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Resumo:

O presente estudo consiste em purificar e determinar as caracteristicas
cinéticas da calicreina tecidual do rato (rK1), para futuramente formular
inibidores enzimaticos seletivos para as calicreinas humanas. A principio
sintetizou-se e caracterizou-se o composto 4-nitrobenzamidina. A seguir,
purificou-se a rK1, pelas etapas: DEAE-Sepharose (cromatografia de troca
10nica) e Sepharose-aprotinina (cromatografia de afinidade). O peso molecular
e a pureza da rK1 foram determinados por cromatografia em coluna de
Superose 12 HR em equipamento FPLC.

Os estudos da cinética da calicreina tecidual do rato rK1 com o
substrato Bz-Arg-Nan na auséncia e na presenga da benzamidina, 4-
aminobenzamidina e 4-nitrobenzamidina indicaram que a BzA ¢ um inibidor
competitivo enquanto que a ABzA e NBzA parecem ser inibidores do tipo

misto



Abstract:

The present study is to purify and determine the kinetic
characteristics of the tissue calicreina mouse (rK1) to further develop
selective enzyme inhibitors for human calicreinas. The principle is
summed up and characterized the compound 4-nitrobenzamidina. Next,
purified to 1Kl by steps: DEAE-Sepharose (ion-exchange
chromatography) and aprotinin-Sepharose (affinity chromatography). The
molecular weight and purity of K1 were determined by chromatography
on a column of Superose 12 HR FPLC equipment.
Studies of kinetics of tissue calicreina mouse rK1 with the substrate Bz-
Arg-Nan in the absence and presence of benzamidina, 4-
aminobenzamidina and 4-nitrobenzamidina indicated that BzA is a
competitive inhibitor while ABzA and NBzA inhibitors appear to be
mixed-type
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1.INTRODUCAO

1.1. Serino proteases

Serino proteases sao enzimas que possuem um residuo de serina ativo
no seu sitio catalitico (YOUSEEF et al., 2003). As serino proteases catalisam
um ilimitado nimero de reacdes hidroliticas, com ampla especificidade pelo
substrato (NEURATH et al., 1984). Estas enzimas tém sido estudadas
intensivamente nas ultimas quatro décadas, resultando no acumulo de
informacdes de alta qualidade em relagdo as suas seqiiéncias de nucleotideos e
aminoacidos, as suas estruturas tridimensionais, constantes cinéticas e
pardmetros termodinamicos para as reagdes com seus substratos e inibidores,
respectivamente.

A despeito da longa investigacdo sobre esta familia os resultados de
pesquisas recentes na area das serino proteases sao notaveis. As serino
proteases sao classificadas em 5 familias distintas de enzimas: a da
quimotripsina, da subtilisina, da serino carboxipeptidade II, do citomegalovirus
humano e do componente proteolitico ClpP da protease ATP-dependente
(LIAO & REMINGTON, 1992). Algumas dessas familias foram recentemente
descobertas e classificadas como a do citomegalovirus humano, que apresenta
a triade de aminoacidos -cataliticos His/His/Ser em sua seqiiéncia de
aminoacidos (QIU et al., 1996). Por sua vez, o componente proteolitico ClpP
da protease ATP-dependente, ¢ uma serino-protease totalmente atipica
(WANG, HARTLING & FLANAGAN, 1997).

As serino proteses da familia da quimotripsina participam de fung¢des
fisioldgicas importantes como digestdo, coagulacdo do sangue, fibrindlise e
sistema do complemento. Proteases envolvidas nos processos digestivos, como

a tripsina, tém ampla especificidade e sdo encontradas até em organismos
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primitivos. Por outro lado, proteases envolvidas nas funcdes mais
especializadas da coagulagdo sangiiinea, fibrinolise e sistema do complemento
tém especificidade restrita e sdo encontradas exclusivamente nos vertebrados
(Di CERA et al., 1997).

Segundo Schechter & Berger (1967), o sitio ativo de uma enzima
realiza a dupla funcdo de combinag¢do com o substrato e catalise da reagao. O
sitio de ligacdo ao substrato ¢ o sitio que define a especificidade da enzima. O
sitio de ligagdo de uma enzima ¢ composto dos subsitios (S-S, e S,’-S,’)
localizados em ambos os lados do sitio catalitico. No substrato, os residuos de
aminoacidos que ocupam os subsitios na enzima sao indicados pelas letras (P;-

P, e P,’-P,”), correspondendo aos subsitios que eles ocupam.
n 1 n )

Enzyme =3

Segundo Mares-Guia & Shaw, (1965) o sitio de especificidade da
tripsina, uma serino protease tipica, ¢ constituido de um sitio anidnico ao qual
ligam-se, eletrostaticamente, substratos ou inibidores através de sua carga
positiva, e um sitio de ligacdo hidrofobico, localizado em linha entre os sitios
anidnico e catalitico, na forma de uma fenda ou bolsa, ao qual ligam-se as

cadeias laterais hidrocarbonadas dos substratos ou inibidores.
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As serino proteases mostram preferéncia para a hidrdlise de ligagdes
peptidicas adjacentes a uma classe particular de aminoacidos. No grupo
semelhante a tripsina (trypsin-like), as proteases catalizam a hidrdlise de
ligagdes peptidicas seguindo aminoacidos basicos tais como arginina ou lisina
uma vez que elas possuem um residuo de acido aspartico (ou acido glutamico)
na extremidade da bolsa de ligacdo do substrato, subsitio S;, que pode formar
uma forte ligacdo eletrostatica com os residuos basicos na posicdo P; do
substrato (SCHECHTER & BERGER, 1967). As proteases semelhantes a
quimotripsina (chymotrypsin-like) possuem um residuo ndo polar na
extremidade da bolsa de ligacdo do substrato, subsitio S;, e assim, requerem
um aminoacido ndo polar aromatico ou volumoso, tal como triptofano,
fenilalanina, tirosina ou leucina na posicdo P; dos seus substratos
(SCHECHTER & BERGER, 1967). As enzimas semelhantes a elastase
(elastase-like) por sua vez, possuem residuos de aminoacidos volumosos tais
como valina ou treonina, em suas bolsas de ligagdo do substrato, subsitio S;,
requerendo assim, pequenos residuos hidrofobicos na posicdo P; dos seus
substratos, tais como a alanina (Di CERA et al., 1997).

As calicreinas (EC 3.4.21.8) sdo um subgrupo de enzimas da familia
das serino proteases que apresentam diversas fungdes fisiologicas (SOUSA et

al., 2004).
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1.2. Calicreinas

Nas décadas de 1920 e 1930 Frey, Kraut & Werle citados por
Schachter et al., (1980) observaram a presenca de uma substancia hipotensora,
nas urinas do cdo e do homem, e demonstraram que era possivel obter um
material semelhante da saliva, do plasma e de uma variedade de tecidos
animais. Como o pancreas constituia uma fonte rica dessa substancia, e foi
admitido como o 6rgdo de sua origem, denominaram-na calicreina, a partir da
palavra grega para esse 0rgado, Kallikréas.

Posteriormente, Werle et al, (1937), citado por Schachter et al.,
(1980), observaram que o plasma incubado com uma preparacao de calicreina
urindria humana apresentava acdo contratil sobre o ileo isolado de cobaia. A
substancia ativa foi denominada calidina e o seu precursor plasmatico, o
substrato para a calicreina, calidinogénio. Werle & Bereke, (1948) citados por
Schachter et al., (1980). Na mesma época Rocha & Silva et al. (1949)
demonstraram que a tripsina ¢ o veneno da serpente Bothrops jararaca
liberavam, de uma fragdo globulinica do plasma, uma substancia que reduzia a
pressao arterial e provocava no ileo isolado de cobaia uma contragao lenta, em
relacdo a contracdo provocada pela histamina ou acetilcolina. Em virtude dessa
resposta lenta, deram a substincia a denominagdo de bradicinina, termo
derivado das palavras gregas bradys, que significa “lento”, e kinein, que
significa “mover” (bradicinina = movimento lento).

Rocha & Silva et al., (1949) denominaram a bradicinina, e por
analogia a denominacdo de calidina e calidinogénio, denominaram seu

substrato de bradicininogénio.
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Nesta época ficou clara a semelhanca entre os sistemas calicreina-
calidinogénio-calidina e tripsina ou veneno de serpente-bradicininogénio-
bradicinina.

Em 1954, Schachter & Thain introduziram o termo cinina, por que
pareceu-lhes de uma comparacgdo direta, que calidina e bradicinina pertenciam
a um grupo de peptideos intimamente relacionados que eram liberados de um
substrato no plasma por calicreinas, tripsina, venenos de serpentes e
possivelmente por outras proteases.

Em 1960, Bhoola & Schachter introduziram o termo cininogenase
como um termo genérico para todas as enzimas que liberam uma cinina e o
termo cininogénio para o seu substrato.

Calicreinas (EC.3.4.21.8) sdo enzimas do grupo das serino proteases,
com agoes proteoliticas especificas e limitadas. Elas liberam um peptideo,
cinina, de um substrato, cininogénio, presente no plasma, linfa e liqliido
intersticial de mamiferos (SCHACHTER et al., 1980). Elas catalisam a
hidrolise seletiva dos cininogénios liberando os peptideos vasoativos
bradicinina ou calidina.

As calicreinas sdo encontradas em células glandulares, neutrofilos e
ligiildos biologicos (BHOOLA et al., 1992). Webster (1970) classificou as
calicreinas em dois grupos distintos: calicreinas glandulares ou teciduais,
derivadas de fontes glandulares, e as calicreinas plasmaticas, derivadas de

fontes do plasma.
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A especificidade primaria das calicreinas e outras serino proteases
pelos residuos de arginina e lisina ¢ devida a presenga do residuo de acido
aspartico na posi¢ao 189, localizado no fundo da bolsa hidrofébica, subsitio S,
formando o sitio de especificidade, ao qual se ligam eletrostaticamente os
residuos de aminoacidos com cargas positivas de substratos ou inibidores
(ASHLEY & MACDONALD, 1985). As calicreinas ndo possuem atividade
proteolitica especifica sobre substratos convencionais tais como caseina,
gelatina e hemoglobina.

Os membros da familia das calicreinas revelam entre si homologia de
60 a 75%, distinguindo-se de outras serino proteases, como tripsina,
quimotripsina e elastase, as quais, mostram apenas 35 a 50 % de identidade na

seqiiéncia de aminoacidos (ASHLEY & MACDONALD, 1985).

1.3. Calicreinas plasmatica e tecidual

A calicreina plasmatica existe no plasma na forma de um precursor
inativo, a pré-calicreina, sintetizada no figado e secretada no sangue. No rato,
como no homem, um tUnico gene rKLKB e KLKBI codifica as calicreinas
plasmaticas (EC 3.4.21.34) ou fator de Fletcher, respectivamente. A pré-
calicreina plasmatica circula no plasma como um complexo, ndo covalente,
ligada ao cininogénio de alto peso molecular e ao fator de Hageman ou fator
XII inativo da cascata da coagulacdo. A pré-calicreina inativa € convertida em
calicreina ativa pelo contato do plasma com superficies eletronegativas, tais
como o vidro e o colageno (MCCONNELL & MASON, 1970). A calicreina
plasmatica, por sua vez, ativa o fator XII em fator XII ativo (XIla) que
desencadeia a via intrinseca da coagulag¢do sangiiinea ativando o fator XI em

fator XIa, e também, ativa a pré-calicreina em calicreina. A calicreina
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plasmatica além de ativar a pré-calicreina, o fator XII, atua sobre o cininogénio
de alto peso molecular liberando a bradicinina. O fator XIla, por sua vez, ativa
o sistema fibrinolitico transformando o plasminogénio em plasmina (BOCK et
al., 1985).

Calicreina tecidual é um termo genérico dado a uma grande familia de
serino proteases de estruturas intimamente relacionadas, que sdo encontradas
em varios tecidos de mamiferos.

As calicreinas teciduais constituem familias génicas em vdrias
espécies de mamiferos incluindo o rato, o camundongo e o homem. A familia
génica das calicreinas no camundongo tem 24 membros a metade dos quais sao
pseudogenes (EVANS et al., 1987). No rato a familia génica contém entre 15 a
20 membros (GERALD et al., 1986 ¢ WINES et al., 1991). Na familia das
calicreinas teciduais do rato foram identificados 10 genes ativos por clonagem
do mRNA (ASHLEY et al, 1985a; BRADY et al., 1989; BRADY &
MACDONALD, 1990; MA et al., 1992) ou por seqiiéncias gendmicas (CHEN
et al., 1988; SHAI et al., 1989 e¢ INOUE ef al., 1989 ¢ WINES et al., 1989 ¢
1991); trés pseudogenes também foram identificados (GERALD et al., 1986 ¢
WINES et al., 1989)

O gene do rato KLK1 (rKLKI1) codifica a verdadeira calicreina
tecidual cuja funcdo ¢ a produgdo proteolitica de cininas. As propriedades
enzimaticas dos produtos dos outros genes sugerem que eles processam
precursores polipeptideos como tal (MACDONALD et al., 1988; CLEMENTS
et al., 1989).
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A familia génica, das calicreinas teciduais humanas, inclui 15
membros (YOUSEF & DIAMANDIS, 2002) localizados seqiiencialmente no
cromossoma 19q13.4. Dados recentes sugerem que pelo menos uns poucos
desses genes de calicreina estdo relacionados com a malignidade (YOUSEF &
DIAMANDIS, 2002).

As calicreinas teciduais verdadeiras (EC 3.4.21.35) s3o membros de
uma familia de enzimas que hidrolisam o cininogénio para liberar
seletivamente os peptideos bradicinina ou lisil-bradicinina, também conhecida
como calidina.

As calicreinas teciduais humana e do rato apresentam pesos
moleculares entre 25000 a 49000, dependendo do método de determinagdo,
conforme descrito por Geiger & Fritz, (1981), Miranda et al., (1995) e Chao &
Chao, (1988) respectivamente. Com relacdo a calicreina tecidual do rato os
pesos moleculares aparentes descritos sdo: para a calicreina urinaria 33000,
determinado por filtracdo em gel de Sephadex G-150 (SILVA et al., 1974) ¢
38000 determinado por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS
(CHAO & CHAO, 1988) e para a calicreina submandibular 34000,
determinado por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS
(BRANDTZAEG et al., 1976), 38000 determinados por filtracdo em gel
Sephadex G-100 e eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (EL-
THAHER et al., 1990) e 38600 determinado por eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo SDS (SOUSA, 1993).

As calicreinas teciduais apresentam microheterogeneidade com pontos
isoelétricos entre 3,8 a 4,3 para a calicreina tecidual humana (GEIGER &
FRITZ, 1981), 4,50, 4,90 e 5,30 para a calicreina urinéria do rato (SILVA et
al., 1974) e 3,9, 4,0, 4,1 e 4,2 para a calicreina da glandula submaxilar do rato

(BRANDTZAEG et al., 1975).
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A extensdo da familia das enzimas semelhantes a calicreina
(kallikrein-like) inclui proteases de estruturas intimamente relacionadas com
especificidades alteradas e papéis fisiologicos ndo limitados a génese de
cininas.

Membros da familia das calicreinas incluem a tonina que hidrolisa o
angiotensinogénio liberando a angiotensina II (BOUCHER et al., 1974); as T-
cininogenases de glandulas submandibulares de rato, que liberam, a T-cinina
do T-cininogénio (XIONG et al.,1990); a proteina ligada ao fator de
crescimento epidérmico (EGF) que processa a carboxila terminal do precursor
EGF ao qual permanece ligada (DRINKWATER et al., 1988); a subunidade y
do fator de crescimento neural (NGF) que processa a carboxila terminal e, a
ela, permanece ligada (DRINKWATER et al., 1988); a subunidade a do fator
de crescimento neural (NGF), que, embora enzimaticamente inativa,
permanece ligada ao fator de crescimento (DRINKWATER et al., 1988).

A calicreina tecidual ¢ distinta da calicreina plasmatica na origem de
sintese, nas funcdes bioldgicas, nas propriedades fisico-quimicas tais como:
peso molecular, ponto isoelétrico, cardter imunolégico e também na
especificidade para com os cininogénios. Elas atuam sobre os substratos
sintéticos de maneira diferenciada e apresentam susceptibilidade diferenciada a
varios inibidores naturais e sintéticos.

As calicreinas teciduais estdo amplamente distribuidas nos tecidos de
mamiferos, principalmente rim, pancreas, estdbmago, mucosa intestinal,
glandulas salivares, e estdo sendo identificadas e isoladas em outros 6rgaos,
tais como baco (CHAO et al., 1984), pituitaria (POWERS et al., 1986) ¢
musculo esquelético de rato (SHIMOIJO et al., 1987).
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Bhoola & Ogle, (1966) e Erdds ef al., (1968) mostraram que uma
quantidade substancial de calicreina encontra-se em granulos na glandula
submandibular do rato e na glandula salivar de cobaia, respectivamente.

Segundo Wines et al., (1989), no rato, a familia génica das calicreinas
¢ extensa estimando-se em 8-17 membros baseando-se na andlise de
hibridizagdo do DNA genomico com sondas de cDNA. Por essa metodologia,
caracterizaram-se seis familias de mRNA's, denominadas: PS, S1, S2, S3, Pl e
K1. O mRNA PS produz a enzima com alta atividade catalitica, denominada
calicreina tecidual verdadeira, rK1. O S1 produz uma enzima homdloga a PS,
mas que apresenta baixa atividade catalitica, sendo uma enzima semelhante a
calicreina (kallikrein-like). O S2 produz a tonina que possui atividade catalitica
sobre o anginotensinogénio, liberando a angiotensina II (BOUCHER et al.,
1974) e o S3 produz a enzima homoéloga a tonina, semelhante a tonina (tonin-
like) mas com fung¢do desconhecida.

O estudo das seqiiéncias de aminoacidos, das calicreinas glandulares
ou teciduais, revela uma homologia de 60-75% (FIEDLER & FRITZ, 1981;
SWIFT et al., 1982; MASON et al., 1983). Essa semelhanga determina que as
enzimas relacionadas a calicreina sdo classificadas como uma subfamilia,
distinguindo-se das outras serino-proteases como a tripsina, quimotripsina e
elastase que apresentam homologia de 30-50% na seqiiéncia de aminoécidos.
Partindo-se dessa comparacdo, pode-se separar, no rato, as enzimas
semelhantes as calicreinas em duas subclasses: uma contendo a PS que ¢
idéntica as calicreinas pancreatica (SWIFT et al., 1982), submandibular e renal
do rato (LAZURE et al., 1981), enzima que tem a atividade enzimatica de

verdadeira calicreina (GUTKOWSKA et al., 1983).
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A segunda enzima, S1, apresenta uma alta homologia na seqiiéncia de
aminoacidos (86%) a PS e retém os residuos de aminoacidos importantes que
determinam a especificidade enzimatica das calicreinas. Esta segunda
subclasse contém a enzima tonina, S2, uma serino protease, que processa “in
vitro” o angiotensinogénio produzindo diretamente a angiotensina II, e uma
enzima intimamente relacionada a tonina a S3 (ASHLEY & MACDONALD,
1985).

Segundo Maitra et al., (1986), como as glandulas submandibulares de
ratos sdo ricas nas enzimas calicreina e tonina, duas substancias que produzem
efeitos vasculares opostos, € possivel que em algum momento, apds a
estimulagdo, a corrente sangiiinea glandular dependa do equilibrio entre elas.

Enzimaticamente, as calicreinas teciduais atuam por um peculiar
mecanismo de proteodlise limitada, hidrolisando duas ligacdes peptidicas, ndo
semelhantes, no seu substrato natural. A calicreina tecidual humana (hK1)
cataliza a hidrélise do cininogénio de baixo peso molecular nas ligagcdes Met
T Lys ¥ e Arg 3¥9_ Ser **, respectivamente, liberando o peptideo lisil-
bradicinina (calidina) enquanto que a calicreina tecidual do rato catalisa a
hidrolise dos cininogénios de alto peso molecular (HMWK) (KATO et al.,
1985) e de baixo peso molecular (LMWK) (HAGIWARA et al., 1994)
liberando a bradicinina. Uma explicac¢do para esta diferenca ¢ dada por Kato et
al., (1985) que afirmam que o cininogénio de alto peso molecular do rato

contém a seqliéncia arginil-bradicinina ao invés de lisil-bradicinina.
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1.4. Cininogénios

Os cininogénios, precursores das cininas, sdo glicoproteinas de cadeia
Unica, pertencentes ao grupo das o,-globulinas, presentes no plasma e
secrecdes de mamiferos. O sitio primario de biossintese do cininogénio ¢ o
figado, com pequena expressdo em outros tecidos. Os cininogénios sdo tipicas
proteinas secretadas, com modificagdes pds-traducionais como glicosilagao.

Trés diferentes tipos de cininogénios ja foram caracterizados e
descritos, diferindo no tamanho, estrutura e funcdes bioldgicas (MULLER-
ESTERL et al., 1986): o cininogénio de alto peso molecular (HMW), com peso
molecular 114000-88000, dependendo da espécie de origem e o cininogénio de
baixo peso molecular (LMW), com peso molecular 68000-50000. Um terceiro
tipo de cininogénio, comumente referido como T-cininogénio, com peso
molecular de aproximadamente 68000, parece ser especifico do rato e nao ¢
susceptivel a clivagem proteolitica por calicreinas.

As calicreinas teciduais liberam bradicinina ou lisil-bradicinina
(calidina) dos seus substratos naturais, os cininogénios. A calicreina tecidual
humana libera a calidina dos dois tipos de cininogénios, cininogénio de alto
peso molecular (HMW) e do cininogénio de baixo peso molecular (LMW)
(GEIGER and FRITZ,1981). J& a calicreina tecidual do rato libera a
bradicinina dos dois cininogénios (KATO et al., 1985).

Os dois substratos para as calicreinas, os cininogénios HMW e LMW
sdao produtos de um Unico gene e surgem por um processamento alternativo do
mRNA. No rato as duplicagdes genéticas resultaram em um gene K
codificando para as proteinas HK e LK idénticas com as moléculas de
cininogéno bovino. Portanto HK representa o cininogénio de alto peso
molecular (HMWK) e LK o cininogénio de baixo peso molecular (LMWK), e

um gene T que codifica para os T-cininogénios T-I e T-II, respectivamente
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(BHOOLA et al., 1992). O cininogénio HMW contém 625 residuos de
aminodcidos em 6 dominios (D1 a D6) e peso molecular de 88000 a 120000. A
seqliéncia interna da bradicinina de 9 residuos de aminoéacidos encontra-se no
dominio 4. O cininogénio LMW contém 409 residuos de aminodcidos em 5
dominios (D1 a D5) e peso molecular de 50000 a 68000. O T-cininogénio,
unico do rato, apresenta 5 dominios (D1 a D5) com peso molecular de 68000.
O cininogénio HMW ¢ clivado pelas calicreinas plasmaticas e teciduais,
produzindo bradicinina e calidina, respectivamente. O cininogénio LMW ¢ um
bom substrato para a calicreina tecidual e um fraco substrato para a calicreina
plasmatica, segundo Bhoola ef al., (1992). Além de atuarem como precursores
da bradicinina e da calidina, os cininogénios inibem as cisteino proteinases tais
como as catepsinas B, H e I, respectivamente, segundo Miiller-Esterl et al.,
(1986).

Os cininogénios de alto e de baixo pesos moleculares mostram
diferentes susceptibilidades as calicreinas teciduais e plasmaticas. Sendo que,
as calicreinas plasmaticas hidrolisam preferencialmente o cininogénio de alto
peso molecular (HMW), liberando bradicinina (HABERMAN et al., 1970),
enquanto que as calicreinas teciduais hidrolisam preferencialmente o
cininogénio de baixo peso molecular (LMW), liberando a calidina, lisil-
bradicinina (MULLER-ESTERL et al., 1986). Segundo Kato et al., (1985), as
calicreinas teciduais (glandulas submandibulares e urinaria) do rato hidrolisam
os cininogénios de baixo e de alto pesos moleculares, liberando a bradicinina.
Isto acontece porque os cininogénios de HMWK e LMWK contém a sequéncia

arginil-bradicinina.
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1.5. Tripsina

A tripsina (EC 3.4.2.1.4) ¢ uma das serino proteases mais estudadas e
caracterizadas, por isso, ¢ uma das enzimas melhor compreendidas em termos
estruturais, de sua especificidade e do seu mecanismo catalitico. Em virtude
disso, a tripsina ¢ uma enzima utilizada como modelo experimental para
estudos de caracterizacdo de outras serino proteases.

A especificidade da tripsina ¢ atribuida as ligagdes peptideas
envolvendo as carboxilas dos aminoacidos basicos arginina e lisina. O seu
centro ativo € constituido de um sitio anionico, ao qual ligam-se substratos ou
inibidores hidrofébicos que acomodam a cadeia hidrocarbonada dos substratos
ou inibidores, e o sitio catalitico propriamente dito, que € constiuido da triade
catalitica His 57, Ser ' e Asp 192 Varios substratos sintéticos, ésteres e amidas,
tém sido utlizados em estudos cinéticos com a tripsina para avaliar seu
comportamento catalitico, tais como: N-a-benzoil-L-arginina-etil éster (Bz-
Arg-OEt) (OLIVEIRA et al., 1993), Tosil-L-arginina-metil éster (Tos-Arg-
OMe) (MAGALHAES-ROCHA et al., 1980), N-a-benzoil-L-arginina-
nitroanilida (Bz-Arg-Nan) (MARES-GUIA & FIGUEIREDO, 1970) e D-
valil-L-leucil-L-arginina-4-nitroanilida (Val-Leu-Arg-Nan) (OLIVEIRA ef al.,
1993)

A tripsina, assim como, a trombina e as calicreinas teciduais e
plasmaticas, sdo susceptiveis, em varios graus, a alguns inibidores naturais de

proteases (SCHACHTER et al., 1980).
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Mares-Guia & Shaw, (1965) mostraram a inibicdo competitiva da
atividade amidésica da tripsina por amidinas e guanidinas substituidas. Dentre
as amidinas, eles utilizaram a acetamidina, a fenilcetamidina, a
cicloexilamidina, a benzamidina e a 4-aminobenzamidina. Entre as amidinas a
4-aminobenzamidina foi o composto que apresentou melhor inibicao, seguida
da benzamidina. As guanidinas utilizadas foram a ciclofenilguanidina e
fenilguanidina.

A molécula da benzamidina ¢ o modelo para as cadeias laterais dos
aminodacidos Arg e Lys, que correspondem a especificidade primaria da enzima
tripsina. Apresentando um pKa de 11,6, a benzamidina comporta-se da mesma
maneira que os aminoacidos Arg e Lys, ou seja, permanece completamente
protonada no pH fisioldgico (REICH et al., 1975).

O centro reativo da tripsina e a maneira como ele complexa-se com a
benzamidina foram caracterizados por cristalografia de raios X, demonstrados
por Marquart et al, (1983). A figura abaixo representa a caracteriza¢ao do
complexo benzamidina-tripsina, demonstrando a triade catalitica da tripsina:

- 5 102 195
His”, Asp'”e Ser'”.(representado com a BzA roxo)
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Pode-se notar que a benzamidina liga-se diretamente aos sitios
anidnico e hidrofébico da tripsina, dessa maneira, bloqueando a ligacdo do
substrato a estes sitios. No sitio anidnico do centro ativo da enzima, acontece a
ligacdo do nitrogénio amidinico positivamente carregado ao carboxilato do
aminoacido Asp '¥, de maneira simétrica ao substrato. O anel benzénico da
molécula da benzamidina posiciona-se dentro do sitio hidrofobico
estabelecendo ligagdes com os residuos de aminoacidos constituintes do sitio.
Dessa maneira, um substituinte na posicdo C-4 do anel da benzamidina fica
fora do sitio hidrofobico, dependendo do substituinte, podendo ou nao

estabelecer ligacdes que aumentam ou dificultam a inibi¢do, em relacdo a

inibi¢do pela benzamidina (TALHOUT & ENGBERTS, 2001).
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Mares-Guia et al.,, (1977) descreveram a inibigdo competitiva da
tripsina por amidinas. Estudaram a inibi¢do competitiva da tripsina por
benzamidinas 4-substituidas. Verificaram que a 4-aminobenzamidina foi o
melhor inibidor e que a 4-nitrobenzamidina foi o inibidor de pior resultado. Os
autores interpretaram os seus resultados afirmando que eles estdo de acordo
com um modelo que, por transferéncia intramolecular de carga, os substituintes
doadores de elétrons, como a
4-aminobenzamidina, adquirem configuracdo dipolar, com uma carga parcial
5" no substituinte e uma carga parcial 8 no anel aromatico. J4 os substituintes
retiradores de elétrons, como a 4-nitrobenzamidina, geram um dipolo de
polaridade oposta, com uma carga parcial & no substituinte e uma carga parcial
5" no anel aromatico. Assim, compostos como a
4-aminobenzamidina e a 4-nitrobenzamidina s3o capazes de interagirem de
modos diferentes com a tripsina, de acordo com sua carga parcial. A
4-aminobenzamidina € capaz de interagir com um determinado sitio da enzima
reforcando a ligagdo do inibidor ao centro ativo da enzima. Por outro lado o
composto 4-nitrobenzamidina gera uma repulsdo dipolo - dipolo entre os
substituintes através de sua carga parcial enfraquecendo assim a ligagdo do
inibidor ao centro ativo da enzima.

Como o sitio ativo das calicreinas glandulares e teciduais ¢ semelhante
ao sitio ativo da tripsina, ou seja, ¢ constiuido de um subsitio anidnico,
responsavel pela ligacdo do substrato através da atragdo eletrostatica a seu
nitrogénio carregado positivamente, um subsitio hidrofobico, que liga a cadeia
lateral carbonada dos residuos arginil ou lisil, e o sitio catalitico propriamente

dito, que contém um residuo seril e histidil. (MARES-GUIA & DINIZ, 1970).
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Baseado nestes dados, foi proposto o presente projeto de pesquisa que
visa estudar as interacoes das amidinas: benzamidinas,
4-aminobenzamidinas e 4-nitrobenzamidina com a calicreina tecidual do rato.
O estudo ¢ a continuagdo do trabalho realizado por Souza, (1993), que utilizou
as moléculas benzamidina e 4-aminobenzamidina.

A utilizagdo da 4-nitrobenzamidina foi devida a peculiar caracteristica
da molécula que apresenta carga parcial 8 no grupo nitro e carga parcial " no

grupo amidinico.
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2. JUSTIFICATIVA

O sistema calicreina-cinina ¢ um sistema enzimatico muito importante
para os seres vivos, inclusive o homem. Ele participa de processos fisiologicos
e fisiopatologicos tais como: controle da pressdo sangiiinea, coagulagdo do
sangue, fibrindlise, hipertensdo e processos tromboembolicos.

As calicreinas sdo enzimas-chave neste sistema. Por isso, o
aprofundamento dos conhecimentos sobre as propriedades das calicreinas tem
um grande interesse cientifico. Das calicreinas, as teciduais sdo as mais faceis
de serem obtidas no estado puro e, assim, de serem melhor caracterizadas. Das
calicreinas teciduais, a da glandula submandibular do rato é uma das mais
faceis de ser isolada e purificada. Além disso, a calicreina tecidual do rato tem
algumas propriedades enzimaticas semelhantes as da calicreina plasmatica
humana. Por isso, a calicreina tecidual do rato pode ser utilizada como
exemplo, como modelo de estudo para a caracterizacdo de inibidores da
calicreina plasmatica humana.

Estes fatos motivaram a elaboracao deste projeto de pesquisa.
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3. OBJETIVO GERAL

Investigar a  inibicdlo da  calicreina  tecidual do rato
pelos inibidores de serino proteases benzamidina, 4-aminobenzamidina e
4-nitrobenzamidina, respectivamente. Comparar os resultados com dados

publicados para a inibi¢do da tripsina.

3.1. Objetivos especificos

3.1.1.Sintetizar e caracterizar quimicamente a
4-nitrobenzamidina.

3.1.2. Purificar a calicreina tecidual de rato (rK1) partindo-se do pd
liofilizado de glandulas submandibulares de rato.

3.1.3. Realizar experiéncias cinéticas utilizando a calicreina tecidual do
rato e o substrato Bz-Arg-Nan na auséncia e na presenca de concentragdes
crescentes de benzamidina, 4-aminobenzamidina e de
4-nitrobenzamidina, respectivamente.

3.1.4. Determinar as constantes cinéticas K., e k. da rK1 para o
substrato Bz-Arg-Nan e as constantes cinéticas K; para os inibidores
benzamidina, 4-aminobenzamidina e 4-nitrobenzamidina.

3.1.5. Comparar os resultados obtidos com dados publicados da

literatura para a tripsina.
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4. MATERIAIS

= 2- Metoxietanol (Baker)

= Acetato de etila (Synth)

= Acido acético glacial (Anidrol Produtos Quimicos Ltda,Brasil)
= Acido cloridrico (Synth)

= Acido fosforico a 85% v/v (Quimex, Brasil)

= Albumina de soro bovino (Sigma,USA)

= Alcool etilico absoluto (Synth)

= Alcool metilico (Synth)

= Aprotinina (Sigma,USA)

= Azida sddica (Sigma,USA)

= Azul Brilhante de Comassie G-250 (Riedel de Hien, Alemanha)
= Sepharose ativada pelo brometo de cianogénio (Sigma, USA)
= Benzamidina (Synth)

= Cloreto de amonio (Grupo Quimica, Brasil)

= Cloreto de sodio (Cromato Produtos Quimicos Ltda, Brasil)

= DEAE-Sepharose CL 6B (Pharmacia Biotech AB, Suécia)

* Dimetilsulfoxido (Merck Schuchardt, Alemanha)

= Eter etilico (Cinética, Brasil)

= Fosfato monobasico de sédio (Synth)

= Glicina (Synth)

= Hidréxido de sodio (Sigma, USA).

= [nibidor de tripsina de soja (SBTI) (Sigma, USA).

= Jodo ressublimado (Synth)

= Magnésio metalico (Vetec Quimica Fina Ltda, Brasil)

» N-a-benzoil-L-arginina-p-nitroanilida: Bz-Arg-Nan (Sigma, USA).
= 4-Aminobenzamidina (Synth)
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= 4-Nitrobenzonitrila (Aldrich Chemical Company, USA).

= Papel indicador universalindikator pH 0-14 (Merck Schuchardt,
Alemanha).

= P4 de glandulas submandibulares provenientes de ratos wistar
adultos.(ICB-UFMG, Brasil)

= Sepharose-aprotinina (Sigma, USA).

= S6dio metalico (Vetec Quimica Fina Ltda, Brasil)

* Trasylol® (Bayer, Brasil)
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5. EQUIPAMENTOS

= Aparelho de ponto de fusdo (Microquimica PF- 301, Brasil)
= Aparelho de ultrafiltragdo (AMICON-USA)

= Aparelho de rotavapor (Fisatom modelo 558)

= Balanca analitica (Mettler Toledo KG204)

= Banho-maria (Fanem Unitemp 116 B, Brasil)

= Centrifuga (Hitachi CR 21, Japao.)

= Coletor de fracdes (Bio Rad modelo 2110, USA)

= Deionizador mili Q (Milipore, USA)

= Espectrofotometro (Shimadzu UV-160A, Japao)

= Potencidmetro (Micronal B374, Brasil)

= Rotavapor (Biich Waterbach B-480)

» Infravermelho (Shimadzu IR-400, Japao)

= Aparelho de RMN-H (Bruker Avance DPX 200)

= Aparelho de analise elementar (C, H, N-2400 Perkin Elmer)

= Equipamento de FPLC (Pharmacia Fine Chemical Inc, Suécia)
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6. METODOS

6.1. Purificagdo do metanol utilizado na sintese da
4-nitrobenzamidina

A purificagdo do metanol foi feita segundo metodologia descrita em

Vogel, (1977).

6.2. Sintese da 4-nitrobenzamidina (NBzA)

A sintese da NBzA baseia-se no seguinte esquema de reacdes:

N
I HN, _OCHs HN, o NH2
MeOH NH; CI
NaOMe

©)
M o oP o0

4-nitrobenzonitrila 4-nitrobenzamidina

Em um baldo de 100 mL de fundo redondo foi preparado o metoxido
de sodio, adicionando-se 0,008 g (0,34 mmol) de sodio metélico a 10 mL de
metanol previamente purificado. A essa solugdo adicionou-se 0,503 g (3,39
mmol) de 4-nitrobenzonitrila e a mistura foi mantida sob agitagdo magnética a
temperatura ambiente por 24 horas.

Em seguida adicionaram-se 0,118 g (2,21 mmol) de cloreto de amoénio,
e a mistura foi aquecida a 55°C por 1 hora, mantendo-se a agitacdo magnética.
A seguir o solvente foi removido em evaporador rotatorio.

O solido obtido foi transferido para um erlenmayer de 100 mL e

adicionaram-se 20 mL de solu¢do de hidroxido de sédio 0,1 mol/L, até atingir o
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pH 10, medido com fita de papel indicador Universalindikator pH 0-14.
Observou-se a formacao de um precipitado.

O precipitado foi recolhido em funil de Buchner utilizando-se trompa
de vacuo. O soélido obtido foi transferido para um recipiente ambar colocado
em dessecador. Obtendo-se 0,39 g de amidina com rendimento bruto de 70%.

O produto bruto foi dissolvido em cerca de 3 mL de solu¢do 3 mol/L
de 4cido cloridrico e a solucdo foi transferida para um funil de separagdo de
250 mL. A fase aquosa foi submetida a extracdo com 50 mL de acetato de etila
. Esse procedimento foi repetido mais duas vezes.

Apos a ultima separagao de fases, adicionou-se a fase aquosa 3 mL de
solugdo de hidroxido de sédio 3 mol/L, com resfriamento em gelo, elevando-se
o pH para 13. Ocorreu a formagdo de um precipitado e a mistura foi deixada
por cerca de 15 minutos em repouso.

O precipitado foi filtrado em funil de Buchner sob vacuo produzido
por trompa, o solido foi lavado no funil com agua destilada e deixado secar a
temperatura ambiente. O solido obtido foi pesado e transferido para um
recipiente ambar que foi colocado em dessecador. Obteve-se 0,37 g de 4-

nitrobenzamidina (2,37 mmol) correspondendo ao rendimento de 66%.
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6.3. Purificacao da calicreina tecidual do rato

6.3.1. Preparacao do po de glandulas submandibulares

A calicreina tecidual de rato foi purificada segundo Sousa, (1993). O

protocolo de purificagdo envolveu quatro etapas, descritas a seguir.

6.3.2. Preparacdo do extrato bruto

Sob refrigeracdo de 11-12 graus Celsius, dois gramas do p6 de
glandulas submandibulares de rato foram adicionados 15 mL de éter etilico
para desengordurar, e a mistura foi agitada, manualmente, com um bastdo de
vidro durante 5 minutos e filtrada a vacuo. A massa glandular foi, novamente,
misturada com 15 mL de éter etilico, agitada com bastdo de vidro durante 5
minutos e filtrada a vacuo. A massa glandular depois de seca a temperatura
ambiente pesou 1,8 g.

Esse material foi misturado com 20 mL de tampao fosfato de sédio 0,2
M, pH 6,0 contendo 2-metoxietanol (3,8 M) e 0,05% de azida de sddio (p/v).
A mistura foi mantida, sob agitagdo branda, por 4 horas a 4°C.

Em seguida, esta mistura foi centrifugada a 9000 rpm (9,37 x g)
durante 30 minutos, a 4°C, e o sobrenadante foi recolhido e denominado
extrato bruto.

O extrato bruto foi submetido as dosagens de proteinas segundo
Bradford (1976) e Peterson (1983) descrito por Sousa, (1993) e de atividade
amiddsica com o substrato Bz-Arg-Nan segundo Erlanger et al., (1961),
descrito por Sousa, (1993). A seguir, o extrato bruto foi dializado contra o
tampao fosfato de sodio 0,1 M, pH 6,0 contendo azida de sédio a 0,05% (p/v) a
4°C.
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6.3.3. Cromatografia em coluna de DEAE-Sepharose

O extrato bruto dializado (57,00 mL correspondendo a 44,90 mg em
proteinas) foi submetido a cromatografia de troca i6nica em coluna (9,0 x 2,8
cm) de DEAE-Sepharose, equilibrada em tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH
6,0, contendo azida de sddio 0,05% (p/v) e mantida a temperatura de 4°C.

A seguir, a coluna foi lavada exaustivamente com o tampdo de
equilibrio, coletando-se fragdes de 4,5 mL.

A elui¢do das proteinas combinadas ao gel, foi realizada pelo método
passo a passo aplicando-se consecutivamente a coluna os seguintes tampdes:
fosfato de sédio 0,1 M, pH 6,0 contendo cloreto de s6dio 125 mM; fosfato de
sodio 0,1 M, pH 6,0 contendo cloreto de sddio 250 mM; fosfato de sédio 0,1
M, pH 6,0 contendo cloreto de sodio
500 mM e fosfato de soédio 0,1 M, pH 6,0 contendo cloreto de sddio
750 mM, respectivamente. Todos os tampdes continham azida de sédio a
0,01% (p/v).

Durante a eluicdo foram coletadas fracoes de 3,3 mL. A coluna,
mantida a 4°C foi desenvolvida com fluxo de 23 mL/hora.

As fragdes coletadas foram submetidas a analise do teor de proteinas
pela leitura da absorvancia em 280 nm e a determinacao da atividade amidésica
com o substrato Bz-Arg-Nan como descrito por Sousa (1993). As fracdes com
atividade amidasica foram ajuntadas em duas amostras denominadas eluatos I e
II, respectivamente. O eluato I constituido das fragdes 95 a 142 ¢ o eluato II
constituido das fracdes 143 a 170. O eluato I mediu 155 mL ¢ o eluato II 47
mL, respectivamente. Os dois eluatos foram concentrados por ultrafiltragdo
para 28,0 mL e 23,0 mL, respectivamente. Os eluatos I e II foram submetidos
as dosagens de proteinas segundo Bradford (1976) e Peterson (1983) e de

atividade amidasica com o substrato Bz-Arg-Nan segundo Sousa (1993).
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6.3.4. Cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose-aprotinina

O gel de Sepharose-aprotinina foi preparado segundo Geiger & Fritz
(1980). Para tanto, 15 g de Sepharose-4B ativada por brometo de cianogénio
foram lavados, em funil de vidro sinterizado, com 3,3 L de solu¢ao de HCI 1
mM. Em seguida, 375 mg de aprotinina foram dissolvidas em 39 mL de
solucdo de NaHCO; 0,1 M, pH 8,3, contendo NaCl 0,5 M. Esta solu¢do de
aprotinina foi adicionada ao gel de Sepharose e a mistura agitada, brandamente,
durante 2 horas a temperatura ambiente. Esta mistura foi filtrada em funil de
vidro sinterizado. Para bloquear os grupos ativos da Sepharose, que ndo
reagiram com a aprotinina, o gel foi misturado a 65 mL de solucdo de
etanolamina 1 M. Esta mistura foi agitada, brandamente, durante 2 horas a
temperatura ambiente. A seguir, o gel de Sepharose-aprotinina foi lavado, em
funil de vidro sinterisado, com 3,5 L de solucdo de NaHCO; 0,1 M, pH 8,3
contendo NaCl 0,1 M. O gel foi removido do funil e adicionado ao tampao
glicina-NaOH 0,1 M, pH 9,0, contendo NaCl 0,75 M e azida de s6dio 0,01%
(p/v), e empacotado na coluna que era mantida a 4°C.

Cada eluato foi submetido, separadamente, a cromatografia de
afinidade em coluna (6,5 x 2,8 cm) empacotada com o gel de Sepharose-
aprotinina, equilibrada em tampao glicina-NaOH 0,1 M, contendo cloreto de
sodio 0,75 M, e azida de sodio 0,05% (p/v), pH 9,0, mantida a temperatura de
4°C.
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O eluato I no volume de 28,0 mL, correspondendo a 1,80 mg de
proteinas, proveniente da etapa anterior foi aplicado a coluna. Em seguida, a
coluna foi lavada exaustivamente com o tampao de equilibrio, coletando-se
fracoes de 5,0 mL.

A calicreina tecidual foi eluida aplicando-se a coluna o tampao acetato
de sédio 0,025 M, pH 3,5, contendo cloreto de s6dio 1 M e azida de sddio
0,05% (p/v). Fragoes de 2,5 mL eram coletadas em tubos contendo 0,5 mL de
tampao Tris 2,0 M, pH 8,5. A coluna foi desenvolvida com o fluxo de 38,0
mL/hora.

As fragdes eluidas foram analisadas pela leitura da absorvancia em 280
nm ¢ pela determinagdo da atividade amidasica com o substrato Bz-Arg-Nan.
As fragdes ativas (64 a 80) foram agrupadas e a solugdo resultante mediu 40
mL que foram concentrados, por ultrafiltracdo, para o volume de 13,0 mL,
denominado rK1 (1).

O eluato II no volume de 23,0 mL, correspondendo a 1,6 mg de
proteinas, obtido na etapa anterior também foi aplicado a coluna. Em seguida, a
coluna foi lavada exaustivamente com o tampao de equilibrio, coletando-se
fracoes de 5,0 mL.

A calicreina tecidual foi eluida com tampao acetato de sodio 0,025 M,
pH 3.5, contendo cloreto de so6dio 1 M, azida de sodio 0,05% (p/v), coletando-
se fracdes de 2,5 mL em tubos contendo 0,5 mL de tampao Tris 2,0 M, pH 8,5.
A coluna foi desenvolvida com o fluxo de 38,0 mL/hora.

As fragoes eluidas foram analisadas pela leitura da absorvancia em 280
nm ¢ pela determinagdo da atividade amidasica com o substrato Bz-Arg-Nan.
As fragdes ativas (78 a 96) foram ajuntadas e a solu¢do resultante mediu 45 mL
que foram concentrados, por ultrafiltragdo, para o volume de 9,5 mL,

denominado rK1 (2).
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As amostras rK1 (1) e rK1 (2) foram submetidas as dosagens de
proteinas segundo Bradford (1976) e Peterson (1983) e de atividade amidésica

com o substrato Bz-Arg-Nan conforme descrito por Sousa, (1993).

6.4. Determinagdo da concentracdo de proteinas

6.4.1. Pela absorvancia a 280 nm no eluato

As concentracdes relativas de proteinas nas fracdes cromatograficas
eram estimadas pela leitura da absorvancia em 280 nm tracando-se os perfis

cromatograficos correspondentes.

6.4.2. Pelos métodos de BRADFORD e PETERSON

As dosagens de proteinas nas solugdes eram realizadas pelos métodos
de Bradford (1976) e Peterson (1983); adaptado, usando-se a albumina de soro
bovino como padriao, como descrito por Sousa, (1993).

Para a prepara¢do do reagente de cor dissolviam-se 100 mg de Azul
Brilhante de Coomassie G-250 em 50 mL de etanol a 95%. Em seguida,
adicionavam-se a solucdo 100 mL de acido fosforico a 85% e completava-se o
volume para um litro com agua destilada. A solucdo era filtrada e armazenada a
4°C. Essa solugao conserva-se durante dois meses, se armazenada a 4°C.

Para as dosagens, em triplicatas, a 0,5 mL da amostra adicionavam-se
2,5 mL da solugdo do reagente de cor. A mistura era agitada e deixada em
repouso 10 minutos a temperatura ambiente. A seguir, liam-se as absorvancias

das misturas de reacdo em 595 nm.
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Como padrdes, usavam-se duas solu¢des de albumina de soro bovino
nas concentragdes de 0,025 e 0,050 mg /mL, respectivamente. O resultado da
concentracdo da amostra deveria estar entre os valores dos dois padrdes.
Quando isso ndo acontecia usavam-se padroes de concentracdes diferentes. A
concentracdo de proteinas nas amostras era determinada utilizando-se a

equacao (1.0) descrita por Peterson (1983).

P=(b.A/1-a.A) (1.0)
sendo:

a=A"-b P’ (1.1)
b=(A;-Ay )/ (P-Py ) (1.2)
A'=A"T+AN /2 (1.3)
P'=@ 4P, /2 (1.4)
onde:

P = concentra¢do da amostra em proteina

A = absorvancia em 595 nm

A| = absorvancia do padrdo de menor concentragao

A, = absorvancia do padrao de maior concentra¢ao

P, = concentragdo do padrao de menor concentracao (mg/ml)

P, = concentracdo do padrao de maior concentracao (mg/ml)
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6.5. Estimativa do peso molecular aparente da calicreina tecidual do
rato (rK1) por filtragdo molecular em coluna de Superose 12 HR 1/30, em

equipamento FPLC.

Os pesos moleculares aparentes das preparagdes da calicreina tecidual
do rato rK1 (1) e rK1 (2) purificadas foram estimados por cromatografia em
coluna de gel de Superose 12 HR 1/30 (10,0 x 300,0 mm), em equipamento
FPLC.

A coluna de gel, com volume de 24,0 mL, foi eqiiilibrada com tampao
fosfato de sodio 50,0 mM, pH 6,5, contendo cloreto de sodio
0,1 M, desenvolvida com fluxo de 0,5 mL/min. Utilizaram-se os seguintes

padrdes de peso molecular:

PadrOes. ...t PM
Aprotinina (Sigma,USA).......ccceeiieiiiiiiiiie e 6500
Citocromo ¢ (Sigma,USA) ...ccveiiiiiiiieeieeeeeeeeeee e 12400
Tripsinogénio (Sigma,USA) ......ccoceviiiiieeiiiiiiieee e 25000
Ovoalbumina (Sigma,USA).......ceeviiiieiiieeeiiieee e 45000
Soroalbumina bovina (Sigma,USA) ........cccccevviviiiiiiiieeeens 66000
Desidrogenase alcodlica (Sigma,USA)......ccccvvveeeeeicnnnennnnn. 150000
Beta amilase (Sigma,USA).......cceovvvriiiiiiiieiiieeeeeeeieeen, 205000
Dextrana azul (Sigma,USA) .....c.ccoeviiiiiiiiieeieeeeieee s 2000000

As solugdes de rK1 (1) e rK1 (2) aplicadas a coluna continham 50,0

pg de proteina em um volume de 200,0 pL.



A cromatografia do padrdo de dextrana azul serviu para calcular o
volume de exclusdo (V,) da coluna. As cromatografias dos padrdes permitiram
calcular os seus respectivos volumes de eluicdo (V.) e o volume total (V) do
gel foi calculado a partir do conhecimento do didmetro interno da coluna e da
altura do leito de gel na coluna.

As cromatografias das amostras de calicreina rK1 (1) e K1 (2)
permitiram calcular seus respectivos volumes de eluicao (Ve).

Os valores de K,, para os padrdes e para as preparagoes de rK1 (1) e

rK1 (2) foram calculados utilizando-se a equacao:

Kay=(Ve=Vo)/(Vi—V,) (1.5)
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A seguir, foi desenhada uma curva padrao, locando-se na ordenada os
valores de K,,, para as proteinas padrdes, € na abscissa os valores dos
logaritmos dos seus respectivos pesos moleculares.

Os pesos moleculares aparentes das duas preparacdes de calicreina,
K1 (1) e rK1 (2), foram determinados por interpolacdo grafica de seus valores

de K,, na curva padrao.

6.6. Determinagdo da absortividade molar (€y;) da aprotinina

A determinagdo da absortividade molar (€,,) da aprotinina foi
realizada como descrito a seguir: preparou-se uma solugdo estoque de
aprotinina  (PM 6500), n3o dessecada, pesando-se 4,3 mg que foram
dissolvidas em 4,3 mL de 4gua destilada mili Q cuja concentragdo era de 0,662
mM. Partindo-se dessa solu¢do foram preparadas, em triplicatas, solugdes de
uso nas concentragdes de 6,15 pM a 30,76 pM.

A solugdo estoque de aprotinina foi submetida a leitura de absorvancia
entre os comprimentos de onda de 200 a 400 nm, para a determinacdo do
comprimento de onda no qual ocorre a absor¢do maxima (A max) que foi 253
nm. A seguir, leram-se as absorvancias das solu¢des de uso de aprotinina neste
comprimento de onda. Em seguida, desenhou-se um grafico locando-se na
ordenada as absorvancias e na abscissa os valores das concentracdes das
solucdes de uso, respectivamente. A inclinagdo da reta obtida forneceu o valor

da absortividade molar da aprotinina.
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6.7. Titulagdo do centro ativo da calicreina tecidual do rato (rK1) com

a aprotinina

A concentragdo molar, em centro ativo, da rK1 foi determinada por
titulacdo direta com o inibidor de calicreina aprotinina.

Para tanto, as misturas de incubacdo, em triplicatas, consistiam de 100
pL da amostra de rK1, diluida 100 vezes com o tampao glicina-NaOH 0,2 M,
pH 9,0 contendo azida de s6dio a 0,01% (p/v) e 100 pL de uma solucao de uso
de aprotinina preparada por dilui¢des da solu¢do estoque 23,17 nM. As
misturas eram pré-incubadas a 37°C durante 10 minutos e a seguir
adicionavam-se 400 pL da solucdo do substrato Bz-Arg-Nan (0,158 mM) no
tampdo glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0, contendo azida de sodio a 0,05% (p/v).
As misturas de incubacdo eram novamente incubadas durante 30 minutos. As
reacOes eram paralisadas pela adicdo de 100 uL de solugdo de acido acético a
60% (v/v). As concentragdes de aprotinina nas incubagdes variaram de 17,6
nM a 141,0 nM, respectivamente. A seguir, as absorvancias das misturas de
incubacao eram lidas em 410 nm.

A seguir, desenhou-se um grafico locando-se na ordenada os valores
de velocidade (atividade amidésica) e na abscissa os valores das respectivas
concentracdes de aprotinina. As concentracdes molares das solugdes de
aprotinina foram determinadas espectrofotometricamente utilizando-se a sua
absortividade molar (Ey;) de 8299,934+360 anteriormente determinada.

Os valores dos pontos da reta foram submetidos a andlise estatistica

utilizando-se a formula (1.6) de correlacdo de dados apresentada a seguir:

ny xiyi- 2 Xi12.y1
r= (1.6)

[nyxi*- (Ix1)° 1 [y -y %

A seguir, foram calculadas a regressdo linear utilizando-se as

formulas (1.7) e (1.8):
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nYX1yi- XX 2Y1
a= (1.7)

n lez - (ZX1)2

b = y(média)-x(média) (1.8)

A concentragdo de aprotinina (x) que inibe completamente a rK1 foi

calculada pela equacao da reta.

Y = ax +b (1.9)

A concentragdo molar da rK1 foi calculada a partir da concentracao de
aprotinina encontrada admitindo-se uma interagdo eqliimolar entre a rK1 ¢ a

aprotinina.

6.8. Método analitico cinético

6.8.1. Determinacdo da atividade amidasica das preparagdes de

calicreina tecidual do rato rK1 (1) e K1 (2)

A atividade amidésica das preparagdes de rK1 (1) e rK1 (2) com o
substrato sintético Bz-Arg-Nan era realizada segundo o método de Erlanger et
al (1961), como descrito por Sousa (1993).

Inicialmente o substrato era deixado no dessecador, a vacuo, durante
aproximadamente 72 horas para desumidificar. A seguir, preparava-se uma
solucdo estoque dissolvendo-se 60 mg do substrato Bz-Arg-Nan (PM = 434,9)
em 5 mL de dimetilsulfoxido. A concentragao desta solucdo era de 27,60 mM.
A partir dessa solucdo preparava-se uma solugdo de uso diluindo-se a solucao
estoque 50 vezes com tampao glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0, contendo azida de
sodio a 0,01% (p/v).

Preparavam-se quatro misturas de incubagdes designadas como:

amostra (A); amostra com Trasylol® (A+T); controle da amostra (CA) e
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controle do substrato (CS), que continham:

A: 100 pL da amostra e 100 pL do tampao glicina-NaOH 0,2 M pH
9,0. A+T: 100 pL da amostra e 100 pL de Trasylol® na concentracao de 1000
unidades inibidoras de calicreina (KIU)/mL. CA: 100 pL da amostra e 500 puL
do tampao glicina-NaOH 0,2 M pH 9,0 e CS: 200 pL de tampao glicina-NaOH
0,2 M pH 9,0. Essas misturas, em triplicatas, eram pré-incubadas a 37°C
durante 10 minutos para equilibrar a temperatura. A seguir, adicionavam-se
400 pL da solugdo do substrato Bz-Arg-Nan na concentragdo de 0,551 mM e
as misturas eram, novamente, incubadas a 37°C durante 30 minutos. As
reacoes eram paralisadas adicionando-se as misturas 100 pL de solucdo de
acido acético a 60% (v/v).

Em seguida, liam-se as absorvancias em 410 nm da 4-nitroanilina
liberada nas misturas incubagdo. As absorvancias eram convertidas em

velocidade de hidrélise do substrato utilizando-se a equagao:

v =A Ao (1/Ey) (1) (1/F) (1,1) (1.6)

Onde:

AA4 = valor real da absorvancia. O valor real da absorvancia era o
valor da absorvancia da mistura (A) menos o valor da absorvancia encontrada
na incubagao da amostra (A+T), menos o valor do controle da amostra (CA).

Ey = absortividade molar da 4-nitroanilina em 410 nm (8800
M. cm’, pH9);

t = tempo de incubacdo em minutos;

F = quantidade de proteina (mg/mL) das amostras na incubagdo.

(Utilizada apenas nos calculos da atividade amidésica especifica)

1,1 = fator de corre¢do do volume da incubagdo para o volume final da

leitura de absorvancia. (700 puL/ 600 pL).
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6.8.2. Cinética da inibicdo da atividade amidasica da rK1 pelos
inibidores de serino proteases benzamidina (BzA), 4-aminobenzamidina

(ABzA) e 4-nitrobenzamidina (NBzA)

A inibicdo da atividade amidésica da rK1, com o substrato sintético
Bz-Arg-Nan, pelos inibidores BzA, ABzA e NBzA foi realizada segundo
protocolo descrito por Sousa, (1993).

Para tanto, foram determinadas as absortividades molares (€);) para
cada um dos inibidores. Os valores das absortividades molares serao utilizados
nas determinacdes espectrofotométricas das concentragdes de suas solugdes

estoques.

6.8.2.1. Determinacdo da absortividade molar (€,;) da benzamidina

(BzA)

Inicialmente, preparou-se uma solu¢do estoque de BzA pesando-se
64,5 mg e dissolvendo-as em 5 mL do tampao glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0. A
concentracdo da solugdo foi de 82,36 mM. Partindo-se dessa solucao foram
preparadas, no tampao, em triplicatas, solu¢cdes de uso de concentragdes 5,15
mM a 30,88 mM, respectivamente.

A solugdo estoque de BzA foi submetida a leitura de absorvancia entre
os comprimentos de onda 200 a 400 nm para a determinacdo do comprimento
de onda em que ocorre a absor¢do maxima (An,y) que foi em 284 nm. A seguir,
leram-se as absorvancias das solu¢des de uso neste comprimento de onda. Em
seguida, desenhou-se um grafico locando-se na ordenada os valores de
absorvancia e na abscissa os valores das concentracdes das solugoes,
respectivamente. A inclinagdo da reta obtida forneceu o valor da absortividade

molar da BzA.
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6.8.2.2. Determinagdo da constante de dissociagdo (K;) do complexo

rK 1-inibidor para a benzamidina (BzA)

O substrato utilizado foi o Bz-Arg-Nan dissolvido em
dimetilsulféxido produzindo uma solucdo estoque de concentragdo 27,60 mM.
Com esta solucao preparava-se uma solucdo, 10 vezes diluida no tampao, cuja
concentracdo era de 2,76 mM. A partir desta preparavam-se solugdes de uso
nas concentragdes de 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 e 200 uM,
respectivamente.

As concentragdes molares reais do substrato foram determinadas apos
hidrolise total com tripsina. (Doagdo do Prof. Dr. Marcelo Matos Santoro do
Departamento de Bioquimica e Imunologia do ICB da UFMGQG).

Preparou-se, também, uma solugdo estoque de BzA dissolvendo-se
108 mg em 50 mL do tampao glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0. A concentragdo
desta solucdo era de 13,79 mM. A partir dessa solugdo foram preparadas, por
diluicdo no tampao glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0, solu¢des de uso nas
concentracdes: 0,05; 0,10; 0,20; 0,30 e 0,40 mM, respectivamente.

As incubacgdes eram realizadas segundo o seguinte protocolo:

P-U e
Tubo |Tampdo | rKl BzA E‘. Substrato g’_ HAc
(L) by p by p 8 | Wb s | (ub)
o g
)
IS o
CS 100 8} 300 5 50
z a
=
K1 50 50 300 50
K1+
oA | — | 30 300 50

CS = controle do substrato, HAc = acido acético a 60% (v/v).
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Para cada concentragdao do substrato, as misturas de incubagao rK1 +
BzA continham concentragoes crescentes do inibidor BzA. As misturas eram
pré-incubadas durante 5 minutos a 37°C para a homogeneizagdo da
temperatura, de acordo com o protocolo acima. Em seguida, adicionava-se o
substrato e incubava-se, novamente, durante 15 minutos a 37°C. As reagdes
eram paralisadas pela adi¢ao de 4cido acético a 60% (v/v).

Foram feitas incubagdes, em triplicatas, na presenga de BzA nas
concentracdes: 0,05; 0,10; 0,20; 0,30 e 0,40 mM, respectivamente. A seguir,
liam-se as absorvancias em 410 nm, das misturas de incubagdo, que eram
convertidas para velocidade de rea¢io (uM.min ') por meio da equacio:

v =A a410(1/8800 M'em™) (1/15 min) (1,1/101,7nM)

Onde:

8800 M'cm™ = absortividade molar da 4-nitroanilina

15 min = tempo de incubagao

1,1 = fator de correcdo para o volume (volume da incubacgao, dividido
pelo volume final da preparagao)

101,7 nM = concentra¢do da enzima na incubagao

6.8.2.3. Determinagdo da absortividade molar (€y) da

4-aminobenzamidina (ABzA)

Inicialmente, preparou-se uma solugdo estoque de ABzA pesando-se
61,9 mg e dissolvendo-as em 5 mL do tampao glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0. A
concentracdo da solucdo foi de 59,26 mM. Partindo-se dessa solucdo foram
preparadas, no tampao, em triplicatas, solu¢des de uso de concentragdes 5,92
mM a 47,40 mM, respectivamente.

A solucdo estoque de ABzA foi submetida a leitura de absorvancia
entre os comprimentos de onda 200 a 400 nm para a determinacdo do
comprimento de onda em que ocorre a absor¢ao maxima (A.x) que foi em 293
nm. A seguir, leram-se as absorvancias das solugdes de uso neste comprimento

de onda. Em seguida, desenhou-se um grafico locando-se na ordenada os
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valores de absorvancia e na abscissa os valores das concentragdes das solugoes,
respectivamente. A inclinagdo da reta obtida forneceu o valor da absortividade

molar da ABZA.

6.8.2.4. Determinagdo da constante de dissociagdo (K;) do complexo

rK1-inibidor para a 4-aminobenzamidina (ABzA)

O substrato utilizado foi o Bz-Arg-Nan dissolvido em
dimetilsulféxido produzindo uma solugdo estoque de concentragdao 27,60 mM.
Com esta solucao preparava-se uma solucdo, 10 vezes diluida no tampao, cuja
concentracdo era de 2,76 mM. A partir desta preparavam-se solugdes de uso
nas concentragdes de 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 e 200 uM,
respectivamente.

As concentragdes molares reais do substrato foram determinadas apos
hidrolise total com tripsina. (Doagdo do Prof. Dr. Marcelo Matos Santoro do
Departamento de Bioquimica e Imunologia do ICB da UFMQG).

Preparou-se, também, uma solugdo estoque de ABzA dissolvendo-se
220 mg em 100 mL do tampao glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0. A concentragdo
desta solucao era de 10,57 mM. A partir dessa solugdo foram preparadas, por
diluicdo no tampao glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0, solu¢des de uso nas
concentracdes: 0,05; 0,10; 0,20; 0,30 e 0,40 mM, respectivamente.

As incubagdes eram realizadas segundo o seguinte protocolo:
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) —
Tubo |Tampdo | 1Kl ABzA ﬁj Substrato 5 H Ac
(uL) (uL) (L) | 3 (uL) g (uL)
2 <
o™}
81 n
CS 100 S 1 300 7 50
3 =]
=
K1 50 50 300 50
K1+
asa | — | >0 300 50

CS = controle do substrato, HAc = acido acético a 60% (v/v).

Para cada concentragdao do substrato, as misturas de incubagao rK1 +
ABzA continham concentracdes crescentes do inibidor ABzA. As misturas
eram pré-incubadas durante 5 minutos a 37°C para a homogeneizacdo da
temperatura, de acordo com o protocolo acima. Em seguida, adicionava-se o
substrato e incubava-se, novamente, durante 15 minutos a 37°C. As reagdes
eram paralisadas pela adicao de 4cido acético a 60% (v/v).

Foram feitas incubacdes, em triplicatas, na presenca de ABzA nas
concentracdes: 0,05; 0,10; 0,20; 0,30 e 0,40 mM, respectivamente. A seguir,
liam-se as absorvancias em 410 nm, das misturas de incubacdo, que eram
convertidas para velocidade de reagdo (WM.min ") por meio da equagio:

V=A a410(1/8800 M'cm™) (1/15 min) (1,1/101,7nM)

Onde:
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8800 M'cm™ = absortividade molar da 4-nitroanilina

15 min = tempo de incubagao

1,1 = fator de correcdo para o volume (volume da incubacao, dividido
pelo volume final da preparacgao)

101,7 nM = concentra¢do da enzima na incubagao

6.8.2.5. Determinagdo da absortividade molar (€y) da

4-nitrobenzamidina (NBza)

Inicialmente, preparou-se uma solugdo estoque de NBzA pesando-se
6,3 mg e dissolvendo-as em 25 mL do tampao glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0. A
concentracdo da solugdo foi de 1,404 mM. Partindo-se dessa solucao foram
preparadas, no tampao, em triplicatas, solugcdes de uso de concentracdes 28,08
uM até 56,16 uM, respectivamente.

A solucdo estoque de NBzA foi submetida a leitura de absorvancia
entre os comprimentos de onda 200 a 400 nm para a determinacdo do
comprimento de onda em que ocorre a absor¢cdo maxima (A ) que foi em 256
nm. A seguir, leram-se as absorvancias das solugdes de uso neste comprimento
de onda. Em seguida, desenhou-se um grafico locando-se na ordenada os
valores de absorvancia e na abscissa os valores das concentragdes das solugoes,
respectivamente. A inclinacdo da reta obtida forneceu o valor da absortividade

molar da NBZzA.
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6.8.2.6. Determinagdo da constante de dissociagdo (K;) do complexo

rK 1-inibidor para a 4-nitrobenzamidina (NBzA)

O substrato utilizado foi o Bz-Arg-Nan dissolvido em
dimetilsulféxido produzindo uma solucdo estoque de concentragdo 27,60 mM.
Com esta solu¢do preparava-se uma solugdo, 10 vezes diluida no tampao, cuja
concentracdo era de 2,76 mM. A partir desta preparavam-se solugdes de uso
nas concentragdes de 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 ¢ 200 uM .

As concentragdes molares reais do substrato foram determinadas apos
hidrolise total com tripsina. (Doagdo do Prof. Dr. Marcelo Matos Santoro do
Departamento de Bioquimica e Imunologia do ICB da UFMQG).

Preparou-se, também, uma solugdo estoque de NBzA dissolvendo-se
34 mg em 50 mL do tampdo glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0. A concentragdo
desta solugdo era de 4,12 mM. A partir dessa solugcdo foram preparadas, por
diluicdo no tampao glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0, solu¢des de uso nas
concentragdes: 0,05; 0,10; 0,20; 0,30 e 0,40 mM, respectivamente.

As incubacgdes eram realizadas segundo o seguinte protocolo:

o —
Tubo | Tampdo K1 NBzA i Substrato 5 H Ac
R (O - N OO R -8
>3 £
o
gz ;
CS 100 S 1 300 7 50
3 5
=
rK1 50 50 L 300 50
K1+
NBzA | —— >0 50 300 50

CS = controle do substrato, HAc = acido acético a 60% (v/v).
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Para cada concentragdao do substrato, as misturas de incubagao rK1 +
NBzA continham concentragdes crescentes do inibidor NBzA. As misturas
eram pré-incubadas durante 5 minutos a 37°C para a homogeneizagdo da
temperatura, de acordo com o protocolo acima. Em seguida, adicionava-se o
substrato e incubava-se, novamente, durante 15 minutos a 37°C. As reagdes
eram paralisadas pela adi¢ao de 4cido acético a 60% (v/v).

Foram feitas incubagdes, em triplicatas, na presenga de BzA nas
concentracdes: 0,05; 0,10; 0,20; 0,30 e 0,40 mM, respectivamente. A seguir,
liam-se as absorvancias em 410 nm, das misturas de incubagdo, que eram
convertidas para velocidade de rea¢ido (uM.min ') por meio da equacio:

v =A a410(1/8800 M'em™) (1/15 min) (1,1/ 72,5nM)

onde:

8800 M'cm™ = absortividade molar da 4-nitroanilina

15 min = tempo de incubagao

1,1 = fator de correcdo para o volume (volume da incubacgao, dividido
pelo volume final da preparagao)

72,5 nM = concentra¢do da enzima na incubagao
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7. DETERMINACAO DOS PARAMETROS CINETICOS PARA AS
HIDROLISES DO SUBSTRATO BZ-ARG-NAN PELA rK1 NA
AUSENCIA E NA PRESENCA DOS INIBIDORES

Os célculos dos parametros cinéticos foram realizados pelo Prof. Dr.
Marcelo Matos Santoro, do Departamento de Bioquimica e Imunologia do
ICB, da UFMGQ, utilizando-se o programa Sigma Prot.

Os parametros cinéticos K, e k., foram calculados baseando-se no

modelo classico de Michaelis-Menten descrito por Cornish Bowden (1981).

k, k,
E+S ¢ > ES : >E+ P
k. ks

A equacdo da velocidade (v) é:

Vinax [ S]

Kn+[S]

onde: Vi =k, [ ES ]
Vmax

(o] kcat: ——

[Eo]

64



8. ESTIMATIVA DO VALOR DA CONSTANTE DE DISSOCIACAO (K;)
PARA O COMPLEXO rK1-BzA

As constantes de dissociacdo K; para o complexo, BzA-rK1foi
calculada: 1- a partir do grafico de Km(ap) x [ I ]; 2- a partir do grafico de
Dixon-Lineweaver-Burk.

Para o calculo do K; da BzA utilizou-se o modelo cinético de inibi¢ao
competitiva descrito por Cornish-Bowden, (1981) o esquema cinético para a
inibigao ¢:

— —>
E+S ¢ ES E+ P
EI
A equacdo da velocidade (v) para esta inibigdo é:
Vinax (S)

(1)

K| [Ho— +[S]
K
Na qual [ I ] ¢ a concentrag@o do inibidor livre e V,,, € K,;, tém os seus

significados usuais. Como a equacdo ¢ da forma da equag¢do de Michaelis-
Menten ela pode ser escrita:

Vi " [S]

V =
Kn*+[S]
onde V" e K, sdo valores aparentes € V., € K, sdo dados por:

[1]
Vmap = Vmax 5 I<map = I<m |+ e
K;

Vinax " = Vimax Na presenga do inibidor.

Assim, o grafico de K., versus [ I ] para um inibidor competitivo,
devera dar uma reta da qual o intercepto sobre o eixo das ordenadas, Kpap) € 0
valor de K,, e da inclinacdo da reta pode-se calcular o valor do K; para o

respectivo inibidor.
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9. RESULTADOS
9.1. Sintese da 4-nitrobenzamidina (NBzA)
Seguindo-se a metodologia descrita no item 6.2, obteve-se a
4-nitrobenzamidina com um rendimento de 66%.

9.2. Caracterizacao da 4-nitrobenzamidina

A 4-nitrobenzamidina foi caracterizada por analises espectrométricas

do RMN 'H e no IV, anélise elementar ¢ a faixa de fuséo.

9.2.1. Espectro de absor¢ao da NBzA no infravermelho

O espectro de absor¢do no Infravermelho (Espectro 1), mostrado a
pag. 68, apresentou as bandas correspondentes: Vy,x, CM - KBr: 3400, 3250 e

3080 (N-H), 1660, 1580 e 1500 (C=N) (C=C), 1500 e 1320 (N=0), 850 (1,4-
di-substituidos).
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9.2.2. Espectro de ressonancia magnética nuclear da NBzA

HaN.__NH
6 2
5 3

O espectro de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio, (Espectro
2) da 4-nitrobenzamidina, mostrado a pag. 69 e 70, apresenta os seguintes
sinais: RMN de 'H (DMSO-ds, 200 MHz, 8): 8,25 (dupleto, 2H, H-3, ¢ H-5,
J32, = Js6 = 8,5Hz), 8,03 (dupleto, 2H, H-2 e H-6, J, 3 = Jos= 8,5Hz), 6,65
(singleto, 3H, grupo amidina).

9.2.3. Analise elementar da NBzA

Os valores calculados foram: C=50,91%, H=4,27% e N=25,44%.
Valores encontrados foram: C=50,57%, H=3,95% e N=25,20%.

9.2.4. Faixa de fusdo

A faixa de fusdo observada 290-293,1°C comprova a pureza da

substancia, como descrito por Saari et al., 1978.
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nitrobenzamidina:

Espectro 1- Espectro no IV da 4

i i

1|.
¥

iy

e E—

EFe g e A

mn W O W

e

i
L i
1

T
..________

L

s

A4lkes .._..l.__.__ L1 _._.”_.__.-______._:_

j=id=t

| 1

T T Tl e

e e Y
i M T
H

1 =
S i
_u i !
. - — T
T 1
t . i
3 _. ¥
=
= R +
=
- 1
- 8 1
—HEH
==
|
= {

Ra.! e
FI=:
¥ .H - -
=5 +
SeEH _
EE S i
=i
_ e i
14

e CERIItLES GRArEy
A B
il Bl

I A TITEE

68



Espectro 2- Espectro de RMN da 4-nitrobenzamidina
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Espectro 2- Espectro de RMN (aumentado 100X)
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9.3. Purifica¢do da calicreina tecidual do rato (rK1)

A purificagdo da rK1 foi realizada em trés etapas. A primeira etapa foi
a preparagao do extrato bruto, a segunda etapa a cromatografia de troca idnica
do extrato bruto em coluna DEAE-Sepharose e a terceira etapa a cromatografia
de afinidade da rKI1, parcialmente purificada, em coluna de Sepharose-
aprotinina. Os resultados da purificagdo da rK1 estdo apresentados na tabela .

Partindo-se de 44,91 mg de proteinas no extrato bruto, preparado a
partir de dois gramas do pd de glandulas submandibulares de ratos, foram
obtidas duas preparagdes de rK1, rK1 (1) e rK1 (2) uma com 0,84 mg e a outra
com 0,44 mg de proteina, respectivamente. As duas preparacdes rK1 (1) e rK1
(2) foram purificadas 16 vezes e 5 vezes, com rendimentos de 30 e 11%,

respectivamente.
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Tabela I — Purificagdo da rK1

Proteina Total Ati.vi(,ia.de Ati.Vi,dE.lde Fator de Rendimento
Etapa amidasica amidasica
(mg) especifica total Purificagao (%)
(uM. min". mg™") | (uM. min™)
Extrato bruto 4491 207,50 9318,83 1,0 100
DEAE- I- 1,80 2400,24 4320,00 11,56 46
Sepharose I1-1,59 1176,53 1838,88 5,67 20
Sepharose- |rK1(1) 0,84 3326,47 279423 16,03 30
Aprotinina  [rK1(2) 0,44 1029.,42 452,94 4,96 11

I- Eluato contendo a rK1 (1).
II- Eluato contendo K1 (2).

Como mostrado na tabela I, a cromatografia de troca i6nica em coluna

de DEAE-Sepharose removeu uma grande quantidade de proteina inativa

contaminante.

As atividades amidésicas especificas dos eluatos I e I da coluna de

DEAE-Sepharose aumentaram 11,6 e 5,7 vezes respectivamente. Nessa etapa

observaram-se rendimentos de 46 e 20 % para os eluatos I e I,

respectivamente.

A atividade amidasica especifica da rK1 (1) eluida da coluna de

Sepharose-aprotinina aumentou 1,4 vezes enquanto que a da rKl (2)

permaneceu aproximadamente igual a do eluato II da coluna de DEAE-

Sepharose.

O rendimento final das preparacdes de rK1(1) e rK1(2) foi de 30% e

11%, respectivamente.
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9.3.1. Cromatografia de troca i6nica em coluna de DEAE-Sepharose

CL-6B

A cromatografia de troca i6nica do extrato bruto em coluna de DEAE-
Sepharose CL-6B, equilibrada em tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH 6,0, ¢
apresentada na Figura 1.

Como pode-se observar um grande pico de proteina passou pela
coluna sem fixar-se a resina, sendo eluido com o tampao de equilibrio. Ao
aplicar-se a coluna o tampao de equilibrio adicionado de NaCl 0,125M (seta)
foram eluidos dois picos de proteinas, o primeiro sem atividade amidasica e o
segundo com alta atividade amidésica. Ao aplicar-se a coluna o tampao de
equilibrio adicionado de NaCl 0,250 M (seta) eluiu-se um outro pico de
proteina com alta atividade amidasica. A seguir, aplicou-se o tampao de
equilibrio adicionado de NaCl 0,500 M (seta) eluindo-se um pico de proteinas

totalmente sem atividade amidasica.
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Cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE-Sepharose

1,2 25
Eluato | Eluato Il

—e— Absorvancia A 280 —— Atividade amidasica A 410

A 410

Figura 1 : Cromatografia de troca iénica do extrato bruto em

coluna de DEAE-Sepharose

Condig¢des: Coluna (8,0 x 2,8 cm) com DEAE-Sepharose equilibrada
em tampao fosfato de so6dio 0,1 M, pH 6,0.

Amostra: 53,0 mL do extrato bruto (44,91 mg de proteinas).

Eluicao: Até a fragdo 70 a coluna foi lavada com o tampao de
equilibrio. Da fracdo 71 até a fragdao 149 a coluna foi desenvolvida com o
tampao de equilibrio adicionado de NaCl 0,125 M (seta a).

a-)Da fracdo 150 até a fracdo 210 a coluna foi desenvolvida com o
tampao de equilibrio adicionado de NaCl 0,25 M (seta b).

b-)Da fragdo 211 até a fracdo 300 a coluna foi desenvolvida com o
tampao equilibrio adicionado de NaCl 0,50 M (seta c).

c-) A coluna foi desenvolvida com o fluxo de 36 mL/h sob
refrigerag¢do de 4 °C. A atividade amidasica foi determinada com o substrato
Bz-Arg-Nan segundo o método de Erlanger ef al. (1961) como descrito por

Sousa (1993).
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9.3.2. Cromatografia de afinidade, do eluato I da coluna de DEAE-Sepharose,

em coluna de Sepharose-aprotinina

A Figura 2 mostra o perfil cromatografico obtido da cromatografia do
eluato I, proveniente da cromatografia em DEAE-Sepharose, na coluna de
Sepharose-aprotinina. Podem-se observar que seis picos de proteinas (I-
VI), Os picos I e II desprovidos de atividade amidasica passaram pela coluna
sem fixar-se a aprotinina e foram eluidos com o tampao de eqiiilibrio. A
aplicacdo a coluna do tampao acetato de sédio 0,025 M, pH 3,5, NaCl 1 M
(seta), eluiram-se quatro picos de proteinas (III, IV, V e VI), dois picos com
alta atividade amidésica (III, IV) seguidos de dois picos desprovidos de
atividade amidésica (V e VI). As fracdes 61 a 80 foram ajuntadas e a solugdo
resultante, com 38 mL, foi denominada rK1 (1). Essa amostra foi concentrada

por ultrafiltracdo para 13,0 mL.
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Cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose-aprotinina
K1 (1)
0,25

0,2 1

0,15

A 280
A 410

0,1

0,05 -

0 A O

NORX O PR PPN R SRS EAN LSRR,

Fragoes ‘—O—Absorvéncia A 280 —— Atividade amidasica A 410 ‘

Figura 2: Cromatografia de afinidade do eluato I, da coluna de

DEAE-Sepharose em coluna de Sepharose-aprotinina

Condigdes: Coluna (6,5 x 2,8 cm) com Sepharose-aprotinina
equilibrada em tampado glicina-NaOH 0,1M, pH 9,0, NaCl 0,75 M,contendo
azida de s6dio 0,05% (p/v).

Amostra: Eluato I, de 28 ml (1,804 mg de proteinas) proveniente da
cromatografia em DEAE-Sepharose.

Eluicdo: Até a fragdo 60 a coluna foi lavada com o tampao de
equilibrio. A partir da fracdo 61 (seta) a coluna foi eluida com o tampao
acetato de sodio 0,025 M, pH 3,5, NaCl 1M. Fluxo de 45 mL/h. Fracdes de 2,5
mL coletadas em tubos contendo 0,5 mL de tampao Tris-HCI 2,0 M, pH 8,5. A
cromatografia foi desenvolvida sob refrigeracao de 4°C. A atividade amidésica
com o substrato Bz-Arg-Nan foi determinada segundo o método de Erlanger et

al. (1961), como descrito por Sousa (1993).
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9.3.3. Cromatografia de afinidade, do eluato II da coluna de DEAE-

Sepharose, em coluna de afinidade em Sepharose-aprotinina

A Figura 3 mostra o perfil cromatografico obtido da cromatografia do
eluato II, proveniente da cromatografia em DEAE-Sepharose, na coluna de
Sepharose-aprotinina. Pode-se observar que um grande pico de proteinas,
desprovido de atividade amidasica passou pela coluna sem fixar-se a aprotinina
e foi eluido com o tampao de eqiiilibrio. A aplicacdo a coluna do tampao
acetato de sodio 0,025 M, pH 3,5, NaCl 1 M (seta), eluiu dois picos de proteina
(I e II), sendo o primeiro apresentando atividade amidasica e o segundo
desprovido de atividade amidasica. As fragdes 76 a 100 foram ajuntadas e a
solucdo resultante com 48 mL foi denominada rK1 (2). Essa amostra foi

concentrada por ultrafiltragcdo para 9,5 mL.
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Cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose-aprotinina
0,18 rK1 (2)
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Figura 3: Cromatografia de afinidade do eluato II, da coluna de

DEAE-Sepharose em coluna de Sepharose-aprotinina

Condi¢des: Coluna (6,5 x 2,8 cm) com Sepharose-aprotinina
equiilibrada em tampao glicina-NaOH 0,1M, NaCl 0,75M, pH 9,0.

Amostra: Eluato II (23 ml correspondendo a 1,59 mg de proteinas)
proveniente da cromatografia em DEAE-Sepharose.

Eluicdo: Até a fragdo 74 a coluna foi lavada com o tampao de
eqiilibrio. A partir da fracdo 75 a coluna foi eluida com o tampao acetato de
sodio 0,025 M, pH 3,5, NaCl 1 M,. Fluxo de 45 mL/h. Frag¢des de 2,5 mL
coletadas em tubos contendo 0,5 mL de tampao Tris-HCl 2,0 M, pH 8,5. A
cromatografia foi desenvolvida sob refrigeracao de 4°C. A atividade amidasica
foi determinada com o substrato Bz-Arg-Nan segundo o método de Erlanger et

al. (1961), como descrito por Sousa (1993).
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9.4. Critério de pureza e determinag¢do do peso molecular aparente da

rK1 por cromatografia de filtragdo molecular

9.4.1. Cromatografia da solucdo de rK1 em coluna de Superose 12 HR
1/30 em equipamento FPLC.

A Figura 4 (painéis A e B) mostra os perfis cromatograficos das
amostras rK1 (1) e rK1 (2), respectivamente, obtidos das cromatografias dos
eluatos I e II, provenientes das cromatografias de Sepharose-aprotinina, na
coluna de Superose 12 HR 1/30 em equipamento FPLC. Pode-se observar, na
Figura, que as duas preparacdes apresentaram picos protéicos Unicos com
atividades amidésicas completamente superpostas. Tais perfis demonstram a

pureza das amostras de rK1 (1) e rK1(2), respectivamente.
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coluna de Superose 12 HR 1/30 em equipamento FPLC

Figura 4: Cromatografias da solucdes de rK1 (1) e rK1 (2) em

Condicdes: Coluna (10x 300 mm) cheia com gel de Superose 12 HR

equilibrada em tampao fosfato de s6dio 50 mM, pH 6,5, contendo NaCl 0,1

M,.

Amostras aplicadas: 50 pg da rK1(1) em 200 pL, (amostra A) e 50 ug

da rK1(2) em 200 pL, (amostra B). Fluxo de 0,5 mL/ min. Pressao de 2,0 Mpa.

Volume das fragdes de 500 pL. A atividade amidasica foi determinada com o

substrato Bz-Arg-Nan segundo o método de Erlanger et al. (1961), como

descrito por Sousa (1993).
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9.4.2. Determinagdes dos pesos moleculares aparentes das amostras
rK1 (1) e rK1 (2) eluidos da coluna de Superose 12 HR 1/30 em equipamento
FPLC

A Figura 5 mostra a curva padrao utilizada para a estimativa dos pesos
moleculares aparentes das amostras de rK1 (1) e rK1 (2). Os valores de Kav
para os padrdes foram determinados por cromatografia em gel de Superose 12
HR 1/30 em equipamento FPLC.

A cromatografia do padrao de dextrana azul permitiu o calculo do
volume de exclusdo da coluna (Vo). O volume total (Vt) foi determinado a
partir do diametro interno da coluna e da altura do leito de gel. Os volumes de
eluicdo (Ve) dos padroes e das amostras de rK1 (1) e rK1 (2) foram
determinados a partir dos seus tempos de retengdo na mesma coluna. Com os
dados de Vo, Vt e Ve para cada padrao foram calculados os respectivos Kav
(constante do tempo de retencao).

O grafico mostra a curva padrdo obtida locando-se na ordenada os
valores dos logaritmos dos pesos moleculares dos padrdes e na abscissa os
respectivos valores dos Kav’s. Os padrdes utilizados na construgdo da curva
foram: B-amilase (Kav = 0,160), alcool desidrogenase (Kav = 0,191), BSA
(Kav = 0,238 ), ovoalbumina (Kav = 0,277 ), tripsinogénio (Kav = 0,389 ),
citocromo (Kav = 0,477 ) e aprotinina (Kav = 0,653 ).

Os valores de Ve para as amostras de rK1 (1) e rK1 (2) permitiram
calcular o valor de Kav = 0,314. A seta indica a interpolag¢ao grafica do valor
de Kav que corresponde ao peso molecular aparente de 36200 para as amostras

de rK1 (1) e rK1 (2), respectivamente.
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Determinagdes dos pesos noleculares aparentes da rK1 (1) e rK1 (2) por
filtragdo nolecular em coluna de Superose 12 HR
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Figura 5: Determinacdes dos pesos moleculares aparentes da rK1

(1) e da rK1 (2) em coluna de Superose 12 HR 1/30 em

equipamento FPLC

Condig¢des experimentais descritos em Métodos.

Os padrdes utilizados na constru¢do da curva foram: B-amilase (Kav =
0,160), alcool desidrogenase (Kav = 0,191), BSA (Kav = 0,238),
ovoalbumina (Kav = 0,277), tripsinogénio (Kav = 0,389), citocromo (Kav =
0,477) e aprotinina (Kav = 0,653).

Os pesos moleculares aparentes foram determinados por interpolagao

grafica dos valores de Kav que foram iguais a 0,314. Esse valor corresponde

ao PM de 36200.
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9.5. Caracterizagao cinética da rK1

9.5.1. Determinacao da absortividade molar (€y) da aprotinina

A Figura 6 mostra a reta utilizada para a determinacdo da
absortividade molar (€y,) da aprotinina cujo valor encontrado foi

8299 £ 93.

9.5.2. Titulagdo do centro ativo da amostra de rK1 (1) com a

aprotinina

A Figura 7 mostra uma reta obtida locando-se na ordenada os valores
das velocidades de reacdo (uM . min' . mL ') e na abscissa os valores das
concentracdes de aprotinina nas misturas de incubacao. O valor encontrado da
concentracao da aprotinina que inibe completamente a rK1 (1) na reacdo foi de
17,21 nM. Admitindo-se que a rK1 (1) e a aprotinina reagem eqiiimolarmente a
concentracao molar da solugdo de rK1 (1) utilizada no ensaio (100 uL) era de
17,21 nM, correspondendo a 172,1 nM por mL. Como esta solucdo ¢
proveniente da diluicdo da solugdo de rK1 (1) 100 vezes com o tampao-glicina-
NaOH 0,2 M, pH 9,0, contendo azida de s6dio a 0,05% (p/v), multiplicada pelo
peso molecular de 36200, gerando a concentracao da solucdo original da rK1

(1) de 62,33 ng/ mL.
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Determinacao da absortividade molar
da aprotinina
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S
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6,15 9,23 15,38 23,08 27,69 30,77
[aprotinina] pM

Figura 6: Determinacio da absortividade molar (€,) da

aprotinina.

Condi¢des experimentais descritas em Métodos. A partir dos valores
da inclinagdo da reta foi determinado a absortividade molar da aprotinina em

253 nm: €y = 8299,93 + 93.
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Titulagado do centro ativo da rK1 (1)
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Figura 7: Titulacio do centro ativo da rK1 (1)

Condicdes experimentais descritas em Métodos. Na ordenada
encontram-se os valores das velocidades das reagdes e na abscissa os valores
das concentracdes das solucdes de uso da aprotinina. A extrapolagdo da reta até
a abscissa indica a concentracdo equimolar da rK1 (1). Os dados foram
analisados estatisticamente por correlagdo e regressa linear.

O valor da correlagdo: -0,96

Regressao linear: (y = -1,450x + 24,95).

O valor de aprotinina foi de 17,21 nM, em equimolaridade

determinou-se a rK1 (1) de 62,33 pg/mL.

85



9.5.3. Titulagdo do centro ativo da amostra de rKI (2) com a

aprotinina

A Figura 8 mostra uma reta locando-se na ordenada os valores das

1 -1 .
. mL) e na abscissa os valores das

velocidades de reagdo (UM . min
concentracdes de aprotinina nas misturas de incubacdo. O valor encontrado da
concentracao da aprotinina que inibe completamente a rK1 (2) na reacdo foi de
11,78 nM. Admitindo-se que a rK1 (2) e a aprotinina reagem eqiiimolarmente a
concentracao molar da solugdo de rK1 (2) utilizada no ensaio (100 uL) era de
11,78 nM, correspondendo a 117,79 nM por mL. Como esta solucdo ¢
proveniente da diluicdo da solugdo de rK1 (2) 100 vezes com o tampao-glicina-
NaOH 0,2 M, pH 9,0, contendo azida de s6dio a 0,05% (p/v), multiplicada pelo

peso molecular de 36200, gerando a concentracao da solucdo original da rK1

(2) de 42,63 pg/mL.
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Titulagdo do centro ativo da rK1 (2)

nM. min-l.mL-!

v

o N —l

0 1,6 3,3 6,6 9,9 13,2 16,5 19,8 231

[aprotinina] nM

Figura 8: Titulacio do centro ativo da rK1 (2)

Condi¢des experimentais descritas em Meétodos. Na ordenada
encontram-se os valores das velocidades das reagdes e na abscissa os valores
das concentracdes das solucdes de uso da aprotinina. A extrapolagdo da reta até
a abscissa indica a concentracdo equimolar da rK1 (2). Os dados foram
analisados estatisticamente por correlagdo e regressa linear.

O valor da correlagao: -0,96

Regressdo linear: (y =-33,56x + 395,30).

O valor de aprotinina foi de 11,78 nM, em equimolaridade

determinou-se a concentragdo de rK1 (2) de 42,63 pg/mL.
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9.5.4. Absortividade molar (€y;) da benzamidina

A Figura 9 mostra a reta utilizada para a determinacdo da

absortividade molar (€),) da benzamidina.

A 284,4 nm

Determinagao da absortividade molar da benzamidina

0,45
0,40 -
0,35
0,30 -
0,25
0,20
0,15
0,10 -

0,05

0,00

20,7

41,5 62,2 83,0 103,7

[benzamidina] uM

124,4

145,2

Figura 9: Absortividade molar (€y) da benzamidina

Condig¢des experimentais descritas em Métodos. A partir da inclinagao

da reta foi determinada a absortividade molar da BzA em 284 nm: €,; = 2930 +

58.
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9.5.5 Absortividade molar (€y) da 4-aminobenzamidina

A Figura 10 mostra a reta utilizada para a determinagdo da

absortividade molar (€,,) da 4-aminobenzamidina.

Determinacao da absortividade molar da 4-aminobenzamidina

0,9
0,8

0,7

A 293,0 nm

0,6
0,5
0,4 1
0,3 1
0,2 1

0,1

11,88 23,75 35,63 47,50

[4-aminobenzamidina] uM

Figura 10: Absortividade molar (€y;) da 4-aminobenzamidina
Condi¢des experimentais descritas em Métodos. A partir da inclinagao
da reta foi determinada a absortividade molar da ABzA em 293 nm: €y =

18287 + 89.
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9.5.6. Absortividade molar (€y,) da 4-nitrobenzamidina

A Figura 11 mostra a reta utilizada para a determinagdo da

absortividade molar (€y) da 4-nitrobenzamidina.

Determinagao da absortividade molar da 4-nitrobenzamidina

0,9
0,8 1
0,7 1

0,6 -

A 258,6 nm

0,5
0,4
0,3
0,2

0,1 -

0,305 0,381 0,458 0,534 0,610

[4-nitrobenzamidina] uM

Figura 11: Absortividade molar (€y;) da 4-nitrobenzamidina

Condi¢des experimentais descritas em Métodos. A partir da inclina¢ao
da reta foi determinada a absortividade molar da NBzA em 258 nm: €y =

14036 + 84.
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9.6. Inibicdo da atividade amidéasica da rK1 pelos inibidores BzA,

ABzA e NBzA

A Tabela II apresenta os valores de atividade amidasica calculados
para os dados de inibi¢do da rK1 pelos inibidores BzA, ABzA e NBzA. Foram
utilizados 11,3 nM de rKI para os inibidores benzamidina e 4-
aminobenzamidina e 80 nM de K1 para o inibidor

4-nitrobenzamidina.

As Figuras 12, 18 e 21 mostram os graficos de Michaelis-Menten para
os dados da hidrolise do substrato Bz-Arg-Nan, catalizada pela rK1, na
auséncia e na presenca de BzA, ABzA e NBzA, respectivamente.

As Figuras 13, 19 e 22 mostram os graficos de Lineweaver-Burk para
os dados da hidrolise do substrato Bz-Arg-Nan, catalizada pela rK1, na
auséncia e na presenca de BzA, ABzA e NBzA, respectivamente.

As Figuras 14, 20 e 23 mostram os graficos de Hanes para os dados da
hidrolise do substrato Bz-Arg-Nan, catalizada pela rK1, na auséncia e na
presenca de BzA, ABzA e NBzA, respectivamente.

A Figura 15 mostra o grafico de Dixon-Hanes para os dados da
hidrolise do substrato Bz-Arg-Nan, catalizada pela rK1, na auséncia e na
presenga de BzA.

A Figura 16 mostra o grafico do K,y versus a concentragdo da BzA
para os dados da hidrdlise do substrato Bz-Arg-Nan, catalizada pela rK1, na
auséncia e na presenca de BzA.

A Figura 17 mostra o grafico de Dixon-Lineweaver-Burk para os
dados da hidrolise do substrato Bz-Arg-Nan, catalizada pela rK1, na auséncia e

na presenga de BzA.
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Tabela II- Valores de atividade amidasica encontrados na cinética dos inibidores

Velocidades
das reacdes
(min™)

Velocidades
das reagdes

\~ (min™)

BzA, ABzA ¢ NBZzA.
| benzamidina mM
Bz-Arg-Nan 0 0,05 0,10 0,20 0,30 0,40
25(uM) 19,38 18,24 17,09 15,70 14,72 13,82
50(uM) 33,70 | 31,08 | 2895 | 26,50 | 2445 | 23,14
75(uM) 43,51 4147 | 3820 | 3419 | 3158 | 27,89
100(uM) 51,53 | 4850 | 44,00 | 41,39 | 3828 | 3541
125(uM) 5488 | 5259 | 4989 | 46,95 | 4384 | 4122
150(uM) 57,34 | 5537 | 5243 | 49,97 | 4752 | 4425
175(uM) 60,53 | 58,24 | 56,03 | 5349 | 4989 | 46,87
200(uM) 63,80 | 61,26 | 58,24 | 5537 | 52,02 | 48,91
4-aminobenzamidina mM
Bz-Arg-Nan 0 0,05 0,10 0,20 0,30 0,40
25(uM) 17,99 15,76 13,00 10,06 8,04 5,80
50(uM) 32,06 | 27,07 | 24,21 19,63 16,93 | 1447
75(uM) 38,28 | 3345 | 2895 | 2543 | 2265 | 18,81
100(uM) 46,78 | 41,39 | 3844 | 32,14 | 2715 | 22,57
125(uM) 50,96 | 4597 | 40,90 | 35,01 30,18 | 24,86
150(uM) 53,59 | 5063 | 44,66 | 3860 | 3165 | 2576
175(uM) 56,85 | 50,30 | 46,78 | 39,59 | 3525 | 30,67
200(uM) 59,87 | 5496 | 50,06 | 4515 | 40,00 | 33,86
4-nitrobenzamidina mM
Bz-Arg-Nan 0 0,05 0,10 0,20 0,30 0,40
25(uM) 16,19 13,49 12,10 11,32 9,65 7,52
50(uM) 22,24 18,89 | 17,25 15,54 14,56 | 12,67
75(uM) 2519 | 2290 | 20,85 18,40 16,44 | 14,74
100(uM) 2863 | 26,17 | 23,06 | 20,36 18,48 | 15,91
125(uM) 31,98 | 26,83 | 2476 | 2216 | 2159 | 18,07
150(uM) 31,82 | 30,10 | 2593 | 2265 | 21,02 | 19,38
175(uM) 33,29 | 3042 | 27,73 | 2494 | 21,75 | 19,30
200(uM) 3846 | 33,86 | 3141 28,05 | 2494 | 21,10

Condic¢des: Vide métodos.

Velocidades
das reacoes

> (min™)
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Grafico de Michaelis-Menten:
benzamidina
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Figura 12- Grafico de Michaelis-Menten para a hidrolise do
substrato Bz-Arg-Nan catalisada pela rK1 na auséncia e na
presenca da benzamidina: (o) BzA = 0 mM; (o) BzA = 0,05
mM; (A) BzA = 0,10 mM; (A) BzA = 0,20 mM.
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Figura 13- Grafico de Lineweaver-Burk para a hidrdlise do

substrato Bz-Arg-Nan catalisada pela rK1 na auséncia e na

presenc¢a da benzamidina: (®) BzA = 0 mM; (m) BzA = 0,05;
(A)BzA =0,10mM; (V) BzA = 0,20 mM.
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Figura 14- Grafico de Hanes para a hidrdlise do substrato Bz-

Arg-Nan catalisada pela rK1 na auséncia e na presenca da
benzamidina: (®) BzA = 0 mM; (m) BzA = 0,05; (A) BzA =
0,10 mM; (V) BzA = 0,20 mM.
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Figura 15- Grafico de Dixon-Hanes para a hidrolise do
substrato Bz-Arg-Nan catalisada pela rK1 na auséncia e na
presenca da benzamidina. [Bapna]: (@) 25 uM; (¢) 50 uM; (V)
75 uM; (a) 100 pM; (m) 125 pM; (@) 150 pM.
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Grafico Ky, ap) X concentragdo de benzamidina
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Figura 16- Grafico Replot K., versus a concentracio de BzA,

para os dados da hidroélise do substrato Bz-Arg-Nan catalisada

pela rK1 na auséncia e na presenca da benzamidina.
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Figura 17- Grafico de Dixon-Lineweaver-Burk para os dados

da hidrdlise do substrato Bz-Arg-Nan catalisada pela rK1 na
auséncia e na presenc¢a da benzamidina. [Bapna]: (e) 25 uM;

(W) 50 uM; (&) 75 uM; (V) 100 pM; (4) 125 uM; (@) 150 puM.
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Grafico de Michaelis-Menten:
4-aminobenzamidina
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Figura 18- Grafico de Michaelis-Menten para a hidrolise do

substrato Bz-Arg-Nan catalisada pela rK1 na auséncia e na
presenc¢a da 4-aminobenzamidina: (®) ABzA =0 mM; (o)
ABzA =0,05; (A) ABzA = 0,10 mM; (A) ABzA = 0,20 mM; (m)
ABzA = 0,30 mM; (o) ABzA = 0,40 mM.
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Figura 19- Grafico de Lineweaver-Burk para os dados da
hidroélise do substrato Bz-Arg-Nan catalisada pela rK1 na
auséncia e na presen¢a da 4-aminobenzamidina: (®) ABzA =0
mM; (m) ABzA =0,05; (A) ABzA = 0,10 mM; (V) ABzA = 0,20
mM; (¢) ABzA = 0,30 mM; (@) ABzA = 0,40 mM.
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Grafico de Hanes
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Figura 20- Grafico de Hanes para os dados da hidroélise do

substrato Bz-Arg-Nan catalisada pela rK1 na auséncia e na
presenca da 4-aminobenzamidina: (®) ABzA = 0 mM; (m)
ABzA =0,05; (A) ABzA = 0,10 mM; (V) ABzA = 0,20 mM; (¢)
ABzA = 0,30 mM; (®) ABzA = 0,40 mM.
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Grafico de Michaelis-Menten:
4-nitrobenzamidina
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Figura 21- Grafico de Michaelis-Menten para a hidrolise do

substrato Bz-Arg-Nan catalisada pela rK1 na auséncia e na
presenca da 4-nitrobenzamidina: (®) NBzA = 0 mM; (o) NBzA
=0,05; (A) NBzA = 0,10 mM; (A) NBzA = 0,20 mM; (m) NBzA
= 0,30 mM; (o) NBzA = 0,40 mM.
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Figura 22- Grafico de Lineweaver-Burk para os dados da

hidrolise do substrato Bz-Arg-Nan catalisada pela rK1 na
auséncia e na presen¢a da 4-nitrobenzamidina: (®) NBzA = 0
mM; (o) NBzA = 0,05; (A) NBzA = 0,10 mM; (A) NBzA = 0,20
mM; (V) NBzA = 0,30 Mm.
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Figura 23- Grafico de Hanes para os dados da hidroélise do

substrato Bz-Arg-Nan catalisada pela rK1 na auséncia e na
presenca da 4-nitrobenzamidina: (®) NBzA = 0 mM; (o) NBzA
=0,05; (A)NBzA = 0,10 mM; (A) NBzA = 0,20 mM; (V) NBzA
= 0,30 Mm.
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10. DISCUSSAO

10.1. Sintese e caracterizagdo da 4-nitrobenzamidina

A sintese da 4-nitrobenzamidina foi realizada com sucesso, obtendo-se
o produto puro, com rendimento de 66%, utilizando-se a metodologia de
Pinner, (1958).

A caracterizacdo da NBzA foi feita de maneira inequivoca, pela
analise dos espectros no IV, RMN 'H, analise elementar e medida da faixa de
fusdo.

Assim, no espectro no IV observaram-se as bandas 3400, 3250 e 3080
cm’ caracteristicas de deformacdo axial N-H do grupo amidinio. Em 1660,1580
e 1500 cm-1 observou-se bandas relativas a deformagdo axial de C=N e de
deformacdo angular do grupo amidinio sobrepostas as bandas de estiramento
C=C de anel aromatico. A presenca do grupo nitro ¢ evidenciada pelas bandas
em 1500 e 1320 cm™, correspondendo, respectivamente, a deformacao axial
assimétrica e simétrica. Finalmente, observou-se uma banda em &850 cm’!
correspondente a deformacdo angular fora do plano de dois atomos de
hidrogénio adjacentes, caracteristica de anéis aromaticos 1,4- dissubstituidos.

No espectro do RMN 'H observou-se dois dupletos a 8,25 6 e 8,03 5,
correspondendo a dois atomos de hidrogénio cada um, com constante de
acoplamento de 8,5 Hz confirmando a presenga do anel aromatico 1,4-
dissubstituido. O singleto largo em 6,65 & correspondente a 3 atomos de
hidrogénio indica a presenca do grupo amidinio.

Os valores, da analise elementar, encontrados para a NBzA, diferem
dos valores calculados em +0,4 %, conferindo a identidade e pureza da
substancia.

A faixa de fusdo observada 290 - 293°C estd em concordancia com o

valor descrito por Saari et al., (1978).

10.2. Purificagdo das amostras de rK1 (1) e rK1 (2)
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Purificou-se a rK1 (1) e rK1 (2) at¢ a homogeneidade, como
observado na coluna de Superose 12 HR, segundo Sousa, (1993). O protocolo
de purificacdo envolveu a preparacdo do extrato bruto, uma cromatografia de
troca i6nica em coluna de DEAE-Sepharose seguida de uma cromatografia por
afinidade em coluna de Sepharose-aprotinina. Apds as etapas de purificagdo o
peso molecular ¢ a pureza das amostras de rK1 (1) e rK1 (2) foram
determinados pela cromatografia em coluna de Superose 12 HR em
equipamento FPLC.

Nao se comparam as purificagdes das calicreinas teciduais do rato
rK1(1) e rK1(2) com a purificagdo da CSR observada por Sousa, (1993)
porque os processos de purificagdo foram acompanhados utilizando-se
substratos diferentes.

As atividades amidasicas especificas do extrato bruto e do material
eluido na cromatografia em coluna de DEAE-Sepharose eram determinadas
com o substrato Bz-Arg-Nan em presenca de 300,0 pg de SBTI, para eliminar
a interferéncia de outras proteases presentes na glandula submandibular do rato
que também pudessem hidrolisar o Bz-Arg-Nan. Segundo Pena, (1990), a
atividade amidasica da rK1 sobre o Bz-Arg-Nan nao ¢ influenciada pela

presenca do SBTI.
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10.3. Critérios de pureza e peso molecular aparente da rK1(1) e rKl1

)

A homogeneidade das amostras de rK1 (1) e rK1 (2) purificadas foram
comprovadas na cromatografia em coluna de Superose 12 HR 1/30.

O perfil da cromatografia das solugdes de rK1 (1) e rK1 (2)
purificadas na coluna de Superose 12 HR 1/30 mostrou um pico unico,
simétrico quanto a absor¢do em 280 nm e quanto a atividade amidasica,
demonstrando, a homogeneidade da preparagao enzimatica (Figura 4).

Os pesos moleculares aparentes obtidos para a rK1 (1) e rK1 (2)
36200, determinados pela interpolagdo grafica na reta mostrada na Figura 5
estdo de acordo com os pesos moleculares aparentes 38761 e 36000,
respectivamente, determinados e descritos por Pena (1990), e por Sousa

(1993).

10.4. Caracterizacdo cinética da rK1 com o substrato Bz-Arg-Nan e

com os inibidores BzA, ABzA e NBzA

10.4.1. Parametros cinéticos K, € k¢,

Os valores de K;;, e k¢, para a hidrélise do substrato Bz-Arg-Nan,
catalizada pela rK1, 87,05 + 4,08 uM e 164,5 + 25,8 min ', respectivamente. O
valor do K,,, ¢ diferente do valor descrito por Sousa (1993) 21 uM. Por outro
lado o valor do ke 162 min™ é semelhante ao descrito por Sousa (1993).,
segundo Sousa, (1993) 550 uL incubados por 7 minutos € no presente trabalho

450 uL por 15 minutos.
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10.4.2. Inibigado pela BzA.

Como pode-se observar na Figura 12, grafico de Michaelis-Menten, a
BzA nas concentragdes de 0,05 a 0,2 mM inibe a atividade amidasica da rK1
com o substrato Bz-Arg-Nan.

Para definir o tipo de inibi¢do, foi desenhado o grafico dos duplos
reciprocos (Lineweaver-Burk) para os dados da Tabela II como mostrado na
Figura 13. As retas obtidas ndo indicaram inibicdo competitiva como se
esperava, uma vez que Silva et al. (1974) e Sousa (1993) demonstraram que a
BzA inibia competitivamente a atividade amidasica das calicreinas urinaria e
submandibular de rato, respectivamente. O grafico da Figura 13 sugeria
indicava inibicdo mista. Para avancar no diagnostico da inibi¢do da atividade
amidasica da rK1 pela BzA desenharam-se dois outros graficos o de Hanes e o
de Dixon- Hanes, como descrito por Cornish-Bowden (1981), Figuras 14 e 15,
respectivamente.

A andlise das Figuras indicou que a inibi¢do da rK1 pela BzA, nas
condi¢des especificadas era competitiva.

Os graficos de Hanes e Dixon-Hanes mostraram retas paralelas
indicando fortemente tratar-se de inibi¢do competitiva. As diferencas
observadas entre os graficos dos duplos-reciprocos ¢ o de Hanes podem ser
atribuidas a diferencas nos tratamentos dos dados. O grafico dos duplos-
reciprocos € mais sensivel a erros experimentais enquanto que o grafico de
Hanes ¢ menos sensivel. Como nao foi atribuido peso estatistico aos dados dos
duplos reciprocos, isto pode ter causado o desvio no cruzamento das retas do
eixo da ordenada para um ponto no 2° quadrante, indicando assim, inibi¢ao
mista.

E possivel que atribuindo o peso estatistico aos dados, para o célculo
das retas, do grafico dos duplos-reciprocos, elas possam cruzar-se bem
proéximo ou mesmo sobre o eixo de [ E, /v, indicando, também, a inibigao

competitiva.
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A Figura 16 mostra o grafico de K,," versus [ I ] para os dados obtidos
na auséncia e na presenca de BzA (0,05 a 0,4 mM). Observa-se que os dados
até a concentra¢ao de 0,2 mM de BzA encontram-se em uma linha reta. Os
dados para as concentragdes 0,3 ¢ 0,4 mM de BzA desviam-se da reta. Estes
resultados indicam que a BzA até a concentracdo de 0,2 mM comporta-se
como inibidor competitivo da atividade amiddsica da rK1. J4 a BzA nas
concentracdes de 0,3 ¢ 0,4 mM inibe a atividade amidasica de rK1 de maneira
mais complicada. A defini¢do deste outro tipo de inibi¢do requer estudos mais
aprofundados.

O valor do K para a BzA calculado a partir da linha reta mostrada na
Figura 16 ¢ de 0,49 mM.

Desenhou-se, também, o grafico de Dixon-Lineweaver-Burk ([E,]/v
versus [ I ]) para a inibicdo da atividade amidasica da rK1 na auséncia e na
presenca de BzA nas concentragdes de 0,05, 0,1 e 0,2 mM, respectivamente,
como mostrado na Figura 17.

Baixando-se perpendiculares dos pontos de cruzamento de cada duas
retas até o eixo das concentracdes de BzA (eixo da abcissa), obtém-se os
respectivos valores das constantes de inibi¢do K;. Como pode-se observar na
Figura 17 foram obtidas 15 perpendiculares indicando 15 pontos de
cruzamentos. A mediana das 15 perpendiculares corresponde a 8* mediana que
chega ao eixo de concentragdes de BzA no ponto correspondente a 0,47 mM,
um valor bem proximo do valor de 0,49 mM calculado da reta da Figura 16.

O valor de K; obtido no presente trabalho, para a inibicao da atividade
amidasica da rK1 pela BzA, 0,49 mM, difere dos valores de K; obtidos por
Silva et al., (1974) 0,23 mM e Sousa (1993) 0,12 mM, para as inibi¢cdes das
atividades amidasicas das calicreinas urinaria de rato e submandibular de rato,
respectivamente.

Estas diferencas podem ser o resultado de diferengas nas condigdes
experimentais. Sousa (1993) utilizaram nos ensaios de inibicdo da atividade
amidasica da sua preparagdo de rK1 o substrato acetil-fenil-alanil-arginina-4-

nitroanilida (Ac-Phe-Arg-Nan) um melhor substrato para a enzima do que o
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Bz-Arg-Nan. Silva et al., (1974) utilizaram como substrato o Bz-DL-Arg-Nan.
Entretanto, nesse trabalho, as reagdes enzimaticas foram realizadas em tampao
Tris-HC1 0,1 M, pH 8,1, incubagdes durante 60 minutos a 37°C,
diferentemente das condi¢des utilizadas por Sousa (1993), cujas preparagdes
foram incubadas durante 7 minutos. Neste trabalho, foram utilizados, tampao
glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0, e as preparagdes foram incubadas durante 15
minutos a 37°C. Assim, o presente trabalho demonstra que a inibi¢ao da
ativadade amidasica da rK1 é competitiva até a concentracdo de 0,2 mM de
BzA. Utilizando-se concentragdes mais altas do inibidor, a inibi¢do passa a ser
de um tipo diferente, indicando assim que nas concentragdes mais baixas de
BzA o inibidor combina-se apenas no sitio ativo da enzima. J4 na presenga de
concentracdes mais altas do inibidor, este podera combinar-se além do sitio
ativo em um outro sitio, localizado na superficie da enzima.

Por outro lado, Sousa et al., (2001) demonstraram a presenga de um
segundo sitio de ligagdo para o substrato na hK1, diferente do seu sitio ativo,
nas hidrélises dos substratos D-Val-Leu-Lys-Nan e Tos-Arg-OMe,
respectivamente catalizadas pela hK1. Com o substrato anilida em altas
concentracdes a enzima € ativada e com o substrato éster em altas
concentracdes a enzima sofre inibi¢do.

A ativacdo enzimatica pelo substrato foi demonstrada, também, para a
serino protease tripsina pelo Tos-Arg-OMe por Trowbridge et al., (1963) e
pelo Bz-Arg-Nan por Nakata & Ishi, (1970) e Nakata & Ishi, (1972),
Magalhaes-Rocha et al., (1980), Mares-Guia et al. (1981); Mares-Guia et al.
(1981); e pelo D-Val-Leu-Arg-Nan por Oliveira et al., (1993).
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Estudos mais aprofundados das inibi¢cdes da atividade amidésica da
rK1 pela BzA, ABzA ¢ NBzA podem levar a demonstracao da existéncia de
um segundo sitio de ligagdo na enzima como foi sugerido por Mares-Guia &
Diniz, (1967).

A presenc¢a de uma segundo sitio de ligacao na rK1, diferente do seu
sitio ativo, foi descrita por Mares-Guia & Diniz (1970). Estes autores
afirmaram que a calicreina urinaria do rato apresentava um centro ativo
constituido do sitio anidnico, sitio hidrofobico e sitio catalitico e um sitio
auxiliar, respectivamente. A hipotese da existéncia do sitio auxiliar era baseada
em dados experimentais que indicavam a ativacdo da enzima na reagdo de
hidrolise do substrato N-a-tosil-L-arginina metil éster (Tos-Arg-OMe) pelo
proprio substrato.

A existéncia de um segundo sitio de ligagao nas calicreinas teciduais
foi, também, demonstrada, por Miranda et al., (1995) e por Sousa et al., (2001,
2002) para a calicreina tecidual humana (hK1). Miranda et al., (1995)
demonstraram que a inibi¢do da hK1 pela aprotinina é bimodal. Em baixas
concentracdes do inibidor a inibicdo € competitiva. Nas concentragdes mais
altas do inibidor, este liga a um segundo sitio de ligagdo na enzima, diferente
do sitio ativo e a inibicdo passa a ser competitiva parabdlica. Sousa et al.,
(2001) demonstraram que a inibi¢do da hK1 pela BzA e pela ABzA ¢
competitiva linear, o inibidor combina-se apenas no sitio ativo da enzima. Ja a
inibicdo da hK1 pela 4-NAn e An € mista, com o inibidor combinando-se, além

do sitio ativo, em um segundo sitio de ligagao diferente do sitio ativo.
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10.4.3. Inibi¢do pela ABzA

O gréfico de Michaelis-Menten para a inibicao da atividade amidasica
da rK1 pela ABzA, Figura 18, mostra que a ABzA inibe a enzima. O gréafico
dos duplos-reciprocos, Figura 19, mostra retas que se cruzam no segundo € no
terceiro quadrantes, sugerindo uma inibi¢do do tipo mista ou mesmo de um
tipo mais complexo. O grafico de Hanes, Figura 20, para os dados da inibi¢ao
mostra um perfil que também, sugere uma inibicao mista ou mesmo um tipo de
inibicdo mais complexo. Por isso, esta inibi¢cao devera ser melhor estudada no
futuro, para uma defini¢do do seu comportamento.

A inibicdo competitiva da atividade amidasica de uma calicreina
tecidual foi descrita por Silva et al., (1974); que descreveram a inibi¢ao
competitiva da atividade amidasica da calicreina urindria de rato por amidinas.
Dentre as amidinas utilizadas pelos autores, a ABzA foi a que se comportou
como o melhor inibidor da calicreina, com um K; de 0,036 mM. Os autores
utilizaram como substrato o Bz-Arg-Nan 0,4 mM e as incubagdes contendo 10
pg de calicreina ocorreram em Tris-HCI1 0,1 M, pH 8,1, durante 60 minutos a
37°C. Sousa, (1993) também descreveu a inibi¢do competitiva da atividade
amidasica da calicreina submandibular de rato pela ABzA com o K; de 0,021
mM. A autora utilizou o substrato Bz-Arg-Nan nas concentra¢des de 0,063 a
0,189 mM e as incubagdes contendo 11,3 nM de calicreina foram realizadas

em tampao glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0, durante 7 minutos a 37°C.
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10.4.4. Inibi¢ao pela NBzA

O gréfico de Michaelis-Menten para a inibicao da atividade amidasica
da rK1 pela NBzA, Figura 21, mostra que a NBzA inibe a enzima.

O grafico dos duplos-reciprocos para os dados do grafico de
Michaelis-Menten mostrou retas que se cruzam em pontos diferentes no
segundo quadrante, indicando, segundo Cornish-Bowden, (1981), inibigdo
mista. Ja o grafico de Hanes, Figura 23, para os dados experimentais mostrou
retas que se cruzam no terceiro quadrante indicando, segundo Cornish-
Bowden, (1981), inibigdo mista.

Silva et al., (1974) descreveram a inibigdo competitiva da calicreina
urindria de rato pela NBzA. Os autores utilizaram como substrato o Bz-Arg-
Nan 0,4 mM em Tris-HCI 0,1 M, pH 8,1 e incubac¢des durante 60 minutos a
37°C. As constantes de inibi¢ao Ki reportados pelos autores para a BzA, ABzA
e NBzA foram 0,036 mM, 0,024 mM e 0,420 mM, respectivamente.

Os resulatados obtidos neste trabalho para a inibicdo da atividade
amidasica da rK1 pela NBzA por discordarem de dados da literatura devem ser

repetidos para esclarecimento das discordancias.
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10.5. Comparacao dos dados cinéticos com parametros cinéticos

conhecidos da Tripsina

Mares-Guia & Shaw, (1965) mostraram a inibicdo competitiva da
atividade amidasica da tripsina pelas amidinas benzamidina e a
4-aminobenzamidina. A 4-aminobenzamidina com K;= 8,25 x 10 M foi o
melhor inibidor seguida da benzamidina com K; = 1,84 x 10 > M. Eles
utilizaram como substrato o Bz-DL-Arg-Nan.

Mares-Guia et al., (1977) descreveram a inibicdo competitiva da

tripsina pela benzamidina e por benzamidinas 4-substituidas. Os K;’s

reportados foram: para a benzamidina K; = 1,66 x 10° M e para a 4-
nitrobenzamidina K; = 22,71 X 107 M e para a
4-aminobenzamidina Ki = 0,83 x 10° M. O melhor inibidor foi a

4-aminobenzamidina e a 4-nitrobenzamidina foi o pior inibidor. Os autores
interpretaram os seus resultados afirmando que eles estdo de acordo com um
modelo que, por transferéncia intramolecular de elétrons, os substituintes
doadores de elétrons, como a 4-aminobenzamidina, adquirem configuragdo
dipolar, com uma carga parcial ' no substituinte e uma carga parcial & no anel
aromatico. Ja os substituintes retiradores de elétrons, como a 4-
nitrobenzamidina, geram um dipolo de polaridade oposta, com uma carga
parcial 8 no substituinte e uma carga parcial 8 no anel aromatico. Assim,
compostos como a 4-aminobenzamidina e
4-nitrobenzamidina sdo capazes de interagirem de modos diferentes com a
tripsina, de acordo com sua carga parcial. A 4-aminobenzamidina ¢ capaz de
interagir com um determinado sitio da enzima com uma carga residual
negativa refor¢ando a ligagdo do inibidor ao centro ativo da enzima. Por outro
lado, o composto 4-nitrobenzamidina gera uma repulsao dipolo-dipolo entre o
substituinte através de sua carga parcial, negativa, enfraquecendo assim a
ligag¢do do inibidor ao centro ativo da enzima.

Evans et al., (1981) no estudo do complexo fluorescente formado pela

ligacdo da 4-aminobenzamidina com o centro ativo das serino proteases,
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confirmaram que a molécula apresentava-se como inibidor competitivo e
ocupava especificamente o centro ativo de varias serino proteases, como a
trombina, a tripsina, a elastina e outras.

Talhout & Engberts (2001), pela anélise termodinadmica da ligacao de
benzamidinas 4-substituidas a tripsina mostraram que a relativa magnitude das
constantes de inibi¢cdo, ¢ determinada pela capacidade do substituinte de doar
elétrons. A benzamidina 4-substituida mais polar foi a molécula que
apresentou melhor comportamento como inibidor competitivo da tripsina.

Junqueira et al., (1992) descreveram a inibi¢do competitiva parabolica
da tripsina bovina por bis-benzamidinas. Os autores interpretaram os resultados
como sendo devido a ligagcdo do inibidor com dois sitios na enzima, um o seu

sitio ativo e o outro um sitio de ligacao secundaria.
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11. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho permitem concluir que:

1- A 4-nitrobenzamidina foi sintetizada e caracterizada.

2- A calicreina tecidual do rato (rK1) foi purificada a partir de um pé
liofilizado de glandulas submandibulares de ratos Wistar.

3- Os parametros cinéticos K., e k., para a hidrélise do substrato Bz-
Arg-Nan catalizada pela rK1 foram determinados.

4- O estudo da inibicdo da atividade amidasica da rK1 pela BzA,
ABzA ¢ NBzA foi realizado. A BzA em baixas concentracdes (0,05, 0,10 e
0,20 mM) mostrou ser um inibidor competitivo da rK1 com K; de 0,47 mM. A
ABzA e a NBzA mostraram-se, também, serem inibidores da rK1. Entretanto
os tipos de inibi¢do ndo puderam ser definidos uma vez que a quantidade da

enzima disponivel foi insuficiente.

116



12. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ASHLEY, P.L. and MACDONALD, R. J. Kallikrein-related mRNA of the rat
submaxillary gland. Nucleotide sequence of four distinct types including tonin.
Biochemistry. v 24, p 4512-4520, 1985a.

ASHLEY, P.L. and MACDONALD, R. J. Tissue-specific expression of
kallikrein-related genes in the rat. Biochemistry. v 24, p 4520-4557, 1985b.

BHOOLA, K. D. And OGLE, C. W. Subcelular localization of kallikrein,
amylase and acetylcoline in the submaxillary gland of guinea-pig. J. Physiol. v
184, p 663, 1966.

BHOOLA, K. D. And SHACHTER, M.. In some properties of Kallidin,
bradykinin and venom Kinin. In: polypeptides which affect smooth muscles
and blood vessels. Pergamom Press, p 232-246, 1960 Ed by M.
SHACHTER, OXFORD, UK.

BHOOLA, K.D.; FIGUEROA , C.D.; WORTHY, K. Bioregulation of kinins:
kallikreins, kininogens and kininases. Pharmacol. Res. v 44, p 1-80, 1992.

BOCK, P. E. , SHORE, J. D., TANS, G. and GRIFFIN, J.H. Protein-protein
interactions in contact activation of blood coagulation. J. Biol. Chem. v 260, p
12434-12443, 1985.

BOUCHER, R.; ASSELIN, J.; GENEST, J. A new enzyme leading to the
direct formation of angiotensin II. Cire. Res. v 34, p 203-209, 1974.

BRADFORD, M.M. A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding.
Anal. Biochem. v 72, p 248-254, 1976.

BRADY, J.M. & MACDONALD, R.J. The expression of two kallikrein gene
family members in the rat kidney. Arch. Biochem. Biophys. v 278, p 342-349,
1990.

BRADY, J.M.; WINES, D.R.; MACDONALD, R.J. Expression of two
kallikrein gene family members in rat prostate. Biochemistry. v 28, p 5203-
5210, 1989.

BRANDTZAEQG, P.; GAUTVIK, K.M.; NUSDAT, K.; PIERCE, J.V. Rat

submandibular gland kallikreins: purification and cellular localization . Br. J.
Pharmac. v 56, p.155-167, 1976.

117



BRANDZAEG, P.; GAUTVIK, K. M.; NUSTAD, K.; PIERCE, J. V. Rat
submandibulary gland kallikrein purification and cellular localization. Br. J.
Pharmacol. v 56, p 155-167, 1975.

CHAGAS, J. R.; HIRATA, 1. Y.; JULIANO, M. A.; XIONG, W.; WANG, C.;
CHAO, L.; JULIANO, L.; PRADO, E. S. Substrate specificities of tissue
kallikrein and T-kininogenase; their possible role in kininogen processing.
Biochemistry. v 31(21), p 4969-4974, 1992.

CHAO, J. & CHAO, L. Rat urinary kallikrein. Methods Enzymol. 163: 128-
143, 1988.

CHAO, J.; CHAO, L.; MARGOLIUS, H. S. Isolation of tissue kallikrein in the
rat spleen by monoclonal antibody-affinity chromatography. Biochim.
Biophys. Acta. v 801, p 244-249, 1984.

CHAO, J.; MARGOLIUS, H. S. Isozymes of the rat urinary kallikrein.
Biochemical Pharmacol. v 28(13), 2071-2079, 1979.

CHEN, Y. P.; CHAO, J.; CHAO, L. Molecular cloning and characterization of
two rat renal kallikrein genes. Biochemistry. v 27, p 7189-7196, 1988.

CLEMENTS, J. A. The glandular kallikrein family of enzymes tissue-specific
expression and hormonal regulation. Endocrine Rev. v 10, p 393-419, 1989.

CORNISH-BOWDEN, A. Inhibitiors and activatiors, In: Cornish-Bowden, A.
(editor). Fundamentals of enzyme kineties. Butterworth Co., Ltda., London.
p 73-81, 1981.

DRINKWATER, C. C.; EVANS, B. A.; RICHARDS, R. Kallikreins kinins
and growth factor biosyntesis. Trends in Biochem.Sci. v 13, p 26-37, 1978.

E. DI CERA; Q. D. DANG& Y.M. AYALA. Molecular mecanisms of
thrombin function cellular and molecular. Life Sci. v 53, p 701-730, 1997.

EL-THAHER, T.S.; SAED, G.M.; AL-HAMIDI, A. A.; BAILEY, G.S.
Characterization of kallikrein isolated from rat submandibular glands by a
simple and rapid purification procedure . Agents Actions Suppl.. v 38, p 98-
105, 1992.

EL-THAHER, T.S.; SAED, G.M.; BAILEY G.S. A simple and rapid
purification of kallikrein from rat submandibular gland . Biochim. Biophys.

Acta. v 1034, p 157-161, 1990.

ERDOS, E. G.; TAGUE, L. L.; MIWA, 1. Kallikrein in granules of the
submaxilary gland. Biochem. Pharmacol. v 17, p 667-674, 1968.

118



ERLANGER, B.F.; KOKOWSKY, N.; COHEN, W. The preparation and
properties of two new chromogenic substrates of trypsin. Arch. Biochem.
Biophys. v 95, p 271-278, 1961.

EVANS, B. A.; DRINKWATER, C. C.; RICHARDS, R. . Mouse glandular
kallikrein genes. Structure and partial sequence analysis of the kallikrein gene
locus. J. Biol. Chem. v 262, p 8027-8034, 1987.

EVANS, S.; STEVEN, O.; SHORE, J. D. 4-aminobenzamidine as a
fluoresecent probe for the active site of serine protease. J. Biol. Chem. v 257,
p 3014-3017, 1981.

FIEDLER, F. & FRITZ, H. Striking structural similary of pig pancreatic
kallikrein, mouse nerve growth factor gamma-subunit and rat tonin. Hoppe-
Seyler Z. Physiol. Chem. v 362, p 1171-1175, 1981.

FREY, E. K.; KRAUT, H. & WERLE, E. Uber die blutzuckersenkende
wirkung des kallikrein (Padutins). Klin. Worchenschr. v 11, p 846-849, 1932.
GEIGER, R. & FRITZ, H. Human urinary kallikrein. Methods Enzymol. v
80; p 446-492, 1981.

GERALD, W.L.; CHAO, J. & CHAO, L. Immunological identification of rat
tissue kallikrein cDNA and characterization of the kallikrein gene family.
Biochim. Biophys. Acta v 866, p 1-14, 1986.

GUTKOWSKA, J.; THIBAUT, G.; CANTIN, M.; GARCIA, R.; GENEST, J.
Kallikrein concentration in submandibular glands of rats chronically treated
with isoproterenol. Canad. J. Physiol. and Pharmacol. v 61(5), p 449-456,
1983.

HABERMAN, E. Kininogens. In: ERDOS, G. E.; WILDE, A. F. Handbook of
Experimental Pharmacology. Vol XXV, p 250-288, 1970.

HAGIWARA Y.; KOJIMA M.; HAYASHI I.; OHISHI, S. Demonstration of
derivation of rat urinary bradykinin from plasma low-molecular-weight
kininogen: a study using kininogen-deficient rats. Biochem. Biophys. Res.
Commun. v 204, p 1219-1224, 1994.

HIROYASU, N.; SHIN-ICHI, I. Substrate activation in the trypsin-catalyzed
hydrolysis of benzoil-L-arginine p-nitroanilide. Biochem. Biophys. Res.

Commun. v 41(2), 393-400, 1970.

HONORATA C. & JACEK O. Structural and energetic determinants of the S;-
site specificity in serine proteases. Eur. J. Biochim. v 260, p 571-595, 1999.

119



INOUE, H.; FUKUI, K.; MIYAKE, Y. Identification and struture of rat true
tissue kallikrein gene expressed in the kidney. J. Biochim. Tokyo v 105, p
834-840, 1989.

JUNQUEIRA R.G., SILVA E. and MARES-GUIA M. Competitive parabolic
inhibition of bovine trypsin by bis-benzamidines. Brazilian Journal of
Medical and Biological Reslarch, v 25, p 873-887, 1992.

KATO, H., ENJYOIJI, K., MIYATA, T., HAYASHI, I., OH-ISHI, S. and
IWANAGA, S. Demonstration of arginyl-bradykinin moiety in rat HMW

kininogen: direct evidence for liberation of bradykinin by rat glandular
kallikreins. Biochem. Biophys. Res. Commun. v 127, p 289-295, 1985.

KRAUT, H.; FREY, E. K.; WERLE, E. Der nachweis eines kreislau hormons
in der pankreasdriise. Hoppe-Seyler’s Z. Physiol. Chem. v 189, p 97-106,
1930 apud SHACHTER, M. Kallikrein (kininogenases) — A group of serine
proteases with bioregulatory actions. Pharmacol. Review. v 31, p 1-17, 1980.

LAZURE C.; SEIDAH, N.G.,THIBAULT G., BOUCHER R., GENEST J. and
CHRETIEN M. Sequence homologies between tonin, nerve growth factor
gamma-subunity, epidermal growth factor-binding protein and serine
proteases. Nature, v 292(5821), p 383-384, 1981.

LIAO, D., BREDDAM, K. SWEET, R.M., BULLOCK, T. and
REMINGTON, S.J.. Refined atomic model of wheat serine carboxypeptidase
IT at 2.2 A resolution. Biochemistry. v 31, p 9796-9812, 1992.

MA, J. X.; CHAO, J.; CHAO, L. Molecular cloning and characterization of
rKLK10, a ¢cDNA enconding T-kininogenase from rat submandibular gland
and kidney. Biochemistry. v 31, p 10922-10928, 1992.

MACDONALD, R. J.; MARGOLIUS, H. S.; ERDOS, E. G. Molecular
biology of tissue kallikrein. Biochem. J. v 253, p 313-321, 1988.

MAGALHAES-ROCHA N.M., ROGANA E.and MARES-GUIA M. Kinetic
parameters for the activation of a-and B-trypsins by the methyl Ester of tosyl-
L-arginine (Tos-L-Arg-OMe). Archives of Biochemistry and Biophysies, v
200, p 61-64, 1980.

MAITRA, S.R., CARRETERO, O.A., SMITH, S.W.,RABITO, S.F. Role of
calcium and calmodolin in release of kallikrein and tonin from rat
submandibular gland. American Journal of Phisiology, v 250,pCA 80-85,
1986.

120



MARES-GUIA M. and DINIZ C.R. The active center of the kallikreins. In:
Bradykinin, kallidin and kallikrein. Erdés E.G. and Wilde A.F. editors.
Handbook of Experimental Pharmacology v XXV: 141-145; Springer-
Verlag, New York,1970.

MARES-GUIA M., ROGANA E., AMORIM A. F. and MAGALHAES-
ROCHA N. Kinetic evidence for a two-state, hybrid model for the trypsin
activation by modifiers. The Journal of Biological Chemistry, v 256, p 1661-
1668, 1981.

MARES-GUIA, M. & DINIZ, C. R. Studies on the mechanism of rat urinary
kallikrein catalysis, and its relation to catalysis by trypsin. Biochem. Biophys.
Res. Commun. v(3) 121, p 750-756, 1967.

MARES-GUIA, M. & FIGUEIREDO, A. F. S. Thermodinamics of the
hydrophobic interaction in the active center of trypsin investigation with
amidines and guanidines. Biochemistry. v 9, p 3223-3227, 1970.

MARES-GUIA, M. , SHAW, E. Studies on the active center of trypsin. The
binding of amidines and guanidines as models of the substrate side chain . J.
Biol. Chem. v(4) 240, n.4, p 1579-1585, 1965.

MARES-GUIA, M.; NELSON, D. L.; ROGANA, E. Electronic effect in the
interaction of 4-substituted benzamidines with trypsin: the involviment of the
n-electronic density at the central atom of the substituent in binding. J. Am.
Chem. Soc. v 99, p 2331-2336, 1977.

MARQUART, M.; WALTER, J.; DEISENHOFER, J.; BODE, W. and
HUBER, R. The geometry of the reactive site and of the peptide groups in
trypsin, trypsinogen and its complexes with inhibitors. Acta Cryst. Section B.
v 39, p 480490, 1983.

MASON, A. J.; EVANS, B. A.; COX, D. R.; SHINE, J.; RICHARDS, R. L.
Struture of mouse kallikrein gene family suggest a role in specific processing
of biology active peptides. Nature. v 303, p 300-307, 1983.

MCCONNELL, D. J; MASON, B. The isolation of human plasma
prekallikrein. Br. J. Pharmacol. v 38(3), p 490-502, 1970.

MIRANDA, T.L.S.; RAMOS, C.H. I.; FREIRE, R.T.S.; SOUSA, E. P.;
ROGANA, E.; SANTORO, M. M.; FIGUEIREDO, A. F. S. Kinect machanism
of the inibition of human urynary kallikrein by basic pancreatic trypsin
inhibitor. Braz. J. Med. Biol. Res. v 28, p 505-512, 1995.
MULLER-ESTERL, W., IWANAGA, S. and NAKANISHI, S. Kininogens
revisited. Trends in Biochem. Sci. v 11, p 336-339, 1986.

121



NAKATA H. and ISHII S. Substrate activation in the trypsin-catalyzed
hydrolysis of benzoyl-L-arginine p-nitroanilide. Biochem. Biophys. Res.
Commun. v 41, p 3939-400, 1970.

NAKATA H. And ISHI S.I. Substrate activation of trypsin and acetyl trypsin
caused by a-N-benzoyl-L-arginine p-nitroanilide. Journal of Biochemistry v
72, p 281-290, 1972.

NEURATH, H. . Evolution of proteolytic enzymes. Science. v 224, p 350-357,
1984.

OLIVEIRA M.G.A., ROGANA E., ROSA J.C., REINHOLD B., ANDRADE
M. H., GREENE L. J. and MARES-GUIA M. Tyrosine 151 is part of the
substrate activation binding site of bovine trypsin. The Journal of Biological
Chemistry v 268, p 26893-26903, 1993.

OLIVEIRA, M. G. A.; ROGANA, E.; ROSA, J. C.; REINHOLD, B. B
ANDRADE, M. H.; GREENE, J. L. and MARES-GUIA, M. Tyrosine 151 Is
part of the substrate activation binding site of bovine trypsin. Identification by
covalent labeling with p-diazoniumbenzamidine and kinect characterization of
Tyr-151-(p-benzamidino)azo-p-trypsin. J. Biol. Chem. v 268, p 26893-26903,
1993.

PATRIDGE, M. W. & SHORT, W. F. Preparation of amidines from cyanides
and ammonium tiocyanate or substituted ammonium thiocyanates. Amidines,
partIV. v 78, p 390-394, 1968.

PENA, H. B. Calicreina de glandulas submandibulares de rata: purificacao
completa e caracterizacdo. Dissertacdo de Mestrado. Curso de Pds-Graduagao
em Bioquimica e Imunologia do ICB da UFMG, 1990.

PINNER, M. Nitrilas-Amidinas. J.A.C.S. v 80, p 591-598, 1958.

POWERS, C. A. Trypsin activation, partial characterization, and distribuition
of kallikrein-like and thrombin-like protease in the neurointermediate lobe of
the rat pituitary. J. Neurochem. v 47, p 145-153, 1986.

QIU, X., CULP, J.S., DILELLA, A.G., HELLMIG, B., HOOG, S.S.,
JANSON, C.A., SMITH, W.W. and ABDEL-MEGUID, S.. Unique fold and
active site in cytomegalovirus protease. Nature. v(7) 383, p 275-279, 1996.

REICH, E.; RIFKIN, D.B. & SHAW, E. Proteases and Biological Control.
Cold Sp. Har. Lab. Press. v 76, p 986-993, 1975.

ROCHA E SILVA, M.; BERALDO, W.T. and ROSENFELD, G.. Brakinin
hypotensive and smooth muscle stimulating factor released from plasma

122



globulins by snake venoms and by trypsin. Am. J. Phisiol. v 156, p 261-273,
1949.

SAARI, W. S.; FREEDMAN, M. B.; HUFF, J. R.; KING, S. W.; RAAB, A.
W.; BERGSTRAND, S. J.; ENGELHARDT; Trichloroacetamidines, a new
class of positive inotropic agents. J. Med. Chem. v 21(12), p 1283-1290,
1978.

SCHACHTER, M. Kallikreins (kininogenases). A group of serine proteases
with bioregulatory actions. Pharmacol. Rev. v(1) 31, p 1-17, 1980.

SCHECHTER, I. and BERGER, A. On the size of the active site in protease
papain. Biochem. Biophys. Res. Comun. 27, p 157-162, 1967.

SHACHTER, M. and THAIN, E. M.. Chemical and pharmacological
properties of the potent, slow contracting substance (kinin) in vasp venom. Br.
J. Pharmacol. v 9, p 352, 1954.

SHAIL S. Y.; WOODLEY-MILLER, C.; CHAO, L.; CHAO, 1I.
Characterization of genes encoding rat tonin and a kallikrein-like serine
protease. Biochemistry. v 28, p 5334-5343, 1989.

SHIMOJO, N.; CHAO, J.; CHAO, L.; MARGOLIUS, H. S.; MAYFIELD, R.
K. Identification and characterization of a tissue kallikrein in rat skeletal
muscles. Biochem. J. v 243, p 773-778, 1987.

SILVA, E.; DINIZ, C. R.; MARES-GUIA, M. Rat urinary kallikrein:
purification and properties. Biochemistry. v 13(21), p 4304-4310, 1974.

SOUSA M. O., MIRANDA T.L.S., COSTA E. B., BITTAR E. R., SANTORO
M. M. and FIGUEIREDO A. F. S. Linear competitive inhibition of human
tissue kallikrein ky 4-aminobenzamidine and benzamidine and linear mixed

inhibition by 4-nitroaniline and aniline. Brazilian Journal of Medical and
Biological Research. v 34, p 35-44, 2001.

SOUSA M. O., MIRANDA T.L.S., MAIA C. N., BITTAR E. R., SANTORO
M. M. and FIGUEIREDO A. F. S. Kinetics peculiarities of human tissue
kallikrein:1-substrate activation in the catalyzed hydrolysis of H-D-valyl-L-
leucyl-arginine 4-nitroanilide and H-D-valyl-L-leucyl-L-lysine 4-nitroanilide;
2-substrate inhibition in the catalyzed hydrolysis of Na-p-tosyl-L-arginine
methyl ester. Archives of Biochemistry and Biophysics, v 400, p 7-14, 2002.

SOUSA, M. O. Caracterizagdo cinética da calicreina de glandulas
submandibulares de rato com substratos sintéticos N-o-derivados da arginina e

123



inibidores naturais e sintéticos. Dissertacdo de Mestrado. Curso de Pos-
graduacao em Bioquimica e Imunologia, ICB, UFMG, 1993.

SOUSA, M. 0O.; SANTORO, M. M.; FIGUEIREDO, A. F. S. The effect od
cations on the amidase activity of humam tissue kallikrein: 1-Linear
competitive inhibition by sodium, potassium, calcium and magnesium. 2-
Linear mixed inhibition by aluminium. J. Enz. Inh Med. Chem. v(4) 19, p
317-325, 2004.

SOUSA, M.O.; RODRIGUES, C.V.; PENA, H.B. ; ALVARENGA, M.G,;
MACHADO-COELHO, G.L.L.; SANTORO, M.M.; JULIANO, M.A,
JULIANO, L.; FIGUEIREDO, A.F.S. Kinetic characterization of rat tissue
kallikrein using No-substituted arginine 4- nitroanilides and Na-benzoyl-L-
arginine ethyl ester as substrates . Braz. J. Med. Biol. Res. v 29, p 327-334,
1996.

SWIFT, G. H.; DAGORN, J. C.; ASHLEY, P. L.; CUMMINGS, S. W;
MACDONALD, R. J. Rat pancreatic kallikrein mRNA: nucleotide sequence
and amino acid sequence of the encoded preproenzyme. Proc. Natl. Acad. Sci.
v 79, p 7263-7267, 1982.

TADASHI INAGAMI; The mechanism of the specificity of trypsin catalysis.
[-Inhibition by alkyl ammonium ions. The J. Biol. Chem. v(12) 239, p 787-
791, 1964.

TALHOUT R. and ENGBERTS J. B. Thermodynamic analysis of binding of
p-substituted benzamidines to trypsin Eur. J. Biochem. v 268, p 1554-1560,
2001.

TALHOUT R. and ENGBERTS J.B.F.N. Thermodynamic analysis of binding
of p-substituted benzamidines to trypsin. ,European Journal of
Biochemistry, v 268, p 15541560, 2001.

TROWBRIGDE, C.G.; KREHBIEL, A.; LASKOWSKI, M. Substrate
activation of trypsin. Biochemistry. v 2(4), 843-850, jul, 1963.

VOGEL, A. L. Analise Organica Quantitativa. 4* edicdo. Rio de Janeiro: Ed.
Ao livro técnico., 1977. p 185-186.

WANG, J., HARTLING, J.A. and FLANAGAN, J.. The structure of ClpP at
2.3 A resolution suggests a model for ATP-dependent proteolysis. Cell. v(91)
p 447-456, 1997.

WEBSTER, M. E. and PIERCE, J.V. Studies on plasma kallikrein and its
relationship to plasmin. J. Pharmacol. Exp. Ther. v 130, p 484-491, 1960.

124



WEBSTER, M.E. Kallikrein in glandular tissues. In: Erdos E.G.and Wilde
(Eds) Handbook of Experimental Pharmacology, Berlin: Spring-Verlag,
1970, v 25, 768p., p 131-135 e 659-665.

WERLE, E.; BEREKE, U. Zur kenntnis des kallikreins. Angew. Chem. Int.
60A: 53,1948.

WERLE, E.; GOTZE, W.; KEPLER, A.. Uber die wirkung des kallikreins auf
den isolerten darm uber eine neue darmkontrahierende substanz. Biochem. Z..
v(12) 289, p 217-233, 1937.

WINES, D. R.; BRADY, J. M.; PRITCHETT, D. B.; ROBERTS, J. L,
MACDONALD, R. J. Organization and expression of the rat kallikrein gene
family. J. Biol. Chem. v 264, p 7653-7662, 1989.

WINES, D. R.; BRADY, J. M.; SOUTHARD, E. M. and MACDONALD, R. J.
Evolution of the rat kallikrein gene family. Gene conversion leads to funcional

diversity. J. Mol. Evol. v 32, p 476-492, 1991.

XIONG, W.; CHEN, L.; CHAO, J. Purification and characterization of a
kallikrein-like T-cininogenase. J. Biol. Chem. v 265, p 2822-2827, 1990.

YOUSEF, G. M. & DIAMANDIS, E. P. Human tissue kallikreins: a new
enzymatic cascade pathway. Biol. Chem. v 383, p 1045-1057, 2002.

125



