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EXTRATO 

 

MACÊDO, Monaliza Ferreira. Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, 
setembro de 2018. TcSERPIN, um inibidor proteico que interage com cisteíno-
protease de folhas do cacaueiro. Orientador: Prof. Dr. Carlos Priminho Pirovani. 
Co-orientadores: Profa. Dra. Virgínia Lúcia Fontes Soares e Prof. Dr. Bruno Silva 
Andrade. 
 

Palavras-chave: Theobroma cacao, inibidores, proteases, expressão heteróloga. 

 

Serpinas são uma superfamília de proteínas com capacidade inibitória para serino- e 
cisteíno-peptidases. Em humanos, o principal alvo são as serino-proteases da 
família da tripsina ou quimotripsina. Em plantas seu potencial inibitório, 
aparentemente, tem sido melhor descrito contra cisteíno-peptidases. As serpinas 
inibitórias possuem um padrão estrutural similar em sua principal região de sítio 
ativo, o “Reactive Center Loop” (RCL), por onde ocorre as interações com as 
peptidases alvo. Elas estão envolvidas em diversos processos biológicos de 
regulação celular, como coagulação, controle da pressão arterial, supressão gênica, 
regulação fisiológica e apoptose. Em plantas, estudos com trigo, cevada, arroz, 
abóbora, tomate, pepino e Arabidopsis thaliana têm sido relatados. No entanto, 
apesar do evidente potencial inibitório desses inibidores, nenhuma via metabólica 
em vegetais tem sido bem caracterizada. Sendo assim, o presente estudo objetivou 
caracterizar uma serpina de Theobroma cacao. As análises foram realizadas in silico 
e in vitro. A proteína denominada TcSERPIN teve sua sequência primária obtida a 
partir do banco de dados do genoma do cacau (cocoaGen DB). Foram realizados 
alinhamentos da proteína com outras sequências homólogas de serpinas de plantas 
e humanos com o Clustal Omega, e a partir desses alinhamentos foi gerado um 
dendrograma segundo o Mega 7. A estrutura 3D da proteína foi predita por meio de 
modelagem por homologia no Swiss Model, usando como modelo o template 3LE2 
de Arabidopsis thaliana. Análises de docking foram realizadas em três etapas: com 
uma heparina de sódio obtida no PubChem; com uma tripsina de Bos taurus (1S0Q 
PDB) e uma papaína de Carica papaya (1QVZ PDB), ambas obtidas a partir do 
banco de dados PDB; e duas papaínas do cacaueiro, modeladas por homologia a 
partir do modelo 5EF4 PDB de Ambrosia artemisiifolia e 3QJ3 PDB de Tenebrio 
molitor, a RD21 e a RD19, respectivamente. As análises de docking foram 
realizadas com os programas ClusPro e AutoDock vina e a visualização das 
estruturas foram obtidas com os programas Discovery Studio 4.0 e PyMol. As 
análises in vitro foram obtidas a partir da expressão da ORF sintética inserida no 
vetor pET-28a e a indução em células de E. coli, Rosetta (DE3). Após a obtenção da 
proteína recombinante purificada foram realizadas análises para determinação da 
capacidade inibitória da serpina contra a tripsina do pâncreas de Sus scrofa e a 
papaína do látex de Carica papaya, utilizando o substrato BApNA, e captura de 
proteases de folha do cacau com a TcSERPIN imobilizada em resina CNBr-
Sepharose. A estrutura secundária e a estabilidade térmica foram analisadas por 
espectroscopia de dicroísmo circular (CD). Os resultados mostram que TcSERPIN 
possui 390 resíduos de aminoácidos. Os alinhamentos demonstram que a proteína 
possui alta conservação dos resíduos de aminoácidos, e o dendrograma mostrou 
que a serpinas de plantas possui motivos altamente conservados que as separam 
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de outros organismos.  O perfil do gel SDS-PAGE mostrou a presença de uma 
proteína de 42,5 kDa purificada a partir da fração insolúvel do extrato bacteriano. As 
análises do espectro da proteína por dicroísmo circular determinou a presença de 
folhas-α, folhas-β e alças. As curvas de unfolding da proteína mostraram 
temperatura de melting de 56 a 78 ºC em pH 5,4 e 7,0 respectivamente. Os testes 
de atividade e as análises de docking mostraram que TcSERPIN possui alta 
afinidade com a heparina e com proteases do tipo quimotripsina, tripsina e papaínas. 
Os resultados sobre o potencial de captura das proteases pela rTcSERPIN 
imobilizada em resina CNBr-Sepharose foram avaliados a partir de gel de 
zimograma contendo gelatina, onde foi observado que rTcSERPIN interage com 
peptidases do tipo cisteína da via endógena de T. cacau. Os resultados obtidos até o 
momento asseguram que TcSERPIN é uma proteína inibitória e com maior afinidade 
para proteases do tipo papaínas. 
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ABSTRACT 

 

MACÊDO, Monaliza Ferreira. Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, March 
2016. TcSERPIN, a proteic inhibitor that Interacts with cysteine-protease from 
leaves of the cocoa tree. Advisor: Prof. Dr. Carlos Priminho Pirovani. Advisor 
Committee Members: Profa. Dra. Virgínia Lúcia Fontes Soares and Prof. Dr. Bruno 
Silva Andrade. 
 

Key words: TcSERPIN, inhibitors, proteases, heterologous expression 

 

Serpins make up a superfamily of proteins with inhibitory capacity for serine- and 

cysteine-peptidases. In humans, the preferred inhibition target is the serine proteases 

of the trypsin or chymotrypsin family. In plants their inhibitory potential has apparently 

been better described against cysteine-peptidases. Inhibitory serpins have a similar 

structural pattern in their main active site region, the Reactive Center Loop (RCL), 

where interactions with target peptidases occur. They are involved in several 

biological processes of cell regulation, such as coagulation, blood pressure control, 

gene suppression, physiological regulation and apoptosis. In plants, studies with 

wheat, barley, rice, pumpkin, tomato, cucumber and Arabidopsis thaliana have been 

reported. However, despite the evident inhibitory potential of these inhibitors, no 

metabolic pathway in plants has been well characterized. Thus, the present study 

aimed to characterize a serpin of Theobroma cacao. The analysis was performed in 

silico and in vitro. The protein termed TcSERPIN had its primary sequence obtained 

from the cacao genome database (cocoaGen DB). Alignments of the protein with 

other homologous sequences of plant and human serpins with Clustal Omega were 

performed, and from these alignments a dendrogram according to Mega 7 was 

generated. The 3D structure of the protein was predicted by homology modeling in 

the Swiss Model, using as template the 3LE2 template of Arabidopsis thaliana. 

Docking analyzes were performed in three steps: with a sodium heparin obtained 

from PubChem; with a Bos taurus trypsin (1S0Q PDB) and a Carica papaya papain 

(1QVZ PDB), both obtained from the PDB database; and two cacao papayas, 

modeled by homology from the model 5EF4 PDB of Ambrosia artemisiifolia and 3QJ3 

PDB of Tenebrio molitor, RD21 and RD19, respectively. The docking analyzes were 

performed with the ClusPro and AutoDock vina programs and the visualization of the 

structures was obtained with the programs Discovery Studio 4.0 and PyMol. In vitro 

analyzes were obtained from expression of a synthetic ORF inserted into the pET-

28a vector and induction into E. coli, Rosetta (DE3) cells. After the purified 

recombinant protein was obtained, analyzes were performed to determine the 

inhibitory capacity of the serpin against the trypsin of Sus scrofa pancreas and the 

papain of the Carica papaya latex, using the BApNA substrate, and capture of cocoa 

leaf proteases with the TcSERPIN immobilized on CNBr-Sepharose resin. Secondary 

structure and thermal stability were analyzed by circular dichroism (CD) 

spectroscopy. The results show that TcSERPIN has 390 amino acid residues. The 
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alignments show that the protein has high conservation of amino acid residues, and 

the dendrogram showed that plant serpins have highly conserved motifs that 

separate them from other organisms. The SDS-PAGE gel profile showed the 

presence of a purified 42.5 kDa protein from the insoluble fraction of the bacterial 

extract. The analysis of the protein spectrum by circular dichroism presented the 

presence of α-sheets, β-sheets and loops. The Unfolding curves of the protein 

showed melting temperature of 56 to 78 ºC at pH 5.4 and 7.0 respectively. Activity 

tests and docking analyzes showed that TcSERPIN has high affinity for heparin and 

chymotrypsin, trypsin and papain proteases. Results on the trapping potential of 

proteases by rTcSERPIN immobilized on CNBr-Sepharose resin were evaluated from 

gelatin-containing zymography gel, where it was observed that TcSERPIN interacts 

with cysteine-like peptidases of the endogenous pathway of T. cocoa. The results 

obtained so far ensure that TcSERPIN is an inhibitory protein and with greater affinity 

for papain type proteases. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Inibidores de proteases do tipo serpinas estão classificados como uma 

superfamília de inibidores que vêm sendo identificados em todos os seres vivos 

(RAWLINGS, et al, 2004). Até aqui, milhares de proteínas referentes à superfamília 

têm sido identificadas, desde mamíferos, vertebrados, invertebrados, plantas, vírus, 

bactérias e archaea (GETTINS & OLSON, 2016). 

Esses inibidores irreversíveis são caracterizados como inibidores de serino-

peptidases, de onde advém o nome “serpin” (Serine proteinase inhibitor) (CARRELL 

& TRAVIS, 1985; GETTINS & OLSON, 2016). 

As serpinas são proteínas peculiares e nos meios celulares variações na sua 

estrutura implicam no seu estado funcional. Em sua conformação nos meios 

celulares seu estado pode alternar entre o nativo, latente, clivado ou polimérico. No 

estado nativo, o RCL (alça do centro de reação) está exposto e pronto para a 

interação com a peptidase-alvo. No estado latente, o RCL encontra-se 

espontaneamente inserido entre as folhas-β A, sendo essa forma instável para as 

serpinas e que inativa sua ação inibitória. No estado clivado, o RCL, após reação 

com a protease, se encontra inserido entre as folhas-β A. No estado polimérico, em 

que, por instabilidades do meio como variações de temperatura, por exemplo, faz 

com que o RCL seja inserido nas folhas-β A de uma outra serpina, o que possibilita 

a formação de aglomerados (IRVING et al., 2000, 2002; GETTINS, 2002; HEIT et al., 

2013). 

O que torna o padrão peculiar das serpinas é o seu modo de inibição. 

Serpinas se comportam como inibidores do substrato suicida (WHISSTOCK & 

BOTTOMLEY, 2006). Em que o loop reativo (RCL) age como substrato para a 

protease. Nesse ponto, o principal sítio ativo da protease reconhece o RCL da 

serpina como um potencial substrato, isso, no entanto, se configura como uma 

armadilha para a enzima. No primeiro momento da interação ocorre a formação de 

intermediário acil-enzima, tal como descrito para um complexo do tipo Michaelis, e 

ocorre a inserção dos resíduos do RCL, onde ocorreu a clivagem, entre as folhas-β 

A da serpina. Esse é um passo crucial para serpinas, pois a inserção do loop precisa 

ser rápido o suficiente para que a peptidase não complete o mecanismo de 

desacilação. Se bem sucedido, o RCL ao adentrar entre as folhas-β A, modifica sua 
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conformação, distorcendo seu sítio ativo e arrasta a protease em 70 Å 

(HUNTINGTON et al., 2000). Como resultado dessa ação, ocorre a formação de um 

complexo estável e ligado covalentemente. Se, no entanto, a ação da serpina não 

for bem sucedida, a protease pode completar o mecanismo de desacilação e ser 

ativada, e a serpina terminar como um substrato, com o RCL clivado (KHAN et al., 

2011; GETTINS, 2002). O RCL, principal sítio ativo das serpinas, está posicionado 

próximo a região carboxi-terminal e é extremamente importante para função inibitória 

desses inibidores. A região em si, possui uma média de 25 resíduos de aminoácidos 

altamente conservados (HOPKINGS et al., 1993; IRVING et al., 2000; GETTINS, 

2002).  

As serpinas mais conhecidas e estudadas são a antitrombina e a1-

antitripsina, que são proteínas regulatórias que controlam a atividade proteolítica de 

serino-proteases da família da quimotripsina e tripsina (SILVERMAN et al., 2001; 

GETTINS et al., 2002). Embora sejam reconhecidas por serem inibidores de serino-

proteases, também são caracterizadas por sua capacidade de inibição a cisteíno-

proteases (OTLEWSKI et al., 2005). Nem todas as serpinas possui capacidade 

inibitória, pois, evolutivamente, algumas serpinas parecem ter perdido essa 

capacidade. Membros como ovoalbumina e maspin, por exemplo, pertencem a essa 

categoria (GETTINS, 2002). 

As serpinas estão envolvidas em diversos mecanismos celulares de 

regulação e homeostase (GETTINS, 2002), e têm sido relacionadas a supressão e 

desenvolvimento tumoral (WHISSTOCK & BIRD, 2017; ROBERTS & HEJGAARD, 

2008), mecanismos apoptóticos (WILLIAMS & DICKMAN, 2008), cascatas de 

coagulação, processos inflamatórios e regulação do sistema do complemento (HEIT 

et al., 2013). 

Nos bancos de dados, estudos com serpinas visando estratégias de 

desordem em humanos são diversos (LAW et al., 2006; CHEN et al., 2015; 

LUENGO-GI  et al., 2016; WHISSTOCK & BIRD, 2017; LUCAS et al., 2018).  No 

entanto, o estudo desses inibidores para melhor conhecimento em plantas, embora 

venha aumentando, ainda não alcança os diversos estudos com serpinas em 

humanos. No banco de dados do PDB, por exemplo, diversas estruturas 

cristalizadas de serpinas de humanos e invertebrados têm sido relatadas contra 

somente uma de plantas, a AtSerpin1 de A. thaliana (LAMPL et al., 2010). 
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Entre os representantes de serpinas de plantas, podemos citar a proteína Z 

da cevada (ROBERTS & HEJGAARD, 2008), a primeira com estudos relacionados à 

expressão, purificação e caracterização (DAHL et al. 1996a; RASMUSSEN et al. 

1996), e, até os dias atuais, permanece como sendo uma das mais estudadas (LI et 

al., 2014). Outros representantes bem estudados também são as serpinas do trigo, 

centeio, aveia, algodão, pepino, tomate, abóbora e Arabidopsis (ROBERTS & 

HEJGAARD, 2008). No entanto, nenhum dos trabalhos esclarece as rotas nas quais 

as serpinas, de fato, estão inseridas na planta (LAMPL et al., 2013). 

Estudos in vitro com AtSerpin1 têm caracterizado essa proteína com 

potencial inibitório contra uma metacaspase 9 (AtMC9) (VERCAMMEN et al., 2006) 

e a metacaspase 1 (AtMC1)  (LEMA ASQUI et al., 2017) e uma papaína, a RD21 

(LAMPL et al., 2010).  Esses trabalhos sugerem que esses inibidores possam estar 

relacionados com vias de defesa da planta (ALVAREZ-ALFAGEME et al., 2011) e, 

provavelmente, morte celular programada (SCHALLER, 2004; LI et al., 2008). Os 

trabalhos mais recentes com a AtMC1  demonstram que a AtSerpin1 possa estar 

envolvida não somente nos processos de defesa e morte celular, mas também em 

processos catalíticos da planta (LEMA ASQUI et al., 2017). 

O desenvolvimento de vias de morte celular programada é fundamental na 

resposta de plantas em mecanismos de estresse e defesa contra patógenos. Num 

contexto mais amplo, os sistemas de defesa do patógeno e do hospedeiro são 

acionados no momento da interação. E, nessa linha de defesa atuam algumas 

cisteíno-proteases (PLCPs) no apoplasto da planta, ou, no citoplasma dos invasores 

(SHINDO & VAN DER HOORN, 2008). 

As PLPCs atuam protegendo a planta da invasão contra patógenos. 

Contudo, a história não é tão simples, porque o invasor também desenvolve 

mecanismos de defesa e ação sintetizando efetores (fungos), outras PLCPs e 

inibidores para vencer a barreira de defesa da planta. Nesse contexto, não somente 

as cisteíno-proteases da planta atuam, mas também cisteíno-proteases dos 

patógenos. Essas interações geram um verdadeiro “campo de batalha”, onde 

proteases e inibidores atuam como atores em seus papéis de defesa e ataque tanto 

da planta como dos seus patógenos nos espaços intercelulares (SHINDO & VAN 

DER HOORN, 2008; HOU et al.,  2018). 

Devido a interação que ocorre entre planta-patógeno com relação a 

proteínas e enzimas envolvidas durante os mecanismos de ataque e defesa 
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(SHINDO & VAN DER HOORN, 2008) estudos moleculares em plantas precisam ser 

dirigidos para o entendimento dessa relação durante a infecção. Sendo assim, o 

presente trabalho está relacionado com enzimas e inibidores de Theobroma cacao. 

Theobroma cacao é planta perene originária da floresta tropical úmida na 

Amazônia (GRIFFITH et al., 2003). O gênero Theobroma pertence à família 

Malvaceae (LORENZI & SOUZA, 2012), e ganhou destaque mundial na economia 

graças ao sabor peculiar advindo de sua amêndoas (JUDD et al., 2009), que são 

amplamente aproveitadas na produção de chocolate, bebidas, geléias,  sucos, 

alguns produtos cosméticos, etc (LORENZI & MATOS, 2002; GESTEIRA et al., 

2007). Contudo, a susceptibilidade do cacau ao ataque de patógenos fúngicos e 

insetos tem afetado a estabilidade da produção em escala mundial. Ataques de 

insetos como Monalonian spp. na América Latina, Conopomorpha cramerella na 

Ásia e besouros do gênero Xyleborus, principal vetor de Ceratocystis cacaofunesta, 

um fungo causador da murcha de Ceratocystis estão entre os exemplos de  pragas 

que assolam o cacaueiro (PLOETZ,  2007). Ainda, entre outros fungos que atacam o 

cacaueiro e causam doenças estão fungos do gênero Moniliophthora, que causam 

injúrias como a monília e a vassoura-de-bruxa (AIME & PHILLIPS-MORA, 2005; 

EVANS et al., 2013). Doenças causadas por esses patógenos podem causar perdas 

de até 20% na produção total das amêndoas (PLOETZ, 2007). 

Devido a susceptibilidade do cacaueiro a patógenos como insetos e fungos, 

é que estudos visando o entendimento das relações entre planta e patógeno têm 

sido desenvolvidos. Nessas relações ocorrem constante acúmulos e degradação de 

proteínas, sejam enzimas, inibidores ou efetores (SHINDO et al., 2008). Informações 

sobre os mecanismos bioquímicos e moleculares implicados durante a interação de 

T. cacao e seus patógenos têm sido necessários na busca de melhorias, visando o 

conhecimento e a busca por respostas (Gesteira et al., 2007; Mondego et al., 2008; 

Argout et al., 2008, Argout et al., 2011; Barbosa et al., 2018). Dessa forma, o 

conhecimento dessas vias no cacau e em seus patógenos durante a interação são 

necessários. Sendo assim, o presente trabalho tem por objetivo caracterizar uma 

serpina de Theobroma cacao, determinar sua função e gerar diretrizes que possam 

ajudar a planta ao combate de patógenos. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

Caracterizar in silico e in vitro uma serpina de Theobroma cacao. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

i. Caracterizar estruturalmente e analisar a interação com possíveis alvos in silico;  

ii. Produzir a proteína por vias heterólogas e analisar a estrutura secundária e 

estabilidade térmica; 

iii. Avaliar a interação da proteína com alvos in vitro.  
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3. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1. Proteases 

 

O termo protease muito utilizado na literatura é sinônimo de peptidase. As 

peptidases pertencentem a classe das hidrolases e são enzimas proteolíticas 

(RAWLING & BARRET, 1999) que causa a hidrólise das ligações peptídicas, uma 

reação em que ocorre a adição de uma molécula de água (LEHNINGER et al., 

2000). 

Desde 1984, a utilização do termo “peptidase” tem sido incentivado pela 

União Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular (UIBBM) e pelo banco de 

dados público do MEROPS para o subgrupo das hidrolases (SANTOS et al., 2016). 

De acordo com a nomenclatura enzimática (http://www.sbcs.qmul.ac.uk/iubmb/), as 

peptidases pertencem à classe enzimática (do inglês, enzyme class – EC) 3 

(hidrolases), subclasse 3.4 (peptidases) (TIPTON, 1992; SANTOS et al., 2016). E, 

de acordo com o MEROPS estão divididas em 62 clãs e 268 famílias, segundo 

evidências evolutivas, similaridades de sequências e estruturas terciárias 

(RAWLINGS et al., 2018). 

As peptidases também são divididas de acordo com as reações que 

catalisam, sendo compreendidas em dois grupos: as exopeptidases, enzimas que 

clivam ligações peptídicas de resíduos de aminoácidos em regiões N-terminais 

(aminopeptidases) ou C-terminais (carboxipeptidases) e as endopeptidases 

(proteinases), enzimas que realizam a clivagem das ligações peptídicas no interior 

da cadeia polipeptídica (RAWLINGS & BARRETT, 1993; SANTOS et al., 2016). 

Além da classificação pelo modo de clivagem na cadeia polipeptídica, essas 

enzimas proteolíticas também são classificadas de acordo com seus mecanismos 

catalíticos relacionados ao seu sítio ativo (RAWLINGS & BARRETT, 1993), as 

relações evolutivas baseadas na sequência primária de seus aminoácidos e sua 

estrutura terciária (SANTOS et al., 2016). E, de acordo com esse critério, levando 

em consideração seus mecanismos catalíticos, as carboxipeptidases e as 

endopetidases estão divididas em sete subclasses: serino, cisteíno, aspartil, metalo 

(RAWLINGS & BARRETT, 1993), treonino (SEEMÜLLER et al, 1995),  glutamato 

(FUJINAGA et al., 2004) e mais recentemente, asparagino (RAWLINGS et al., 2011). 
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As classes conhecidas serina, cisteína, aspartil e metalo podem ser 

caracterizadas da seguinte forma: as peptidases do tipo serino, possui uma serina 

no centro do seu sítio ativo, sendo a serina o principal resíduo de aminoácido 

catalítico; as cisteíno-proteases, um resíduo de cisteína; as aspartil-proteases 

utilizam dois resíduos de ácido aspártico e; as metaloproteases, um íon metálico 

(geralmente zinco) (RAWLINGS & BARRETT, 1993). 

A quinta classe conhecida contempla as treonino-proteases. Antes, essas 

peptidases eram conhecidas apenas por serem componentes do proteassoma, a 

partir de pesquisa descobriu-se que, das 14 subunidades componentes do 

proteassoma, três eram peptidases e possuíam uma treonina em seu sítio ativo, 

próximo a região N-terminal (SEEMULLER et al., 1995). 

As endopeptidases do tipo glutâmico foram encontradas em fungos 

(equilisinas) e corresponde a sexta classe encontrada (FUJINAGA et al., 2004). A 

sétima e última classe localizada até os dias atuais é a das asparagino-proteases, 

com uma asparagina central no seu sítio ativo (RAWLINGS et al., 2011). 

A importância das proteases deve-se ao fato de que elas estão envolvidas 

em vários processos biológicos importantes à célula, como controle, regulação, 

diferenciação e morte celular, e estão presentes em muitas vias de sinalização e 

rotas metabólicas de plantas e animais. Dentre outras funções podem também 

realizar clivagem na cadeia proteolítica de outras enzimas e ativar precursores 

inativos (zimógenos) para que estes possam se tornar ativos e exerçam sua função 

na célula (RYAN, 1990; BERG, LEHNINGER et al., 2000). 

Um outro papel importante que as proteases desempenham na célula, é a 

degradação e reciclagem de proteínas, disponibilizando aminoácidos que podem ser 

reciclados e reutilizados pelo organismo. Um excelente exemplo desse mecanismo a 

ser citado, está no processo digestório, onde as proteínas ingeridas na alimentação 

são degradadas em pequenos peptídeos e aminoácidos, e, assim, são absorvidas 

pelo organismo. Enzimas como a pepsina, tripsina e a quimotripsina, exercem essa 

função de quebra das proteínas e são fundamentais durante os processos de 

digestão e absorção. De maneira geral, reações que envolvem proteases são 

importantes não somente na quebra de outras proteínas, mas também para a 

regulação de muitas enzimas e proteínas (BERG, TYMOCKZO E STRYER, 2008). 
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3.2. Mecanismo catalítico das proteases 

 

A função catalítica que envolve as proteases, de maneira geral, está 

baseada em um mecanismo de ação por meio de uma tríade catalítica. Uma região 

conservada que possui três resíduos de aminoácidos que interagem entre si. Nessa 

interação um resíduo central realiza um ataque nucleofílico a uma região específica 

do substrato, e essa interação é suportada pela estabilidade de ligações de 

hidrogênio entre os três resíduos da tríade. Seguindo o exemplo do mecanismo da 

quimotripsina, uma serino-protease, que possui na sua região de sítio ativo os 

seguintes aminoácidos compondo a tríade: serina (Ser), aspartato (Asp) e histidina 

(His). Nesse mecanismo de interação, a tríade é suportada pela serina 195 ligada 

por interações de hidrogênio com o anel imidazólico da histidina 57, sendo que o 

grupamento NH do anel imidazólico está ligado também ao carboxilato do aspartato 

102. A serina central da tríade é altamente reativa e realiza um ataque nucleofílico 

levando a clivagem das proteínas. Essa interação ocorre mediante uma hidrólise 

que, geralmente, acontece em duas etapas: acilação e desacilação (LEHNINGER et 

al., 2000; KRAUT, 1977; BULLER & TOWNSEND, 2013). 

Durante a fase de acilação, o oxigênio da serina 195 realiza um ataque 

nucleofílico ao carbono da carbonila da ligação peptídica formando um estado de 

interação tetraédrico instável com quatro átomos ligados ao carbono carbonílico. O 

tetraedro formado é instável e possui uma carga negativa no átomo de oxigênio 

derivado da carbonila, nesse passo, a histidina 57 ligada por ligações de hidrogênio 

com a serina 195, age como uma base geral e retira um próton da serina, e o 

aspartato 102 carregado negativamente, estabiliza a carga positiva em torno da 

histidina. No passo seguinte, o intermediário tetraédrico colapsa e dá origem a uma 

acil-enzima. Nessa fase, a histidina 57, pode atuar como um doador de prótons para 

a amina derivada da clivagem da ligação peptídica que está livre para sair da 

enzima, completando a fase de acilação (LEHNINGER et al., 2000; KRAUT, 1977). 

Durante a fase de desacilação a ligação éster formada na etapa anterior é 

hidrolisada e ocorre a regeneração da enzima. Nessa etapa, uma molécula de água 

entra e toma o lugar que antes era ocupado pela amina do substrato. Nesse passo, 

a histidina 57 funciona como um aceptor de prótons e retira um próton da molécula 

de água, o que leva novamente ao estado de transição tetraédrico, que, 

posteriormente, colapsa em um ácido carboxílico e a reação termina com a ativação 
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da enzima livre e substrato clivado (LEHNINGER et al., 2000; KRAUT, 1977). A 

velocidade em que as etapas de acilação e desacilação ocorrem depende da 

variação em relação ao substrato utilizado em cada reação (BULLER & 

TOWNSEND, 2013). 

O mecanismo relatado anteriormente tem por base reações catalíticas de 

proteases do tipo serina. No entanto, ainda que as trajetórias das reações possua 

diferença na posição dos átomos, nos mecanismos de transferência de prótons dos 

resíduos envolvidos e na composição do tipo da tríade envolvida, todas as 

peptidases convergiram evolutivamente para reações que ocorrem a partir de uma 

fenda (buraco do oxiânion). A estereoquímica da catálise dessas enzimas são 

extremamente conservadas em todas as peptidases, e, embora os grupos dos sítio 

ativos das proteases exijam diferentes geometrias de transferência de prótons, a 

depender do tipo de protease, o mecanismo de ligação ao substrato permanece 

conservado (BULLER & TOWNSEND, 2013). 

 

3.3. Inibidores protéicos de proteases  

 

Devido a importância das proteases nos mecanismos celulares, estas 

moléculas precisam ser reguladas, pois uma peptidase fora de controle dentro da 

célula pode causar doenças, e, até mesmo a morte. Uma maneira de regulação 

celular são as formas inativas (zimógenos) dessas peptidases, outra maneira é por 

intermédio dos inibidores (RYAN, 1990). 

De modo geral, os inibidores possuem a capacidade de inibir a ação de 

outras enzimas, e isso faz dessas proteínas ferramentas fundamentais no controle e 

regulação de diversos mecanismos celulares e de defesa da célula (HAQ et al., 

2004).  

No banco de dados do MEROPS são encontradas informações relevantes 

sobre os vários inibidores de peptidases e suas respectivas classificações. Esses 

inibidores podem ser classificados como protéicos, sendo assim divididos em 

famílias e clãs de acordo com a sequência primária dos seus resíduos de 

aminoácidos e estrutura tridimensional; ou, ainda, como pequenas moléculas, 

importantes como reagentes e drogas em diversas pesquisas. Nesse último caso, no 

entanto, não há uma classificação específica, mas um índice separado é fornecido 

sobre eles (RAWLINGS et al., 2018). 
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De maneira geral, o banco de dados dispõe de informações importantes 

sobre os inibidores protéicos, tais como nome, estrutura química, proteases-alvo, 

mecanismos inibitórios, histórico, referências bibliográficas, alinhamentos das 

sequências, árvore filogenética e a classe à qual pertencem, entre outras 

informações (SANTOS et al., 2016; RAWLINGS et al., 2018). Da mesma maneira 

que as peptidases, esses inibidores estão organizados em famílias e clãs. Até 2015, 

a tabela do MEROPS apresentava uma divisão em 39 clãs e 79 famílias. 

Atualmente, uma nova divisão apresenta um aumento para 82 famílias de inibidores, 

todas seguidas por uma letra e um número que as identificam, e o tipo de inibição 

correspondente (RAWLINGS et al., 2018).  

Devido a importância que as peptidases têm em diversos processos 

celulares de regulação, o controle dessas enzimas se faz necessário (CRAIK et al, 

2011). Sendo assim, o controle dessas peptidases mediante a uma inibição seletiva 

tem se tornado importante frente a diversas pesquisas visando o conhecimento e o 

tratamento de diversos processos inflamatórios, imunológicos e respiratórios, alguns 

tipos de infecções, além de doenças cardiovasculares e degenerativas como a 

doença de Alzheimer, por exemplo, que atualmente está em fase de testes clínicos 

com compostos inibitórios da β-secretase (do inglês beta-amyloid-converting enzyme 

– BACE) (SANTOS et al., 2016).  

Aproveitando-se do potencial biotecnológico desses inibidores muito têm 

sido os esforços para o conhecimento dessas proteínas no controle de proteases 

desreguladas relacionadas com diversas doenças, tais como asma, artrite 

reumatóide, trombose e algumas doenças inflamatórias (ABBENANTE & FAIRLIE, 

2005).  

Os mecanismos inibitórios podem ocorrer de três formas: por interações do 

tipo canônica, não canônica e de serpinas (KROWARSCH et al., 2003). No tipo de 

interação canônica, o inibidor interage com sítio ativo da enzima de maneira 

semelhante ao que ocorre com a enzima e o substrato, levando a formação de um 

complexo bastante estável e de difícil dissociação, é uma inibição do tipo 

competitiva. Já no tipo de interação não canônica, o inibidor interage com porções N 

ou C-terminais da enzima e não há competição com o substrato. Os inibidores do 

tipo serpinas, no entanto, reagem com a enzima de maneira similar a interação 

canônica. Porém, nesse tipo de interação, diferente da canônica, a ligação é instável 

(LOEBERMANN et al., 1984), o que leva a clivagem da alça (RCL) da serpina e 
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deslocamento da protease-alvo a um ângulo de 70Â. Sendo que, na etapa final da 

reação, a protease estará presa a serpina por meio de uma ligação covalente, 

irreversível (GETTINS, 2002).  

 

3.3.1. Serpinas  

 

As serpinas são uma superfamília de inibidores de peptidases encontrada 

em todos os seres vivos e até mesmo em vírus, com exceção do reino fungi. 

(RAWLINGS, et al, 2004). O nome da superfamília se deve ao fato de sua inibição, 

primeiramente, ter sido reconhecida nas serino-proteases, do qual derivou o nome 

atualmente conhecido como serpinas (Serine Protease Inhibitor) (HUNT & 

DAYHOFF, 1980). 

Entre os primeiros e mais bem estudados representantes dessa superfamília 

estão a antitrombina, α1-antitripsina e ovoalbumina em humanos. Desde o início dos 

estudos com essas proteínas, foi observado que esse grupo de inibidores possuía 

sequências conservadas em determinadas regiões, principalmente numa região de 

loop específico por onde ocorriam as interações com suas proteases-alvo. A 

estrutura tridimensional dessas proteínas demonstra-se extremamente conservadas 

e semelhantes em todas as espécies (GETTINS, 2002). 

O MEROPS posiciona as serpinas no clã ID, família I4 que contém os 

inibidores do tipo serino- e cisteíno-proteases (RAWLINGS et al., 2018). Estão 

divididas em 16 clados, indo de A a P e são organizados da seguinte maneira: A 

(inibidor de protease α-1), B (ovoalbumina intracelulares), D (cofator de heparina II), 

E (nexina), F (α-1-antiplasmina), G (inibidores de C1), H (HSP41), I (neuroserpina), J 

(serpinas do caranguejo ferradura), K (serpinas de insetos), L (serpinas de 

nemátodos), M (serpinas de Schistosoma), N (serpinas do vírus SPI1-2/CrmA-like), 

O (serpinas do vírus SPI3) e P (serpinas de plantas) (IRVING et al., 2000; 

SILVERMAN et al., 2001). 

Essas proteínas são caracterizadas por serem inibidores irreversíveis de 

serino-proteases pertencentes à família da tripsina e quimotripsina e cisteíno-

proteases (OTLEWSKI et al., 2005). Nem todas as serpinas tem capacidade 

inibitória, pois, aparentemente, algumas dessas serpinas, como a ovoalbumina, por 

exemplo, parecem ter perdido sua capacidade inibitória no decorrer do histórico 

evolutivo. De maneira geral, são proteínas versáteis e atuam em diversos 
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mecanismos celulares desde o transporte de hormônios; como chaperona; proteínas 

de choque-térmico; armazenamento (ovoalbumina) (GETTINS, 2000; RUSSO, 

2006); na supressão de genes tumorais (Maspin) (ROBERTS & HEJGAARD, 2008) 

e em outros mecanismos relacionados a controle, regulação e apoptose celular 

(WILLIAMS & DICKMAN, 2008). Estão também presentes no controle de vias 

proteolíticas intra e extracelular. Entre outros exemplos a serem citados estão a 

antitrombina, uma serpina encontrada no plasma humano, que age no controle da 

coagulação sanguínea e o inibidor C1 que controla a ativação do complemento 

(ELLIOTT et al., 1998; HUNTINGTON et al., 2000). Outra serpina humana, α1-

antitripsina está relacionada a processos inflamatórios e supressão de genes 

tumorais (RAWLINGS et a., 2004), sendo esse último, semelhante a Maspin, com 

relação aos processos de supressão a desenvolvimento tumorais (ROBERTS & 

HEJGAARD, 2008). Outra representante, a serpina B6 de humanos, possui potencial 

inibitório frente a catepsina G (componente de grânulos azurófilos), sendo, então, 

relacionada à regulação do sistema imunológico (HEIT et al., 2013). 

Ainda, muitas serpinas têm demonstrado real importância em diversos estudos, 

dentre alguns podemos citar representantes como a Maspin, uma serpina humana 

que está relacionada na supressão e desenvolvimento da metástase em células 

cancerígenas da mama e próstata (DZINIC et al., 2017); serp-1, do vírus Myxoma do 

coelho, contra doenças arteriais coronarianas, já em fase de testes clínicos (CHEN 

et al., 2013, 2015); uma serpina de arroz transgênico, para estudos relacionados ao 

controle da pressão arterial (YANG et al., 2006); e AtSerpin1 de Arabidhopsis 

thaliana como potencial inibidor de proteases do sistema digestivo de insetos 

(ALVAREZ-ALFAGEME et al., 2011), entre outros. 

  

3.3.1.1. Mecanismos estruturais funcionais das serpinas 

  

Em sua estrutura, serpinas demonstram um padrão geral de conservação 

estrutural, sendo constituídas por 3 feixes de folhas β (5 filamentos s A, 6 filamentos 

s B e 4 filamentos s C), entre 7 a 9 α-hélices (hA-hI) e uma alça do centro de reação 

(RCL – do inglês, reactive centre loop) (HOPKINGS, et al., 1993; IRVING et al., 

2000). O destaque deve ser dado a esse último, o RCL, pois é o principal sítio ativo 

do inibidor, e é o local onde ocorre a interação entre a serpina e a protease. 
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O RCL possui em média 25 resíduos de aminoácidos e apresentam um 

padrão de conservação desses resíduos muito importante para a atuação de sua 

atividade inibitória (OTLEWSKI et al., 2005; GETTINS, 2000). 

Em sua configuração estrutural, o RCL possui determinadas regiões que são 

fundamentais para a sua estabilização, entre elas estão: a “hinge region” (região de 

dobradiça) localizada, em média, entre a posição P15 a P9, com 6 resíduos de 

aminoácidos em média, e que é importante para que haja maior mobilidade desses 

inibidores entre as mudanças conformacionais sofridas no momento da interação 

com a protease; a “breach region”, local onde o RCL é inserido após a clivagem 

resultante de sua interação com a enzima-alvo; a região “shutter domain”, que ao 

lado da região “breach”, facilita a abertura das folhas-β para que a região de 

dobradiça do RCL possa ser inserida entre as folhas-β; e a região “gate”, 

fundamental durante a inserção do RCL dentro das folhas-β (IRVING et al., 2000; 

GETTINS, 2002) (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Estrutura de AtSerpin1 de Arabidopsis thaliana mostrando partes conservadas de uma 
serpina. A estrutura foi resolvida por cristalografia e difração de raio-X (LAMPL et al., 2010). 

 

Os mecanismos inibitórios próprios das serpinas envolvem mudanças 

conformacionais importantes em sua estrutura para que haja sucesso na inibição da 

protease-alvo. De maneira similar ao que ocorre entre as proteases e o substrato, a 

protease-alvo interage entre a posição P1 e P1’ do RCL. Essa interação leva a 

formação de um complexo não covalente do tipo-Michaels, e assim como ocorre 



25 

com o substrato, a alça do centro de reação é clivada levando a formação de um 

estado de transição tetraédrico. A catálise segue até a formação do último 

intermediário acil-enzima, e, a partir daí, dois caminhos podem ser seguidos, no 

primeiro, o intermediário acil-enzima é hidrolisado e a serpina é liberada com o RCL 

clivado e a enzima livre para outra catálise. E no segundo caminho, o RCL após a 

clivagem é inserido dentro da folha-β s A, levando a formação de um filamento extra, 

o que gera uma mudança conformacional no interior da serpina e o deslocamento da 

protease da região de interação do RCL para o lado oposto (em torno de 70Â) da 

serpina, levando a formação de um complexo covalente e inibindo irreversivelmente 

a protease (Figura 2) (GETTINGS, 2002). 

 

 

Figura 2. Estruturas das serpinas: a, α-1 AT nativa (PDB 1QLP ); b, ATIII latente (PDB 2ANT); c, α-
1 AT clivado (7API PDB); d, complexo de Michaelis entre Serpin 1 (Alaserpin de Manduca sexta) e 
tripsina (PDB 1I99); e, complexo covalente entre α-1 AT e tripsina (PDB 1ezx) (SILVERMAN et al., 
2001). 

 

 

3.3.2. Serpinas e a afinidade com pentassacarídeos 

 

Além da versatilidade de ligação a diversas proteases, seja do tipo serina ou 

cisteína, as serpinas também tem a incrível capacidade de se ligar a outros ligantes 

não-protéicos. Um exemplo disso é a afinidade entre serpinas e heparina.  

Entre as serpinas com afinidade à heparina pode-se citar a antitrombina, o 

cofator II de heparina, o inibidor da proteína C, o inibidor do ativador do 

plasminogênio-1, nexin-1 e kallistati (PATSTON et al., 2004). Dentre esses, o 

representante mais conhecido por ter uma enorme afinidade com a heparina é a 
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antitrombina. Esse inibidor é muito presente no sangue e regula a ação de 

proteinases que participam das cascatas de coagulação sanguínea, porém, sua 

ação inibitória se dá de maneira muito lenta quando este não está complexado com 

a heparina. A interação da antitrombina com ligantes do tipo heparina ou sulfato de 

heparina fazem com que a ação inibitória da antitrombina seja potencializada e esta 

se torne uma proteína inibitória com maior velocidade nas taxas de inibição, onde há 

relatos desse aumento em até 50 vezes (VAN BOVEN & LANE, 1997). Um fato 

interessante é que, a presença de sulfato de heparina na superfície das células 

endoteliais dos vasos sanguíneos parecem ativar a antitrombina presente no meio 

sanguíneo, isso pode explicar o porquê desses vasos terem potencial anti-

trombótico (OLSON et al., 2010).  

A heparina é um polissacarídeo com peso molecular entre 3000 a 30000 Da. 

Não somente possui a capacidade de ativar determinadas proteínas como alguns 

grupos de serpinas, mas também está muito presente na base de medicamentos de 

origem farmacêutica, pois tem capacidade de prevenir a TVP (Trombose Venosa 

Profunda) em pacientes com alto risco trombótico após algumas cirurgias, 

portadores de neoplasias ou sepse. Também é muito utilizada em procedimentos 

cirúrgicos mais delicados e pode favorecer o tratamento de casos trombóticos mais 

severos (HAMERSCHLAK et al., 1996). 

Os detalhes de como ocorre a interação entre serpina/heparina foram 

possíveis por meio de estudos com as estruturas cristalografadas em raio-x tanto da 

antitrombina livre como a forma complexada com a heparina (CARRELL et al., 1994; 

JIN et al., 1997). Aparentemente, três regiões da antitrombina são importantes nessa 

interação: a extremidade N-terminal da hélice A, toda a hélice D e a região N-

terminal do loop. Nessas regiões, resíduos com potencial positivos como a Lys11, 

Arg13, Arg46, Arg47, Lys114, Lys125 e Arg129 interagem por ligações de hidrogênio 

com os grupos sulfato e carboxilato carregados negativamente na heparina (OLSON 

et al., 2010). 

Tanto a heparina como o sulfato de heparina ativam o potencial inibitório da 

antitrombina por aumentar sua afinidade ao alvo. Os glicosaminoglicanos como a 

heparina podem ativar o aumento da interação entre inibidor/protease por fazer uma 

ligação que une tanto a serpina quanto a proteinase, promovendo a formação de um 

complexo ternário (OLSON & BJÖRK, 1991). Essa ativação do pentassacarídeo 

possibilita uma reatividade maior da antitrombina pelos fatores Xa e IXa, e também 
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da trombina (OLSON et al., 2010; GETTINS & OLSON, 2016) (Figura 3). 

Aparentemente o local onde ocorre a ligação entre o pentassacarídeo e a serpina 

faz com que a região N-terminal e a hélice A sofram reorientações que aumentam o 

local de ligação, indo da hélice D e se estendendo por toda a estrutura da serpina 

(WHISSTOCK et al., 2000). A extensão da hélice D encurta a separação entre a 

protease e a serpina, e, diversas mudanças conformacionais nas hélices da serpina 

parecem levar a um aumento da afinidade e, consequentemente, maior rapidez nas 

taxas inibitórias (OLSON et al., 2010).  

No entanto, ainda não há relatos de que serpinas vegetais possam interagir 

com proteases, de modo facilitado, pela formação de complexo ternário com algum 

outro polissacarídeo existente na planta.  

 

 

 
Figura 3. Representação da formação do complexo ternário de Michaelis do pentassacarídeo 
de heparina com a antitrombina: Imagem à direita (1TB6 PDB); e com fator Xa à esquerda (2GD4 
PDB) (OLSON et al., 2010).  

 

 

3.3.3. Serpinas de plantas 

 

Em humanos, o estudo com serpinas tem sido extensivamente explorado, e 

muitas serpinas de humanos têm sido caracterizadas como potentes inibidores, tais 
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como antitripsina envolvida em respostas inflamatórias (LAW et al., 2006), a 

antitrombina e o co-fator de heparina II envolvidas em cascatas de coagulação e 

fibrinólise, a Maspin na supressão de tumores, o inibidor C1, relacionado a 

componentes do complemento (C1r e C1s), entre outras (GETTINGS, 2004). Já em 

plantas, os estudos com essas serpinas datam desde os anos 70, mas somente nas 

últimas duas décadas, trabalhos têm sido realizados visando à compreensão dos 

mecanismos de funcionamento (ROBERTS & HEJGAARD, 2008). 

Aparentemente, a primeira serpina de plantas que teve sua sequência 

elucidada foi uma serpina de cevada, a “proteína Z”, no final da década de 70. 

Devido a esse fato, no banco de dados público, muitas serpinas aparecem 

acompanhadas por uma letra “Z” para designar a similaridade com a primeira 

serpina de planta identificada, “proteína Z” da cevada (ROBERTS & HEJGAARD, 

2008). A designação Zx muitas vezes observada nos bancos de dados tem por base 

a comparação da homologia de algumas serpinas de plantas na região do RCL 

(ROBERTS & HEJGAARD, 2008). 

As serpinas identificadas em cevada e trigo estão entre as primeiras 

serpinas recombinantes de plantas expressas e purificadas (DAHL et al. 1996a; 

RASMUSSEN et al. 1996). O grupo com maior número de estudos, aparentemente, 

é o das monocotiledôneas cevada, trigo, centeio e aveia (HEJGAARD, 1976; 

ROBERTS & HEJGAARD, 2008). Outras plantas também estudadas têm sido o 

algodão, o pepino, o tomate, a abóbora e Arabidopsis (ROBERTS & HEJGAARD, 

2008). 

Entre alguns estudos realizados com serpinas em plantas, podemos citar a 

expressão de cinco serpinas no trigo com potencial inibitório contra diversas 

proteases (OSTERGAARD et al., 2000) e o estudo com duas serpinas da cevada 

cuja capacidade inibitória frente a tripsina, quimotripsina e catepsina G foi 

demonstrada, sugerindo função regulatória dentro da planta (DAHL et al., 1996a). 

No entanto, uma dessas proteínas da cevada, a BSZx, demonstrou ter potencial 

biotecnológico para proteases humanas ao interagir com alguns fatores de 

coagulação e formar complexos estáveis com a calcicreína plasmática, o fator 

VIIa/STF, o fator Xa e com a trombina. O estudo, ainda mostrou que a BSZx atingiu 

taxas de inibição semelhantes a da antitrombina III de humanos, de forma 

independente de heparina (DAHL et al., 1996b).  
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Em Arabidopsis thaliana, Vercammen e colaboradores (2006) identificaram 

uma serpina (AtSerpin1) como um inibidor em potencial da metacaspase 9 (AtMC9), 

cuja função ainda não foi elucidada (VERCAMMEN et al., 2006). Posteriormente, 

Lampl e colaboradores (2010) cristalografaram AtSerpin1 de Arabidopsis, sendo que 

esta é a primeira e única serpina de planta com estrutura cristal até o momento. 

Testes in vitro de AtSerpin1, ainda no mesmo trabalho, avaliaram seu potencial 

inibitório contra uma cisteíno-protease (RD21) que pode estar relacionada em vias 

de estresse e morte celular da planta. E, em conclusão, os pesquisadores 

constataram a existência de interação in vitro de AtSerpin1 e a RD21 (LAMPL et al., 

2010). Outros estudos potenciais com AtSerpin1 também vêm demonstrando que 

esta serpina tem potencial inibitório também frente a proteases do sistema digestivo 

de insetos (ALVAREZ-ALFAGEME et al., 2011). 

Em se tratando de sua localização nos organismos, não há um consenso até 

o momento. Alguns estudos apontam a presença de serpinas no cloroplasto do arroz 

(TANAKA et al. 2004), no floema da abóbora (YOO et al., 2000), em sementes de 

maçã e cevada (ROBERTS & HEJGAARD, 2008), Arabidopsis (AtSerpin1) com 

expressão diferencial em raízes, folhas e flores, além da confirmação de sua 

presença no apoplasto (LAMPL et al., 2010; VERCAMMEN et al., 2006).  

De modo geral, não há clareza das vias das serpinas em plantas, e, embora 

estas tenham demonstrado inibição potente e irreversível de proteases in vitro, 

perguntas sobre sua atuação dentro dos organismos vegetais não parecem claras. 

O que se sabe, até o momento, é que serpinas de plantas possuem capacidade 

inibitória frente a proteases do tipo serina e/ou cisteína, no entanto, outros estudos 

devem ser realizados e explorados para uma caracterização segura da via desses 

inibidores nos vegetais. 

 

3.4.  Serpinas em vias de morte celular programada 

 

Patógenos como fungos, por exemplo, secretam efetores no apoplasto e no 

citoplasma da planta para driblar a linha de defesa imposta (TORUÑO et al., 2016). 

O parasita ao invadir os tecidos da planta busca desestruturar o mecanismo de 

defesa do hospedeiro e degradar sua linha de defesa, por meio de enzimas e 

inibidores. Durante essa interação é travada uma “batalha”, onde proteínas e 

enzimas são constantemente degradadas tanto pelo patógeno como pelo 
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hospedeiro. Entre as linhas de defesa da planta e do patógeno destacam-se as 

cisteíno-proteases do tipo papaína (PLCPs) e diversos inibidores que atuam nessa 

interação (SHINDO et al., 2008). 

Estudos sobre morte celular programada têm sido realizados visando 

compreender as interações que ocorrem quando um patógeno infecta a planta ou 

quando essa é submetida a estresse severo. O que se sabe é que determinadas 

proteases desempenham um papel fundamental na resposta de defesa. Porém, 

ainda não são compreendidos muito bem os mecanismos envolvidos. Nesse 

aspecto, o estudo de inibidores, como as serpinas, por exemplo, têm sido implicados 

como reguladores que restringem a atividade de determinadas proteases que podem 

estar relacionadas a essas vias (LAMPL et al., 2013). 

Estudos com AtSerpin1, por exemplo, têm sido desenvolvidos numa 

tentativa de entender a função das serpinas em plantas e seu possível papel nos 

mecanismos associados à morte celular programada em contexto de estresse 

severo ou invasão por patógenos (VERCAMMEN et al., 2006; LAMPL et al., 2010, 

2013). Em 2010, e, posteriormente, em 2013, Lampl e colaboradores demonstraram 

que uma serpina de Arabidopsis thaliana possui a capacidade de inibir uma protease 

do tipo papaína, a RD21, durante o mecanismo de morte celular programada. Eles 

demonstraram que plantas sem AtSerpin1 foram mais comprometidas pela ação dos 

fungos Botrytis cinerea e Sclerotina sclerotiorum nos mecanismos de morte celular 

programada do que em plantas que superexpressavam a proteína (LAMPL et al., 

2013).  

Ainda outro estudo envolvendo a proteína, AtSerpin1, demonstrou que esta 

pode estar relacionada em vias de morte celular programada e estresse da planta 

por inibir, in vitro, uma metacaspase 9 (AtMC9) (VERCAMMEN et al., 2006), e, mais 

recentemente, estudos in vivo, mostraram potencial da proteína contra uma 

metacaspase 1 (AtMC9), sendo que ambas as enzimas têm sido relacionadas em 

vias de morte celular da planta (LEMA ASQUI et al., 2017). No arroz, uma outra 

serpina homóloga à AtSerpin1 demonstrou regular negativamente a morte celular 

em processos de condições estressantes para a planta (BHATTACHARJEE et al. 

2015).  

Além de AtSerpin1 outras duas serpinas também encontradas em 

Arabidopsis, a AtSRP2 e AtSRP3, demonstraram estar envolvidas em processos de 

regulação de crescimento da planta na presença de agentes alquilantes do DNA 



31 

(AHN et al. 2009). E, posteriormente, um estudo com outras duas serpinas de 

Arabidopsis, demonstrou que mutantes nocaute dos genes (Atsrp4 e Atsrp5) que 

codificam para as serpinas AtSRP4 e AtSRP5 demonstraram aumento na morte 

celular induzida por resposta a radiação ultra violeta, quando em comparação com 

plantas do controle expressando essas proteínas normalmente. No estudo em 

questão, eles perceberam que a presença dessas serpinas reduziam a morte celular 

programada (BHATTACHARJEE et al. 2017). Essse dados em conjunto corroboram 

para o fato que essas serpinas, embora não tenham seus mecanismos tatalmente 

elucidados, possam ter papel fundamental na regulação de enzimas e proteínas 

relacionadas a morte celular programada e infecção causado por patógenos. 

 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Análises in silico da sequência primária de TcSERPIN 

 

A sequência completa dos resíduos de aminoácidos de TcSERPIN foi obtida 

a partir de busca no banco de dados do NCBI e confirmado no banco de dados do 

genoma do cacau, o CocoaGen DB (http://cocoagendb.cirad.fr/) (ARGOUT et al., 

2007), segundo o número de acesso Tc08v2_p001150.1. 

Predições referente à localização subcelular foram realizadas segundo 

TargetP (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) (EMANUELSSON et al, 2007) e 

PSORT (NAKAI & HORTON, 1999). Outras análises referentes a modificações pós 

traducionais foram realizadas com os programas SignalP 4.0 Server 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-4.0/) (PETERSEN et al, 2011) para 

verificação da presença de peptídeo sinal; NetPhos 2.0 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos-2.0/) para identificar sítios putativos de 

fosforilação (Ser/Thr/Tyr) (BLOM et al, 1999); NetNGlyc 1.0 Server 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) (GUPTA et al., 2004) para  supostos 

locais de N-glicosilação e NetAcet 1.0 Server 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetAcet-1.0/) (KIEMER et al.,2004) para identificar 

sítios de acetilação. 
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As análises de massa molecular (mW) e ponto isoelétrico (pI) foram obtidas 

a partir da plataforma Expasy (http://web.expasy.org/compute_pi/) (GASTEIGER et 

al, 2005). 

A partir da sequência primária dos resíduos de aminoácidos de TcSERPIN 

foi realizado BLAST (ALTSCHUL et al, 1997) no National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), para seleção de 

sequências homólogas de serpinas de plantas e outros organismos. Outras análises 

de alinhamento das estruturas tridimensionais foram realizadas também com o 

software COFATOR Server (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/COFACTOR/) 

(ZHANG et al., 2017). 

As sequências selecionadas foram submetidas a múltiplos alinhamentos por 

meio da plataforma Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para 

análise de regiões de domínios e sítio ativo conservados. A partir dos alinhamentos 

foi gerado um dendrograma, visando análise filogenética das sequências primárias 

das proteínas selecionadas, segundo o programa MEGA 7, utilizando o método de 

Neighbor-Joining, com 1000 BootStraps. Para a construção do dendrograma, 

somente as sequências completas foram consideradas. 

 

4.2. Modelagem por homologia de TcSERPIN e as cisteíno-proteases do cacau  

 

A predição das estruturas tridimensionais (3D) de TcSERPIN e das cisteíno-

proteases de Theombroma cacao, a RD19 (Tc02v2_p006310.1) e a RD21 

(Tc02v2_p008580.1) selecionadas para o docking, foram realizadas com base na 

homologia da proteína por similaridade do modelo-alvo, utilizando o servidor Swiss–

Model online (https://swissmodel.expasy.org/interactive) (ARNOLD et al., 2006). 

 A modelagem de TcSERPIN foi realizada utilizando como molde a estrutura 

cristalografada de AtSerpin1 de Arabidopsis thaliana (Código PDB: 3LE2). As 

modelagens das duas cisteíno-proteases do cacau, a RD19 e RD21, cujas 

sequências primárias foram obtidas a partir do banco de dados do genoma do cacau 

(CocoaGenDB), foram realizadas segundo os moldes cristalografados de uma 

Cathepsina L de Tenebrio molitor (Código PDB: 3QJ3) e uma cisteíno-protease 

alergênica do pólen de Ambrosia artemisiifolia (Código PDB: 5EF4), 

respectivamente. 
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Todas as estruturas geradas ainda foram alinhadas utilizando os softwares 

TM-align (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/) (ZHANG & SKOLNICK, 

2005) e PyMOL para avaliar as similaridades entre as estruturas 3D geradas e seus 

respectivos moldes. As estruturas tridimensionais das cisteíno-proteases foram 

ainda preparadas para a realização do docking, retirando o domínio pró-inibitório, 

segundo o software Discovery Studio 4.0. 

 A qualidade estereoquímica dos modelos obtidos foi avaliada utilizando os 

programas Procheck (LASKOWSKI et al., 1993) e Anolea (MELO & FEYTMANS, 

1998) (http://swissmodel.expasy.org/workspace/). A visualização de todos os 

modelos gerados procedeu segundo os programas PyMol (The PyMOL Molecular 

Graphics System, Versão 1.5.0.4 Schrödinger, LLC.) e Discovery Studio 4.0.  

 

4.3. Expressão e purificação de TcSERPIN recombinante 

 

O clone recombinante foi obtido por meio da empresa GENONE, sendo que 

o gene sintético foi clonado em pET28a nos sítios de restrição NcoI e XhoI. A 

estratégia de clonagem do gene sintético utilizando a enzima NcoI possibilitou a 

exclusão da His-tag o que gerou uma proteína recombinante sem cauda de 

histidina.  

A transformação bacteriana foi obtida a partir da estirpe de Escherichia coli 

Rosetta (DE3) para absorção e incorporação do plasmídeo recombinante. Após a 

transformação, a estirpe bacteriana de E. coli Rosetta (DE3) com o plasmídeo 

recombinante foi cultivada em meio LB (Luria-Bertani) e incubada a 37 °C sob 

agitação de 180 rpm até atingir a densidade ótica (OD) 600, aproximadamente, entre 

0,7 e 1,0 m de ABS. A indução da proteína recombinante foi obtida por adição de 

0,4 µmol.L-1 de IPTG (Isopropil beta-D-tiogalactosídeo) durante 4 horas a 37 °C.  

A cultura de células induzida foi submetida a centrifugação de 14.000 rpm e 

o precipitado bacteriano gerado foi ressuspendido em tampão de lise contendo 

lisozima 50 μg ml-1por 20 min. Após ressuspensão, o extrato total bacteriano foi 

submetido ao aparelho ultrassônico (pGEX 30)  por 10 segundos contínuos e com 

intervalos de 25 segundos em repouso no gelo, com 70%  de amplitude, para total 

ruptura das membranas e paredes celular. Após a lise, o material bacteriano foi 

centrifugado à rotação de 14.000 rpm, 4 °C por 20 minutos.  
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A proteína foi purificada a partir da fração insolúvel do extrato bacteriano, o 

sobrenadante foi descartado e o precipitado resultante foi submetido a diversas 

lavagens em tampão de lise contendo lisozima, nas mesmas concentrações citadas 

anteriormente, e, submetido ao ultrassonicador em cada lavagem. Após um total de 

5 lavagens, o precipitado bacteriano foi ressuspendido em 20 mmol L-1 de Tris HCL 

pH 7 e uréia 6 mol L-1, contendo 5% de glicerol. Após a lise em ultrassonicador, o 

material bacteriano foi submetido à centrifugação a 14.000 rpm e o sobrenadante 

submetido à diálise gradual para remoção da uréia e re-enovelamento da proteína. 

As análises para comprovação da expressão e purificação da rTcSERPIN foi 

realizado em gel SDS PAGE e corado com 0,01 % de Coomassie blue G-250. 

 

4.4. Análise de Dicroísmo Circular (CD) 

 

A análise de espectropolarímetro J-815 (JASCO) da proteína recombinante 

(TcSERPIN) em Dicroísmo Circular (CD), foi realizada na concentração de 0.15 μg 

μL-1 da proteína em tampão Tris HCL (10 mmol L-1, pH 7,0). 

Para identificar a presença de conformações secundárias, a proteína foi 

condicionada em cubetas de quartzo de 1 mm e a varredura dos espectros da 

proteína foi obtida a partir da variação da absorvância entre 190-240 m. Os dados 

foram coletados com velocidade de varredura de 50 m min-1 e em intervalos de 0.5 

m, com uma média de 6 varreduras a cada leitura, utilizando o software Spectra 

Measurement (Jasco). O percentual da estrutura secundária baseada no espectro de 

CD foi calculada a partir do software K2D3 (http://cbdm-01.zdv.uni-

mainz.de/~andrade/k2d3/) (LOUIS-JEUNE et al., 2012). 

A influência do pH associado a variação da temperatura também foi avaliada 

segundo unfoding (desnaturação por variação de 25-95 ºC) e refolding (re-

enovelamento da proteína por variação de 95-25º C). A análise de desenovelamento 

e re-enovelamento de rTcSERPIN foi caracterizada medindo as alterações da 

estrutura secundária da proteína em 217 m em pH 7,0 e 214 m em pH 5,4. Todas 

as análises de unfoding e refolding foram realizadas em triplicatas e a média dos 

sinais das triplicatas foram utilizadas para análise da estrutura secundária sob 

variação do pH e temperatura. 
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4.5. Ensaio da atividade inibitória de rTcSERPIN contra tripsina de Sus 

scrofa e papaína de Carica papaya 

 

Para a análise das atividades inibitórias de rTcSERPIN contra a papaína de 

Carica papaya e a tripsina de Sus scrofa utilizou-se o substrato cromogênico BApNA 

(1,2 mmol L-1) (cloridrato de N-benzoil-D, L-arginina 4-nitroanilida), sendo a atividade 

da tripsina realizada segundo as adaptações de Sabotic et al (2012), em tampão 

Tris-HCL (50 mmol L-1) e CaCl2 (20 mmol L-1), pH 7,4. Para a papaína a realização 

da atividade inibitória seguiu de acordo com as adaptações de Pirovani et al (2010), 

em tampão fosfato (50 mmol L-1, pH 6,0) com adição de 2-mercaptoetanol (10 mmol 

L-1) e EDTA (2 mmol L-1).  

Ambas as reações foram pré-incubadas por 10 minutos em 30 oC contendo 

concentrações variadas do inibidor de 0,039; 0,047; 0,055; 0,063; 0,071 μg μL-1 para 

a reação com a tripsina e 0,059; 0,071; 0,083; 0,095; 0,107 μg μL-1 para a reação 

com a papaína. Sendo que, em cada reação, foram aplicadas 10 μL-1  das enzimas 

em concentrações fixas de 2,5 μg μL-1 para a tripsina e 50 μg μL-1 para a papaína 

crua do látex. Como controle para as duas reações foram utilizadas as respectivas 

enzimas juntamente com o substrato, sem a presença do inibidor. Após o tempo de 

incubação das enzimas com rTcSERPIN nos tratamentos contendo o inibidor, foi 

adicionado o substrato BApNA e realizada a leitura.  

A reações foram monitoradas por 1 hora em temperatura de 30 oC, com 

intervalos de 5 minutos, a 410 ƞm, em leitor de microplacas VersaMax (Tunable 

Molecular Devices, Silicon Valley, CA, EUA). A média das absorvâncias da atividade 

inibitória de rTcSERPIN foi registrada a partir de cálculos em Excel, sendo que a 

porcentagem de 100 % da atividade residual da tripsina e da papaína foram 

determinadas a partir das leituras do controle (sem inibidor).  

 

4.6. Análise de biologia de sistemas 

 

Para ampliar o conhecimento da relação de TcSERPIN com possíveis alvos 

endógenos foi gerada uma rede de interação utilizando como base o banco de 

dados de AtSerpin1 de Arabidopsis thaliana. Os dados para confecção da rede 

foram gerados segundo o banco de dados STRING 9.05 (http: // string-db.org). E os 
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resultados obtidos foram analisados segundo o software Cytoscape versão 2.8.3 

[43].  

Os padrões para a construção levou em consideração mais de 50 

interações, nível de significância de 0,6 e adição de nós até que uma rede saturada 

fosse obtida. O plugin MCODE foi usado para agrupar as proteínas que tiveram 

maiores relações entre si, a partir do maior percentual de interação entre elas. O 

plugin BiNGO foi utilizado para analisar os processos biológicos, os quais foram 

observados na rede em geral. Por fim, somente o cluster mais significativo foi 

escolhido para a análise. 

 

4.7. Docking molecular  

 

4.7.1. Docking entre TcSERPIN e as serino- e cisteíno-proteases 

 

Para a realização do acoplamento (docking) entre os modelos 3D de 

TcSERPIN (receptor) e as moléculas-alvo (ligantes) foram selecionadas três 

estruturas cristalografadas, duas serino-proteases do pâncreas de Bos taurus, a α-

quimotripsina e a α-tripsina (Código PDB: 1YPH e 1S0Q, respectivamente) e uma 

cisteíno-protease, a papaína de Carica papaya (Código PDB: 1CVZ). Também foram 

selecionadas duas cisteíno-proteases de T. cacao, a RD19 e RD21 modeladas por 

homologia com a papaína de Tenebrio molitor (Código PDB: 3QJ3) e Ambrosia 

artemisiifolia (Código PDB: 5EF4), respectivamente. O acoplamento do inibidor e 

das proteases-alvo foram obtidas por meio do software ClusPro 2.0 

(http://cluspro.bu.edu/), um programa de ancoragem de proteínas (KOZAKOV et al., 

2017).  

As análises dos acoplamentos levou em consideração estimativa de níveis 

de energia (van der Walls, forças eletrostáticas e hidrofóbicas), o tamanho de cada 

cluster gerado pelo programa e interações presentes no sítio ativo das proteínas 

envolvidas. Finalmente, o melhor modelo do complexo Receptor-Ligante foi 

selecionado e analisado utilizando os programas PyMol e Discovery Studio 4.0. 
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4.7.2. Docking entre TcSERPIN e a heparina de sódio 

 

O docking entre TcSERPIN (receptor) e a heparina (ligante) foi realizado 

para avaliar a possibilidade de ocorrência de ligação entre a serpina do cacau e o 

pentassacarídeo. Para isso, foi usado como base regiões de afinidade de proteínas 

homólogas da superfamília das serpinas que possuem afinidade com esse ligante, 

como o Cofator de Heparina II e a Antitrombina.  

A heparina foi obtida no PubChem database 

(http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). A estrutura em 3D desse composto foi obtida por 

meio do programa Marvin, copiada em Similies e salvo em formato Mol 2. O receptor 

e o ligante foram preparados por meio do software AutoDockTools 1.5.6 (SANNER 

et al., 1996) e o ajuste da caixa (grid Box) ao sítio ativo da proteína foi configurada 

manualmente seguindo as recomendações do manual do software (SANNER et al., 

1996; TROTT & OLSON, 1996). As moléculas foram salvas em formato pdbqt e o 

AutoDock Vina foi utilizado para executar Docking Scoring do complexo formado 

pelo receptor–ligante (TROTT & OLSON, 2010). Os cálculos de docking foram 

analisados visando obtenção dos valores de energia (Kcal/Mol) de afinidade para 

cada conformação receptor-ligante. O programa PyMol foi utilizado para avaliação 

do complexo mais adequado segundo as análises de energia de afinidade e sítio 

ativo da proteína receptora. A conformação com melhor encaixe e valor de energia 

livre foram selecionadas. As imagens finais dos complexos e o mapa 2D foi gerado 

utilizando o programa Discovery Studio 4.0. 

 

4.8. Extração de proteínas nativas totais das folhas de T. cacao 

 

A extração de proteínas nativas totais das folhas de Theobroma cacao da 

variedade Scavina 6 foi realizada utilizando 1g de material vegetal macerado e 

ressuspendido em 5 mL de Tampão de Extração (Tris-HCl 10 mmol L-1 pH 7,5, Triton 

X-100 1 %). As amostras foram agitadas em vórtex por 10 min, sonicadas (8 pulsos 

de 3 s, com intervalos de 10 s, amplitude 70%) e centrifugadas (5000 rpm por 20 

min, 4 oC).  

O precipitado resultante da etapa anterior foi submetido a uma segunda 

extração. Ao sobrenadante obtido foram adicionados 0,4 volumes de tert-Butanol; 

1/10 de NaAc, 3 mol L-1, pH 4,5. Posteriormente, as amostras foram mantidas em 
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gelo por 30 minutos, sendo agitadas a cada 10 minutos em vórtex e centrifugadas a 

5000 rpm por 10 min, 4 ºC. As amostras contendo proteínas totais foram estocadas 

em 4 ºC para posterior captura por sepharose ativada com CNBr acoplada com a 

serpina recombinante. 

 

4.9. Armadilha da protease por CNBr-Sepharose 

 

Para montagem do sistema de captura da protease-alvo foi necessário 

realizar o acoplamento de TcSERPIN recombinante a SepharoseTM 4 Fast Flow 

ativada por CNBr (GE Healthcare) seguindo as instruções do fabricante. A partir do 

acoplamento do inibidor foi realizada a captura da protease-alvo. O extrato de folhas 

de T. cacao foi incubado com a resina contendo o inibidor acoplado por 40 minutos 

em temperatura ambiente, sob leve agitação, na presença de tampão de atividade 

(tampão fosfato de potássio, 50 mmol L-1, pH 6,0). Após a captura das proteases 

presentes no extrato da folha, a resina foi lavada 3 vezes com tampão de atividade 

contendo NaCl 0,5 mmol L-1. As proteases que, possivelmente, interagiram com o 

inibidor (TcSERPIN) foram eluídas com 50 μL-1 de glicina, 50 mmol L-1, pH 2,9, por 5 

minutos, alternando para volume igual de Tris-base de 10 mmol L-1, para equilíbrio, 

até um volume total de 200 μL-1. Entre cada etapa, a resina foi recuperada por 

centrifugação (3000 rpm, por 30s, temperatura 4 ºC). Os passos mediante a captura 

das proteínas foram realizados segundo adaptações de Pirovani et al (2010). 

As proteases capturadas foram analisadas para avaliação da atividade da 

protease através de um ensaio qualitativo. O ensaio da avaliação da atividade foi 

possível através de análise em gel de SDS-PAGE. Após a migração das proteínas, 

os géis foram lavados em Triton X-100, à temperatura ambiente, por 30 min para 

remoção do SDS. Posteriormente, o gel foi recoberto com poliacrilamida a 7,5 % de 

gel de gelatina a 0,1% na presença de tampão de atividade da protease em 

temperatura de 37 ºC por 48 h (MICHAUD et al., 1996; PIROVANI et al., 2002, 

2010). Após o tempo de incubação, os géis foram então corados com 0,01 % de 

Coomassie blue G-250. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Análise in silico da sequência primária de TcSERPIN 

 

O gene que codifica para a sequência correspondente da proteína 

TcSERPIN (Tc08v2_p001150.1) de Theobroma cacao encontrado no CocoaGen DB 

está localizado no cromossomo 8, e codifica uma proteína com massa estimada de 

42,5 kDa e pI putativo de 5.88. As análises das modificações pós-traducionais 

revelaram 21 sítios possíveis de fosforilação e dois sítios de glicosilação (Figura 4). 

As análises in silico não revelaram presença de peptídeo sinal, porém, dados de 

predição e alinhamento com sequências homólogas realizadas segundo o 

COFATOR Server demonstraram que outras proteínas da família possam ser 

encontradas no apoplasto. Outros dados da literatura também reforçam essa 

possibilidade (LAMPL et al., 2010; VERCAMMEN et al., 2006). 

 

5.2. Alinhamento de TcSERPIN e sequências homólogas 

 

O alinhamento entre TcSERPIN e outras serpinas homólogas obtidas a partir 

do banco de dados do NCBI por meio de BLSTp demonstrou conservação dos 

resíduos da região do RCL, onde é possível visualizar a presença típica de uma 

glicina na posição P15, comum a todas as serpinas, seguidas pela presença de 

treonina/serina em P14, glutamato em P13 seguidos de alta conservação de 

alaninas de P9 a P12, presentes em quase todas as serpinas inibitórias, sublinhado 

no alinhamento (Figura 4). Esse padrão é observado na serpina inibitória de 

humanos (Serpin B6) bem como nas três serpinas inibitórias de plantas (TcSERPIN 

de Theobroma cacao, BSZx de Hordeum vulgare e AtSerpin1 de Arabidopsis 

thaliana). A exceção desse padrão, no entanto, é da única serpina não-inibitória de 

humanos, Maspin.  

Maspin possui uma glicina na posição 14 e não possui uma sequência 

contínua de alaninas a partir de P12 (Figura 4), situação comum em serpinas que 

não possuem a capacidade inibitória (HOPKINGS et al., 1993; IRVING et al., 2000). 

As três serpinas de plantas, como observado no alinhamento, possuem alta 
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conservação de resíduos do RCL e apresentam motivo conservado existente 

somente em plantas (Figura 4). 

 

 
 
Figura 4: Alinhamento de TcSERPIN e outras sequências homólogas: Em destaque a região do 
RCL das cinco serpinas: TcSERPIN de Theobroma cacao, AtSerpin1 de Arabidopsis thaliana, BSZx 
de Hordeum vulgare, SerpinB6 e Maspin de Homo sapiens; em amarelo e verde, os sítios de 
fosforilação e glicosilação de TcSERPIN, respectivamente; em azul, regiões de motivo conservado 
nas cinco serpinas; em rosa, motivo conservado somente em serpinas de plantas; em cinza, regiões 
conservadas somente nas serpinas inibitórias. Sublinhado, o RCL. 

 
 

Ainda para avaliar a relação de homologia e identidade das sequências 

primárias de serpinas de plantas e outros organismos, foi gerado um dendrograma, 

onde é possível visualizar uma separação distinta entre as serpinas de plantas com 

outros organismos, como mamíferos, insetos, alguns microrganismos e certos vírus 

(Figura 5). 
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Figura 5. Dendrograma do alinhamento de TcSERPIN com sequências homólogas: As 
marcações em vermelho mostram exclusivamente serpinas de plantas, incluindo TcSERPIN. 

 
 

Observando atentamente a região do RCL das serpinas de plantas 

selecionadas no dendrograma verifica-se o padrão de conservação dessas serpinas 

dentro do clã, com a presença de uma glicina na região P15 (hinge region) e uma 
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treonina em P14 em todas as serpinas do alinhamento, seguidas de glutamato ou 

lisina (P13) e uma sequência significativa de alaninas de P9 - P12 em quase todas 

as serpinas mostradas no alinhamento. A análise de outros resíduos de aminoácidos 

próximos à região do RCL até a região C-Terminal mostra uma região de 

conservação dos resíduos apresentados e de extensa homologia (Figura 6). 

 

Figura 6. Alinhamento do RCL de serpinas de plantas mostradas no dendrograma: As 
marcações em azul mostram resíduos de aminoácidos conservados em todas as serpinas; em cinza, 
regiões de extensa homologia entre as serpinas, da região do RCL em direção a região C-Terminal; 
em retângulo, região de motivo exclusiva de Arabidopisis thaliana; em amarelo, possíveis regiões de 
clivagem do RCL. Em destaque TcSERPIN (vermelho) e o RCL de todas as serpinas do alinhamento 
de P15 - P4’. 

 

 

5.3. Modelagem 

 

A modelagem de TcSERPIN foi realizada segundo o software Swiss Model 

online, utilizando como molde a estrutura cristalografada em raio-X de AtSerpin1 de 

Arabidopsis thaliana (3LE2 PDB) em seu estado nativo estressado, o que viabilizou 

a obtenção do modelo 3D com 67,78 % de identidade e 99 % de cobertura (Figura 

7a).  
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Figura 7: Estrutura tridimensional de TcSERPIN a partir do molde AtSerpin1 de Arabidopisis 
thaliana (Código PDB: 3LE2): Em a, TcSERPIN, mostrando em destaque regiões conservadas 
importantes para o mecanismo de inibição; Em b, gráfico de Ramachandram validando o modelo 
tridimensional.  

 

A modelagem das estruturas das proteases-alvo de Theobroma cacao tendo 

como molde uma Cathepsina L de Tenebrio molitor (Código PDB: 3QJ3) obteve 38 

% de identidade e 80 % de cobertura para RD19 (Figura 8a) e uma cisteíno-protease 

alergênica do pólen de Ambrosia artemisiifolia (Código PDB: 5EF4) com 45,5 % de 

identidade e 69 % de cobertura para RD21 (Figura 8b). 

A validação dos modelos gerados de TcSERPIN (Figura 7b) e das cisteíno-

proteases (Figura 8c, d, e) de T. cacao usando o software do Procheck, mostrou um 

diagrama de Ramachandram com 100 % dos resíduos de aminoácidos em regiões 

energeticamente favoráveis, indicando que os modelos 3D são energeticamente 

adequados.  
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Figura 8. Estrutura tridimensional das cisteíno proteases do cacau: Em a, RD19 segundo molde 
de uma Cathepsina L de Tenebrio molitor (Código PDB: 3QJ3); em b, RD21 segundo molde de 
cisteíno-protease alergênica do pólen de Ambrosia artemisiifolia (Código PDB: 5EF4); em c e d, 
gráfico de Ramachandram de RD19 e RD21, respectivamente, mostrando que os modelos são 
energeticamente favoráveis; em e, valores dos resíduos de aminoácidos dos gráficos apresentados 

em cada região. 
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5.4. Expressão e purificação de TcSERPIN recombinante 

 

A análise de TcSERPIN recombinante expressa em Escherichia coli, Rosetta 

DE3, por tempo de indução de 4 horas, em 37º C e 0,4 µmol L-1 de IPTG, revelou 

uma banda de aproximadamente 42,5 kDa em gel SDS-PAGE. A banda 

correspondente à TcSERPIN acumula em maior proporção na fração insolúvel, 

embora uma pequena quantidade seja mostrada na fração solúvel.  

A proteína recombinante sem cauda de histidina foi purificada a partir da 

fração insolúvel, seguindo uma estratégia desenvolvida a partir de lavagens com 

tampão de lise, sonicação e centrifugações contínuas para eliminação da maior 

parte dos contaminantes, o que possibilitou grande rendimento da proteína 

rTcSERPIN (Figura 9). 

 

Figura 9: Expressão e purificação de TcSERPIN recombinante: Linha 1 (M), marcador; linha 2, 
pET28a (controle negativo); linha 3, pET28a contendo gene TcSERPIN sem indução por IPTG 
(controle negativo); linha 4, 5 e 6, análise da expressão de TcSERPIN representando o extrato total, 
fração solúvel e fração insolúvel do extrato bacteriano após adição por IPTG com 4 hs de indução 
(controle positivo); linha 7, TcSERPIN recombinante purificada a partir da fração insolúvel. 

 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
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5.5. Análise da estrutura secundária de TcSERPIN em Dicroísmo Circular 

(CD) 

 

As análises dos espectros de TcSERPIN em pH 7.0 no CD mostraram que a 

proteína possui uma variação entre folhas alphas e betas, sendo que o menor pico (-

19.7 mdeg) ocorreu em torno de 216 m a 25 ºC. A análise do percentual da 

estrutura secundária segundo o software K2D3 demonstrou que a proteína 

recombinante possui 45 % de α-hélice e 14 % de folhas-β (Figura 10). 

 

 

 
 
Figura 10. Avaliação dos espectros da estrutura secundária de TcSERPIN: Linha verde e azul do 
gráfico, mostram a proteína recombinante em tampão Tris HCL 10 mmol L

-1
 em 25 e 95 ºC, 

respectivamente; linha vermelha, somente o tampão Tris HCL 10 mmol L
-1

 em 25 ºC (controle). 

 

As análises mediante a variação de temperatura e pH da proteína 

recombinante, tanto do desenovelamento (Unfolding) como no re-enovelamento 

(Refolding) demonstrou que TcSERPIN não suporta grandes variações de 

temperatura e não re-enovela quando submetida ao resfriamento, o que significa 

que a proteína não retorna a sua conformação inicial. No entanto, a proteína 

demonstrou variação do TM quando submetida a variação de temperatura em pH 

5.4 e pH 7.0.  A variação de temperatura em pH 5.4 leva a uma perda de sinal da 

proteína após 37º C, quando que, em pH 7.0 a perda de sinal ocorre após 66º C 

(Figura 11).  
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Figura 11. Unfolding e Refolding de TcSERPIN em pH 7.0 e 5.4: Linha preta, pH 7.0; linha 
vermelha, pH 5.4. No eixo X a variação da temperatura; No eixo Y, o percentual de estrutura da 
proteína recombinante. 

 

 

5.6. Análise da atividade inibitória de rTcSERPIN contra tripsina suína e a  

papaína de Carica papaya in vitro 

 

A rTcSERPIN demonstrou atividade inibitória frente a tripsina suína (Sus 

scrofa) e a papaína do mamão (Carica papaya). Nas análises que se seguiram, tanto 

contra tripsina como a papaína, rTcSERPIN foi incubada individualmente em 

concentrações variadas com cada protease por 10 minutos antes da adição do 

substrato cromogênico (BApNA). 

A proteína recombinante mostrou atividade inibitória de até 54,6 % contra a 

papaína (Figura 12a) e 27,85% contra a tripsina (Figura 12b). A medida que houve 

aumento da concentração do inibidor, ocorreu redução da atividade das proteases, 

sendo que, o maior percentual inibitório do inibidor foi alcançado nas concentrações 

de 0,1 e 0,07 μg μL-1, respectivamente. 
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Figura 12: Teste de atividade de rTcSERPIN contra papaína do mamão e tripsina suína: Em a e 
b, avaliação do percentual de inibição de rTcSERPIN contra papaína e a tripsina; o eixo X mostra as 
concentrações do inibidor em μg μL

-1
; o eixo Y, percentual de inibição após 30 minutos de interação 

entre o inibidor e a protease. 
 

 

5.7. Análise in silico da interação de TcSERPIN com proteases do tipo serino 

e cisteíno  

 

O acoplamento entre TcSERPIN e as estruturas cristalografadas da α-

quimotripsina e α-tripsina bovinas (1S0Q PDB) e a papaína do mamão (1CVZ PDB) 

resultou em 10 conformações possíveis, sendo, no entanto, escolhidas aquelas mais 

favoráveis, segundo estimativas dos níveis de energia e o tamanho de cada cluster, 

bem como os locais de sítio ativos das proteínas envolvidas. 

Todas as interações ocorreram em locais esperados de sítio ativo das 

proteases envolvidas e de TcSERPIN, mas com uma pequena variação do sítio de 

clivagem do inibidor (Figura 13).  

O modelo de acoplamento de TcSERPIN com a quimotripsina (Figura 13 a, 

b) e tripsina (Figura 13 c, d) mostra interações no sítio ativo tanto da protease como 

da serpina. Durante a interação com a quimotripsina é possível visualizar uma serina 

195 interagindo com uma arginina 350 (região de P1 segundo o alinhamento e 

possível região de clivagem do RCL) da serpina. No entanto, a interação da tripsina 

com a serpina mostra a serina 195 interagindo com uma leucina 353 (região P3’ de 

TcSERPIN). Outras interações como a presença da tríade catalítica tanto da 
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quimotripsina (SER 195, HIS 57 e ASP 102) como da tripsina (SER 836, HIS 699 e 

ASP 743) também são visíveis durante a interação (Figura 13b, d).  

A interação de TcSERPIN com a papaína do mamão, no entanto, ocorreu 

entre uma valina na posição 346 (região P5 de TcSERPIN) e a cisteína 25 da 

papaína (Figura 13e, f), onde, ao invés, da presença de uma arginina 350, é possível 

observar uma interação entre a valina 346 da serpina e a cisteína 25 da protease, o 

que pode significar uma variação do sítio de clivagem do inibidor. A arginina 350, 

porém, também pode ser vista na imagem interagindo com uma serina 21 e uma 

cisteína 22 da papaína. Também é possível visualizar a presença da tríade catalítica 

da papaína (CYS 25, HIS 159 e ASN 175) (Figura 13f). 
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Figura 13. Docking entre TcSERPIN e as serino- e cisteíno-proteases: Em a, c, o acoplamento 
entre TcSERPIN com a α-quimotripsina e a α-tripsina (Bos taurus), respectivamente; em e, o 
acoplamento entre TcSERPIN e a papaína (Carica papaya); b, d, f, mostram o destaque das regiões 
de sítio ativo da serpina com as proteases (quimotripsina, tripsina e papaína). As moléculas em verde 
representam o ligante (as proteases) e em vermelho, o receptor (a serpina). 

 

 

5.8. Rede de interação da TcSERPIN 

 

A análise da rede de interação retornou três clusters. Uma análise detalhada 

relacionada com cada cluster objetivou selecionar somente o cluster 1, com melhor 

pontuação e valor estatístico que estava diretamente relacionada à serpina e as 

proteases.  

O cluster 1 retornou com proteases envolvidas em processos proteolíticos e 

de estresse, relacionados a dessecação. Com base nesse cluster, e de sugestões 

da literatura (LAMPL et al., 2010) duas proteases candidatas, a RD19 e a RD21, 

relacionadas a processos de dessecação e morte celular programada foram 

selecionadas para a análise de docking de TcSERPIN e das cisteíno-proteases do 

cacau (Figura 14). 
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Figura 14. Cluster 1 mostrando as principais proteínas das vias relacionadas a TcSERPIN: As 
cores em amarelo mostram as proteínas com os melhores valores  estatísticos e maior relação. 

 

 

5.9. Análise in silico da interação de TcSERPIN com cisteíno-proteases de 

Theobroma cacao 

 

Com base em informações da literatura (LAMPL et al., 2010) e a partir de 

análises de rede de interação de TcSERPIN baseados em sua homóloga, AtSerpin1 

de Arabidopsis thaliana foi selecionado duas papaínas de Theobroma cacao, a 

RD19 (Cod.:Tc02v2_p006310.1) e a RD21 (Cod.:Tc02v2_p008580.1) no banco de 

dados online do CocoaGenDB. 

Após as modelagens, as papaínas foram preparadas retirando o sítio pró-

inibitório, um trecho longo de resíduos de aminoácidos que recobre o sítio ativo da 

protease, e, ao qual, sem a devida remoção impede a ação da papaína (BETON et 

al., 2012). 
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Os sítios de interação de TcSERPIN e as duas papaínas de T. cacao 

variaram entre a alanina 344 (região P7) e valina 346 (região P5) da serpina e as 

cisteínas do sítio ativo das peptidases, RD19 (Figura 15a, b) e RD21 (Figura 15c, d), 

respectivamente. Como pode ser visto na imagem, o acoplamento entre TcSERPIN 

e a RD21 apresentou resultado semelhante ao da papaína cristalografada de Carica 

papaya, em que as interações do tipo ligações de hidrogênio ocorreram entre a 

região P5 da serpina e a cisteína 25 do sítio catalítico da papaína (Figura 13e, f). As 

interações pertinentes ao sítio catalítico podem ser conferidas na imagem (Figura 

15b, d). 

 

 

Figura 15. Docking entre a TcSERPIN e as papaínas RD19 e RD21 de T. cacao: Em a, o 
acoplamento entre TcSERPIN e RD19; em c, o acoplamento de TcSERPIN e RD21; em b e d, o 
destaque das regiões de sítio ativo da serpina e das proteases (RD19 e RD21, respectivamente). As 
moléculas em verde representam o ligante (as proteases) e em vermelho, o receptor (a serpina). 
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5.10. Análise da interação da heparina de sódio com TcSERPIN em sítios 

similares da Antitrombina-III 

 

As análises de docking de TcSERPIN (receptor) e a heparina (ligante) levou 

em consideração o sítio de ligação na hélice D, característico de inibidores como a 

Antitrombina e o Cofator de heparina II.  

A heparina de sódio (Código: 22833565) de peso molecular de 1039.8 g mol-

1 foi selecionada por meio do banco de dados do PubChem. A avaliação da 

interação entre a serpina e a heparina demonstrou que esse ligante possui afinidade 

com a serpina do cacau em várias regiões. No entanto, foi selecionado somente as 

regiões que possuíam menor energia de afinidade (-7,0 - 6,0) e sítios de ligação à 

heparina semelhante ao da Antitrombina. Devido ao fato de que a heparina obtida 

possuía baixo peso molecular, foi analisado três regiões de ligação entre a hélice D 

e o RCL, como proposto para serpinas com afinidade à heparina. As três regiões de 

ligação foram favoráveis em níveis de energia de ligação (energia mais negativa) e 

sítio ativo da proteína (Figura 16).  
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Figura 16. Docking entre TcSERPIN e a heparina de sódio (PubChem: 22833565) em três 
regiões diferentes: Em a, d, g, as diferentes regiões de ligação da proteína (em verde); em b, e, h, a 
região de cada ligação ampliada e mostrando as respectivas energias de ligação; em c, f, i, o mapa 
2D de cada região de acoplamento, onde, o verde representa as ligações do tipo hidrogênio e 
amarelo e rosa, as ligações do tipo Pi. 

 

 

5.11. Busca de alvo da rTcSERPIN em extrato de folhas do cacau 

 

Para avaliar se o sistema de captura de proteases preparado com 

rTcSERPIN aprisionada a resina CNBr Sepharose interage com protease do extrato 

de folhas do cacau, uma análise em eletroforese em gel de zimograma foi realizada. 

Como resultado, a imagem do gel mostra um halo vertical claro ao lado do controle 
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positivo, a papaína de Carica papaya (16000 ɳg). É importante ressaltar que o gel de 

cobertura em gelatina foi confeccionado com tampão específico para papaína, 

contendo tampão fosfato, β-mercaptoetanol e EDTA. A visualização de um halo claro 

e contínuo ao longo do gel, demonstra que, possivelmente, mais de um tipo de 

protease da folha de T. cacao interagiu com rTcSERPIN (Figura 17). 

 

 

Figura 17. Análise em zimograma atividade de protease capturada de extratos de folhas de T. 
cacao com TcSERPIN imobilizada em resina CNBr-Sepharose: Linha 1, 16.000 ng de papaína de 
Carica papaya (controle positivo); linha 2, proteases capturadas por rTcSERPIN. 
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6. DISCUSSÃO 

 

As análises in silico apresentaram uma proteína com 42,5 kDa, confirmada 

por análise de SDS-PAGE (Figura 9) após purificação. De maneira geral, serpinas 

são proteínas com tamanho médio, cujo peso varia em torno de 40 a 60 kDa graças 

a extensões das regiões N- e/ou C-terminais associados a elevados níveis de 

glicosilação (GETTINGS, 2002).  

Entre as modificações pós-traducionais, a ausência de peptídeo sinal nas 

análises in silico surpreende, já que dados da literatura sobre serpinas de plantas, 

revelaram, em estudos in vitro, a presença de serpinas no apoplasto e em outros 

órgãos vegetais (LAMPL et al., 2010; VERCAMMEN et al., 2006), o que corrobora 

para o fato de que estes inibidores são secretados para outras rotas. A possível 

presença de TcSERPIN no espaço intercelular poderá ser confirmada por meio de 

captura utilizando proteases imobilizadas contra o fluido apoplástico, conforme 

método de extração de Pirovani et al (2008). 

A análise da estrutura tridimensional de TcSERPIN (Figura 7) mostrou que a 

proteína possui 3 feixes de folhas-β, 9 α-hélices e a região do RCL conservada, 

demonstrada nos alinhamentos. Esse padrão estrutural típico da superfamília 

serpinas são fundamentais para sua estabilidade e a realização da atividade 

inibitória (STEIN & CARRELL, 1995; SILVERMAN et al., 2001). O RCL, principal sítio 

ativo das serpinas é responsável pela interação com a protease-alvo. Sua 

conservação estrutural é típico das serpinas inibitórias e possui em média 24 

resíduos de aminoácidos (Figuras 4 e 5) (GETTINS, 2002; ZHANG et al., 2017), 

próximos as folhas-β A, local onde o RCL clivado será inserido após interação com a 

protease alvo (GETTINS, 2002; IRVING et al., 2000).  

O tamanho do RCL pode influenciar nas taxa inibição das serpinas. A 

antitrombina, por exemplo, necessita de três resíduos a mais que a α1–antitripsina 

para conseguir a inserção do RCL no feixe de folhas-β, já a serpina de Manduca 

sexta com dois resíduos a menos que α1-antitripsina não consegue a inserção do 

RCL entre as folhas-βA (IRVING et al., 2000). Isso significa que o tamanho do RCL é 

um fator importante nos processos inibitórios das serpinas, já que é necessário 

haver uma inserção rápida do trecho do RCL clivado entre o feixe de folhas-βA para 

aprisionar a protease em uma ligação covalente com a serpina. 
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Outro fator importante para o sucesso da inserção do RCL entre as folhas-β 

está relacionado com a natureza dos resíduos presentes no principal sítio ativo do 

RCL (a região mais próxima à ocorrência da clivagem). Como observado nos dois 

alinhamentos (Figuras 4 e 6), as serpinas inibitórias mantém seu padrão estrutural 

de conservação desde a glicina na posição 15 (região de dobradiça, “a ringe region”) 

à sequência de alaninas de p12~P9 (SILVERMAN et al., 2001; GETTINGS, 2002), 

esse ponto é crucial para o sucesso da ligação covalente exibido pelas serpinas e 

suas proteases cognatas. Serpinas que exibem um padrão diferente do descrito 

alteram seu potencial inibitório e perde a capacidade inibitória, tal como Maspin, 

mostrada no alinhamento (IRVING et al., 2000; GETTINS, 2002). A serpina do 

cacau, TcSERPIN, exibe a região de sítio ativo do RCL “VNEEGTEAAA” (LAMPL et 

al 2010) (Figura 4) conservada, como descrita em Arabidopisis. Mutações nessa 

região, principalmente entre os resíduos P10 a P14 podem afetar a capacidade 

inibitória das serpinas (STEIN & CARRELL, 1995; CHEN et al., 2000).  

Com base nos alinhamentos mostrados entre TcSERPIN e outras serpinas 

fica comprovado que o inibidor possui o sítio de clivagem conservado. A 

comparação de TcSERPIN com as duas serpinas de plantas como AtSerpin1 de A. 

thaliana (LAMPL et al., 2010; VERCAMMEN et al., 2006) e a BSZx de H. vulgare 

(DAHL et al., 1996a, b), mostra que TcSERPIN possui similaridade em relação ao  

sítio de clivagem com suas homólogas. A principal região desse sítio P1 – P1’(ARG 

– GLY), local onde pode ocorrer a clivagem do RCL pela protease (CHEN et al., 

2000) é idêntico ao de A. thaliana. O P1 da H. vulgare também é uma arginina, no 

entanto, a variação de P1’ nessa serpina é uma serina fazendo o par ARG/SER. 

O RCL da maioria das serpinas em plantas exibe na região P1 uma arginina 

(Figura 6). Esse resíduo de aminoácido está presente em 79 % das serpinas do 

alinhamento. A região subsequente ao resíduo P1, o P1’ variou entre SER/GLY/ALA 

em todas as sequências. A conservação desses resíduos de aminoácidos na região 

do RCL, em plantas, dá a essas serpinas um padrão exclusivo presente somente em 

vegetais, quando comparado a outros organismos demonstrados no dendrograma 

(Figura 5). A análise desse dendrograma entre serpinas de plantas, humanos, 

insetos, termófilos, vírus e alguns vertebrados, apresentou uma distinta separação 

do clado p (clado de plantas) em relação aos outros grupos. Uma análise 

filogenética realizada por Irving e colaboradores (2000) já demonstrava que, 

evolutivamente, em algum momento da história, ocorreu uma divergência entre 
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serpinas ancestrais com posterior separação do clado p, relacionadas a sua 

estrutura e função. Esses dados sugerem que as serpinas devem ter aparecido no 

percurso histórico antes da diferenciação dos seres, ou seja, desde os primórdios da 

evolução (IRVING et al., 2000). 

A análise filogenética também ganha suporte quando analisamos a Figura 4. 

Na comparação entre as serpinas de Homo sapiens com as três serpinas de plantas, 

é possível observar um padrão de conservação específico de vegetais, relacionados 

a manutenção de determinados resíduos de aminoácidos exclusivamente em 

plantas. Em 2010, Lampl e colaboradores chama a atenção para a manutenção de 

padrões de motivos conservados (Y XX G X D X R XF) e que são exclusivos em 

vegetais (LAMPL et  al., 2010). 

Os resultados de atividade de TcSERPIN in vitro demonstram que a proteína 

mantém sua  atividade inibitória (Figura 12), embora tenha sido renaturada durante a 

diálise. O maior percentual inibitório de TcSERPIN foi obtido contra a papaína do 

mamão, com 54,6% em comparação aos 27,8% da tripsina suína.  Aparentemente, o 

potencial inibitório de TcSERPIN, apesar de baixo, mostra que a proteína se 

manteve ativa após o re-enovelamento (Refolding). É preciso considerar também 

que a tripsina e a papaína utilizadas nos experimentos não são endógenas do cacau 

ou de um patógeno em co-evolução com o cacau, o que também pode explicar o 

baixo percentual inibitório. Também é importante ressaltar que devido ao alto poder 

metaestável desses inibidores, não sabemos até onde o refolding pode ter 

prejudicado sua atividade, já que serpinas são suscetíveis a mutações e perda de 

estabilidade (CHEN et al., 2000; GETTINGS, 2002). Porém, de modo seguro, os 

resultados obtidos mostram que TcSERPIN possui atividade inibitória in vitro contra 

proteases do tipo serina e cisteína. 

Aparentemente, serpinas em plantas evoluíram para inibição de cisteíno-

proteases. Isso pode ser devido a ausência de serino-proteases da família da 

quimotripsina relacionadas a essas serpinas, mas ausentes em plantas. AtSerpin1 

de A. thaliana, por exemplo, possui capacidade de inibição frente a cisteíno-

proteases, como a metacaspase 9 (AtMC9) (VERCAMMEN et al., 2006), 

possivelmente, relacionada com morte celular programada da célula (VERCAMMEN 

et al., 2006; SRINIVASAN et al., 2009) e com uma papaína, a RD21, cujos testes in 

vitro e in vivo demonstraram que AtSerpin1 inibiu essa protease e reduziu a morte 

celular na planta (LAMPL et al., 2010, 2013). Recentemente, um estudo com 
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nódulos de Medicago truncatula sob estresse hídrico mostrou níveis elevados de 

cisteíno-proteases, semelhantes a papaínas, e que uma serpina específica 

encontrada, nesse tecido, exerceu controle sobre essas proteases maximizando a 

sobrevivência da planta (DHANUSHKODI et al., 2018). De certa maneira, serpinas 

em plantas possui maior potencial inibitório para proteases do tipo cisteíno, em 

contraste com outros grupos de serpinas que são mais associadas com inibição 

frente a serino-protease da família da quimotripsina (OSTERGAARD et al., 2000). 

Para analisar melhor a natureza das interações envolvendo serpinas foram 

realizadas algumas análises de docking, primeiro com duas serino-proteases com 

estruturas cristalografadas encontradas no banco de dados PDB, a α-quimotripsina e 

a α-tripsina pancreática bovinas e uma cisteíno-protease do látex do mamão.  

Durante a interação entre a quimotripsina e TcSERPIN é possível visualizar 

a tríade catalítica (SER195, HIS57 e ASP103), em que a serina 195 da protease e a 

arginina 350, provável região P1  (região de clivagem segundo alinhamento) da 

serpina interagem por ligações de hidrogênio. No entanto, analisando a interação 

entre a serpina e a tripsina é possível visualizar algumas alterações, onde a serina 

836 (posição correspondente a serina 195) da protease realiza ligações de 

hidrogênio com uma leucina 353 (região P3’) da serpina, demonstrando uma 

possível variação do sítio de clivagem da serpina em comparação as duas serino-

proteases (Figura 13).  

A interação entre TcSERPIN e a cisteíno-protease do mamão também 

mostrou variação da interação dos resíduos do sítio de clivagem do RCL e o sítio  

ativo da protease. Na imagem é possível visualizar a cisteína 25 do sítio catalítico 

em ligação de hidrogênio com a valina 346 (posição P5) da serpina. Ainda, na 

imagem também é visível a presença da tríade (CYS25, HIS159 e ASN175) (Figura 

13). 

Esses resultados sugerem uma variação do sítio de clivagem do RCL entre 

a serpina do cacau e as três proteases cristalografadas. Foi demonstrado que a 

serpina de Arabidopsis, a AtSerpin1, também possui variação do sítio de clivagem 

do RCL entre a posição P4-P8’ (IKLRGLLMEEDE) (LAMPL et al., 2010). Ainda outro 

estudo analisando as regiões P1, P2 e P3 da Kallistatin, avaliou a especificidade 

desses resíduos como sítios de clivagem e demonstrou que mutações nessas 

posições por outros resíduos aumentavam ou reduziam a afinidade com as protease 

cognatas (CHEN et al., 2000). Esses resultados corroboram para o fato de que a 
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região de clivagem do RCL da serpina do cacau possa variar em relação a sua 

protease alvo, e, que, a extensão do trecho do RCL pode resultar em ligação 

peptídica entre a serpina e a protease ou pode transformar o inibidor em um simples 

substrato (WHISSTOCK & BOTTOMLEY, 2006; IRVING et al., 2000; GETTINS & 

OLSON, 2016). 

Para esclarecer melhor a possível interação de TcSERPIN do cacau e 

possíveis alvos da via endógena, não somente foi preciso recorrer a dados da 

literatura (VERCAMMEN et al., 2006; LAMPL et al., 2010; DHANUSHKODI et al., 

2018), como também foi necessário fazer uma rede de interação com base em sua 

homóloga de Arabidopsis thaliana, a AtSerpin1. Com base nas rotas estabelecidas, 

a serpina do cacau pode estar relacionada em vias de estresse da planta, mais 

provavelmente, com proteases presente em vias de estresse e morte celular.  

A via de interação de TcSERPIN com base em AtSerpin1, mostra uma 

relação direta com duas cisteíno-proteases: a RD19 e a RD21, sendo que esta 

última já havia sido relacionada com AtSerpin1, em que foi demonstrado interação 

de ambas as moléculas in vitro (LAMPL et al., 2010). Também é possível inferir que 

as serpinas do cacau e de Arabidopsis tenham papel regulatório diretamente com a 

RD21, já que, segundo a rede de interação, essa protease somente tem relação com 

a serpina no cluster selecionado. Com base nos resultados da rede e dados da 

literatura é que foram selecionadas homólogas da RD19 e da RD21 de Arabidopisis 

em Theobroma cacao, a partir do banco de dados do CocoaGenDB. As sequências 

obtidas foram modeladas e preparadas retirando o sítio pró-inibitório para a 

realização do docking. 

As análises de docking com as cisteíno-proteases e a serpina do cacau 

retornou resultados distintos em relação aos resíduos do sítio de interação do RCL 

de TcSERPIN.  A interação entre a RD21 e a serpina ocorreu de modo semelhante a 

papaína de Carica papaya, em que a valina 346 (P5) da serpina faz uma interação 

do tipo ligação de hidrogênio com a cisteína 167 (principal resíduo da tríade). Na 

imagem, ainda, é possível visualizar a presença da tríade catalítica da RD21 

(CYS167, GLY161 e HIS303) (Figura 15b). No entanto, a interação de TcSERPIN e 

a RD19, a mostra a alanina 344 (região P7) da serpina com a cisteína 165 do sítio 

catalítico  da protease. Na imagem a relação da tríade também está presente 

(CYS165, GLY159 e HIS308) (Figura 15d). Da mesma maneira como nas interações 
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das serino-proteases com a serpina do cacau, aparentemente, os resíduos do RCL 

de TcSERPIN variaram em cada interação.  

A variação do sítio de clivagem do RCL pode implicar em aumento ou 

redução do potencial inibitório, pois a depender de onde ocorra a clivagem, o trecho 

do RCL poderia ficar muito curto ou longo demais para que houvesse rápida 

inserção entre as folhas-βA, ou seja, antes que a protease possa completar sua 

catálise. De certa maneira, o tamanho desse trecho e a afinidade dos resíduos do 

RCL com as proteases cognatas pode aumentar ou reduzir o potencial de inibição, 

significando que TcSERPIN possa ter um papel regulatório, seja como inibidor ou 

substrato (GETTINS & OLSON, 2016). 

Juntando esses dados com a análise do eluído da folha relacionado a 

captura da protease pela serpina acoplada a CNBr Sepharose, podemos inferir que 

TcSERPIN interage com cisteíno-proteases, mais precisamente, papaínas, já que a 

confecção do gel foi realizada com tampão fosfato, EDTA e β-mercaptoetanol, 

situação mais favorável para essas proteases. Embora ainda se conheça pouco 

sobre a possível relação das serpinas e outras vias dentro da célula, o fato de que 

possa haver essa interação entre TcSERPIN e papaínas do cacau é importante, pois 

cisteíno-proteases do tipo papaínas podem estar relacionadas em vias de defesa de 

plantas, com respostas à estresse e morte celular programada (SCHALLER, 2004; 

LI et al., 2008). E isso pode significar que serpinas em plantas possam ter um papel 

regulatório relacionado a essas vias.  

Cisteíno-proteases como a RD21 parecem estar presentes em estado de 

senescência e estresse da planta (KINOSHITA et al., 1999).  Outros inibidores de 

cisteína, tais como cistatina, por exemplo, pode atrasar a morte celular induzida por 

estresse (LAMPL et al., 2010), mediar defesa contra patógenos como Moniliophthora 

perniciosa, e estar presente em rotas de necrose e morte celular programada 

(PIROVANI et al., 2010; CARDOSO et al., 2015); em outro exemplo, as 

metacaspases, outro tipo de cisteíno-protease, podem ativar a morte celular 

programada em leveduras e em plantas (WATANABE &, LAM, 2005; BOSCH & 

FRANKLIN-TONG, 2007; HE et al., 2008). No entanto, ainda que se saiba que essas 

cisteíno-proteases possam estar relacionadas a processos de defesa e estresse da 

planta, ainda não se conhece ao certo como exercem seu controle, nem mesmo 

como podem estar relacionadas com serpinas (LAMPL et al., 2010, 2013). 
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Outra análise de docking realizada levou em consideração comparações 

entre a hélice D de TcSERPIN e a hélice D da Antitrombina III em relação a heparina 

de sódio. Os sítios selecionados para o docking de TcSERPIN com a heparina 

levaram em consideração a relação de afinidade da hélice D da antitrombina III até o 

RCL. Ocorreu ligação da heparina nos sítios selecionados com baixa energia de 

ligação, ou seja, alta afinidade nas regiões testadas (Figura 16). Este resultado se 

torna de fundamental importância para nossos estudos, pois quando a protease 

reconhece a região P1 (ARG) da Antitrombina III, nesse momento, o RCL é 

parcialmente inserido entre as folhas-βA. Essa interação se configura por ser 

relativamente fraca e lenta.  No entanto, a ligação da heparina no sítio que 

corresponde à hélice D da serpina estabelece uma junção entre as duas proteínas 

(protease e inibidor), o que mantém a protease aprisionada à serpina e faz com que 

haja uma reorientação da estrutura do inibidor, potencializando em muitas vezes as 

taxas de inibição (WHISSTOCK et al., 2000; OLSON, 2010; GETTINS & OLSON, 

2009, 2016).  

A afinidade da heparina de sódio com TcSERPIN poderá ser testado in vitro 

para sabermos se essa ligação pode efetivar o potencial inibitório da serpina do 

cacau da mesma maneira que na Antitrombina III de humanos. Além disso, ainda 

não foi demonstrado se as serpinas de plantas possuem um carboidrato endógeno 

ou do fitopatógeno que possam desempenhar função similar à heparina, como 

facilitador da interação entre o inibidor e a protease alvo. 

Por fim, a análise por dicroísmo circular, unfolding e refolding, mostrou que, 

apesar de rTcSERPIN ter sido desnaturada e renaturada com a retirada gradativa da 

uréia, segundo os resultados dos testes de inibição, a proteína permaneceu ativa. 

No entanto, quando submetida a aumentos de temperatura, acima de 35º e 66º C 

em pH 5,4 e pH 7,0, respectivamente, a proteína perdeu sua estrutura secundária e 

precipitou. E durante o refolding, TcSERPIN não retornou a estrutura inicial. Apesar 

desse resultado surpreender, no entanto, não é novo. Um estudo com uma serpina 

de Thermobifida fusca, a Thermopin, de microrganismos termófilos, resistente a altas 

temperaturas e com Tm de 65 °C, também formou agregados com perda de 

solubilidade e atividade quando submetida a altas temperaturas. Outros resultados 

similares também foram mencionados para Antitrombina e Maspin (IRVING et al., 

2003). Aparentemente, serpinas são propensas à formação de polímeros (IRVING et 

al., 2002).  
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7. CONCLUSÃO 

 

Os resultados deste trabalho demonstram que TcSERPIN possui 

conservação dos seus resíduos de aminoácidos e que a sequência primária do RCL, 

principal local de interação da proteína com as peptidases, possui o mesmo padrão 

de outras proteínas homólogas e com potencial inibitório.  

A purificação da rTcSERPIN a partir da fração insolúvel do extrato de E. coli  

apresentou grande rendimento e resultou em uma proteína ativa mesmo após a sua 

desnaturação por uréia. Embora a proteína não re-enovele após o Unfolding por 

elevação de temperatura durante as análises por dicroísmo circular (CD), a 

rTcSERPIN mostrou o mesmo padrão de outras serpinas, com predisposição para 

formação de aglomerados, sob variações de pH e temperatura, alterando sua 

estabilidade, e, possivelmente, sua conformação tridimensional. 

Os testes de inibição e docking comprovam que a proteína interage com 

peptidases do tipo serino e cisteíno, porém, com maior afinidade com papaínas. 

Além disso, a rTcSERPIN também demonstra interagir com cisteíno-proteases de 

cacau, segundo a análise em zimograma.  

As análises até o momento comparam os resultados obtidos até aqui com 

outros resultados da literatura e demonstram que a proteína TcSERPIN pode ser 

relacionada com vias de regulação e morte celular programada. Esses resultados 

são de grande utilidade e podem significar que a proteína recombinante tem 

potencial para ser utilizada em testes futuros, visando a resistência da planta 

durante a interação planta/patógeno. 
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