testes.




1 - O que é uma protease?

2 - Qual a funcéo dos inibidores de proteases para as plantas?

3 - Qual a importancia dos inibidores de proteases nos sistemas biol6gicos?
4 - Os inibidores de proteinases poderiam ter funcédo inseticida? Explique

5 - Quais as classificacdes dos inibidores de protease?

Inibidores de proteases representam os medicamentos antivirais mais bem-sucedidos
atuando em enzimas virais. Um alvo potencial para agdo contra os coronavirus seria uma
protease (Mpro), a qual & necesséria para o processo de replicac¢ao viral e que seria inibida
pela combinacéo lopinavir/ritonavir (LPV/r), inibidores de protease usados no tratamento de
HIV. Entretanto, um estudo recente ndo mostrou beneficio com esses medicamentos em
pacientes com Covid-19. Outro antirretroviral, o atazanavir (ATV), também parece mostrar
atividade contra a protease do SARS-CoV-2 em experimentos in silico e evidéncias de
outros estudos apontam para sua capacidade de alcancar os pulmdes. Baseados nesses
achados prévios, ATV, com e sem a combinagédo com ritonavir, foi estudado como possivel
agente antiviral para o novo coronavirus.

Embora seja um estudo in vitro, os resultados mostram que ATV pode ser outra
medicag@o com potencial para o combate contra a Covid-19 e que 0 mesmo poderia ter
melhor performance do que a combinagéo LPV/r, j& que os dados mostram uma poténcia
pelo menos 10 vezes maior com o primeiro antirretroviral (Fintelman-Rodrigues, et al.,
2020).
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