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Inibidores de Proteases Oriyndas de
Plantas: Uma Abordagem Util para o
Desenvolvimento de Novos Farmacos

Proteases Inhibitors Originated from Plants:
Useful Approach for Development of New Drug

Resumo

As proteases e seus inibidores estdo amplamente distribuidos em
todos os organismos vivos. S&o enzimas que desempenham fun-
¢bes crucias para a manutencéo da vida e sua atividade é mantida
sob estrito controle por mecanismos que incluem os inibidores e,
se esta atividade n&o for controlada, pode acarretar doencas e até
mesmo a morte do organismo. Os inibidores de ocorréncia natural
sdo peptideos de tamanho variavel e séo classificados de acordo
com o tipo de proteases que inibem. Os inibidores de serino-protea-
ses sao os mais importantes da natureza e também os mais expres-
sos em plantas, e sera o foco desta revisdo. Séo classificados como
inibidores candnicos, ndo-canbnicos e Serpinas, de acordo com a
estrutura e mecanismo de agédo. As plantas expressam estes inibi-
dores constitutivamente ou sdo induzidos por algum agente externo.
Estes inibidores aumentam a resisténcia da planta a parasitos, in-
setos, larvas, microorganismos, pragas e patégenos em geral. S&o
expressos geralmente nas sementes e gréos e levam a morte ou
repelem o organismo invasor. Diversas pesquisas estao sendo con-
duzidas para purificar, caracterizar e avaliar o efeito de inibidores de
serino-proteases em plantas no tratamento de diversas patologias
humanas, inclusive alguns inibidores, como no caso dos inibidores
de BBI de soja, ja estao em estudos clinicos de fase II.

Abstract

Proteases and their inhibitors are found in all living organisms. The-
se enzymes have crucial functions and their activities are regulated
by many mechanisms, including inhibitors, but if their activities are
not under control they can develop diseases and ultimately death.
Natural inhibitors are variable sized peptides and are classified by
the inhibited protease type. Serine protease inhibitors are among
the major and most important inhibitors expressed in plants, and will
be the focus of this revision. They are classified as: canonical inhi-
bitors, non-canonical and Serpins, according to their structure and
mechanism of action. Plants can express inhibitors constitutively or
are induced by external stimuli and they confer resistance against
parasites, insects, larval, microorganisms, plagues and pathogens.
They are mainly expressed in seeds and grains, killing or repelling
invader organisms. Many investigations are been conducted in or-
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der to purify, characterize the plant serine prote-
ase inhibitors and to evaluate their effects on the
treatment of a large number of human pathologies.
In addition, some inhibitors have already been tes-
ted in phase Il clinical studies, such as soybean
BBI.

Introducao

As proteases, melhor denominadas de peptida-
ses, catalisam reagbes de hidrélise de diferentes
ligacoes peptidicas em proteinas e em peptideos
de todos os organismos vivos. Tais reagbes estao
envolvidas em processos fisiolégicos de extrema
importéncia para a sobrevivéncia destes organis-
mos, tais fungdes incluem: digestéo e assimilagéo
das moléculas alimentares, degradacgao de protéi-
nas nos lisosomas e nos proteasomas, cascatas
de coagulagdo, complemento e as de sinalizacéo
intracelular, fibrindlise, degradagdo de moléculas
da matriz extracelular, dentre outros processos
(NEURATH, 1989). Além da sua relevancia fisio-
l6gica, as proteases podem ser potencialmente
nocivas para o ambiente protéico de uma célula ou
de um organismo, logo suas atividades requerem
um controle preciso, visto que a hidrdlise de uma
ligagdo peptidica & um evento irreversivel. Quando
a atividade das proteases torna-se descontrolada
ou esta controlada de maneira inapropriada, pro-
cessos patoldgicos podem se instalar num orga-
nismo e até mesmo leva-lo a morte. Enfermidades
como enfisema pulmonar, epilepsia, sindrome de
Netherton, doencas hepéticas, canceres, doen-
cas reuméticas, doencas degenerativas, doengas
auto-imunes, dentre outras estdo relacionadas a
um descontrole da atividade das enzimas prote-
oliticas (BERG, 2008; HEAL et al., 2008; KUES-
TER et al., 2008). O nivel basico de controle da
atividade de uma protease € a regulacdo da sua
expressao génica, da sua secregéo, da sua sinte-
se sob forma de zimogénio — que é um precursor
inativo com maior massa molecular do que a pro-
tease ativa - ou ainda, o direcionamento da enzi-
ma para sua degradacédo. J& o segundo nivel de
regulacdo, e o mais importante, é a inibicdo da
atividade através da interacédo direta da protease
com inibidores especificos (KROWARSCH et al.,
2003). Estes inibidores, sintéticos ou naturais, tém
sido utilizados, por administracéo oral, com grande
éxito no tratamento de algumas enfermidades. A
excessiva protedlise observada em um nimero de
condigbes, como as citadas anteriormente, pode
ser tratada por terapia génica, introduzindo-se a
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maquinaria génica para a sintese do inibidor da re-
ferida atividade proteolitica. No campo da agricul-
tura, algumas plantas geneticamente modificadas,
expressando inibidores de enzimas proteoliticas
digestivas de insetos, pragas e pestes, tém sido
introduzidas em culturas; e os resultados obtidos
apontam para um aumento consideravel na resis-
téncia destas plantas aos agentes agressores em
questao (RAWLINGS et al., 2004).

Inibidores de Proteases

Os inibidores de proteases podem ser generica-
mente classificados de acordo com sua estrutura
em dois grandes grupos: inibidores de baixo peso
molecular e inibidores peptidicos com uma ou mais
cadeias polipeptidicas. Quase todos os inibidores
de proteases de ocorréncia natural séo polipeptide-
os; apenas alguns microorganismos secretam pe-
quenos compostos nao-peptidicos que bloqueiam
a atividade das proteases de seus hospedeiros
(POWERS ET AL., 2002). Estes inibidores ainda
podem ser classificados de acordo com o tipo de
protease que inibem: inibidores de serino, cistei-
no, aspartico, treonino e metaloproteases. E bem
verdade que alguns inibidores interferem com mais
de um tipo catalico de protease com diferentes
afinidades de ligacéo, ou seja, possuem distintos
valores de constantes de inibicdo (Ki) para os dife-
rentes tipos de proteases (FEAR et al., 2007). Um
exemplo deste comportamento é observado para o
inibidor do tipo Kunitz encontrado em anémonas do
mar da espécie Stichodactyla helianthus, que € um
potentissimo inibidor da atividade de serino-prote-
ases, com valores de Ki entre 10° a 10’M, em-
bora iniba outros tipos de peptidases com menor
afinidade de ligagado, ou seja, apresentam maiores
valores de Ki do que aqueles observados para as
serino-proteases (DELFIN et al., 1996). Este inibi-
dor demonstrou expressivo efeito inibitério na ati-
vidade das serino-proteases de Leishmania ama-
zonensis, e em promastigotas de cultura induziu
importantes alteragbes morfoldgicas e a formagao
de vacuolos autofagicos, o que levou o parasita a
morte, fazendo deste peptideo uma molécula com
grande potencial na terapéutica anti-Leishmania e
atribuindo as suas serino-proteases importantes
alvos terapéuticos (SILVA-LOPEZ et al., 2007).

As maneiras pelas quais os inibidores interagem
com suas enzimas-alvo variam enormemente, mas
existem dois mecanismos gerais e distintos de ini-
bicdo enzimatica representados pela inibicdo irre-
versivel e pela inibicdo reversivel de forte ligagao.
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A inibicao irreversivel é especifica para as endo-
peptidases, pois € dependente da clivagem enzi-
matica de uma ligacdo peptidica no interior da ca-
deia do inibidor. Este entéo se liga covalentemente
a enzima, disparando uma importante alteragédo na
sua estrutura tridimensional, que leva ao desali-
nhamento dos aminoé&cidos cataliticos do sitio ati-
vo da peptidase levando assim a sua desnaturacéao
(LASKOWSKI; KATO, 1980). Este tipo de cinética,
ou seja, a clivagem de uma ligagao peptidica do
inibidor, é exclusiva para os inibidores peptidicos,
que é o grupo mais importante, mas existem tam-
bém aqueles inibidores de baixo peso molecular
qgue nao sofrem hidrélise e se ligam a diferentes
sitios da enzima levando a desnaturacédo da mes-
ma. As trés familias de inibidores que exibem este
tipo de cinética de inibicdo sao 14, 139 e I50 (Tabela
1). A maioria dos inibidores de ocorréncia natural
utiliza o mecanismo de inibicdo reversivel de forte
ligagao, pois interagem com grande afinidade com
o sitio ativo da protease de um modo semelhante
ao da ligacéo enzima-substrato. Este inibidor pode
ser clivado ou nao durante o processo de inibigao,
e ser liberado do sitio ativo da enzima ndo modifi-
cado ou integro. Este mecanismo padréo de inibi-
cao tem sido demonstrado conclusivamente ape-
nas para as serino-proteases. Foram reconhecidas
19 familias de inibidores de acordo com este pa-
drao de inibicdo (LASKOWSKI; QASIM, 2000). A
figura 1 esquematiza a interagédo dos aminoéacidos
cataliticos (S) do sitio ativo da enzima com os ami-
noacidos que sofrerdo hidrdlise no peptideo (P).
E importante ressaltar que a clivagem da ligacéo
peptidica ocorre entre os aminoacidos P1 e P1°
(SCHECHTER; BERGER, 1967).

de Prote: Ori
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A importancia dos inibidores de protease

As pesquisas na area de inibidores de proteases tém
gerado um grande e rapido fluxo de informacoes,
mas o grande problema de lidar com tais informa-
coes reside na enorme dificuldade de nomenclatura
deste grupo téo diversificado de substancias. Tais
inibidores sdo geralmente descobertos pela sua
atividade inibitéria contra enzimas que estéo dispo-
niveis no mercado. Entre elas, as mais comuns sao
tripsina, quimiotripsina ou subtilisina, que séo seri-
no-proteases; e com isso os inibidores passam a de-
nominar-se de acordo com o organismo ou o tecido
de origem, como por exemplo: inibidor de subtilina
de Streptomyces ou inibidor de tripsina pancreético.
Tais denominacdes nao oferecem informagoes rele-
vantes sobre a relagdo entre os inibidores e ainda
torna dificil o esclarecimento sobre os aspectos do
seu mecanismo de acdo. Portanto, as informagdes
sobre a estrutura destes inibidores é essencial para
entender melhor sua atividade, bem como para sua
classificagéo.

Através de um estudo minucioso e inovador, com o
objetivo de melhor organizar os inibidores de protea-
ses e propor uma nomenclatura mais adequada, Ra-
wlings e colaboradores utilizaram bancos de dados
de estruturas primarias — seqiéncias de aminodci-
dos e a localizagédo das pontes de enxofre de prote-
inas e peptideos — apoiados em algoritmos compu-
tacionais. Por intermédio deste estudo, os inibidores
foram agrupados em 48 familias, de acordo com a
similaridade de sequéncia, estrutura tridimensional,
bem como do mecanismo especifico de inibigdo. Atu-
almente, esta lista foi aumentada para 68 familias

Figura 1 - Diagrama esquematico de um modelo de interagao entre um inibidor (cinza escuro)
e sua serino-protease alvo (cinza claro) de acordo com a nomenclatura de Schechter e Berger

(SCHECHTER; BERGER, 1967).
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segundo o banco de dados MEROPS (versao 7.6),
contém informagdes de proteases, suas estruturas,
caracteristicas cinéticas e bioquimicas; assim como
seus inibidores (RAWLINGS; MORTON, 2008). A
Tabela 1 é uma compilacéo de todas as familias de
inibidores de proteases com seqiiéncias peptidicas
depositadas em bancos de dados, como SWISS-
PROT, TrEMBL e PDB.

Uma familia € um conjunto de inibidores com se-
quéncias homélogas e esta é dada por uma signi-
ficante similaridade da estrutura priméria com um
exemplar de uma familia. Uma familia pode conter
um ou vérios inibidores, e um simples produto géni-
co pode possuir diversos dominios inibitérios. Cada
familia é denominada pela letra “I” e pode ainda
ser dividida em subfamilias quando existir ances-
tral divergente na familia. O representante mais

Tabela 1 - Familias dos inibidores de peptidases

m m Inibidor representante tipico

Uma Abordagem Util para o Desenvolvimento de Novos Farmacos

caracteristico de cada familia é o que d4 o nome
a ela; este inibidor é via de regra o melhor carac-
terizado bioquimica, cinética e estruturalmente, e
geralmente é o primeiro membro descoberto (RA-
WLINGS; MORTON, 2008). Estas familias sao ain-
da agrupadas em grandes clas. O cla designa uma
linha evolucionéria de inibidores que é definida pelo
tipo de enovelamento. Um cla contém uma ou mais
familias completas, desde que todos os membros
destas familias assumam o mesmo tipo de estrutu-
ra tridimensional (RAWLINGS; BARRET, 1993). A
maior familia de inibidores sdo as Serpinas (14) com
mais de 500 inibidores com sequéncias determina-
das, resolvidas e depositadas em banco de dados,
Por outro lado existem familias como 15, 124, 134,
136, 140, 144 e 146, que séo representadas por ape-
nas um Unico inibidor (RAWLINGS et al., 2004).

Familia de peptidase inibida*

11 Kazal Unidade 3 ovomucoéide (Meleagris gallopavo) S1
12 Kunitz (animal)  Aprotinina (Bos taurus) S1
13A§ Kunitz (vegetal)  Inibidor triptico da soja (Glycine max) S1,CleAl
I3B Inibidor de protease B (Sagitaria sagittilolia) S1
14 Serpina o l-antitripsina (Homo sapiens) S1,S8,Cl e Cl4
15 Ascidiana Inibidor triptico de ascidia (Halocynthia roretzi) S1,
16 Cereal Inibidor de o amilase (Eleusine coracana) S1
17 Squash MCTI-1 inibidor triptico (Momordica charantia) S1
18 Ascaris Inibidor anticoagulante nematoda (4scaris suum) S1eM4
19 YIB Inibidor de protease B (Saccharomyces cerevisiae) S8
110 Marinostatina Marinostatina (Alteromonas sp) S1
I11 Ecotina Ecotina (Escherichia coli) S1
112 Bowman-Birk Inibidor triptico de planta (Glycine max) SleCl
113 Pot 1 Eglina C (Hirudo medicinalis) S1eS8
114 Hirudina Hirudina (Hirudo medicinalis) S1
115 Antistatina Antistatina unidade 1 (Haementeria officinalis) S1
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Inibidor rep Familia de peptidase inibida*

116 SSI Inibidor subtilisina (Streptomyces albogriseolus) S1

117 Elafina Inibidor de proteinase do muco (Homo sapiens) S1

118 Mostarda Inibidor triptico da mustarda (Sinapis alba) S1

119 Pacifascina Inibidor de proteinase LCMI (Locusta migratoria) S1

120 Pot2 Inibidor de proteinase II (Solanum tuberosum) S1

121 7B2 Secretogranina V (Homo sapiens) S8

124 pinA Inibidor de endopeptidase La (bacteriofago T4) S16
125A Cistatina 1 Cistanina A (Homo sapiens) Cl
125B Cistaina 2 Ovocistatina (Gallus gallus) ClleCI3
125C Cistatina 3 Inibidor de metaloproteases (Bothropus jararaca) M12 e S8
127 Calpastatina Calpastatina 1 (Homo sapiens) C2

129 Antigeno o2 T citotoxico (Mus musculus)

131 Tiropina Equistatina (Actinia equina) C1

132 IAP Proteina BIRC (Homo sapiens) C14

133 Ascaris PI3 Inibidor PI3 de pepsina (Ascaris suum) Al

134 IA3 Inibidor sacaropepsina (Saccharomyces cerevisiae) Al

135 Timp Timp-1 (Homo sapiens) M10 e M12
136 SMI Inibidor de metaloprotease (Streptomyces nigrescens) M4

137 PCI Inibidor de carboxipeptidase do tomate (Solanum M14

tuberosum)

138 Aprina Inibidor de metaloprotease (Erwinia chrysanthemi) M10
139 a,M a,-macroglobulina (Homo sapiens) Vérias S, C,Me A
140 Bombyx Inibidor de subtilisina bombyx (bombyx mori) S8

142 Chagasina Chagasina (Trypanosoma cruzi) Ci1

143 Oprina Oprina (Didelphis marsupialis) M12
144 ICA Inibidor de carboxipeptidaseA (Ascaris suum) M14
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m m Inibidor representante tipico Familia de peptidase inibida*

146 LCI Inibidor de carboxipeptidase (Hirudo medicinalis) M14
147 Latexina Latexina (Homo sapiens) M14
148 Clitocipina Clitocipina (Lepista nebularis) Cl
149 proSAAS proSAAS (Homo sapiens) S8
150 p35 Inibidor de caspase p53 (Spodoptera litura) Cl4
I51 IC Inibidor de carboxipeptidase Y (Saccharomyces S10
cerevisiae)
152 TAP Peptideo anticoagulante (Ornithodonus moubata) S1
153 Madanina Madanina 1 (Haemaphysalis longicornis) S11
157 Estafostatina B (Staphylococcus aureus) Cl
158 Estafostatina A (Staphylococcus aureus) C1
159 Triabina Triabina (Triatoma pallidipennis) S
163 Proteina basica de eosinofilo (Homo sapiens) S3
164 Trombostasina ~ Trombostasina (Haematobia irritans) S
167 Bromeina Bromeina (Ananas comosus) C1
168 Inibidor de Carboxypeptidase (Rhipicephalus bursa) M10
171 Falstatina Falstatina (Plasmodium falciparum) C13
172 Chimadanina Chimadanina (Haemaphysalis longicornis) S
173 Inibidor triptico de Veronica (Veronica hederifolia) S1
174 Variegina (Amblyomma variegatum) S8
175 Proteina CIII (“bacteriophage lambda”) Al
176 Inibidor de Trombin (Glossina morsitans) S
177 Anofelina Anofelina (Anopheles albimanus) S
178 Inibitor de elastase (Aspergillus fumigatus) S1

*As familias S referem-se as serino-proteases, C cisteino-proteases, A aspartico-proteases e M metalo-
proteases. As linhas sombreadas correspondem aos inibidores de proteases provenientes de plantas.
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Inibidores de proteases de plantas

Os inibidores de proteases de plantas sao polipep-
tideos de baixo peso molecular, com a capacidade
de inibir uma grande variedade de enzimas prote-
oliticas, incluindo proteases digestivas de mamife-
ros, insetos, bactérias e fungos, e estdo também
envolvidos na regulacdo do metabolismo de pro-
teinas enddgenas das plantas (CLEMENTE; DO-
MONEY, 2006). Os inibidores de proteases exibem
importantes fungdes na regulagdo da protedlise
em diversos organismos e em plantas de modo es-
pecial, constituindo importantes estratégias de de-
fesa contra predadores e patdgenos, visto que as
plantas ndo possuem um sistema imune (ZHANG
et al., 2008). Tais inibidores podem ser sintetiza-
dos constitutivamente ou a sintese ser induzida
em resposta ao ataque de agentes externos. Estes
inibidores peptidicos de proteases sdo encontra-
dos em plantas de varios grupos sistematicos, com
particular énfase nas espécies da familia Fabaceae
(uma das maiores familias boténicas e mais conhe-
cidas como Leguminosae). A maioria dos inibido-
res é estével a variagdo de temperatura e de pH;
e além de sua funcéo bioldgica natural, podem ser
utilizados no tratamento de determinadas patolo-
gias (YOSHIZAKI et al., 2007).

Inibidores de serino-proteases

E importante chamar atencéo sobre o fato das
serino-proteases serem as mais abundantes e
as mais bem estudadas enzimas proteoliticas
da natureza; conseqliientemente seus inibidores
também o sdo. Como se pode observar na Ta-
bela 1, aproximadamente 57 % das familias de
inibidores atuam positivamente sobre as serino-
proteases. Tais inibidores peptidicos apresentam
estruturas distintas e podem inibir suas enzimas
alvo tanto por inibigao reversivel, que é o meca-
nismo mais comum observado; quanto por inibi-
cao irreversivel, e sdo ainda classificados como
inibidores candnicos, ndo-candnicos e Serpinas
(KROWARSCH et al., 2003). Os inibidores de
plantas de outras classes de proteases nédo séo
menos importantes, mas aparentemente séo
menos numerosos e nao estado tdo bem carac-
terizados quanto os inibidores de serino-protea-
ses. De um modo geral, as plantas expressam de
maneira significativa quantidades muito maiores
de inibidores de serino-proteases do que os ou-
tros inibidores, e por este motivo os inibidores
de outras classes de proteases nao seréo discu-
tidos nesta reviséo.

114
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Os inibidores candnicos representam o maior gru-
po de inibidores de serino-proteases e estéo dis-
tribuidos essencialmente em todos os grupos de
organismos, compreendendo polipeptideos de 14
a 200 aminoécidos. Nao formam um simples grupo
de moléculas, mas sao dividos em varias familias,
ou seja, varias familias constituem inibidores do
tipo candnico. Em plantas, eles se acumulam em
grandes quantidades nas sementes. Estes inibido-
res apresentam como caracteristica cinética mar-
cante uma ligagéo forte, mas nao covalente com o
sitio ativo da protease, nédo induzindo alteragéo na
estrutura tridimensional da enzima. Esta ligagéo se
assemelha ao complexo de Michaelis na interacéo
enzima-substrato (OTLEWSKI, et al, 2005). O sitio
reativo do inibidor tem a ligacéo peptidica P1-P1’
localizada numa curvatura externa (loop) do pepti-
deo, denominado de RCL (Reactive Center Loop),
e a reacgdo de inibicdo se processa em pH alcalino,
que é o pH 6timo das serino-proteases. Embora
a estrutura tridimensional dos inibidores como um
todo seja diferente, a regido de ligagdo com a enzi-
ma (ou seja, a regido de inibicdo) é quase idéntica
e, portanto, o mecanismo de agao € muitissimo pa-
recido. As familias de inibidores de serino-protea-
ses candnicos de plantas incluem: Kazal, Tomate
1 e 2, Cereal, Inibidor de tripsina da soja, Squash,
Bowman-Birk, Batata 1 e 2, Semente de Colza
(KROWARSCH et al., 2003). Existem inibidores
de plantas que por conta da sua estrutura primaria
e tridimensional podem estar alocados em familias
juntamente com inibidores de outros organismos.

Inibidores da familia Bowman-Birk (BBI) podem
ser encontrados em muitas familias botanicas, mas
sdo particularmente abundantes nas sementes de
leguminosas, quando comparados com os outros
orgaos do legume e também com outras familias
de plantas (CLEMENTE; DOMONEY, 2006). Sao
também abundantes na familia Poaceae (gramine-
as como trigo, aveia, cevada, arroz, milho e cana-
de-agucar) (Ql et al., 2005). Seus representantes
mais importantes e mais bem estudados séo en-
contrados nas sementes de soja (Glycine max) e
de ervilha (Pisum sativum) e inibem fortemente a
atividade de diversas tripsinas e quimiotripsinas
(LOSSO, 2008). A sintese destes é induzida por
infeccbes ou por lesdes, sugerindo um amplo pa-
pel na defesa e na resisténcia nas plantas contra
pestes e patdgenos. Estes inibidores sédo estaveis
a temperatura de cozimento e também aos valores
de pH do sistema digestivo humano e de outros
animais. Isto se deve a presenca das sete pontes
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de enxofre na sua estrutura primaria (Figura 2) e,
por conta desta grande estabilidade, os BBI de-
monstram possuir grande potencial de aplicagao
clinica (Ql et al., 2005). Sao utilizados em plantas
transgénicas para conferir defesa contra insetos
e para o tratamento de enfermidades humanas.
As larvas de Diatraea saccharalis alimentam-se
das folhas de cana-de-aclcar e crescem sobre
ela. Experimentalmente, quando se introduzem os
genes do BBI e Kunitz da soja nesta graminea, o
crescimento da larva é drasticamente reduzido, e
a produgao de cana bastante aumentada (FALCO;
SILVA-FILHO, 2003).
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mama, cérvix, cabeca, pescogo, pulméo, de su-
primir o crescimento de tumores enxertados em
camundongos, de bloquear a tumorigénese indu-
zida por estrogénios em células de mama, dentre
outros efeitos em outras linhagens tumorias e em
tumores solidos (CLEMENTE; DOMONEY, 2006).
Estudos in vivo mostraram que os BBI previnem
e suprimem o desenvolvimento de canceres como
adenocarcinoma anal e de célon, es6fago, pulméo,
linfosarcoma e carcinoma oral, em diferentes mo-
delos animais induzidos por distintos agentes car-
cinogénicos (LOSSO, 2008). E importante ressal-
tar que muitos BBI naturais ou modificados como

Figura 2 - Estrutura primaria do inibidor Bowman-Birk da soja. A estrutura primaria mostra as
sete pontes de enxofre em preto. Os dois “loops” reativos com nove residuos cada e os respec-
tivos aminoacidos que se ligam ao sitio ativo das serino-proteases estao ressaltados em cinza
claro e cinza escuro respectivamente. (Ql ET AL., 2005)

Os BBI de leguminosas possuem uma importan-
te atividade anticarcinogénica e radioprotetora.
Adicionalmente, tem sido observado que as po-
pulacbes com dietas ricas em leguminosas e em
gramineas apresentam baixa incidéncia de céance-
res de célon, préstata, orofarigeo, mama e pele
(KENNEDY, 1998). Este efeito possivelmente é
resultante da inibicdo da protedlise provocada
pelas células transformadas j& que necessitam
das proteases para os eventos de metastase,
angiogénese, crescimento tumoral e proliferacéo
(DELLAICA, 2007). Estudos in vitro tém demons-
trado que os BBI, em concentragbes nanomolares,
sdo capazes de suprimir a transformacéo de célu-
las malignas induzidas por raios-X, de inibir a pro-
ducéo do radical livre &nion superéxido por células
humanas leucémicas de linhagem de pro-mieldci-
to, de potencializar a morte induzida por radiacéo
e cisplatina em varios canceres humanos como de
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sequléncias ativas do BBI, resultantes da hidrolise
da sua estrutura primaria, como os loops que se
ligam diretamente a enzima, ja se encontram em
estudos clinicos de Fase | e Il para o tratamento
de vérios tipos de neoplasias (CLEMENTE; DO-
MONEY, 2006; LOSSO, 2008). Os BBIls também
demonstraram grande potencial de aplicacédo em
dengue, pois foi reportado um importante efeito
inibitério na protease viral NS3, essencial na repli-
cacéo do virus do Dengue (SAMPATH; PADMA.-
NABLAN, 2008). Além disso, os BBls e seus res-
pectivos esqueletos canonicos (porgao estrutural
do inibidor responséavel pela inibicdo; ver Figura
2) sao inibidores potentissimos da atividade das
serino-proteases humanas Triptase, Matriptase e
Elastase leucocitaria — que sdo enzimas envolvi-
das em varias desordens inflamatérias, alérgicas
e degenerativas como asma, esclerose multipla,
artrite reumatodide, enfisema pulmonar, fibrose
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cistica, bronquite e sindromes respiratorias (Ql et
al., 2005).

QOutra importante familia de inibidores candnicos
de plantas, isolados inicialmente em espécies da
familia Cucurbitaceae e com promissor potencial
terapéutico é a familia de inibidores Squash. Séo
polipeptideos pequenos, com 27 a 34 aminoacidos
e seis residuos de cisteinas envolvidas em trés
pontes de enxofre, formando trés algas peptidicas
de tamanhos variados, resultando assim numa es-
trutura tridimensional com aspecto de lagos (Figu-
ra 3). E importante destacar que existem peque-
nas proteinas denominadas knotinas ou ciclotinas
que compartilham semelhancas estruturais com
os inibidores squash devido a topologia das suas
pontes de enxofre e sua estrutura tridimensional
em lacos, e é bem provével que em plantas, es-
tes inibidores sejam provenientes do metabolismo
destas knotinas (CHICHE et al., 2004). Os inibi-
dores Squash apresentam constantes de associa-
¢do com varias serino-proteases na ordem de 102
M e, portanto, sdo considerados os mais potentes
inibidores de proteases da natureza. Na planta,
estes inibidores participam de mecanismos envol-
vidos na defesa conferindo resisténcia a pragas
e pestes (OTLEWSKI; KROWARSCH, 1996). A
estrutura “macrociclitizada”, por conta das pontes
de enxofre, confere a estes inibidores uma grande
resisténcia a agdo das exopeptidases e também
a altas temperaturas, possibilitando assim, sua
administracédo oral e a permanéncia de suas ati-
vidades inibidoras de proteases (GORANSSON
et al., 2004). Séo potentes inibidores de serino-
proteases de interesse médico como a Elastase
de neutrofilo envolvida na patogénese de diversas
enfermidades como enfisema, fibrose cistica e ar-
trite reumatoide, a Trombina também denominada
de Fator Il da cascata de coagulacao, e a enzi-
ma Matriptase, envolvida na destruigao tecidual
observada em varios tipos de neoplasias (CRAIK
et al., 2004). Os representantes mais estudados
desta familia sdo MCoTl-I e Il, ambos isolados das
sementes de Monocardia cochinchinensis, uma
Cucurbitaceae comum do Vietna. Diversos estu-
dos estdo sendo conduzidos no sentido de mo-
dificar a estrutura primaria destes inibidores por
mutagénese induzida e, por modelagem molecular
induzir a obtencéo de inibidores mais potentes e
mais especificos, reforcando assim a idéia de que
estes peptideos sdo moléculas promissoras no de-
senvolvimento racional de farmacos para o trata-
mento de inimeras patologias humanas (CHICHE
ET AL., 2004).
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Figura 3 — Modelo da estrutura tridimensional
do inibidor de tripsina Il de Ecballium elaterium
(Curcubitaceae vulgarmente denominado de
pepino-selvagem), da familia Squash. As setas
representam as [-hélices e em preto as trés
pontes de enxofre. A sequéncia de aminoaci-
dos e as pontes de enxofre estao representa-
das abaixo do modelo (CHRISTMANN ET AL.,
1999).

[ |
GCPRILMRCKQDSDCLAGCVCGPNGFCG
| |

Os inibidores nao-canénicos exibem uma estrita
especificidade para uma determinada protease,
pois, além da ligagao do inibidor com a enzima as-
semelhar-se ao complexo enzima-substrato (como
observado para os inibidores candnicos), o inibidor
também se liga a um sitio na superficie da prote-
ase, aumentado muitissimo a seletividade da ini-
bicdo (FARADY et al., 2008). Este tipo de inibidor
esté envolvido na regulacdo de mecanismos como
apoptose, sinalizagéo intracelular, embriogénese,
angiogénese, neurogénese e em eventos relacio-
nados & resposta imune (WOODS et al., 2008).
Até o momento, ainda nao foi reportado nenhum
tipo de inibidores ndo-candnicos em plantas; con-
tudo as investigagoes sobre estes peptideos sédo
bastante recentes. E importante destacar que os
inibidores ndo-candnicos apresentam um enorme
potencial de aplicabilidade no tratamento de de-
terminadas patologias devido a altissima especifi-
cidade que demonstram.

As Serpinas compreendem uma superfamilia de
proteinas com estruturas muito semelhantes, e sado
inibidoras de serino-proteases, de onde seu nome
deriva (serine protease inhibitors). Os primeiros
representantes estudados foram a antitrombina
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e a antitripsina, que sédo proteinas plasmaticas es-
senciais na regulagédo das cascatas de coagulacéo
e de inflamagao e suas deficiéncias resultam em
tromboses e em enfisema pulmonar, respectiva-
mente (RAWLINGS et al., 2004). Enquanto que
a grande maioria das Serpinas controla cascatas
proteoliticas, outras ndo inibem a atividade enzi-
maética, mas exercem uma diversidade de fungbes.
Séo armazenadoras de proteinas, como a ovalbu-
mina; proteinas de transporte de hérmonios, como
as globulinas de ligagédo da tiroxina e do cortisol; ou
sé@o supressoras de genes tumorais com a maspina
(ROBERTS; HEJGAARD, 2008). Sao proteinas de
médio tamanho (cerca de 400 aminoacidos), cuja
estrutura terciaria consiste de trés pB-hélices (A, B
e C), nove a-hélices e um loop central reativo que €
exposto na superficie do inibidor (RCL), com cerca
de 25 residuos entre as A e C (Figura 4). Ao rea-
gir irreversivelmente com o sitio ativo da enzima
através do RCL, a enzima cliva o inibidor e esta
clivagem induz uma profunda alteragéo conforma-
cional tanto do inibidor quanto da enzima. De um
modo geral, as Serpinas séo inibidoras irreversiveis
das serino-proteases da familia quimiotripsina, mas
outras enzimas sé@o também inibidas como tripsina,
trombina, elastase, fatores da coagulagdo, e tam-
bém algumas cisteino-proteases (OTLEWSKI et
al., 2005).

As Serpinas estéo distribuidas em animais, plantas,
bactérias, archaea, e em certos virus, e constitui a
maior familia de inibidores de proteases. A primeira
Serpina estudada em plantas, foi uma proteina de
43 kDa, denominada de proteina Z, obtida de gréos
de cevada. Diversas Serpinas foram purificadas de
outras gramineas como aveia, arroz, trigo, milho,
cana e bambu. Embora sejam expressas principal-
mente em gramineas, sédo também encontradas na
soja, algodédo, tomate, maga dentre outros (RO-
BERTS; HEJGAARD, 2008). Como séo particular-
mente abundantes nas sementes, aparentemente
desempenham um importante papel na defesa do
estoque protéico contra as enzimas digestivas de
insetos e fungos. Genes que codificam Serpinas
tém sido introduzidos em culturas de alfafa, batata,
algodao e tabaco, aumentando significativamente
a resisténcia destes ao ataque de insetos e pre-
dadores (CHRISTELLER; LAING, 2005). Estes
inibidores garantem a integridade de peptideos si-
nalizadores envolvidos na apoptose, que € a morte
celular nao seguida de autdlise que ocorre de forma
ordenada e demanda energia para a sua execucao.
Esté relacionada ao equilibrio interno dos orga-
nismos e com sua regulacéo fisiolégica. O termo
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¢é derivado do grego, que se referia a queda das
folhas das arvores no outono - um exemplo de mor-
te programada fisiolégica (WILLIAMS; DICKMAN,
2008). E importante destacar que a apoptose parti-
cipa da diferenciagdo dos érgaos da planta, desde a
senescéncia a resposta ao estresse como hipdxia,
temperaturas extremas e oxidagdo (ROBERTS; HE-
JGAARD, 2008). As Serpinas de origem humana e
de outros animais tém sido utilizadas com grande
sucesso na terapéutica de muitas patologias. Plan-
tas transgénicas que carregam genes que codificam
Serpinas sdo amplamente utilizadas na agricultura,
mas apenas recentemente os estudos de Serpinas
de plantas apontam para uma aplicabilidade clinica.
Um exemplo disto é a expressao de um Serpina de
um arroz trangénico que se mostrou bastante efe-
tiva na redugdo e no controle da presséo arterial
(YANG et al., 2006).

Figura 4 — Modelo de estrutura tridimensional
de uma Serpina. O inibidores sao formado por
trés B-hélices (em setas), nove a-hélices (espi-
ral) e um “loop” na porg¢ao superior que é a RCL
(OTLEWSKI J et al., 2005).

Consideracoes finais

As proteases desempenham fungbes vitais nas
plantas e seus inibidores também participam des-
tes processos regulando suas atividades. Além dis-
so, estes inibidores protegem as plantas de modo
bastante eficiente do ataque de agentes externos,
como parasitos, insetos, larvas e microorganismos,
inibindo preferencialmente suas enzimas digesti-
vas. Devido a alta especificidade, estabilidade aos
extremos de pH, temperatura e alta hidrossolubili-
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dade, estes inibidores sao facilmente administra-
dos oralmente. A observacédo de que séo eficien-
tes contra microorganismos e parasitos, apontam
estes inibidores de proteases de plantas com um
enorme potencial para o desenvolvimento de novos
farmacos, sugerindo uma maior eficiéncia e efeitos
adversos menos agressivos para o hospedeiro. No
entanto, as pesquisas sobre os inibidores de pro-
teases provenientes de plantas séo relativamente
recentes, e é necessario que as investigagoes nes-
ta &rea sejam intensificadas para a melhor com-
preensdo destas estruturas. O entendimento do
funcionamento destas moléculas com certeza tem
muito a contribuir com o desenvolvimento racional
de medicamento.

Referéncias

BERG, T. Small-molecule inhibitors of protein-pro-
tein interactions. Current Opinion in Drug Disco-
very Development, v.11 p.666-74, 2008.

CHICHE, L.; HEITZ, A.; GELLY, J.C.; GRACY, J,;
CHAU, PTT; HA, PT; HERNANDEZ, J.F; LE-
NGUYEN, D. Squash inhibitors: From structural
motifs to macrocyclic knottins. Current Protein
Peptide Scence, v.5, p.341-349, 2004.

CHRISTELLER, J.T.; LAING, W. Plant serine pro-
teinase inhibitors. Protein Peptide Letter, v.12,
p.439-447, 2005.

CHRISTMANN, A.; WALTER, K.; WENTZEL, A
KRATZNER, R.; KOLMAR, H. The cystine knot of
a squash-type protease inhibitor as a structural
scaffold for Escherichia coli cell surface display of
conformationally constrained peptides. Protein En-
gineering, v.12, p.797-806, 1999.

CLEMENTE, A.; DOMONEY, C. Biological signifi-
cance polymorphism in legume protease inhibitor
the Bowman-Birk family. Current Protein Peptide
Scence, v.7, p.201-216, 2006.

CRAIK, D.J.; DALY, N.L.; MULVENNA J.; PLAN,
M.R.; TRABI, M. Discovery, structure and biological
activities of the cyclotides. Current Protein Peptide
Scence, v.5, p.297-315, 2004.

DELFIN, J.; MARTINEZ, I;ANTUCH, W.; MOREI-
RA, V.. GONZALEZ, Y.; RODRIGUEZ, R.; MAR-
QUEZ, M.; SAROYAN, A.; LARIONOVA, N.; DIAZ,
J.; PADRON, G.; CHAVEZ, M. Purification, charac-
terization and immobilization of proteinase inhibi-

118

de Prote: Ori
Uma Abordagem Util para o Desenvolvii

las de Plantas:
to de Novos Fa

tors from Stichodactyla helianthus. Toxicon, v.34,
p.1367-76, 1996.

DELLAICA, I.; CANIATO, R.; BIGGIN, S.; GARBI-
SA, S. Matrix proteases, green tea, and St. John’s
wort: Biomedical research catches up with folk
medicine. Clinical Chimical Acta, v.381, p.69-77,
2007.

FALCO, M.C.; SILVA-FILHO, M.C. Expression of
soybean proteinase inhibitors in transgenic sugar-
cane plants: Effects on natural defense against
Diatraea saccharalis. Plant Physiology Biochemis-
try, v.41, p.761-766, 2003.

FARADY, C.J.; EGEA, PF; SCHNEIDER, E.L;
DARRAGH, M.R.; CRAIK, C.S. Structure of an
Fab-protease complex reveals a highly specific non-
canonical mechanism of inhibition. Journal of Mole-
cular Biology, v.380, p.351-360, 2008.

FEAR, G.; KOMARNYTSKY, S.; RASKIN, |. Prote-
ases inhibitors and their peptidomimetic derivates
as potential drugs. Pharmacology and Therapeu-
tics, v.113, p.354-368, 2007.

GORANSSON, U.; SVANGAND, E.; CLAESON, P;
BOHLIN, L. Novel strategies for isolation and cha-
racterization of cyclotides: the discovery of bioactive
macrocyclic plant polypeptides in the Violaceae. Cur-
rent Protein Peptide Scence, v.5, p.317-29, 2004.

HEAL, W.P; WICKRAMASINGHE, S.R.; TATE,
E.W. Activity based chemical proteomics: profiling
proteases as drug targets. Current Drug Discovery
Technology, v.5, p.200-212, 2008.

KENNEDY, A.R. Chemopreventive agents: Prote-
ase inhibitors. Pharmacology and Therapeutics,
V.78, p.167-209, 1998.

KROWARSCH, D.; CIERPICKI, T; JELEN, F;
OTLEWSKI, J. Canonical protein inhibitors of se-
rine proteases. Cellular Molecular Life Science,
V.60, p.2427-2444, 2003.

KUESTER, D.; LIPPERT, H.; ROESSNER, A;
KRUEGER, S. The cathepsin family and their role
in colorectal cancer. Pathology Research Practise,
v.204, p.491-500, 2008.

LASKOWSKI, M.J.;: KATO, I. Protein inhibitors of

proteinases. Annual Review of Biochemistry, v.49,
p.593-626, 1980.

Revista Fitos %#* Vol.4 N°01 marco 2009



Estado da Arte/State of the Art w4 Inibidores de Proteases Oriundas de Plantas:

LASKOWSKI, M.J.; QASIM, M.A. What can the
structures of enzyme-inhibitor complexes tell us
about the structures of enzyme substrate com-
plexes? Biochimica et Biophysics Acta, v.1477,
p.324-337, 2000.

LOSSO, J.N. The biochemical and functional food
properties of the bowman-birk inhibitor. Critical Re-
vision of Food Science Nutritional. v.48, n.1, p.94-
118, 2008.

NEURATH, H. Proteolytic processing and physio-
logical regulation. Trends Biochemistry Science,
V.14, p.268-271, 19809.

OTLEWSKI J.; JELEN, F; ZAKRZEWSKA, M.
OLESY, A. The many faces of protease-protein inhi-
bitor Interaction. The EMBQO Journal, v.24, p.1303-
1310, 2005.

OTLEWSKI, J.; KROWARSCH, D. Squash inhibi-
tor of serine proteinases. Acta Biochimica Poloni-
ca, v.43, p.431-444, 1996.

POWERS, J.C.; ASGIAN, J.L.; EKICI, O.; JAMES,
K.E. Irreversible inhibitors of serine, cysteine and
threonine proteases. Chemical Reviews, v.102, p.
4639-4750, 2002.

Ql, R.F; SONG, Z.W.; CHI, C.W. Structural Featu-
res and Molecular Evolution of Bowman-Birk Prote-
ase Inhibitors and Their Potential Application. Acta
Biochimica and Biophysics Sinica, v.37, p.283-
292, 2005.

RAWLIINGS, N.D.; BARRET, A.J. Evolutionary
families of peptidases. Biochememistry Journal,
v.290, p.205-218, 1993.

RAWLINGS, N.D.; TOLLE, D.P; BARRETT, A.J.
Evolutionary families of peptidase inhibitors. Bio-
chemistry Journal, v.378, p.705-716, 2004.

RAWLINGS, N.D.; MORTON, FR. The MEROPS
batch BLAST: A tool to detect peptidases and their
non-peptidase homologues in a genome. Biochi-
mie, v.90, p.243-259, 2008.

ROBERTS, TH.; HEJGAARD, J. Serpins in plants
and green algae. Function and Integrative Geno-

mics, v.8, p.1-27, 2008.

SAMPATH, A., PADMANABHAN, R. Molecular
targets for flavivirus drug discovery. Antiviral Rese-

Revista Fitos %#* Vol.4 N°01 margo 2009

Uma Abordagem Util para o Desenvolvimento de Novos Farmacos

arch, v.81, p.124-132, 2008.

SCHECHTER |.; BERGER, A. Biochemistry and
Biophysics Research Communications, v. 27,
p.157-160, 1967.

SILVA-LOPEZ, R.E.; MORGADO-DIAZ, J.A.; CHA-
VEZ, M.A.; GIOVANNI-DE-SIMONE, S. (2007)
Effects of serine protease inhibitors on viability
and morphology of Leishmania (Leishmania) ama-
zonensis promastigotes. Parasitology Research,
v.101, p.1627-1635, 2007.

WILLIAMS, B.; DICKMAN, M. Plant programmed
cell death: can't live with it; can't live without it.
Molecular Plant Pathology, v.9, p.531-44, 2008.

WOODS, S.; FARRALL, A.; PROCKO, C.; WHITE-
LAW, M.L. The bHLH/Per-Arnt-Sim transcription
factor SIM2 regulates muscle transcript myome-
sin2 via a novel, non-canonical E-box sequence.
Nucleic Acids Research, v.36, p.3716-27, 2008.

YANG, L.; TADA, Y.; YAMAMOTO, M.P; ZHAO,
H.; YOSHIKAWA, M.; TAKAIWA, FA Transgenic
rice seed accumulating an anti-hypertensive pep-
tide reduces the blood pressure of spontaneously
hypertensive rats. FEBS Letters, v.580, p.3315-
3320, 2006.

YOSHIZAKI, L.; TRONCOSO, M.F; LOPES, J.L.S;
HELLMAN, U.; BELTRAMINI, L.M.; WOLFENS-
TEIN-TODEL, C. Calliandra selloi Macbride trypsin
inhibitor: Isolation, characterization, stability, spec-
troscopic analyses. Phytochemistry, v.68, p.2625-
2634, 2007.

ZHANG, VY.; KOUZUMA, Y.; MIYAJI, T.; YONEKU-
RA, M. Purification, characterization, and cDNA
cloning of a Bowman-Birk type trypsin inhibitor
from Apios americana Medikus tubers. Bioscience
Biotechnology and Biochemistry, v.72, p.171-178,
2008.

119



