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RESUMO

O inibidor de tripsina e quimotripsina extraido de sementes do feijao-de-corda
Vigna unguiculata (BTCI) é uma proteina com elevado potencial biotecnoldgico.
Desde o combate as pragas de lavoura, como o bicudo-do-algodoeiro, até o
controle da homeostase no sistema renal, o BTCI se mostra um promissor
agente. Todavia, nos Ultimos anos tem sido explorada principalmente sua
atividade anticarcinogénica. Estudos recentes demonstraram que este inibidor
induz efeitos citotoxicos e citostaticos em células de adenocarcinoma mamario
invasivo e nao invasivo. O que realca ainda mais sua viabilidade nesse contexto €
o fato de, concomitantemente a estas consequéncias para células neoplasticas,
células sadias nao serem afetadas. Com isso, o BTCI se mostra um agente com
potencialidade ainda mais pronunciada ao nao manifestar os efeitos adversos
advindos de tratamentos quimioterapicos. Neste sentido, um dos objetivos do
presente trabalho foi encapsular o BTCI em nanoparticulas de quitosana a fim
de maximizar sua conjugacao com as células tumorais. Uma das possiveis rotas
bioguimicas na qual o BTCI atua ao adentrar estas células é a da degradacao
proteica proteassdmica mediante ubiquitinacao. Ancorando-se ao proteassoma
20S, inativa-o, tornando inviaveis as células neoplasticas. A interacao BTCI-
proteassoma se da em sitios semelhantes aos da tripsina e quimotripsina.
Entretanto, ainda ndo ha uma descricao clara do mecanismo quimico que ocorre
quando dessa ligacao, dado que, pelo grande tamanho do proteassoma, estudos
experimentais e computacionais sao por demais custosos. Sendo assim,
objetivou-se também, por técnicas in silico semi-empiricas utilizando as
metodologias PM6-D3H4/COSMO e SCC-DFTB3-D3H4X/COSMO, aferir as
principais interacoes que ocorrem quando da formacao dos sistemas BTCI-
tripsina e BTCI-quimotripsina, identificando os residuos mais colaborativos
destas trés proteinas. Nos ensaios relativos a nanoestruturacao do BTCI,
observou-se que, contra células de MCF-7, as nanoparticulas atenuavam os
efeitos citotoxicos em comparacao com aqueles relativos ao inibidor puro.
Portanto, os resultados obtidos indicaram que, em estudos posteriores, o
método de nanoestruturacdo devera ser redesenhado. Por outro lado, os
experimentos computacionais revelaram uma excepcional convergéncia em



relacao aos dados presentes na literatura. Em ambos os sistemas BTCI-tripsina
e BTCIl-quimotripsina, as rotinas computacionais foram capazes de identificar
tanto os residuos da triade e do bolsdo cataliticos quando os da cavidade
oxionica. Assim sendo, a rotina in silico aqui adotada permitiu identificar os
residuos mais importantes para o mecanismo de inibicao das proteases em
questdo pelo BTCI. Por fim, de modo igualmente eficaz, esta abordagem
evidenciou aimportancia energética das moléculas de dgua para a ancoragem do
BTCl atripsina - fato também ja previsto pela literatura. Portanto, os resultados
deste trabalho mostraram que a metodologia semiempirica utilizada foi
adequada para o estudo das interacoes quimicas existentes no nos sistemas
formados pelo BTCI e pelas serinoproteases tripsina e quimotripsina. A partir
disso, ensaios posteriores poderao ser formulados para o entendimento do
sistema BTCl-proteassoma - visto que os sitios reativos sdao semelhantes
aqueles das proteases -, esclarecendo o mecanismo inibitorio de células
tumorais por parte do BTCI.

Palavras-chave: BTCI, cancer de mama, nanocapsulas, nanotecnologia, semi-
empirico, quimica computacional, proteassoma.



ABSTRACT

The trypsin and chymotrypsin inhibitor extracted from the seeds of cowpea
Vigna unguiculata (BTCI) is a protein with high biotechnological potential. It
shows high activity against the boll weevil, a beetle that damage cotton
cultivation. Besides that, it can regulate homeostasis in the kidney system.
However, in recent years, its anticarcinogenic activity has been in the spotlight.
Recent studies have shown that this inhibitor induces cytotoxic and cytostatic
effects in invasive and non-invasive breast adenocarcinoma cells. Furthermore,
healthy cells are not affected. As a result, BTCl proves to be even more relevant
as it does not manifest the adverse effects arising from chemotherapy
treatments. In this sense, one of the objectives of the present work was to
encapsulate BTClI in chitosan nanoparticles in order to maximize its conjugation
with tumor cells. One of the possible biochemical routes in which BTCI acts
when entering these cells is the ubiquitin proteasome pathway. It inactivates the
proteasome 20S by binding to it, making neoplastic cells inviable. The BTCI-
proteasome interaction occurs at trypsin and chymotrypsin-like sites. However,
thereisnoclear description of the chemical mechanism involved in that reaction.
Due tothe large size of the proteasome, experimental and computational studies
are too demanding. Thus, another objective of this work was, through
computational technigues, using the semi-empirical PM6-D3H4 / COSMO and
SCC-DFTB3-D3H4X/ COSMO methodologies, seek the main interactions that
occur by the biding of BTCI to trypsin and chymotrypsin, identifying the most
collaborative residues of these three proteins. Regarding nanoencapsulation of
BTCI, it was observed that, against MCF-7 cells, the nanoparticles attenuated
the cytotoxic effects in comparison with those related to the inhibitor by itself.
Thus, in this perspective, the results obtained indicated that, in subsequent
studies, the nano structuring method should be redesigned. On the other hand,
the computational experiments revealed an exceptional convergence in relation
to experimental data. In both BTCI-trypsin and BTCI-chymotrypsin systems,
was possible to identify the catalytic triad, the S1 site and the oxyanion hole.
Therefore, it can be stated that the methodology adopted here was successful in
identifying the most important residues for both proteases inhibition



mechanisms. Finally, this approach was equally effective highlighting the
energeticimportance of water molecules for anchoring of BTCl to trypsin - afact
that is also experimentally proven. Therefore, this work shows the existence of
an effective semi-empirical methodology to assign the most important residues
to the BTCl-trypsin and BTCIl-chymotrypsin systems. Thereafter, further
studies can be formulated to understand the BTCI-proteasome system - since its
reactive sites are similar to trypsin and chymotrypsin ones -, helping to clarify the
mechanism in which BTCI inhibit tumor cells.

Key words: BTCI, breast cancer, nanocapsules, nanotechnology, semi-empirical,
computational chemistry, proteasome
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1 A descoberta dos inibidores de proteases: familias Kunitz e
Bowman-Birk

Entre as décadas de 30 e 50, Kunitz desenvolveu um trabalho de
vanguarda, isolando e purificando inibidores de tripsina a partir do pancreas
bovino e da soja.’? Em organismos vegetais, sua ocorréncia se da
majoritariamente em sementes e em tubérculos - ambos drgaos de
armazenamento - das familias Leguminosae e Solanaceae, respectivamente. A
partir desses estudos, cristais do complexo inativo formado por essas estruturas
proteicas e a tripsina foram obtidos.

Posteriormente, outras propriedades foram por ele elucidadas®, sendo
tais descobertas ainda hoje parte do conhecimento basilar do que se entende
sobre toda uma familia de inibidores - familia esta que herdou o seu nome.

Observou-se que estas proteinas adotavam um comportamento tipico de
formas globulinas; ou seja, sua solubilidade € diretamente proporcional a
presenca de eletrolitos em solucao, apresentando um nivel minimo no ponto
isoelétrico - normalmente ai insollveis - quando configurada em seu estado
nativo.

Proporcionalidade igualmente observada se deu quando da determinacao
da estequiometria do processo inibitorio (1 mol de inibidor/1 mol de protease),
sendo ela independente da concentracao de tripsina presente no meio e do pH
da solucao.

Além disso, constatou-se a estabilidade destes inibidores ao serem
passiveis de estoque a 40°C em solucdes cujo pH ou era muito acido ou muito
basico. Efeitos de mudancas estruturais sao percebidos somente em valores
extremos de pH e em temperaturas elevadas concomitantemente. Nesses casos,
a perda da atividade inibitoria a tripsina ¢ acompanhada da diminuicao de
solubilidade no ponto isoelétrico (pH 4,5). Para temperaturas acima de 40°C e
abaixo de 60°C, a desnaturacao € passivel de reversibilidade e um equilibrio é
estabelecido entre as formas nativa e desnaturada, sendo este equilibrio cinética
e termodinamicamente determinado pela temperatura e pH da solucao. A partir
de 60°C esse equilibrio é descaracterizado, sendo que em 90°C a desnaturacao
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passa a ser irreversivel. A forma desnaturada é prontamente digerida por
pepsina em pH acido - evidenciando um comportamento radicalmente oposto a
forma nativa - e, de maneira menos vigorosa, por tripsina e quimotripsina.

Em 1944, por meio de um experimento in vitro, Bowman desenvolveu um
estudo no qual péde-se constatar a inibicao da digestao de caseina, oriunda do
leite, pela tripsina a partir da adicao de fracoes derivadas de feijao branco ou de
soja.* Esse estudo corrobora a presenca de fatores antiproteoliticos isolaveis
contidos nessas leguminosas, assemelhando-se ao que ja havia sido elucidado
sobre os inibidores da familia Kunitz. Todavia, ha de se levar em consideracao
uma diferenca essencial em relacao a metodologia adotada por Kunitz. Este
utilizava fracoes que podem ser extraidas com agua e posteriormente
precipitadas com etanol®; enquanto aquele as extraia com alcool e as precipitava
com acetona. Bowman notou essa diferenca e em 1946 apontou para a possivel
presenca de duas fracoes distintas de inibidores de proteases em um mesmo
extrato obtido a partir de graos de soja.

Entao, em 1963, Birk e colaboradores isolaram a fracao insoldvel em
acetona e a caracterizaram pela primeira vez.” Essa separacdo foi realizada
utilizando uma coluna de carboximetilcelulose, isolando o inibidor de protease
em questao de uma outra fracao rica em amilases. Por meio dos coeficientes de
difusao e sedimentacao, Birk caracterizou-o como sendo uma proteina de 24
kDa. Posteriormente, também mediu seu ponto isoelétrico, aferindo-o em pH
4.2,

Neste trabalho, Birk deixou claro que este inibidor de protease era distinto
daquele abordado por Kunitz, e os primeiros aspectos a ele singulares
comecaram a se moldar de forma inequivoca: nao somente era ativo contra a
tripsina, como a atividade da fracao insolivel em acetona para quimotripsina era
cercade 13 vezes maior do que o constatado para os inibidores de Kunitz. Além
disso, nao foi observada a presenca de triptofano em sua estrutura proteica
primaria; constatacao essa corroborada quando da completa determinacao de
sua sequéncia primaria, em 1972, por Odani e colaboradores.? Ademais, esse
Ultimo trabalho evidenciou a ocorréncia de duas porcoes residuais correlatas -
9 em 18 residuos eram idénticos ambas em posicoes de meias cistinas e nas
redondezas dos sitios antiproteoliticos. Este fato por si sé aponta para a
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ocorréncia de uma estrutura conformacional formada por duas regides
homologas com atividade inibitoria para tripsina e quimotripsina. Tendo Birk
apontado previamente, em 1968, que a porcao responsavel pela acao anti
tripsina ndo € necessariamente a mesma que age contra a quimotripsina’ - haja
vista que o complexo formado pelo inibidor e pela tripsina consegue inativar a
quimotripsina —, Odani concluiu que estas porcoes poderiam estar dispostas
separadamente, de maneira que o inibidor pudesse agir sob ambas proteases
simultaneamente.

Conforme os inibidores de proteases solUveis em alcool de diversas
origens vegetais eram purificados, mais e mais dados eram gerados acerca de
suas propriedades fisico-quimicas, os quais inevitavelmente convergiam para os
resultados de Bowman, Birk e Odani. Todavia, discrepancias acerca da massa
molecular dessas proteinas eram cada vez mais frequentes. Haynes e Feeney,
em 1967/, reportaram proteinas anti proteoliticas obtidas a partir do feijao-de-
lima (Phaseolus lunatus) cujas massas moleculares situavam-se entre 9 e 10
kDa."™Um ano mais tarde, Frattali e Steiner detectaram um inibidor com cerca
de 18 kDa.'!

Foi entdo que, um ano apos essa constatacao, em 1969, Frattali e
colaboradores, trabalhando com sementes de soja da variedade Lee, reportaram
a existéncia de um sistema formado pelo equilibrio das formas monoméricas,
dimeéricas e triméricas destes inibidores de proteases sollveis em alcool, sendo
suas constantes de equilibrio consequentemente determinadas.’” Dessa
maneira, inferiram que um mondmero do inibidor pesava cerca de 8 kDa.

Com isso, pbde-se concluir que, das espécies estudadas por Birk, Haynes,
Feeney e Frattali, inibidores semelhantes foram identificados, muito embora o
método de extracao pudesse ser diferente — Birk baseava o processo de
purificacdo em uma coluna cromatografica de carboximetil celulose (CM-
celulose), enquanto outras abordagens englobavam o uso de uma de
dietilaminoetil celulose (DEAE-celulose).*®
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2 O inibidor de proteases Bowman-Birk isolado de sementes de
Vigna unguiculata (BTCI): estrutura e funcao

Em 1966, Ventura et al desenvolveram um método de purificacao por

meio do qual, a partir de sementes do feijao-de-corda da espécie Vigna
unguiculata, chegava-se a forma pura de um inibidor de proteases (tripsina e
quimotripsina) correlato aqueles identificados por Birk,*?denominado, do inglés,
Black-eyed-pea trypsin/chymotrypsin inhibitor (BTCI).
Apos o0s extensivos estudos de Ventura et al acerca das caracteristicas
estruturais do BTCI, os quais perduraram por mais de 4 décadas, em 2007
Barbosa e Freitas et al resolveram a estrutura tridimensional do BTCI
complexado com a B-tripsina em uma resolucdo de 1,55 A, por difracdo de raios-
X.?? Este estudo gerou uma estrutura tridimensional do BTCI que foi depositada
no Protein Data Bank referenciada pelo codigo 2G81, a qual corroborou muitos
dos estudos de Ventura et al.

Figura 1. Estrutura tridimensional do BTCI, com destaque para os dois residuos do sitio reativo

A estrutura tridimensional do BTCI, apresentada na figura 1, exibe uma
conformacao simeétrica, sendo dois os dominios semelhantes que, juntos,
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constituem o sistema proteico em questdao. Cada um desses dominios é
constituido por trés fitas beta, duas das quais dao origem a um arranjo
secundario da forma folha beta antiparalela, sendo que a terceira gera outra
folha beta antiparalela com a fita beta do dominio simétrico adjacente,
originando uma forma secundaria de interdominio.

Esta configuracdo simétrica se relaciona diretamente com a
funcionalidade do BTCI. Adotando conformacao semelhante a um cilindro
alongado, em uma das extremidades se encontra o sitio reativo para a tripsina,
estando o sitio para a quimotripsina localizado em uma posicao diametralmente
oposta. Os residuos P1, tanto para a tripsina quanto para a quimotripsina, estao
localizados no loop de uma folha beta antiparalela. Sdo eles a Lys?® e a Phe?,
respectivamente.

Uma propriedade importante observada por Barbosa e Freitas et al diz
respeito adistancia entre os atomos Ca dos dois sitios cataliticos. Sendo elaigual
a 32,5 A, constatou-se que era congénere aquela verificada em outros inibidores
da familia Bowman-Birk (BBI) em sua forma livre. Deste modo, péde-se concluir
que a estabilidade conformacional € conservada mesmo no estado ligado,
tornando factivel o estabelecimento de um complexo ternario quimotripsina-
BTCl-tripsina devido a independéncia entre os dois sitios cataliticos.

Curiosamente, por mais que a distancia entre os atomos Ca dos dois
residuos responsaveis pela formacdao do complexo ternario permaneca
praticamente inalterada, a flexibilidade da regiao de cada um dos sitios reativos
é consideravelmente diferente. Por meio da analise do fator de Debye-Waller
(b-factor), observou-se que o local onde ocorre a ancoragem do BTCI a
quimotripsina é mais flexivel do que aquele relativo a tripsina. Isto é constatado
pelos valores de 12,56 A2, aferido para o estado ligado, e 29,07 A2, aferido no
estado livre. Entdo, pbde-se afirmar que nao sé ha diferenca de flexibilidade
entre os sitios, como também entre os estados ligados.

Qutra propriedade estrutural marcante do BTCI é a presenca de 14
residuos de cisteina, os quais formam 7 ligacoes dissulfeto. Sdo eles: Cys'®-Cys’?,
Cyst?-Cys®*, Cys??-Cyso8, Cys?4-Cys®?, Cys*?-Cys*?, Cys*-Cysle Cys51-Cys59
(os residuos foram agrupados em duplas correspondentes as respectivas
ligaches dissulfeto). E importante salientar que uma dessas ligacdes se localiza
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no loop terminal da proteina, enquanto as outras sao igualmente distribuidas
entre os dois dominios do BTCI, estabelecendo interacoes diretamente
associadas as folhas beta.

Em um estudo publicado no ano de 2003, ao resolver a estrutura de um
BBI extraido de sementes de luzerna-escudelada (Medicago scutellata), Zetta et
al constataram que, mediante a auséncia do efeito Overhauser entre os dois
dominios deste inibidor, ha certa flexibilidade na orientacao espacial destas
regides.*® Esta propriedade foi correlacionada com a distribuicio espacial das 7
ligacoes dissulfeto presentes neste BBI. Nele, estas ligacoes estavam todas
localizadas dentro de um mesmo dominio, nao possuindo assim nenhum centro
de restricao conformacional interdominio. De modo semelhante, o BTCI
também nao possui nenhuma ligacao dissulfeto na interface entre os dois
dominios.

Tais ligacoes dissulfeto sao responsaveis pela estabilidade estrutural
deste inibidor as variacoes drasticas de temperatura e pH. Elas conferem rigidez
conformacional a ponto de, mesmo submetido a condicoes extremas, manter sua
capacidade inibitoria. Ademais, é a presenca destas 7/ ligacoes dissulfeto que
explica o fato de a distancia entre os atomos Ca dos dois sitios cataliticos
permanecer praticamente inalterada nos complexos binario ou ternario com a
tripsina e a quimotripsina.

Paraseterumadimensao daestabilidade termoqguimicado BTCI, em 2001
Freitas et al mostraram que, mesmo quando submetido a condicoes de pH
extremamente acidas ou altamente alcalinas, ndo ha alteracoes estruturais
significativas e, consequentemente, sua capacidade inibitéria € mantida.”® Além
disso, também nao apresentou mudancas conformacionais relevantes ao ser
submetido a temperaturas entre 25°C e 95°C, retendo o potencial de inibicao.

Este comportamento em relacao a variacoes térmicas e quimicas, onde a
maioria das proteinas se desnaturariam, revela a dimensdo da estabilidade
conformacional do BTCI, a qual tem como origem a preservacao da cadeia
principal advinda da rigidez das estruturas secundarias e terciarias.

Foi detectada a presenca de uma regiao estrutural formada por residuos
de cadeias laterais carregadas, indicados na figura 2. Sdo eles: Asp®, Arg®®, His*®
e Asp®®. Estes residuos se encontraram dispostos de modo que suas respectivas
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cadeias laterais se localizam na parte interna do BTCI. Nesta regiao, ligacoes de
hidrogénio intramoleculares sdo mediadas por moléculas de agua, as quais se
localizam na parte interna do inibidor, auxiliando também a regulacao do
ambiente eletrostatico interno.

Figura 2. Estrutura tridimensional do BTCI, com destaque para os residuos hidrofilicos

Nao obstante, também se observou que formacao de um cluster composto
por residuos nos quais a cadeia lateral apresentava estruturas aromaticas
(Phe?’, Tyré? e His*3) dispostas de modo a formar uma distribuicdo ortogonal
(figura 3). Este cluster é descrito na literatura como sendo parte essencial de uma
trinca de residuos responsaveis pela oligomerizacdo do BTCI. E importante
notar que tal cluster se dispds na superficie proteica, o que, de modo geral, € algo
incomum - a localizacao mais provavel dos residuos hidrofobicos seria na parte
interna do inibidor. Esta formacao de residuos é altamente conservada nos
inibidores da familia Bowman-Birk. Ao comparar o BTCl com o inibidor extraido
de sementes de soja (SBBI - PDB 1BBI), nota-se uma identidade de 100% nesta
regiao.

Qutro paralelo importante a ser feito em relacdo ao SBBI é a presenca de
um grupo de residuos cujas cadeias laterais sao hidrofébicas e dispostas no
sentido externo do inibidor. No SBBI, estes residuos sdo: Met?’, Leu?’, lle*°,
Tyr®>, Phe”?, Val*? e o grupo CH da Pro*®. No BTCI, os residuos homdlogos a
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estes sdo: Val®’, Leu®?, Ala*®, lle>>, Phe®®, Gly®? e o grupo CH da Pro?%. Além de o
BTCI apresentar identidade de aproximadamente 43% em relacao ao SBBI,
quando seus residuos nao sao idénticos seus equivalentes possuem o mesmo
carater hidrofobico (3 excecdo da Gly®?, que ndo possui cadeia lateral), diferindo
majoritariamente em relacao ao tamanho da cadeia lateral — de certo modo, no
BTCl estas sdo mais curtas entre os grupos em questao.

Figura 3. Estrutura tridimensional do BTCI, com destaque para o cluster de residuos aromdticos

E interessante notar que todos os residuos citados acima estdo dispostos
no dominio dos inibidores cuja especificidade é a quimotripsina. Para a outra
porcao simetrica do SBBI, também existe um outro conjunto de residuos
hidrofébicos cujas cadeias laterais se dispdem de modo analogo aquele. Sao eles:
Pro’, Pro' e Pro?®. No BTCI, seus equivalentes sdo: Pro'’, Pro?’ e Pro®°. Como
se pode observar, a identidade é de 100% para este dominio.

A disposicao destes residuos hidrofobicos expostos ao solvente também
foi observada em outros inibidores da familia Bowman-Birk.*®> De modo
semelhante, o conjunto das ligacoes dissulfeto, juntamente com o cluster dos
residuos cujas cadeias laterais sdao carregadas, formam estruturas muito bem
conservadas em diversos inibidores desta mesma familia, como os inibidores
extraidos das sementes dofeijao-de-lima (PDB 1H34), soja (1BBI), ervilha (1PBI)
e do feijdo-da-china (1DF9), dentre muitos outros. Em maior ou menor
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intensidade, juntos, todos esses fatores contribuem para a rigidez
conformacional do BTCI e, consequentemente, para a conservacao de sua
capacidade inibitéria contra proteases.

Este arranjo dos residuos hidrofébicos caracteriza outro fator estrutural
importante. Durante o processo de enovelamento proteico, sabe-se que a
distribuicao destes residuos € uma das forcas que guiam a formacao de certas
estruturas terciarias. I1sso se da devido ao fato de o processo de enovelamento
ser conduzido de modo a minimizar a entropia do sistema solvente-proteina.
Deste modo, os residuos hidrofilicos tendem a se dispor na superficie proteica,
maximizando o contato entre suas cadeias laterais e o solvente. Por outro lado,
os hidrofébicos se dispdem na cavidade interna da proteina, minimizando a
entropia por meio do estabelecimento de interacoes fracas do tipo dispersao de
London. Este efeito é particularmente mais pronunciado em proteinas
globulares.

No BTCI, da-se um comportamento oposto. Ha um cluster de residuos,
cujas cadeias laterais sao hidrofilicas, localizado na parte interna deste inibidor.
Por outro lado, sdo observados residuos hidrofébicos na superficie, dispondo
suas cadeias laterais em direcao ao solvente. Este comportamento contra
intuitivo em relacao ao que se é esperado quando do processo de enovelamento
proteico pode ser justificado pela regulacao do ambiente eletrostatico interno.
A presenca de residuos hidrofilicos nesta regiao forma uma rede de ligacoes de
hidrogénio mediante interacbes com as moléculas de agua confinadas na
cavidade do inibidor. De outro modo, a presenca de residuos hidrofobicos
expostos € justificada pelo fato destes poderem ser fatores de estabilizacao de
estruturas multiméricas durante o processo de oligomerizacao. De fato, ao se
observar a interface dimérica de um inibidor Bowman-Birk analogo ao BTCI
(PDB 2R33), nota-se que parte destes residuos (principalmente a Phe®’ e a
Tyré?), estdo dispostos no sentido de favorecerem o estabelecimento de
contatos apolares naregido.'?® Além disso, os residuos hidrofobicos também sdo
capazes de estabilizar a interface BTCI-quimotripsina por meio do
estabelecimento de interacoes fracas do tipo dispersao de London.”?

Qutro aspecto importante € o fato de nao sé esses conjuntos de residuos
serem conservados ao se analisar o BTCI no contexto dos inibidores de
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Bowman-Birk, como também a incrivel similaridade estrutural com os demais
inibidores destafamilia. Em alguns casos, 0 RMSD calculadoentre o BTCl e outra
estrutura proteica (PDB 1H34) chega a ser da ordem de 0,5 A. Além disso, o
BTCI também apresentou altas taxas de identidade em comparacao com outros
inibidores desta familia, taxas estas que chegam até a 78,6%. Com isso, conclui-
se que o BTCl| adota a conformacao candnica dos inibidores da familia Bowman-
Birk ao ser comparado com outras estruturas cristalograficas conhecidas.

2.1 Aiinterface BTCI-tripsina

Caracterizando a interface onde ocorre a interacao entre o BTCl e a
tripsina, nota-se que o tipo de forca motriz da ancoragem do inibidor ao
substrato é predominantemente eletrostatico. A ligacao, entdo estabelecida,
alem de nao alterar consideravelmente a estrutura do BTCIl - dada a
manutencao da distancia entre os Ca dos dois sitios cataliticos -, também nao
modifica conformacionalmente a tripsina. Freitas et al, ao analisar o Ca da
tripsina complexada com o BTCI face o mesmo dtomo desta enzima em sua
forma inicial, obtiveram um RMSD de apenas 0,47 A, corroborando a observacao
anterior.

O sitio reativo do BTCI cuja especificidade € a tripsina tem a Lys?® como
residuo mais colaborativo (P1) para a formacdo do complexo enzima-inibidor.
Este residuo esta localizado no loop de uma folha beta antiparalela. A estrutura
desta regido é dotada de certa rigidez conformacional no estado ligado, a qual
esta associada a uma ligacao dissulfeto que, além de ser um dos elementos
propiciadores da forma da estrutura secundaria, garante a integridade
conformacional desta regiao - tambem no estado livre. A ligacao dissulfeto em
questio € aquela entre os residuos Cys?* e Cys®2. A presenca deste arranjo
molecular nao ¢é algo especifico do BTCI, mas também é notada em outros
inibidores da familia Bowman-Birk, como é o caso daquele extraido das
sementes de cevada.*?

O estudo realizado por Suh et al com sementes de cevada também
evidenciou outro aspecto importante dos BBI. Ao se aferir o fator de Debye-
Waller do sitio reativo do inibidor, tanto no estado livre quanto no estado ligado,
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observa-se umareducao desta variavel, sem, todavia, alterar o arranjo molecular
da regidao em questao. A superposicao destes dois fatos estéa relacionada com a
perda de flexibilidade da area de ancoragem, a qual pode ser atribuida a
estabilizacao proveniente das interacoes eletrostaticas que guiam aformacao do
complexo inibidor-protease.

Ao se analisar o ponto critico da interacao que possibilita a formacao do
sistema BTCl-tripsina, nota-se que a Lys?® se dispde de modo que sua cadeia
lateral adote uma conformacao estendida, interagindo diretamente com o
bolsdo catalitico S1 da enzima por meio do residuo Asp*®?, formando uma ponte
salina. Este arranjo molecular é guiado majoritariamente por forcas
eletrostaticas, onde a carga negativa da Lys?® é estabilizada pela carga positiva
do Asp™®?, como se pode observar pela figura 4.

-

Figura 4. Ponte salina entre sitio reativo do BTCl e a tripsina, com destaque para a proximidade da ligacdo dissulfeto

Todavia, a interface onde ocorre a ancoragem nao é uma regiao cujas
interacoes apresentem carater homogéneo. Os residuos que a constituem
apresentam cadeias laterais hidrofobicas e hidrofilicas. As interacoes
envolvendo residuos deste Ultimo tipo, tanto do BTCI (Glu?®, Thr?>, Ser?’, lle*® e
Pro®®) quanto da tripsina (Tyr®?, Phe*!, Cys*, His*/, Leu””, Tyr*’?, Cys™t GIn'?,
Ser'” Val?3 Trp?!°), também conferem estabilidade a regiao.
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De outro modo, também nesta mesma interface, residuos hidrofilicos, por
meio de contatos polares, formam uma rede de ligacoes de hidrogénio que
estabilizam a regido. Esta rede é importante para o sistema BTCI-tripsina, como
também para as formas multiméricas deste inibidor. Juntamente com as
interacoes fracas de London advindas de residuos hidrofébicos, colaboram para
a minimizacao energética do sistema e para a estabilizacdo da interface do
dimero.*®

2.1.1 As moléculas de agua da interface BTClI-tripsina

O mecanismo pelo qual a tripsina exerce sua acao de clivagem envolve
duas etapas. A primeira delas, uma acetilacao, ocorre mediante o ataqgue
nucleofilico da serina enzimatica a um grupo carbonil contido no residuo do
substrato a ser degradado. Ja a segunda compreende uma reacao de
desacetilacao. Nela, uma molécula de agua, atuando como nucledfilo, adentra a
regiao de interacdo, atacando o mesmo grupo carbonil anterior e
proporcionando a liberacao do fragmento N-terminal.

A molécula de agua que faz parte deste mecanismo € altamente
conservada em varias estruturas que envolvem tanto processos nos quais a
tripsina atua de per si, quanto nos que ela é inibida.”* De modo semelhante, em
outros mecanismos que nao envolvem necessariamente a tripsina, mas que
seguem padroes mecanisticos semelhantes ao dela, também sao encontradas
moléculas de agua altamente conservadas que atuam neste processo no sentido
de estabelecer ligacoes de hidrogénio, as quais favorecem o desenvolvimento
das reacoes.”?

A importancia de moléculas de agua em interacoes que envolvem
proteases ¢ tamanha que seu simples deslocamento pode acarretar em
mudancas mecanisticas que irao interferir no modo de ligacao. Isto é o que
ocorre quando da inativacdo de metaloproteinases de matriz (MMP) por seus
respectivos inibidores teciduais (TIMP).”® Nela, uma série de etapas ocasiona o
descolamento da agua catalitica, distanciando-a do centro reativo, fazendo com
que a inibicao nao se dé mediante a clivagem de ligacoes quimicas.
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De modo semelhante, um estudo envolvendo o inibidor 2 de
quimotripsina, pertencente a familia dos inibidores de batata, também
evidenciou a importancia das moléculas de dgua para a atividade catalitica.”” No
seu sitio ativo se encontram 4 moléculas de agua entre as fitas de uma folha beta,
promovendo a coesao desta regido. Em simulacdes computacionais onde estas
aguas, livres para se movimentarem, se distanciam desta estrutura secundaria,
variacoes conformacionais consideraveis sao observadas, dando origem a
inconsisténcias em relacao a construcao proveniente da Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN). Por outro lado, ao se manterem fixas as coordenadas de
somente uma destas moleéculas, a folha beta em questdo conserva sua
integridade como na estrutura cristalografica original.

Isto evidencia um aspecto que vai além daquele relacionado a participacao
de moléculas de dgua quando do processo de inibicao por parte de inibidores de
serinoproteases - ou seja, participante da reacao de inibicdo em si. Percebe-se,
entdo, que tais moléculas também sao importantes para a regiao catalitica.

Em diversas proteases, dentre elas a tripsina e a quimotripsina, constata-
se a presenca de um canal no qual diversas moléculas de agua se encontram
dispersas. Um ponto importante a ser notado é o fato de o residuo 225 destas
enzimas modular a forma do canal.”® A prolina e a tirosina sdo os que ocupam tal
posicao em 95% destas proteinas. A tirosina interage por meio de sua cadeia
lateral em uma cavidade hidrofébica que poderia ter comunicacdao com o
solvente. Como a cadeia lateral deste residuo € grande, a abertura é ocluida e as
moléculas de agua se dispdem restritamente na regiao ao redor do sitio
catalitico. Por outro lado, quando uma prolina se encontra na posicao 225, além
de ndo ocorrer a obstrucao da cavidade exposta ao solvente e a consequente
uniformidade do canal que dela é advinda, o atomo de oxigénio da carbonila
causa uma obliteracdo no centro do canal. Esta mudanca faz com que a
disposicao das moléculas de agua desta regido resulte em outro tipo
conformacao.

Todo o conjunto dos fatores aqui expostos sao relevantes nao sé devido a
estrutura deste canal ser uma propriedade altamente conservada por toda
familia de serinoproteases, como também por sua presenca poder estar
relacionada com o reconhecimento de substratos e com sua especificidade. A
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forma deste canal é uma variavel que serve como moduladora da atividade
catalitica da enzima ao aumentar ou diminuir sua interacao com o substrato.

2.2 Ainterface BTCI-quimotripsina

Em 1997, Freitas et al propuseram um modelo de interacdo que seria
corroborado 10 anos depois.>® Por meio de simulacdes computacionais
utilizando como ponto de partida dados experimentais, mostraram-se as
principais interacoes responsaveis pela ancoragem do BTCI a quimotripsina.
Posteriormente, em 2007/, dados cristalograficos do complexo formado pelo
BTCI, quimotripsina e tripsina foram obtidos.”? A estrutura cristalografica deste
complexo resolvida por Freitas et al foi depositada no banco de dados Protein
data bank (PDB - 3RU4).

O sitio reativo do inibidor ¢ formado pelos residuos Phe>® e Ser>4. Estes
residuos sao localizados no loop de uma folha beta antiparalela, a qual os dispoe
de modo a maximizar sua exposicao, fazendo-os facilmente acessiveis a enzimas
proteoliticas.

A regidao onde ocorre a interacao com a enzima possui certa rigidez
conformacional. Isto esta associado a presenca de uma ligacao dissulfeto pelos
residuos Cys®! e Cys>? entre as duas fitas da folha beta antiparalela (figura 5). A
consequéncia primaz deste grau de rigidez é a alta estabilidade conformacional
que permite o BTCI se ligar de um modo muito mais forte a enzima. Além disso,
esta caracteristica também € a causa que proporciona a ligacao concomitante a
tripsina e a quimotripsina, inibindo-as simultaneamente. Nao obstante, a posicao
desta ligacao dissulfeto é muito conservada nos inibidores da familia Bowman
Birk.

O mecanismo pelo qual ocorre a inativacao da quimotripsina por um dado
inibidor passa pela formacao de um estado de transicao tetraédrico. Nele, a
proteina que adentra o sitio catalitico da protease carrega consigo, por meio do
residuo que mais subsidia a ancoragem, um carater aniénico. A quimotripsina
possui, em seu sitio catalitico, um conjunto de residuos responsaveis por
estabilizar esta densidade eletrénica negativa de carga advinda do inibidor. Eles
formam uma cavidade oxionica (oxyanion hole) descrita pela primeira vez em

35



1970 por Henderson.>* Tais residuos exercem sua funcdo ou por meio de cargas
positivas nas cadeias laterais ou pelos grupos amina das cadeias principais. A
guimotripsina € um bom exemplo desta ultima situacao, onde a Gly
constituem a cavidade oxionica.>”

193 195

e aSer

|

Figura 5. Sitio reativo do BTCl e sua proximidade com a Ser'8? e a Ser'?>, com destaque para a ligacdo dissulfeto préxima

Esta regido da protease colabora para a formacao do complexo enzima-
inibidor por meio do estabelecimento de uma rede de ligacdes de hidrogénio, as
guais contrabalanceiam o carater anidnico advindo do BTCI. Barbosa et al
identificaram o ponto crucial desta rede em duas interacoes de hidrogénio cujo
centro é a cadeia principal da Phe®3: a uma distanciade 2,0 A, se liga a Gly'?3; e a
2.4 A aSert”. Mesmo estes valores sendo obtidos por meio de uma construcéo
tedrica, servem como importante ponto de partida para as avaliacoes
posteriores.

Qutro conjunto de residuos de suma importancia para a interface de
interacdo ¢ a triade catalitica da quimotripsina. Ele é formado pelos grupos His>’,
Asp® e Ser!?. J4 preliminarmente se nota a importancia redobrada da Ser®, a
qual além de integrar a cavidade oxionica também é um agente subsidiador das
interacdes que ocorrem na triade catalitica. Por isso, tem-se que a Ser®™ é
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dotada de maior carater reativo ao ser comparada com outras serinas da
quimotripsina.

Além de serem determinantes para o estabelecimento das interacoes que
possibilitam a formacdo do complexo enzima-inibidor, os residuos da triade
catalitica também se correlacionam por meio de um conjunto de ligacoes que
mantém a regido molecularmente coesa - coesdo esta necessaria para a
interacdo com o sitio reativo do BTCI. O grupo hidroxila da Ser'?> forma uma
ligacdo de hidrogénio com a His>’, a qual estabelece esta mesma interacio com
0 grupo carboxila do Asp'?. De fato, pode-se afirmar que ¢ justamente pela
constituicao desta rede de ligacoes de hidrogénio que a triade catalitica ira
adquirir o carater quimico necessario para a ligacao do inibidor.

A quimotripsina possui uma regido chamada bolséo catalitico (S1), o qual
direciona a ligacdo com o BTCI. Ele é formado pelos residuos Ser®®”, Ser”,
Cys”l, Met192, G|y193, ASD194, Serl%, Ser214, Trp215, G|y216, Ser217, Ser218, Thr219’
Cys??0, Pro??>, Gly?%6, Val??’ e Tyr??®. Pode-se dizer que a especificidade
enzimatica esta relacionada diretamente com esta regidao, bem como com o
grupo localizado do lado amino-terminal da ligacao peptidica a clivada.

Todos os residuos que compdem o bolsdo catalitico dao origem a um
arranjo molecular profundo, o qual é dotado de um carater hidrofébico. Estes
dois fatores possibilitam a quimotripsina ser uma receptora de residuos cuja
cadeia lateral seja longa e hidrofébica. Este ¢ o caso da Phe3, pertencente ao
sitio reativodo BTCI.

Freitas et al caracterizaram entdo a interacao que ocorre quando da
ancoragem do BTCI a quimotripsina. Em suma, o posicionamento do sitio ativo
do BTCI por meio da Phe>® é guiado majoritariamente por interacoes apolares,
dada a hidrofobicidade do bolsao catalitico da quimotripsina. Uma vez alocado
no interior reativo da enzima, o inibidor, por meio de sua cadeia principal,
estabelece uma rede de ligacoes de hidrogénio com a cavidade oxidnica, as quais
tornam possivel aformacao do estado intermediario tetraédrico. Deste modo, o
processo de inibicao envolve uma conjuncao de interacoes quimicas tanto
hidrofébicas quanto hidrofilicas. Isto por si s6 ja difere este mecanismo daquele
daformacao do complexo BTCI-tripsina, onde as interacoes eletrostaticas sao as
forcas que predominam no processo de inibicao.
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Figura 6. Bolsdio catalitico da quimotripsina e ancoragem do BTCI, com destaque para a Phe>3 (em verde)

Outro fator importante diz respeito as cargas de ambas as proteinas e a
relacdo delas com o processo inibitério.”® Tanto o BTCI quanto a quimotripsina
possuem um balanco de cargas de +3. Em um primeiro momento, este fato
poderia ser impeditivo a complexacao de ambas as proteinas. Entretanto, a
analise do potencial eletrostatico ao longo de toda superficie proteica revela
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uma importante complementariedade entre estas estruturas. Esta correlacao é
expressanaoemrelacao as proteinas como um todo - dadas as cargas de mesmo
sentido -, conquanto mais especificamente no sitio ativo da enzima e no sitio
reativo do inibidor. Ao redor do sitio reativo do inibidor foi constatado um
potencial eletrostatico positivo; enquanto na regiao proxima ao sitio ativo da
enzima deu-se um potencial eletrostatico negativo. Esta complementariedade
de potenciais eletrostaticos contribui para a formacao do complexo BTCI-
quimotripsina.

3 Aspectos termodinamicos das interacoes BTCI-tripsina e BTCI-
quimotripsina

As caracteristicas termodinamicas acerca das interacoes entre o BTCl e as
duas enzimas foram determinadas em meados da década de 80. Mais
especificamente, em 1985, Fachetti e Ventura et al conduziram um estudo no
qual foram obtidos os primeiros parametros termodinamicos quantitativos do
complexo formado por meio dainteracdo entre o BTCl e a tripsina.??

O meétodo utilizado para se aferir estas variaveis se baseou na técnica de
titulacao em diferentes temperaturas, monitorando a inibicdo de proteases pelo
BTCI por espectroscopia. Para determinacao dos parametros termodinamicos
tripsina — ou seja, o conteudo excedente de tripsina que nao reagiu quando
submetida a um meio contendo BTCI. Além disso, foram utilizados dois
substratos sintéticos: a-N-Benzoyl-L-arginine ethyl ester (BAEE) e a-N-benzoyl-DL-
arginine-p-nitroanilide  hydrochloride  (BAPNA). Estes substratos estdo
relacionados com a capacidade de a tripsina exibir acao a esterase e a amidase,
respectivamente. Deste modo, a quantidade de tripsina nao reativa era
submetida a titulacao juntamente com os respectivos substratos, sendo que a
reacao era relativa a hidrolise dos substratos sintéticos por meio da enzima em
questao. Todos os ensaios foram realizados em uma faixa de temperatura
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compreendidaentre 15 e 38°C, com pHeforcaidnicafixosem7,75e 0,25, nessa
ordem.

Os resultados deste experimento, além de fornecerem informacoes
inéditas a época, confirmaram outros dados j& conhecidos da relacéo entre o
BTCleatripsina. Ao se extrapolar a curva de titulacao no eixo x - relativo arazao
entre a quantidade de mols de inibidor e enzima a ser inibida -, obteve-se o
intercepto no valor 1, indicando a proporcéo 1:1 entre o inibidor e a tripsina.??
Esta constatacao, juntamente com as diversas outras que se seguiram, é de
precisao experimental ao bem descrever o equilibrio quimico ali presente, a
julgar pelo ajuste nao linear dos pontos. A partir da tabela 1 abaixo, pode-se
verificar os resultados obtidos para a constante de equilibrio mediante o uso dos
dois diferentes substratos.

Tabela 1. Constantes de equilibrio para formacdo do complexo
BTClI-tripsina??

Ensaio com BAEEK, Ensaio com BAPNAK,
Temperatura (°C)

(x108M?) (x10¢M?)
15 - 1,1+0,1
20 - 1,5+0,0
25 1,6 +0,2 1,7+£0,1
30 25+0,1 2,0+0,2
35 34+0,1 2,6+0,2
38 43+0,2 -

A julgar pelas constantes de equilibrio obtidas, mesmo desconsiderando
as pequenas diferencas numeéricas entre os dois ensaios, percebe-se que, para
ambos o0s substratos sintéticos utilizados, hd uma tendéncia de aumento da
constante de inibicao mediante incremento concomitante da temperatura. Os
parametros termodinamicos obtidos caracterizam o equilibrio quimico entre o
BTCl e a tripsina como sendo um processo estritamente endotérmico e
espontaneo, conforme mostrado na tabela 2.

Além disso, processos assim sao acompanhados de uma variacao
entropica positiva, sendo esta justificada na literatura por meio da
deslocalizacdo das moléculas de dgua da interface entre as duas proteinas.?®?4
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Iniciado o processo de associacao, o custo entropico estaria relacionado ao fato
de tais moléculas, oriundas do solvente, ali localizadas, serem deslocadas no
sentido de se afastarem da esfera de coordenacao, estabelecendo uma zona de
contato mais impropria a impedimentos estéricos quando da interacao inibidor-
protease. Este deslocamento, em principio, explicaria o fato de o processo de
inibicdo ser guiado entropicamente - ou seja, sofrer uma variacao positiva de
entropia mediante o inicio do equilibrio quimico entre o BTCI e a tripsina. Tal
comportamento é observado ndo somente nos inibidores de proteases da familia
Bowman-Birk, como também naquela de onde estes inibidores foram derivados
-isto é, nafamiliados inibidores de Kunitz.?> Também é importante salientar que,
mesmo mediante o afastamento das moléculas do solvente em direcao a area
externa a interface, algumas moléculas de agua mantém sua posicao. Conforme
explicitado anteriormente, isso se da pela participacao direta destas moléculas
no mecanismo de inativacao da tripsina pelo BTCI.

Tabela 2. Variaveis termodinamicas do equilibrio BTCI-
22

tripsina
Ensaio
AG° AH° AS°
(25°C,pH7.75 € (kcal.mol'?)  (kcal.mol!)  (cal. KX. mol)
forca iénica 0,25) ) ’ T
EnsaiocomBAEE -11,2+0,1 13,8+1,3 84+4
Ensaio com
- + + +
BAPNA 11,3+0,1 70+0,3 61+1

Os aspectos termodinamicos da interacao BTCIl-quimotripsina foram
elucidados em 1999 por Freitas et al, utilizando métodos como a polarizacao de
fluorescéncia e microcalorimetria de mistura isotérmica.?

No que diz respeito a constante de inibicdo, adotaram-se dois protocolos
diferentes para sua quantificacdo, sendo que os resultados por eles gerados
puderam ser, ao final, confrontados uns com os outros.

A primeira metodologia se baseou na determinacao da constante de
dissociacao do equilibrio BTCI-quimotripsina, a qual fez uso do conteldo de
protease residual. Para a averiguacao deste equilibrio, aferiu-se a quantidade
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enzimatica nao reagente mediante submissao a um meio contendo o inibidor.
Vale a pena destacar que, assim como no experimento realizado uma década
atras, este processo de quantificacao se deu de maneira indireta, dado que o
resultado obtido - expresso como atividade relativa de quimotripsina - foi
gerado a partir da hidrolise, por parte da quimotripsina residual, do substrato
sintético N-Glutaryl-L-phenylalanine-p-nitroanilide (GPNA). As medidas realizadas
foram obtidas acompanhando a absorbancia em 410 nm, consistente com a
formacao do produto, p-nitroanilida, resultante da hidrolise do substrato GPNA.

Por maior que seja a concordancia em relacao a ordem de grandeza das
constantes de equilibrio para a formacao do complexo BTCI-quimotripsina, ha
discrepancia entre os resultados obtidos e aqueles da literatura.?’” A fim de
minimizar este efeito, adotou-se um segundo protocolo, o qual utilizara uma
técnica baseada na polarizacao da fluorescéncia. Preliminarmente, por meio da
quantificacao enzimatica residual utilizando o substrato sintético GPNA, usou-
se BTCIl marcado com isotiocianato de fluoresceina para se detectar a alteracao
da atividade inibitoria associada a formacao de complexo BTCI-quimotripsina,
acompanhando as mudancas das dimensdes moleculares deste complexo
formado por meio da variacao de polarizacao de fluorescéncia.

Os resultados obtidos foram semelhantes aqueles observados para outros
inibidores da familia Bowman-Birk.3* Ao se extrapolar a curva relativa a atividade
inibitéria do BTCI em relacao a quimotripsina, a proporcao estequiomeétrica de
1:1 existente no equilibrio em questao foi determinada. A tabela 3 mostra as
constantes de equilibrio obtidas por meio dos dois protocolos utilizados.

Tabela 3. Constantes de equilibrio para formacao do complexo
BTCIl-quimotripsina

Ensaio com GPNA Ensaio de polarizacdo

Temperatura (°C) K, (x10”7 M) K, (x10”7 M)
20 0,53+0,01 0,32+0,03
25 0,87 +0,03 0,48 +0,04
30 1,06 £ 0,06 0,58 +0,02
35 1,36 £ 0,07 -
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Em ambas as técnicas se nota o aumento da constante de equilibrio
mediante elevacao datemperatura. Estes dados sao compativeis com o processo
endotérmico constatado para o equilibrio entre 0o BTCl e a tripsina. Outro fator
aser levado em consideracao diz respeito as ordens de grandeza das constantes
de equilibrio, as quais sao compativeis com as da tabela 1.

Uma vez aferidas as constantes de equilibrio em varias temperaturas,
foram determinadas a energia livre de Gibbs (AG), a entropia (AS) e a entalpia
(AH). Os valores obtidos estao da tabela 4.

Tabela 4. Variaveis termodinamicas do equilibrio BTCI-
guimotripsina

Ensaio AG° AH° AS°
(25°C,pH 7.6) (kcal.moll)  (kcal.moll) (cal. K1. mol?)
Hidrélise de

GPNA -946+0,01 10,8+04 67,94+0,03

Polarizacao de

. -9,11+0,01 11,1+£25 67,77 £0,01
fluorescéncia

Pelos valores mostrados na tabela 4, pode-se concluir que a inibicao da
quimotripsina pelo BTCI é um processo endotérmico e espontaneo, de maneira
similar ao observado para o sistema BTCI-tripsina. Estes dois efeitos
termodinamicos, em reacdes como estas, sao encontrados na literatura
acompanhados um do outro. Aqui, a variacao positiva da entropia € de suma
importancia. Deste modo, também para o acoplamento BTCI-quimotripsina, foi
sugerido que as moléculas de agua partem de um estado interativo com a
superficie proteica e, a partir dai, adotam uma configuracao desordenada,
localizando-se a parte da area de contato de ambas proteinas quando da
formacao do complexo. Assim, comprovou-se que a interacao BTCI-
quimotripsina ocorria de modo termodinamicante semelhante ainteracao BTCI-
tripsina. Nao obstante, como a ligacao do BTCI em ambas proteases se da de
modo endotérmico, espontaneo e acompanhado de uma variacao positiva de
entropia, surge ai um argumento termodinamico que justifica a possibilidade de
um acoplamento independente da tripsina e da quimotripsina ao BTCI.
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A contribuicao destes dois estudos de Ventura et al € de vital importancia
para o entendimento historico do desenvolvimento de tecnologias associadas ao
BTCI. Ele foi progono naquilo que se propds, bem caracterizando os aspectos
termodinamicos das interacoes BTClI-tripsina e BTCIl-quimotripsina.

4 Oligomerizacao do BTCI

Até o inicio de 2003 ja existiam muitas evidéncias que suportavam a ideia
de o BTCI poder se organizar em estados multiméricos, estabelecendo
verdadeiros equilibrios quimicos entre as formas monomeéricas, diméricas e
triméricas. Diversas técnicas experimentais ja haviam sido utilizadas para o
estudo de arranjos proteicos oligoméricos, como a difracdo de raios-x e a
ressonancia magneética nuclear. Zetta et al, ao estudarem um BBI extraido de
sementes de luzerna-escudelada (Medicago scutellata) por meio de ressonancia
magnética nuclear, demonstrou que este inibidor, apresentando
aproximadamente 70% de similaridade com o BTCI, comecava a apresentar
estados oligoméricos a partir de 2 mM.*® O estudo anterior de Ventura et al,
realizado no inicio da década de 80, foi inovador no sentido de utilizar o
espalhamento de luz por medidas de fluorescéncia para averiguar a auto-
associacdo do BTCI.'?? Todavia, quase 25 anos mais tarde, em 2005, estas
estruturas multiméricas foram identificadas por modelagem molecular e por
microscopia de forca atémica por Silva, Ventura e Freitas et al.?®

Este estudo edificou bases concretas que corroboraram a ideia de um
estado organizado multimérico. A época, a estrutura do BTCI ainda nio era
conhecida. Entretanto, existiam modelos construidos in silico que estavam de
acordo com as caracteristicas estruturais até entao descobertas. A partir destes
modelos, se obtiveram, por meio calculos tedricos, os parametros da organizacao
proteica relativos a forma monomérica - tais como o tamanho dos eixos e o
volume -, 0s quais serviram de critério para caracterizar os possiveis estados
agregados a serem visualizados por meio da microscopia de forca atdbmica. Nela,
amostras puras de BTCI foram analisadas, de modo que somente a interacao
BTCI-BTCI fosse capaz de ocorrer.
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Adicionalmente, as constantes de equilibrio dos estados diméricos,
triméricos e hexaméricos foram determinadas, bem como estimativas em
relacao as formas tetraméricas e pentaméricas.

O trabalho de Silva, Ventura e Freitas et al foi o primeiro a descrever
quantitativamente o equilibrio oligomérico do BTCI por meio da técnica de
microscopia de forca atébmica. Além disso, os resultados obtidos por meio dela
foram similares aos anteriores por espalhamento de luz, indicando que o
equilibrio estava coerentemente descrito. Foi por meio deste estudo que se
alicercou o ponto de partida em direcao ao entendimento do modo como este
inibidor pode influenciar o metabolismo proteico, porquanto a formacao de
agregados acarreta a diminuicao da atividade anti proteolitica, sendo este fator
um possivel meio regulatorio.

Para iniciar uma averiguacao mais pormenorizada destes aspectos, dois
anos mais tarde, em 2005, Freitas et al conduziram um estudo que visava
examinar a possivel formacao de oligbmeros a partir dos monémeros BTCI-
tripsina e BTCIl-quimotripsina, bem como do sistema ternario quimotripsina-
BTClI-tripsina.?? Para isso, também fez uso da técnica de microscopia de forca
atbmica, adotando o critério volumeétrico obtido por Ventura et al.

De inicio, observou-se que o complexo BTCI-quimotripsina gerava um
histograma com trés bandas bem definidas, caracterizando, além do mondmero,
as formas diméricas e tetraméricas dele. Além disso, também se observou um
pico proeminente relativo a um pequeno volume molecular, correspondente a
forma monoméricado BTCI.

Em contraste, ambos os histogramas relativos as espécies BTCl-tripsina e
quimotripsina-BTClI-tripsina apresentaram somente uma banda bem definida -
relativa ao estado monomérico -, 0 que indicava uma nao propensao ao
estabelecimento de equilibrios entre as formas oligoméricas destes sistemas.
Este comportamento revela que aformacao destes complexos é mais favorecida
do que os estados auto associados.

Posteriormente, procedeu-se a construcao das curvas de inibicao
envolvendo as espécies binarias e as proteases correspondentes. A partir delas,
o complexo BTCI-tripsina exibia uma constante de inibicao para a quimotripsina
da ordem de 1,13 + 0,34 x 107 M. Em contrapartida, a interacdo entre o
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complexo BTCIl-quimotripsina e a tripsina erada ordemde 1,36 + 0,16 x 108 M.
Deste modo, péde-se dizer que nao sao verificadas mudancas conformacionais
no BTCI que desfavorecam a posterior interacao com uma ou outra protease.

Dentre todas as conclusdes deste estudo, talvez a mais importante delas
seja justamente a raiz de onde surgiram os fatos nele expostos:
independentemente do grau de oligomerizacdo dos diversos sistemas
investigados, notabiliza-se a ocorréncia e exposicao de dois sitios inibitorios
independentes, o que da origem a uma gama de potenciais aplicacoes
biotecnoldgicas.

4.1 Efeitos termodinamicos da oligomerizacao do BTCI

Com o advento tecnoldgico, em 2017 foi realizado um estudo por Brant et
al que permitiu avaliar diretamente e termodinamicamente o processo de
interacdo do BTCI com a tripsina e a quimotripsina.>® Mediante o uso da
ressonancia plasmoénica de superficie, o comportamento do BTCI em escala
nanomolar pdde ser observado em relacao a formacao e dissolucao de
complexos proteicos dele oriundos. Mais especificamente, esta técnica
possibilitou um acompanhamento em tempo real do processo inibitorio, gerando
importantes dados termodinamicos que puderam ser confrontados com aqueles
obtidos anteriormente por Fachett e Ventura et al e Freitas e Ventura et al,
utilizando métodos experimentais indiretos para descrever a formacao dos
complexos inibidor-proteases.?t?® Além disso, realizou-se uma titulacio
calorimétrica isotérmica com o intuito de se validar os dados termodinamicos
obtidos por meio da ressonancia plasmoénica de superficie. Os resultados dos
ensaios de ressonancia a 25 °C sao apresentados na tabela 5.

Estes dados mostram que, para o BTCI, ndo ha preferéncia de um sitio
catalitico em relacdo a outro, dados os valores similares das constantes de
equilibrio. Nos experimentos anteriores havia discrepancia entre os valores
dessas constantes.?2¢

Por outro lado, cineticamente os estudos de Brand et al demonstraram
uma disparidade entre as velocidades de associacao e dissociacao dos sistemas
BTCl-tripsina e BTCIl-quimotripsina. Para este, 0os processos ocorriam com
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aproximadamente a metade da velocidade daquele, conforme os valores obtidos
para as constantes de equilibrio.

Tabela 5. Dados termodinamicos da interacdo do BTCl com
tripsina e quimotripsina por ressonancia plasmonica de superficie

Protease K, AR® AS®
(x10°M1)  (kcal.mol?) (cal. K'1. mol})
Tripsina 0,42+0,07 8+2 70+ 6
Quimotripsina 0,41+000 -7,5+0,9 18+ 3

Pela tabela 5, para a interacao BTCI-tripsina, efeitos endotérmicos e
entropicos ocorrem preferencialmente no estabelecimento deste equilibrio. Em
contraste, para o complexo BTCI-quimotripsina, ndo s6 a magnitude do efeito
entropico foi inferior — quase 4 vezes menor -, como também o termo entalpico
indicou um processo exotérmico. Estes dados foram antagdnicos aqueles
reportados anteriormente, tendo em vista que, para ambos processos
inibitorios, o processo de inibicao pelo BTCI foi endotérmico e associado a uma
variacao entropica positiva.?12¢

Para avaliar as diferencas citadas, procedeu-se a andlise direta da
formacao do complexo BTCIl-quimotripsina por meio da técnica de titulacao
calorimétricaisotérmica. Partindo de uma concentracao de inibidorigual a 3 uM,
a 25 °C as variaveis termodinamicas obtidas (AH® = -7,0 + 0,1 kcal.mol™ e AS® =
19 cal.mol™*.K*) ndo apresentaram variacdo significativa ao serem comparadas
com as apresentadas anteriormente. Todavia, ao se aumentar a concentracao de
BTCI para 5 uM, a mesma temperatura de 25 °C foi percebida a ocorréncia de
intermediarios nao definidos que acarretaram nos efeitos endotérmicos
relatados. Esta caracteristica foi observada de maneira mais intensa ao se
aumentar gradativamente a quantidade de BTCI até uma concentracao maxima
de 30 uM. Outrossim, a proporcao estequiomeétrica quimotripsina:BTCI variou
de 1:2 para 1:4, o que estava em desacordo com os estudos envolvendo
inibidores de proteases da familia Bowman-Birk. Contudo, os resultados
corroboravam aqueles obtidos por meio da ressonancia plasmoénica de
superficie.
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Uma possivel explicacao para estes resultados surgiu dos mesmos
experimentos realizados anteriormente por Silva et al, os quais mostraram, por
microscopia de forca atdémica, a oligomerizacdo do BTCI.?® Dessarte, a auto-
associacao deste inibidor diminuiria a concentracdo de BTCI efetivo para a
inibicao, dando origem a uma pseudoproporcao estequiométrica divergente
daquela observada na literatura.?2¢

Em contrapartida, a explicacdo para as diferencas das variaveis
termodinamicas obtidas neste estudo em relacdo as da literatura nao é tao
imediata. De certo modo, os experimentos conduzidos por Fachett et al e Freitas,
et al partiram de concentracoes de BTCI maiores do que as aqui adotadas.?™?¢
Neste sentido, tendo observado que o acréscimo dos fatores endotérmicos é
devido ao aumento da concentracao do inibidor, pode-se inferir que o processo
inibitorio BTCIl-quimotripsina €, por si so, exotérmico, sendo diretamente
influenciado pela ocorréncia de eventos endotérmicos, a partir de uma dada
concentracao de inibidor. De fato, é de se imaginar que, probabilisticamente,
quanto maior a concentracao de BTCI, maior a taxa auto-oligomerizacao.
Porquanto, um dos possiveis fatores de onde se originariam termos
endotérmicos poderia ser a dissociacao das formas oligoméricas, a qual daria
origem a mondmeros que, por sua vez, formariam outros complexos.

5 Aspectos funcionais e potencial biotecnolégico do BTCI: efeitos
anticarcinogénicos em células de cancer de mama

Ja no inicio do século XXI, era de conhecimento notorio a acao dos
inibidores de Bowman-Birk no sentido de inibir a proliferacdo de células
cancerigenas. Diversos exemplos haviam sido constatados e novas evidéncias
eram frequentemente descobertas. Dentro da classe dos inibidores de
proteases, afamilia Bowman-Birk era de elevado destaque, sendo uma das mais
estudadas em relacao a potenciais aplicacoes biotecnologicas e, principalmente,
biomédicas. Frequentemente, proteinas dessa familia eram elencadas como
potenciais inibidoras de diversas patologias, projetando um futuro promissor.
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Se durante a derradeira década do século XX até a primeira do atual mais
e mais evidéncias eram levantadas destacando a imensa aplicabilidade dos
inibidores de proteases desta familia, foi na década seguinte, por meio dos
trabalhos de Mehdad et al e Joanitti et al, que se passou a conhecer a destacada
aplicacdo do inibidor BTCI: seu potencial anticarcinogénico.'*1>

Antes de 2010, a galeria formada pelos diversos BBI ja havia sido descrita
como potenciais inibidores anticarcinogénicos, dentro da qual o BTCl ainda nao
figurava. Entretanto, nesses estudos foi constatada sua atividade em tal
contexto - tornando invidveis as células de cancer de mama e impedindo sua
proliferacao.

O estudo de Joanitti et al foi realizado com células tumorais da linhagem
MCF-7, juntamente com uma populacao controle formada por células epiteliais
mamadrias sadias MCF-10A."> A hipotese dos efeitos citostaticos e citotdxicos
levantada se deu rente a constatacao da reducao da viabilidade celular de
maneira dose dependente, restando, entao, o apontamento de um ou outro — ou
de ambos - como fato gerador desse efeito. Nao obstante, e ha de se muito
destacar, a acao do BTCI| em nada afetou a populacao de células controle. Esse
primeiro e tao importante resultado apontou o BTCIlI como agente
anticarcinogénico viavel ao nao interferir no ciclo de células epiteliais mamarias
normais, agindo somente nas células tumorais.

No que diz respeito a acao citostatica do BTCI, o estudo do ciclo celular e
a contagem de células mostraram que o inibidor em questao atua diretamente
natransicdoentre asfases Se G2/M1> Nelas, foram aferidas maior quantidade
de células em relacao a populacao controle. Sendo assim, para se entender os
efeitos do BTCI na viabilidade celular é importante voltar um olhar mais
cauteloso em relacdao a producao e expressao de proteinas que atuam
diretamente na regulacao do ciclo celular desta etapa.

Uma vez atestada a acao deletéria desse inibidor de serinoproteases em
células tumorais, se fazia necessaria a constatacao do modo com o qual tais
células eram levadas a morte, dado que tanto vias apoptoticas quanto
mecanismos de necrose podem estar relacionados a isso. Foi entdo que, com o
auxilio de imagens extraidas por meio de microscopia eletronica de transmissao,
0s aspectos da acao do BTCI na morfologia mitocondrial foram elucidados,
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deixando claraaocorréncia de morte celular desencadeada por vias apoptoéticas.
Isso se deu pela observacao de alteracoes na permeabilidade da membrana que
reveste a mitocondria, sendo que essas alteracoes permitiram um maior fluxo
entre os conteldos intra e extra mitocondrial. Advindo dessa constatacao pode-
se verificar o aumento do volume desta organela, ratificando a observacao
anterior.

Para corroborar de maneira definitiva a adocdo de mecanismos
apoptoticos como desencadeadores de morte celular, o uso de citometria de
fluxo permitiu demonstrar claramente a reducao do potencial da membrana
mitocondrial. Além disso, essa mesma técnica tornou possivel a analise da
membrana plasmatica, na qual se verificaram alteracoes em sua integridade, o
que por si so é propriedade notoria de estdgios avancados de apoptose.*

Outro fato que provou o desencadeamento de vias citotdxicas foi a
observacao de fosfatidilserina na parte externa da membrana celular,
evidenciando ainda mais os efeitos apoptoticos do BTCI no ciclo da célula - em
células sadias, essa molécula € mantida na parte interna; somente quando do
processo de apoptose € deslocada para a parte externa.™

Posto que o meio de morte celular fora constatado, procedeu-se, entao, a
averiguacao de possiveis consequéncias deste efeito citotoxico na morfologia de
outras organelas. Aqui, o uso da citometria de fluxo permitiu novamente a
avaliacao de um evento importantissimo: a fragmentacao do DNA nas células
tumorais tratadas com BTCI. Essa fragmentacao se deu em quase 80% das
células presentes na cultura, realcando a consideravel eficacia do inibidor.™

Concomitantemente ao desmembramento do DNA, é de se esperar que a
morfologia do nucleo celular seja também alterada de maneira significativa. Por
meio da microscopia de fluorescéncia, pode-se confirmar esta tendéncia ao se
notar a condensacdo da cromatina.™

Por fim, pelo uso da microscopia eletrénica de transmissao foi observada
uma alta taxa de desorganizacao do citoplasma das células tumorais ao serem
expostas ao BTCI, bem como a ocorréncia de vesiculas com membrana dupla.?
Mais revelador que isso, no entanto, foi, por meio dessa mesma técnica, a
demonstracao do aumento de tamanho dos lisossomos, o que, juntamente com
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as demais alteracoes morfologicas, poderia indicar uma morte celular por meios
autofagicos.™

Para elucidar essa nova possibilidade e concluir este estudo pioneiro, fez-
se uso, novamente, da microscopia de fluorescéncia, a fim de se averiguar a
alteracao de acidez tanto do lisossomo quanto do meio citoplasmatico, uma vez
que um ambiente acido é essencial para a degradacao tanto de proteinas quanto
de organelas. Constatou-se que as células tumorais tratadas com o BTCI
apresentavam um fraco padrao de acidificacao, assim como uma diminuicao do
pH citoplasmatico. Dessarte, a hipdtese de autofagia celular foi descartada.
Desse modo, a explicacao plausivel sugerida foi a da permeabilizacao da
membrana lisossomal - a qual, juntamente com a apoptose, representava outro
meio pelo qual o BTCI poderia atuar citotoxicamente. Tal hipotese foi levantada
devido ao fato de que um discreto padrao de acidificacao, conjugado com o
aumento da acidez citoplasmatica, constituem-se efeitos primordiais da
permeabilizacdo da membrana lisossomal.’® Este fendmeno pode desencadear
uma série de eventos que fatalmente comprometerao o bom funcionamento da
maquinaria celular. O equilibrio rompido da membrana lisossomal se da quando
do deslocamento de hidrolases antes nela contidas para localidades a ela
externas. A partir dai essas hidrolases podem induzir a permeabilizacdo da
membrana mitocondrial, bem como ativar caspases.

Este estudo realizado por Joanitti e Freitas et al se fez vanguarda do
entendimento da acdo do BTCI em células de adenocarcinoma mamario.™ Por
meio dele, pbde-se constatar e avaliar tanto os efeitos citostaticos quanto os
efeitos citotoxicos do modo de acao deste inibidor, além de coloca-lo como
potencial candidato a agente anticarcinogénico - pois, além de interromper o
ciclocelularentre asfasesSe G2/M, diminuindo sua viabilidade, induz processos
apoptoticos e permeabiliza a membrana lisossomal. Esta primeira tentativa se
mostrou promissora, nao somente pelo fato de todos esses fatores nunca terem
antes sido reportados combinados, mediante a acao dos inibidores de proteases
da familia Bowman-Birk, mas também pelo inicio da descoberta dos mecanismos
a eles relacionados.

Se por um lado o progresso obtido na década corrente se mostrou
promissor, por outro ainda era necessaria uma maior compreensao nao somente
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dos efeitos externaveis - perceptiveis pela constatacao das alteracoes de formas
morfologicas naturais -, como também dos fatores moleculares e bioquimicos
que foram deles a causa primacial. Ora, tanto os efeitos citostaticos quanto
citotoxicos advém de um ponto nevralgico comum, principalmente relacionado
ao desmantelamento do equilibrio das vias proteoliticas ou metabdlicas. Neste
contexto, em 2014, Souza e Freitas et al conduziram outro estudo com células
tumorais da linhagem MCF-7 que procurou desvendar o modo pelo qual o BTCI
age molecularmente, no sentido de provocar desde a diminuicao da viabilidade
celular até a fragmentacao do DNA, passando pela deformacao de organelas
como a mitocondria e o lisossomo.*®

Nesta ocasido, na tentativa de se buscar um potencial agente bioquimico
sensivel a acao do BTCI, o mecanismo de degradacao proteica exercido pela via
de ubiquitinacao e posterior degradacao proteassémica foi um alvo logico.

O proteassoma 20S é uma macromolécula de formato cilindrico, sendo
constituido por aproximadamente 45000 dtomos (figura 7). Ele € uma fracéo de
um complexo maior que compreende outras estruturas proteicas essenciais
para a realizacao do processo de protedlise. Uma destas estruturas sao as
subunidades 19S, as quais se aderem em ambas extremidades do proteassoma
20S, formando um sistema 195-20S-19S. A montagem deste arranjo molecular
é mediada pelo ATP. A este sistema ternario da-se o nome de proteassoma 26S.

A acao do complexo proteassomico é de vital importancia para a divisao
celular. Jaésabido que, guando da presenca desta macromolécula com alteracao
estrutural ouinibida, hd ocorréncia de processos mitdticos incompletos e parada
do ciclo celular na fase G2/M.”?7% Esta observacdo mostra que a localizacdo
intracelular do proteassoma é dotada de certa flexibilidade ao decorrer do
processo de multiplicacao celular, além de poder também estar relacionado com
adegradacdo de ciclinas.”®

Essa maquinaria molecular é de elevada importancia em células tumorais,
sendo sua atividade mais intensa ao ser comparada com a de células sadias -
fenbmeno esse explicado pelo fato de células neoplasticas apresentarem
metabolismo mais acelerado devido a elevada taxa de proliferacao, bem como ao
aumento do estresse oxidativo e dos niveis de citocina.t” Além disso, as trés
subunidades cataliticas do proteassoma 20S, onde ocorre o processo
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proteolitico (figura 7 A), apresentam atividades distintas: B1, contra proteases
do tipo caspase; B2, contra tripsina; e B5, contra quimotripsina.*® Estes sitios
funcionam de modo independente e podem perder suas vacancias de maneira
concomitante. Deste modo, no estudo em questao foram avaliados os possiveis

efeitos do BTCI na via de ubiqguitinacao e degradacao via acao do proteassoma
20S.

Figura 7. (A) O proteassoma, com destaque para as subunidades cataliticas, em vermelho; (B) vista superior do proteassoma, por
onde entram proteinas

5.1 OBTCl e o proteassoma 20S

O complexo formado pelo BTCIl e o proteassoma foi analisado por
espalhamento de luz dindmico. Os resultados dessa analise mostraram que o
inibidor de serinoproteases impede a acao do proteassoma 20S, formando o
complexo BTCI-proteassoma nos primeiros 15 minutos da reacao. Além disso, o
proteassoma sofre, por acao do BTCI, ligeiras alteracoes conformacionais,
indicadas pelo aumento do raio hidrodindmico do complexo BTCl-proteassoma,
como também pela alteracao do perfil de espalhamento correspondente ao
BTCI. Adicionalmente, o experimento também revelou a tendénciade o BTCl se
auto associar em estruturas triméricas quando submetido a um meio
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parcialmente basico (pH 7.5). Em contraste, o proteassoma, nas mesmas
condicoes analisadas, conservou o estado monomérico. Contudo, na faixa de pH
compreendidaentre 2 e 4, as duas moléculas apresentaram tendéncia de formar
agregados ou estruturas oligoméricas.*

Outro fator importante analisado foi a imunolocalizacdo do BTCI e do
proteassoma nas células tumorais. Mediante a utilizacdo de microscopia
confocal, detectou-se 0 modo como ambas as macromoléculas se alocam no
meiointracelular. Tanto esta como aquela estao presentes e dispersas nos meios
citoplasmaticos e nucleares, livres e formando um complexo inibidor-
proteassoma.*®

Ainteracaodo BTCIl com o proteassoma 20S no citoplasma e no nucleo foi
aferida quantitativamente por meio da variacao relativa da intensidade de
fluorescéncia emitida. Pode-se observar que as modificacbes se davam de
maneira tempo dependente. Mais especificamente, a intensidade relativa ao
proteassoma decresceu ao longo do tempo, sendo que ao término do periodo
observado - 24 horas - afluorescéncia detectada representava cercade 56% do
valor mensurado no inicio do processo. Em relacao ao inibidor, foi constatada a
diminuicao daintensidade de fluorescéncia nas horas iniciais do experimento em
virtude da formacao do complexo BTCI-proteassoma.

Essas observacoes revelaram dois aspectos de vital importancia para o
desvendamento dos mecanismos moleculares envolvidos na acao do BTCI em
células de cancer de mama. Em virtude de um comportamento exclusivamente
decrescente na curva relativa a intensidade da fluorescéncia do proteassoma,
concluiu-se que o BTCI interage e afeta a conformacdao do complexo
proteassomico 20S, corroborando os dados observados por espalhamento de
luz dinamico.

Esta interacao foi analisada quantitativamente por meio da determinacao
das constantes de ligacdo. Os valores aferidos para essas variaveis foram de
1,0x107M, 7x107M e 14x107M para os sitios relativos a tripsina, quimotripsina
e caspase, respectivamente. Esses resultados revelaram uma diferenca
primordialentre aacadodo BTCl e ade outros inibidores dafamilia Bowman-Birk.
Enquanto para estes a especificidade em relacdo aos sitios enzimaticos
concentra-se essencialmente naqueles relativos a quimotripsina; parao BTCl o
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efeito inibitorio foi expressivo nos trés sitios, dada a magnitude das constantes
de inibicdo. Vale a pena ressaltar que esta foi a primeira vez na qual um inibidor
de proteases dessa familia apresentou atividade consideravel para os trés sitios
cataliticos do proteassoma 20S.

Dentre astrés localidades mencionadas, a acao mais surpreendente se deu
no sitio concernente a caspase. Historicamente, dentro da familia dos inibidores
de Bowman-Birk, nenhuma outra espécie apresenta inibicao contra caspase.
Considerando que para a efetiva degradacao proteica pela via de ubiquitinacao
€ necessaria aacao dos trés sitios cataliticos presentes nas subunidades B1, B2 e
B5 do proteassoma 20S, Sousa et al sugeriram que a inibicao do sitio ativo da
caspase pelo BTCl originava-se do impedimento estérico causado pelainteracao
enzima-inibidor entre o BTCl e os sitios cataliticos da tripsina e/ou
quimotripsina.1¢1720

A realizacao deste estudo explicitou uma visao de conjunto que o grupo de
Freitas et al desenvolveu acerca do processo que leva células de
adenocarcinoma mamario a perderem sua viabilidade e a sofrerem respostas
que fatalmente acarretarao na morte celular devido a acdo do BTCI. Desta
forma, estabeleceu-se ai o suporte de uma presumivel relacao entre os efeitos
citostaticos e citotdxicos e os fatores moleculares que a eles levaram.

Adicionalmente, os efeitos anticarcinogénicos do BTCI foram avaliados
em uma linhagem de adenocarcinoma mamério invasivo (MDA.MB.231),
contrastando-os com aqueles de uma linhagem no invasiva (MCF-7).** Este
estudo mostrou que tais efeitos estdo relacionados com a alteracao do ciclo
celular, levando, aléem da morte via apoptose, sinalizacdo de processos
inflamatorios e de estresse oxidativo.

Conhecendo aatuacaodo BTCl nociclocelular e umavez sabendo que seu
papel estd intimamente relacionado com a acao do proteassoma 20S, outras
analises no nivel celular foram realizadas. Estes novos ensaios envolveram a
avaliacao atividade mitocondrial e de sua membrana, haja vista que alteracdes na
morfologia e no ambiente eletrostatico acompanham a morte celular associada
a inativacao do proteassoma 20S.

Neste sentido, com o auxilio de uma sonda fluorescente foi possivel
detectar o inchaco da estrutura mitocondrial mediante o tratamento das células
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tumorais com o BTCI. Além disso, a membrana mitocondrial sofreu uma
despolarizacdo durante este processo. Assim, foi notoria a alteracao causada
pelo inibidor no desempenhar das funcées mitocondriais em ambas as linhagens
celulares.

Alteracoes quimicas e morfologicas das mitocondrias estao diretamente
relacionadas com a ocorréncia de estresse oxidativo e, consequentemente, com
o0 surgimento das espécies reativas de oxigénio que, por sua vez, sSao
desencadeados por um processo apoptotico. Notou-se que tanto as linhagens
MCF-7 quanto MDAMB.231, incubadas com BTCI, apresentaram elevacao no
nivel das espécies reativas de oxigénio, posteriormente ao aumento de volume e
a despolarizacao de membrana das mitocondrias.

Todavia, ainda era necessario um olhar mais cauteloso para o processo
apoptotico, especificamente no que diz respeito a participacao das caspases. A
partir dai, verificou-se que, para a linhagem MDA.MB.231, havia um aumento da
atividade relacionada a caspase-3, estendendo tal efeito a caspase-7/ no caso da
linhagem MCF-7/.

Por fim, o ultimo aspecto averiguado foi a expressao dos genes do
complexo NF-kB - um complexo proteico que esta envolvido na resposta celular
a estimulos, como o estresse, citocinas, radicais livres, dentre outros. A
regulacao incorreta ou a alteracao da atividade de NF-kB por inibidores de
proteassoma estd associada ao cancer e as doencas inflamatorias e autoimunes.

Neste contexto, o resultado relevante - gerado por meio de uma analise de
PCR - foi 0 aumento da expressao de interleucina-8 em ambas as linhagens. A
acao mais efetivado BTCl ocorreu na invasiva; todavia, a expressao do gene BAX
foi mais intensa na ndo invasiva. Para os demais genes - BCL-2, NFKB2 e c-FLIP
-, nao foi observado nenhum efeito na linhagem MFC-7/, em contraste com a
diminuicao da expressao na MDAMB.231.

Pode-se dizer que estes estudos representam um dos mais importantes
alicerces que fundamentam toda a pesquisa desenvolvida sobre o BTCI, ha mais
de 40 anos, e o potencial de aplicacao biotecnolodgica deste inibidor.
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6 Nanoencapsulamento

O desenvolvimento da industria farmacéutica nos ultimos anos passou por
diversas etapas que trouxeram novas perspectivas em relacao ao tratamento de
inumeras doencas. Parte deste avanco se deu pelas copiosas inovacoes
tecnologicas que revolucionaram nao soé as areas biomédicas, como a ciéncia de
um modo geral. A consequénciaimediata deste novo paradigma foi o surgimento
de metodologias que abriram caminhos antes impensaveis dentro da medicina.

Sempre que um tratamento envolvendo o uso de novos medicamentos é
proposto, aspectos relacionados a estabilidade, bioatividade e
biodisponibilidade destes compostos estdao no cerne dos protocolos a serem
considerados.

A estabilidade esta relacionada com a capacidade de um farmaco
conservar suas propriedades de interesse a longo do tempo. Compostos
instaveis sofrem alteracdes estruturais que acarretam a perda de sua
funcionalidade original. Com isso, se tornam desinteressantes tanto
farmacologicamente quanto economicamente.

A bioatividade por suavez ¢ a caracteristica conferida aos compostos que
manifestam seus efeitos em organismos vivos, sendo estes desde pequenas
células em um ambiente in vitro até espécimens complexas, como o proprio ser
humano - in vivo. Deste modo, um composto bioativo € promissor quando sua
acao se mostra eficaz em sistemas cujas condicoes sao as mais proximas das
fisiologicas.

Por fim, mesmo que um farmaco seja estavel e bioativo, sua aplicabilidade
esta diretamente relacionada com a capacidade de atingir o alvo molecular
quando da sua entrada no sistema de interesse. Dentro do organismo, diversas
sao as rotas — tanto fisicas quanto quimicas — nas quais a droga pode seguir.
Sendo assim, € impositivo que nao ocorra dispersao, otimizando seu caminho
biogquimico para que, além do farmaco agir de modo topico, toda a quantidade
ministrada seja de fato utilizada. A caracteristica relacionada a esta ultima
potencialidade é a biodisponibilidade.

A biodisponibilidade € tdao importante quanto a estabilidade e a
bioestabilidade, porquanto é dela advinda a utilizacdo da menor dose possivel
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que produza os efeitos desejados. Com isso, sao evitadas possiveis
superdosagens e as consequéncias dela originadas. Dessarte, uma nova area
emergiu dentrodas ciéncias biomédicas: achamada drug delivery sytems -emuma
traducao livre, seriam os sistemas de entrega de fdrmacos. Estes sistemas visam
garantir que o medicamento aplicado atue tdo somente no local da mazela,
minimizando possiveis efeitos colaterais decorrentes da acao do farmaco em
outras vias bioguimicas.

Estruturalmente, o BTCI é uma molécula pequena, de aproximadamente
8kDa. Alem disso, sua atividade é conservada e uma ampla faixa de temperatura
e pH devido a presenca de 14 residuos de cisteina em sua estrutura, as quais
formam 7/ ligacoes dissulfeto. Portanto, sua forma conformacional é rigida e
pouco suscetivel a alteracoes decorrentes de condicoes fisicas e quimicas que
desnaturariam uma grande quantidade de proteinas. Sendo constatadas a
estabilidade e a atividade, é importante que, para o uso em terapias medicas no
contexto da oncologia, a biodisponibilidade esteja otimizada de modo que toda
dosagem prescrita atue no alvo desejado.
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PARTE I
Justificativa e Objetivos



1 Justificativa

De acordo com o Instituto Nacional de Cdncer (INCA), o cancer de mama é
aneoplasia mais frequente em mulheres, representando aproximadamente 28%
dos casos descobertos a cada ano.® Além disso, mundialmente, segundo a
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer (IARC), ele é o tipo de cancer que
mais mata esta populacdo.®® Dados para o ano de 2012 revelaram que cerca de
522 mil mortes ocorreram devido a este carcinoma.

Ainda em concordancia com a IARC, esta situacao € ainda mais
preocupante nos paises em desenvolvimento. Neles, as regides que atravessam
uma fase de mudanca social e econdmica, conjugada com a transicao para um
estilo de vida mais proximo dos paises industrializados, apresentam aumento dos
casos de cancer de mama. Esta constatacao estéa relacionada tanto com a nova
rotina nutricional adotada por essas regides como também com fatores
hormonais e reprodutivos.

Neste sentido, o Brasil esta susceptivel a uma maior incidéncia desta
doenca. Por isso, é necessaria nao s6 a adocao de politicas publicas que tenham
como objetivo a prevencao e deteccao da enfermidade em suas primicias, como
também o apoio a pesquisas cientificas que visem desenvolver alternativas ao
tratamento adotado atualmente.

Um ponto importante a ser levado em consideracao, segundo a IARC, diz
respeito a constatacao que, nestes paises em desenvolvimento, a taxa de
mortalidade é superior aos demais, haja vista que o tratamento ainda é
economicamente inviavel para grande parte da populacao.

As tecnologias advindas da pesquisa relativa ao BTCI sao promissoras nao
so do ponto de vista académico - posto que sua acao anticarcinogénica ja foi
demonstrada -, como também clinico, uma vez que este inibidor ndo causa
efeitos adversos em células sadias.

Os mecanismos moleculares pelos quais o BTCI se liga ao proteassoma
20S, inativando-o, sdo desconhecidos. Isso se da principalmente pela dificuldade
de se cristalizar o complexo binario e obter sua estrutura tridimensional. Sendo
assim, o uso de metodologias in silico pode fornecer importantes contribuicoes
para a elucidacao das interacoes que dao origem ao sistema BTCl-proteassoma.
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Essas contribuicoes, por sua vez, poderdo colaborar para o design de novos
farmacos. A reproducao com maxima precisao dos fatores quimicos envoltos na
formacao do complexo quimotripsina-BTClI-tripsina, no sentido de identificar os
residuos mais colaborativos em ambas interacoes, € de suma importancia para o
entendimento da atividade anticarcinogénica deste inibidor. Uma vez obtido
este protocolo, poder-se-4, entdo, estende-lo em um estudo posterior para se
desvendar os mecanismos moleculares da ancoragem do BTCI ao proteassoma
20S, uma vez que esta interacao se da em sitios analogos aos da tripsina e da
quimotripsina.

2 Objetivos

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho esta dividido em duas partes distintas:
avaliar a resposta in vitro de células de adenocarcinoma mamario mediante
tratamento com BTCI nanoestruturado; e analisar estruturalmente in silico, por
meétodos semi-empiricos, 0s parametros estruturais que estdo diretamente
relacionados aos mecanismos moleculares pelos quais o BTCI apresenta os
efeitos citostaticos e citotoxicos em células tumorais.

2.2 Objetivos especificos

e Purificar e encapsular o BTCl em nanoparticulas de quitosana,
caracterizando-as em relacao as propriedades fisico-quimicas;

e Conduzir ensaios in vitro para avaliar a resposta da linhagem de células
tumorais MCF-7 ao tratamento com BTCI nanoestruturado;

e Desenvolver um protocolo in silico que permita avaliar os residuos mais
colaborativos para o estabelecimento dos complexos BTCI-tripsina e
BTCl-quimotripsina;

e Auvaliar in silico a importancia de moléculas de agua para interface BTCI-
tripsina.
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PARTE III
Metodologia



SECAO A

Metodos experimentals



1 Purificacao do BTCI

1.1 Obtencao de sementes de Vigna unguiculata

O protocolo utilizado de purificacao do BTCI foi elaborado por Ventura et al em
1966, ao adaptarem e otimizarem as rotinas que eram entao conhecidas para se
obterem os inibidores de Kunitz e agueles pertencentes a familia Bowman-Birk
extraidos de outras espécies vegetais.®? Nele, sdo utilizadas sementes de feijao-
de-corda da espécie Vigna unguiculata.

Para a obtencao destas sementes em grandes quantidades, foi realizado o
plantio do feijao a partir de sementes estoque, cujo cultivo ocorreu na Estacao
de Biologia Experimental da Universidade de Brasilia,em 2016. A semeadura foi
realizada em meados de outubro, visando aproveitar a transicao entre a estacao
seca e chuvosa que ocorre no Distrito Federal, posto que o feijao € sensivel ao
estresse hidrico causado ou pela secura excessiva ou por chuvas exacerbadas.
Deste modo, ao se servir de uma transicao climatica suave, sao evitados indices
pluviométricos extremos.

Previamente ao plantio, realizou-se o processo de calagem manual da area
de cultivo. Este consiste na aplicacao de calcario para equilibrar a acidez do
terreno, diminuindo a compactacao do solo e aumentando a biodisponibilidade
dos nutrientes, além de minimizar os efeitos toxicos advindos do aluminio e do
manganés distribuidos na regido. Para o feijao, esta etapa é de grande
importancia, posto que seu crescimento radicular ndo é elevando - o que por si
sO ja € um fator limitante para a obtencao das espécies quimicas indispensaveis
ao seu desenvolvimento, como célcio e 0 magnésio:

CaCO; + Al*® + H,0 = Ca*? + H,CO; + Al(OH);

Uma vez maturadas, as vagens foram colhidas e as sementes devidamente
selecionadas, separando-as de detritos oriundos do solo quando do processo de
colheita. Posteriormente, expds-se ao ar livre as sementes obtidas, minimizando
aumidade a elas associada. Por fim, foram estocadas em uma camarafria a -4 °C
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até o momento de sua utilizacao, quando entao serao previamente deixadas ao
ar livre até o equilibrio da sua temperatura com a do ambiente.

1.2 Obtencao do extrato bruto

As sementes do feijdo-de-corda foram descascadas e trituradas até se
chegaraum pofino. A 500 g deste pd foram adicionados 2 L de aguatipo |1 e 200
uL de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) na concentracdo de 200mM. Este
reagente € um inibidor de serinoproteases. Com o seu uso, objetiva-se prevenir
a degradacao das espécies de interesse pela acao destas enzimas.

Posteriormente, este extrato inicial foi deixado sob agitacao por 12 horas
a -4 °C e submetido a um movimento mais vigoroso em um liquidificador. Com
isso, intenta-se conferir um maior grau de homogeneidade a amostra. Este
ultimo processo foi realizado em 3 etapas de 5 minutos, com intervalo de outros
5 minutos entre elas paraevitar o aguecimento da solucao. Em seguida, o extrato
inicial foi filtrado em uma malha de algodao, onde se descartou a fracao solida.

Logo apds, a solucdo obtida adicionou-se acido tricloroacético (TCA)
100% para uma concentracao final de 2,5%. Este processo foi realizado sob
agitacao por meio de um lento gotejamento durante 1 hora. A acao do TCA faz
com que a rede de ligacoes de hidrogénio entre as moléculas de agua do solvente
e a superficie das proteinas seja rompida, atenuando os efeitos da esfera de
hidratacdo.’™® Como consequéncia, estas proteinas ndo permanecem sollveis,
podendo ser facilmente separadas. Muito embora o TCA ndo tenha forca
suficiente para romper ligacoes peptidicas, seu uso acarreta em uma provavel
desnaturacao ao deformar as estruturas secundarias. No BTCI, este efeitondo é
pronunciado, haja vista que devido a presenca de 7/ ligacoes dissulfeto sua
conformacao é relativamente rigida. Deste modo, além da remocao de sais e
detergentes, o uso do TCA separa o BTCI de outras proteinas maiores.

Apos o término do gotejamento e uma posterior etapa de homogeneizacao
por agitacao magnética durante 1 hora, a solucao resultante foi coada em um
papel-filtro, depositando o que ha de ser eliminado na fase sélida e mantendo a
fracao de interesse no extrato liquido. Para a completa eliminacao das
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impurezas, esta solucao foi submetida a centrifugacao por 40 minutos a 4 °Ce
2000 rpm, eliminando posteriormente a fracao depositada no fundo do frasco.

Na etapa seguinte foi adicionado sulfato de amoénio para uma
concentracao final de 50% (p/v). A funcdo do (NH4)2SO4 é precipitar proteinas,
incluindo o BTCI, concentrando-o em uma fracdo com menos moléculas.

Como o BTCI é uma proteina dotada de carga superficial, ha tendéncia de
formacao de agregados moleculares por atracoes de natureza eminentemente
eletrostaticas.''® De um modo geral, conforme o sulfato de amonio € adicionado
a proteinas desse tipo, forma-se uma esfera de coordenacao i6nica ao redor
destas espécies, balanceando a carga superficial e impedindo-as de se ligarem
umas as outras. A vista disso, sua solubilidade aumenta. Todavia, prosseguindo a
adicao de mais ions, aforcaidnica da solucao continua crescendo. Entao, surgem
cargas eletrostaticas na superficie proteica, agregando-as e causando uma
diminuicao de solubilidade, acarretando sua precipitacao.

Tendo sido adicionado sulfato de amoénio, a solucao foi mantida em
agitacao magnética por 1 hora para completar a precipitacao do BTCI.
Posteriormente, realizou-se uma etapa de centrifugacao por 40 minutos a 4 °C
e 9000 rpm; sendo, entdo, o TCA e outros interferentes presentes nafase liquida
descartados, retendo o BTCI na fase solida.

Nesta altura, poder-se-ia dar sequéncia a fase de purificacao
cromatografica. Entretanto, aforcaidnica da solucao esta elevada, o que poderia
causar uma compressao da matriz cromatografica. Aléem disso, a presenca
excessiva de cargas eletrostaticas seria um impeditivo em relacao a sua aplicacao
em colunas de troca ionica. Para minimizar este efeito, a fase soélida obtida na
etapa anterior foi ressuspensa em aguatipo |l e colocada em saquinhos de dialise
(7 kDa) para a retirada dos sais dissolvidos provenientes do sulfato de aménio.
Estes saquinhos foram depositados em uma proveta de 2 litros preenchida com
aguatipo ll, sendo ela substituida 10 vezes em intervalos de 1 hora e 30 minutos.

1.3 Cromatografia de troca ionica e analise de pureza

Apos a obtencao deste extrato bruto, a posterior etapa de purificacao foi
realizada por cromatografia de troca iénica com uma matriz de dietilaminoetil
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celulose (DEAE-C) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha). Antes da purificacdo a
matriz foi ativada, adquirindo carater catiénico no nitrogénio basico do grupo
DEAE. Uma vez que a fase estacionaria se encontra carregada, proteinas
anionicas poderao a ela se unir. Posteriormente, da-se a eluicdo por meio de um
gradiente salino, cujos fons irdo competir com as espécies aderidas,
desagregando-as da coluna por ordem de afinidade.

Neste trabalho, foi utilizada uma coluna de vidro medindo 3,5 cme 23 cm
de didametro e altura, respectivamente, a qual foi previamente lavada com dgua e
ativada com solucoes de acido cloridrico e hidroxido de sodio a 0,2 M, assim
como tampao fosfato de sodio 10X e 1X em pH /.3, respectivamente. Antes de
injetar a amostra na coluna, a ela foi adicionado este mesmo tampao 10X para
uma concentracao final de 1X. Em seguida, o extrato bruto foi centrifugado por
40 minutos a 18 °C e 9000 rpm, garantindo que nenhuma particula sdlida
adentre no ambiente cromatografico. Logo apods a aplicacao na coluna, realizou-
se a passagem de uma solucao tampao 1X, proporcionando a eliminacao das
proteinas nao ligadas. Por ultimo, o BTCI foi eluido com a aplicacao de um
gradiente linear de cloreto de sédio 0-0,8 M. O fluxo utilizado durante todo
processo cromatografico foi de 3 mL/min.

Quando do prosseguimento da eluicdao, deu-se concomitantemente a
afericao da absorbancia em 280 nm no aparelho AKTA Prime da GE Healthcare
(Chicago, Estados Unidos). Deste modo, foi possivel coletar e identificar em
tempo real a fracao referente ao BTCI, dado que esta proteina exibe um pico
maximo de absorcao em 280 nm. Posteriormente, fez-se necessaria uma etapa
de dessalinizacao, a qual foi realizada por meio da técnica de cromatografia de
exclusao molecular. Nela, a estrutura da resina que compode a matriz é formada
por diversas cavidades porosas de pequenas dimensoes, onde espécies menores,
tais como os cations e anions salinos, serao alocadas por mais tempo, separando-
as da proteina.

A solucao contendo BTCI foi entao aplicada a uma coluna medindo 3,5 cm
e 23 cm de diametro e altura, respectivamente, cuja matriz era Sephadex G-50
(Sigma Aldrich, Steinheim, Alemanha). Logo apods, o conteldo aderido a coluna
foi eluido com agua tipo II. Paralelamente, realizou-se a leitura da absorbancia
em 280 nm no aparelho AKTA Prime, possibilitando a separacao em tempo real
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do BTCI, coletado no primeiro pico por se desligar primeiro da fase estacionaria
em relacao as moléculas de sal.

Finalmente, tendo sido obtida uma solucao aquosa contendo o BTCI, esta
foi liofilizada e teve sua pureza avaliada por meio de um espectrémetro de massa
MALDI-TOF.

2 Encapsulamento do BTCIl em quitosana

2.1 Sintese de nanoparticulas de quitosana via método quimico

Neste trabalho, foi adotada a técnica quimica de gelificacao idnica para
sintetizar as nanoparticulas. Nela, o produto resultante € uma estrutura esférica
na qual o principio ativo é contido. O processo de sintese se da a partir de
interacoes eletrostaticas entre o polimero e um agente estruturador, o qual deve
ser provido de carga oposta a do polimero (contra ion). Em suma, é o contato da
cadeia polimérica com o agente estruturador que fara surgir a nanocapsula.

A primeira etapa deste processo € solubilizar o polimero em agua. Logo
apos adiciona-se o farmaco de interesse. A partir daqui duas rotas podem ser
tomadas. A primeira procede a adicao desta formulacao a uma solucao contendo
0 agente estruturador, formando as nanoparticulas em uma espécie de hidrogel.
A segunda inverte a ordem desta Ultima etapa. Ao invés de se acrescentar a
mistura do polimero com o composto bioativo a solucao do contra ion, adiciona-
se 0 agente estruturante a solucao polimeérica. O produto de ambas rotas é o
mesmo.'® Aqui, ha de se fazer notar que podem ser utilizados polimeros tanto
cationicos quanto anidnicos. %120

Ao longo dos anos, diversos polimeros se mostraram capazes de formar
nanoparticulas estaveis, tais como o colageno, carboximetil celulose e o acido
hialurénico.™” Neste trabalho, o polimero escolhido foi a quitosana, pois além de
se mostrar eficaz na sintese de nanocapsulas com aplicabilidade biotecnologica,
€ um composto atoxico e biodegradavel pelo metabolismo humano. Além disso,
sua obtencao é realizada a partir da carapaca de crustaceos por um processo que
envolve etapas simples de desacetilacao alcalina. Sendo a quitosana de facil
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consecucao, ha aqui um alinhamento tanto funcional quanto econémico, motivo
pelo qual foi adotada neste projeto.

Sabendo que a quitosana, em meio acido, € catidnica - dada a protonacao
dos grupos aminicos -, o contra fon a ser escolhido deve possuir carater anionico.
Um dos compostos mais amplamente utilizados em conjunto com a quitosana é
o tripolifosfato de sédio (TPP).'?' Ademais, € uma substancia atoxica ao ser
humano. Por isso, foi aqui adotado como agente estruturador.

Tendo sido escolhidos os materiais, prosseguiu-se, entao, para a sintese
das nanoparticulas contendo BTCI. Inicialmente, a 37,5 mg de quitosana foram
adicionados 30 mL de agua tipo I. Para acidificar esta solucao, acrescentaram-se
30 uL de acido acético. Esse sistema foi mantido sob agitacao por 30 minutos.
Deste modo, formou-se a solucdo estoque de quitosana (A). Em seguida, 72 mg
de BTCIl em p6 foram solubilizados em 8 mL da solucao A. Submeteu-se este
preparado a sonicacao por 30 minutos. Paralelamente, foram adicionados 10 mg
de TPPa5mlLdeaguatipol,formandoasolucao anionica B. Aetapade formacao
das nanocéapsulas foi realizada sob agitacao gotejando 2 mL da solucdo B a
solucao de BTCI, com um fluxo de 0,04 mL/s. Por fim, a solucao contendo as
nanoparticulas recém formadas foram adicionados 98 mg de polietilenoglicol
(PEG2000) sob agitacao - a qual foi mantida por 10 minutos.

As nanocapsulas de controle foram produzidas pelos exatos
procedimentos descritos, com excecao da etapa de adicao do BTCI.

2.2 Caracterizacao hidrodinamica das nanoparticulas

A etapa final deste trabalho envolveu a caracterizacao das nanoparticulas
por meio do método de espalhamento dindmico de luz do tipo size distribution
(DLS). Esta técnica consiste em detectar a dispersdo da luz ao passar pela
amostra, sendo por meio dela derivados os parametros fisico-quimicos. Uma vez
que estas ondas eletromagnéticas interagem com a solucao, sofrem em
decorréncia disto o fendmeno de espalhamento. O padrao com o qual ocorre é
dinamico, visto que as particulas dispersas se encontram em um tipo movimento
browniano, tendo a distancia entre elas uma variacao ao longo do tempo. Outros
fenbmenos fisicos podem ocorrer do mesmo modo, tais como interferéncias
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construtivas e destrutivas. Todos estes padroes dindmicos se relacionam com as
caracteristicas fisicas das particulas, sendo por meio deles obtidas as
informacdes de interesse (polidispersividade, estabilidade e as dimensoes
moleculares). Neste trabalho, esta andlise foi realizada por meio do equipamento
Zetasizer Nano SZ (Malvern, Reino Unido).

3 Ensaios in vitro

Todos os procedimentos aqui descritos foram realizados com materiais
anteriormente esterilizados e em uma camara de fluxo laminar, cuja luz
ultravioleta permaneceu ligada por 40 minutos antes da realizacao de qualquer
tipo de manipulacao.

3.1 Manutencao da cultura de células

A linhagem celular de adenocarcinoma mamario nao invasivo (MCF-7) foi
obtida do banco de células do Rio de Janeiro (CBRJ), tendo sido armazenadas
em nitrogénio liquido. Previamente descongeladas a 37°C, 500 plL destas
aliquotas foram adicionados em 3 mL de meio de cultura EMEM (Eagle’s minimum
essential medium) suplementado com soro fetal bovino e insulina, além dos
antibioticos penicilina e estreptomicina para concentracoes finais de 10% (m/v),
0,01 mg/mL, 100 IU/mL e 100 pg/mL, respectivamente. Em seguida, a cultura
celular foi centrifugada por 5 minutos a 300 g. Uma vez depositadas na fase
solida, procedeu-se a ressuspensao em 5 mL de meio de cultura EMEM.
Posteriormente, foram transferidas para um frasco de cultura e incubadas a
37°C em uma estufa, cujo nivel de CO2 se manteve em 5%. A cada 48 horas o
meio de cultura era substituido por um novo. O conteldo do frasco foi
observado em um microscopio de luz invertida, sendo avaliado em relacao a
multiplicacao celular, morfologia e a presenca de contaminantes.

Atingido o estagio de confluéncia (maximo crescimento), as células foram
removidas do frasco de cultura e recultivadas em um ambiente que proporcione
uma menor densidade em relacao a sua distribuicao por unidade de area. Para
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isso, descartou-se o meio de cultura e 2 mL de solucao tripsina-EDTA 1X foram
adicionados, dissociando a monocamada de células aderida ao frasco. Apos 2
minutos de incubacdo na mesma estufa utilizada anteriormente, esta
desassociacao foi constatada microscopicamente. Acrescentou-se entdo 2 mL
de meio de cultura para inibir a atividade da tripsina. Logo apds, a suspensao de
células foi centrifugada por 5 minutos a 300 g. Apds a remocao do sobrenadante,
a fracao depositada foi ressuspensa com meio de cultura e transferida para um
frasco menor, sendo posteriormente incubada a 37 °C e 5% (v/v) de COx.

3.2 Tratamento das células com BTCI nanoestruturado

ApoOs a incubacao final e atingido o estagio de confluéncia, realizou-se a
analise da qualidade do sistema celular, avaliando sua aptidao para o tratamento
com BTCI nanoencapsulado. Com isso, espera-se determinar se a cultura esta
homogeneamente dispersa e viavel. A este fim, retiraram-se os frascos da estufa
e se descartou a fase liquida, procedendo a uma posterior lavagem com PBS 1X.
Em seguida, foi acrescentado 1mL de solucao tripsina-EDTA 1X para
desassociar as células da superficie, sendo este sistema mantido em estufa por 3
minutos. Posteriormente a adicdo de meio de cultura, esta solucao foi transferida
para um tubo e submetida a centrifugacao por 5 minutos a 300 g. Descartado o
sobrenadante, a fase sdlida foi ressuspensa em 1 mL do mesmo meio. Esta
solucao que sera plaqueada, objetivando qualificar sua propensao para subsidiar
0S ensaios vindouros.

Visando a etapa de plagueamento, para a determinacao do nimero de
células 10 plL da suspensao foram adicionados a 40 uL de solucdo de azul de
tripan a 0,4% em PBS (m/v). Uma vez depositados 8 pL dessa mistura em uma
camara de Neubauer, as células presentes nos quatro quadrantes laterais de
maiores dimensoes foram contadas por meio de um microscopio. Entao, o
numero final foi obtido por meio da seguinte férmula:

n° ..
células contadas

* fator de dilui¢do = 10*

n°.q =
células — _ o
n quadrantes contados
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De posse deste dado, o ensaio de viabilidade celular foi realizado pelo
método coulométrico do MTT - brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-1)2,5-difenil
tetrazolio -, estabelecido por Mosmann e obtido pela SIGMA (St Louis, MO,
USA).# Em células vidveis, enzimas mitocondriais, como a succinato
desidrogenase, reduzem o substrato MTT, dando origem a uma espécie quimica
cristalina chamada formazan, de cor azulada. Dessa forma, a quantificacao do
formazan produzido por células sadias submetidas a determinado tratamento se
correlaciona com a viabilidade, possibilitando sua mensuracao.

Para isso, foram plaqueadas, em triplicata, aproximadamente 5x10°
células nos pocos de uma microplaca contendo 96 destas estruturas. Apos
incubacao na estufa por 24 horas, a placa de cultura foi observada em um
microscopio de luz invertido, averiguando a morfologia e a multiplicacao das
células, bem como a presenca de contaminantes. Entao, removido o meio de
cultura, foram adicionados 150 uLde solucaode MTT - 15uLde MTT a5 mg/mL
em 135 pL de meiode cultura EMEM - em cada poco. Depois da incubacao deste
sistema por 3 horas, a fracado liquida foi dispensada e 100 pL de DMSO foram
adicionados em cada poco para dissolver o formazan criado. Realizou-se a
quantificacao deste formazan pela medida da absorbancia do contelddo dos
pocos no comprimento de onda de 570 nm, por meio de um espectrofotometro
conjugado a uma leitora de microplacas (SpectraMax M3 microplate reader,
Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). A partir desta andlise, pode-se
determinar se a cultura era adequada para os ensaios posteriores.

Uma vez demonstrada a eficacia deste sistema, a etapa de tratamento com
o BTCI livre e nanoestruturado foi iniciada. O mesmo procedimento descrito
anteriormente para o plagueamento e para a quantificacao da viabilidade celular
foi adotado, a excecao da adicao de um estagio complementar para a aplicacao
das moléculas de interesse em analise. Nele, apds a etapa de avaliacao
microscopica, foi removida a fracao liquida, sendo, entao, adicionados meio de
cultura e solucao contendo as nanoparticulas nas concentracées de 50, 100, 150
e 200 pL.
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3.3 Analise estatistica

Os dados gerados durante arealizacao dos experimentos foram expressos
como uma meédia aritmética acrescida do erro padrao associado a esta mesma
média, sendo estes obtidos por meio de 3 experimentos independentes
realizados em triplicata. A determinacdo das diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos nos ensaios performados foi realizada por uma
analise de variancia (ANOVA) com o teste estatistico de Dunnett’s, usando o
software SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Adotaram-se as probabilidades
de significancia (valor-p) menores que 0,05 como significativas.
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4 Procedimentos e calculos realizados

4.1 Preparacao do sistema

A partir da estrutura 3RU4, prepararam-se dois sistemas. O primeiro,
constituido pelo complexo BTCl-quimotripsina, foi construido pela remocao da
tripsina, agua e demais reagentes formados durante a cristalizacdo. O segundo,
dado pelo sistema BTCl-tripsina, foi formado por um protocolo analogo ao
anterior - todavia, o fon Ca*? foi mantido a fim de ndo alterar o ambiente
eletrostatico aoredor dele, tendo em vista que este ion € um agente balanceador
de cargas para cadeias laterais proximas.

Posteriormente, estimou-se o estado de protonacao das cadeias laterais
das histidinas utilizando o servidor PDB2PQR.1'* Nele, o sistema foi simulado em
pH 7,3. Com isso, se observou que todas as histidinas de ambas estruturas
adotaram a forma monoprotonada.

Em seguida, as cadeiras laterais foram analisadas a fim de determinar as
conformacoes otimas. Esta andlise foi realizada utilizando o servidor
MOLPROBITY.**?

O mapa de densidade eletronica da estrutura 3RU4 foi analisado
utilizando o programa WinCoot.**® Por meio desta avaliacdo, verificou-se que a
porcao terminal do BTCI estava indeterminada devido a densidade eletronica
quase inexistente. Porisso, foram excluidos os residuos Ser'# Ser®>, Lys*® e Ser’4,
A Pro' e a Lys’3converteram-se em porcoes C-terminal e N-terminal.

Em ambos os sistemas foram adicionados hidrogénios por meio do pacote
LEaP, contido no programa AMBER.A%114 Estes hidrogénios passaram por um
processo de optimizacao utilizando o algoritmo Steepest Descent com uso do
modelo de solvatacao igh7, sendo posteriormente submetidos a uma simulacao
de dinamica molecular Simulated Annealing, no qual o sistema foi submetido a
etapas de arrefecimento partindo de 1700 K até O K em 3 ps, fazendo uso do
termostato de Berendsen e do prévio modelo de solvatacao.
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4.2 Analise dos residuos de aminoacidos mais colaborativos

Os dois sistemas proteicos obtidos a partir do método de preparacao
descrito anteriormente sdo constituidos por aproximadamente 4500 atomos.
Estruturas deste tamanho sao de dificil manipulacao em estudos in silico mais
robustos por necessitarem de um tempo computacional proibitivo. Deste modo,
buscou-se, em um primeiro momento, obter uma estrutura menor que bem
representasse o conjunto das contribuicoes energéticas mais importantes
presentes nas formas nativas.

Objetivando a obtencao deste sistema, construiu-se uma curva de
fragmentacao para ambas as estruturas. Nela, analisa-se a energia de interacao
entre o inibidor e a protease de cada subsistema em funcdo do nimero de
atomos. Esta energia foi calculada de modo pontual, sem otimizacao, por meio da
aproximacao semiempirica PM6-D3H4X implementada no programa MOPAC,
utilizando o modelo de solvatacdo COSMO.#?

Inicialmente, as energias de interacao foram calculadas para o sistema
completo e para a menor porcao de interesse, a qual foi definida como sendo a
interface entre o inibidor e a serinoprotease. Esta interface é constituida pelos
residuos do BTCl a 5 A da enzima e pelos residuos da enzima a 5 A de distancia
do BTCI. Apartir destaregido, construiram-se outros sistemas maiores (clusters).
Tais estruturas foram formadas adicionando, a partir da interface, residuos do
complexo nativo em raios sucessivos de 1 ou 2 A. Deste modo, busca-se obter o
menor cluster cuja energia de interacao mais se aproxime do sistema completo,
garantindo a representatividade do maior nimero de interacdes intra e
intermoleculares. Vale salientar que, para completar as valéncias criadas a partir
da exclusao de residuos, foram adicionados hidrogénios, os quais passaram pelo
processo de otimizacao descrito na secao anterior.

Uma vez que os dois clusters foram determinados, realizou-se a analise da
contribuicao energética de casa residuo da interface. Esta analise se deu por
meio de uma rotina chamada mutacao por glicina (glycine mutation), na qual o
residuo a ser quantificado é substituido por uma glicina e a energia de interacao
do novo sistema calculada pela mesma metodologia PM6-D3H4X/COSMO. A
perturbacao gerada por esta mutacao representa a uma perda ou ganho de
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estabilidade correlacionada a presenca do residuo substituido. A contribuicao
energéticado residuo nativo x (CER) é obtida mediante mensuracdo das energias
de interacao referentes ao sistema original, Ei,, e ao sistema que sofreu a
mutacao no residuo x, Eix, de modo que seu valor é dado pela expressao:

CER, = Ei, — Ei,

Este procedimento foi realizado em todos os residuos da interface,
mapeando-a por completo. Tal protocolo, além de fornecer informacoes
importantes acerca das contribuicoes residuais individuais, também serve de
validacao para a fragmentacao realizada anteriormente, pois se espera que as
alteracoes observadas no sistema completo sejam percebidas no mesmo padrao
e na mesma intensidade no cluster.

Por fim, calculou-se a contribuicao dos residuos para a energia de
interacao pela mesma técnicade mutacao por glicina, utilizando um método mais
robusto, SCC-DFTB3-D3H4X. A metodologia DFTB3 é a abordagem mais
recente darotina DFTB.%¢ Ela ndo so incorpora termos de terceira ordem, como
também os parametros de Slater-Koster 30OB, os quais, além de moléculas
organicas, englobam halogénios e alguns metais alcalinos, alcalinos terrosos e de
transicao. Entretanto, a aplicabilidade de métodos DFTB pode ser limitada
devido a subestimacao das ligacoes de hidrogénio e a nao representatividade
dos efeitos de dispersao de London. Para superar tais limitacoes, Hobza et al
transportaram as correcoes D3H4X desenvolvidas anteriormente para esta
nova abordagem, dando origem a uma metodologia mais robusta.*” Deste modo,
objetiva-se corroborar os resultados obtidos pelo tratamento PM6-
D3H4X/COSMO ao confronta-los com aqueles gerados pela abordagem SCC-
DFTB3-D3H4X/COSMO. Nesta ultima metodologia, a solvatacao foi estimada
pelo mesmo método PMé6 utilizado anteriormente.

Paraavaliar a influéncia das moléculas de agua da interface BTClI-tripsina,
na estrutura preparada anteriormente foram adicionadas tais espécies oriundas
da estrutura nativa (3RU4). O critério de adicdo foi a proximidade simultanea
dos residuos da interface do BTCI e da tripsina. Da cadeia do inibidor, as
moléculas selecionadas foram as de nimero 102 e 230; da protease, 11, 261,
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264, 360 e 436. Entado, realizou-se um calculo de energia por meio da
metodologia PM6-D3H4X/COSMO, comparando-a com aquela obtida quando
do sistema sem a presenca explicita de agua. Este estudo foi entao concluido pela
analise da influéncia destas moléculas nos residuos da interface, através da
utilizacao do mesmo procedimento de mutacao por glicina e por intermédio da
abordagem PM6-D3H4X/COSMO.
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1 Obtencao do BTCI livre e nanoestruturado

1.1 Pureza e caracterizacao do BTCI

A purificacao do BTCI foi realizada por cromatografia de troca idnica, uma
técnica baseada na formacao de interacoes eletrostaticas entre a amostra e a
matriz cromatografica.*™ Por meio dela, diversos tipos de compostos podem ser
isolados, desde pequenos peptideos até macromoléculas.

O perfil cromatografico, obtido a partir da absorbancia do contetudo que
se desprendia da coluna, esta apresentado na figura 8. O ultimo pico representa
a parcela correspondente ao BTCI. O produto foi coletado a partir do ponto de
maxima absorbancia até o término da curva, correspondendo a fracao
cromatografica de maior pureza.
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Figura 8. Perfil cromatogrdfico da purificacdo do BTCI por troca ibnica. Em azul tem-se o espectro de absorbdncia do contetido
que elui da coluna; em vermelho, a condutividade. Ambas curvas foram geradas concomitantemente e em tempo real. O pico
correspondente ao BTCI estd em aproximadamente 200 mAu

Conforme aforcaionica do eluente aumenta, mais espécies sao desligadas
da coluna. O pico de maior intensidade corresponde ao BTCI.
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Para retirar o conteudo salino decorrente da passagem do eluente,
procedeu-se a cromatografia por exclusao molecular. O perfil cromatografico
obtido é apresentado na figura 9.
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Figura 9. Perfil cromatogrdfico de separagdo do BTCI do NaCl por exclusdo molecular. Em azul tem-se o espectro de absorbdncia
do contetdo que elui da coluna; em vermelho, a condutividade. Ambas curvas foram geradas concomitantemente e em tempo real

Na curva de absorbancia, em azul, distinguem-se claramente dois picos. O
primeiro, entre as fracoes 27/ e 50, corresponde ao BTCI; o segundo, na porcao
final do grafico, ao NaCl. A coleta do produto de interesse foi realizada desde o
iniciodo primeiro pico até afracao 50, maximizando a relacao entre aquantidade
BTCI e a exclusao de sal. Nota-se que, a partir desta fracao, a condutividade
(curva em vermelho) passa a aumentar consideravelmente. Qualquer coleta a
partir desta fracdo acarretaria em uma maior quantidade de sais no produto
final.

Posteriormente a liofilizacao, uma aliquota do produto final, gerado na
forma de um fino pod branco, foi submetido a anélise por meio da espectrometria
de massa MALDI-TOF (figura 10). Este experimento visou analisar a pureza da
amostra obtida e caracterizar o BTCl em termos de sua massa molecular.
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Figura 10. Andlise de pureza do BTCI por espectrometria de massa MALDI-TOF. O pico referente ao BTCI € o de 104,814 Da; o
outro, de 4551,545 Da, é de seu equivalente com dupla carga

Pelafigura 10 pode-se observar a ocorrénciado BTCI no pico referente as
moléculas de 9104,814 Da, bem como seu equivalente de dupla carga

(4551,545 Da). Desta forma, conclui-se que o processo de purificacdo do BTC|
foi realizado com éxito.

1.2 Producao e caracterizacao das nanocapsulas contendo BTCI

O aspecto fisico do sistema obtido por meio do método de
nanoencapsulamento era o de uma solucao heterogénea contendo duas fases,
sendo uma liquida e outra formada por um precipitado. Quando agitado, este
precipitado se dissolvia; mas, em repouso, se acumulava no fundo do frasco
novamente. Na fase liquida foram observadas particulas solidas dispersas,
provavelmente compostas por parte do BTCI nao solubilizado. Além disso,
durante o proprio processo de solubilizacao, formou-se uma quantidade
excessiva de espuma, a qual também se fez presente no sistema final. Estes dois
fatores combinados apontam para uma perda de rendimento durante as etapas

de producéao, tornando a quantificacao dificultosa e inviabilizando ensaios
posteriores.
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Para contornar estes problemas, algumas condicoes experimentais foram
alteradas. A primeira delas foi reduzir a quantidade de reagentes, alterando as
proporcoes adotadas. Além disso, ao invés de dissolver o BTCI na solucao de
quitosana, solubilizou-se em agua. Deste modo, o protocolo seguido partiu da
adicaode 10 mgde BTCl a 1,111 mL de dguatipo |, sendo esta solucao sonicada
por 10 minutos. Posteriormente, 1,388 mg de quitosana foram adicionados.
Concomitantemente, preparou-se uma solucao de TPP a partir de 10 mg deste
reagente adicionados a 10 mL de agua tipo 1. Logo apds, 0,277 mL deste recém
preparado foram gotejados, sob agitacdo, a solucdo contendo BTCI (a agitacéo
foi mantida por 10 minutos). Por fim, foram adicionados 13,6 mg de PEG2000.

Em relacdo as nanocapsulas produzidas por este protocolo modificado, o
aspecto fisico foi mais homogéneo. As particulas antes dispersas nao foram
detectadas, apontando para uma melhor solubilizacdo do BTCI. Contudo,
tambeém foi observada a formacao de precipitado.

Uma outra tentativa foi realizada objetivando a obtencao de um sistema
homogéneo. Nela, o ultimo protocolo foi alterado, utilizando 3,33 mgde BTCl e
de 0,694 mg de quitosana. O resultado obtido foi o melhor dentre todas as
condicoes experimentais avaliadas: constatou-se a formacao de um sistema
homogéneo razoavelmente opaco - mas nao decorrente de particulas solidas
nao solubilizadas, e sim como consequéncia da formacdo de nanocapsulas
contendo BTCI.

A partir dos resultados obtidos, importantes conclusdes puderam ser
tracadas. No primeiro sistema formulado, a concentracao final de BTCl foide 7,2
mg/mL, sendo a proporcao entre quitosana e TPP 2,5:1. De inicio, imaginou-se
que a formacao de precipitado se deu em decorréncia da baixa quantidade de
quitosana em relacao ao TPP, dado que, na literatura, experimentos mostram
uma proporcao exitosa de 4:1.11%8122 A partir dai, para a mesma concentracdo de
BTCI, as condicoes experimentais foram modificadas de modo que esta razao
fosse de 5:1. Entretanto, provou-se que a obtencao de um sistema heterogéneo
nao apresentava correlacao pronunciada em relacao a esta proporcao. Assim
sendo, para a ultima formulacao foi adotada novamente a razao de 2,5:1 e a
concentracao de 2,4 mg/mL de BTCI. Deste modo, obteve-se uma solucao
homogénea.
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Em seguida, as nanoparticulas foram caracterizadas por meio do
espalhamento de luz dindmico (tabela 8).

Tabela 6. Anélise de DLS para as nanoparticulas vazias e com BTCI

Nanoparticula vazia  Nanoparticula ¢/ BTCI

Z-average (nm) 435 301
Média em nimero (nm) 61 71
Polidispersividade (Pdl) 0,690 0,573
Potencial Zeta (mV) 33,4 28,6

Esses resultados indicaram que as nanoparticulas contendo BTCI tendem
ser menores que as vazias. Além disso, o tamanho médio esta condizente com a
literatura.’?® Tanto o indice de polidispersividade (Pdl) quanto o potencial zeta
revelaramigual conformidade, a qual nao oferece restricao a posteriores ensaios
em culturas de células.

2 Ensaios in vitro

2.1 Viabilidade celular mediante tratamento com BTCI nanoencapsulado

A viabilidade das células MCF-7/ tratadas com BTCI nanoencapsulado foi
avaliada pelo método colorimétricodo MTT, aferindo a absorbanciaem 570 nm.
Os resultados desta analise, realizada em triplicata, sao apresentados na figura
11.

Com base nos resultados obtidos, percebe-se que todas as formulacoes,
exceto a de controle, apresentaram efeitos na viabilidade celular. Nas
concentracoes de 50, 100, 150 e 200 pM, foram mortas 13, 5, 19 e 26% das
células, respectivamente. Chama atencao a dosagem de 100 uM ser menos ativa
que ade 50 uM.

Os ensaios de Joanitti et al e os de Mehdad et al**' indicaram que
praticamente nao ha inibicao da viabilidade celular mediante aplicacao de BTC|
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na concentracdo de 100 uM. A exclusdo de possiveis erros técnicos, o ponto
discrepante ndo é o de 100 uM, e sim o de 50 pM, o qual apresentou uma
toxidade duas vezes maior em relacdo aquelas descritas nos dois trabalhos
anteriores.

p=0.019
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on o on [ on [ on =
i 1 i 1 i 1 | |
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Figura 11. Ensaio de viabilidade celular pelo método colorimétrico do MTT

Em relacdo ao ponto de 150 uM, os experimentos de Mehdad et al
revelaram que, para tal dosagem, aproximadamente 15% das células
anteriormente funcionais foram mortas.’ Aqui, mediante o processo de
nanoencapsulamento, esta taxa aumentou 26%. A biodisponibilidade do BTCI
pode ser um dos fatores responsaveis por este incremento.

Por fim, para 200 pM, os experimentos de Joanitti e Mehdad et al
mostraram uma perda de viabilidade em 50% e 32% das células cultivadas,
respectivamente.'*!> Esta divergéncia pode ser explicada pelas diferentes
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fontes de obtencao das linhagens celulares, ou por alguma modificacdo no
protocolo utilizado.

No tratamento das células com BTCI nanoencapsulado nesta mesma
concentracao, a taxa de morte celular foi menor em relacao a ambos trabalhos.

Um dos fatores que pode estar relacionado a esta mudanca no ponto de
maior concentracao € uma caracteristica advinda do método de gelificacao
ionica. Nela, os indices de polidispersividade frequentemente sao maiores que
0,1, e ndo raramente ultrapassam 0,5.12412> Para esta observavel, o valor obtido
neste trabalho foi de aproximadamente O,7. O efeito de um indice desta
magnitude € a ocorréncia de nanocapsulas cujas dimensdes nao sao
homogéneas. Com isso, a concentracao de BTCI dentro de cada estrutura pode
ser diferente.™® Dessarte, quanto maiores as concentracoes, maiores poderdo
ser as discrepancias entre o conteldo tedrico e o realmente utilizado no
processo inibitorio.

Além disso, particulas cujas dimensoes sao irregulares nao interagem com
estruturas bioldgicas tao facilmente quanto aquelas mais homogéneas.'® Em
concentracoes de até 150 pM, tal efeito pode ndo ser tao pronunciado. Todavia,
conforme a dose € aumentada, pode haver uma saturacao de nanocapsulas ao
redor da parede celular devido a um grau de empacotamento pouco eficaz, de
modo que uma grande parte das macromoléculas aplicadas ndo esteja de fatoem
contato com esta membrana.

Possiveis rotas a serem seguidas a partir daqui podem envolver a
otimizacao do protocolo utilizado no processo de gelificacdo i6nica. Um dos
fatores aseravaliado € aproporcao entre quitosanae TPP. Durante as tentativas
de nanoestruturacao, notou-se que esta relacao nao afeta drasticamente o que
se observa de modo macroscopico. Com isso, foi utilizada uma razao de 2,5:1.
Todavia, ha na literatura relatos de uma proporcao 4:1 que produziu
recorrentemente estruturas com elevado grau de homogeneidade.'*®12? Desse
modo, esta proporcao pode estar relacionada com a similitude dos produtos
formados. Adicionalmente, a forca idnica que dirige o processo também foi
alterada - o que pode ter contribuido para as discrepancias observadas.

Uma outra possibilidade para otimizacao do encapsulamento do BTCI é a
adocao de outro protocolo de producao dessas nanocapsulas, objetivando a
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obtencao particulas menores e com alta taxa de encapsulamento. Uma destas
metodologias é o eletrospray. Nesta técnica, a solucao contendo o principio ativo
e o0 carreador polimérico € gotejada verticalmente de uma seringa para um
coletor. Ao deixar a seringa, as gotas se desfazem devido a aplicacado de um
campo elétrico, o qual, provocando alteracbes na tensao superficial das
particulas, gera um jato de espécies carregadas. Estas, por sua vez, ao se
repelirem eletrostaticamente, se dispersam na forma de um spray, sendo
coletadas em um recipiente aterrado.’® Uma das vantagens deste método € a
facilidade de obtencao de nanoestruturas isoladas, uma vez que o solvente é
evaporado ao decorrer do processo. Além disso, devido ao alto grau de controle
dos parametros experimentais, as particulas geradas exibem elevada
homogeneidade, sendo elas produzidas mediante uma alta taxa de
encapsulamento.?” Qutrossim, as propriedades das particulas produzidas
podem ser manipuladas de modo a se adequarem ao sistema de interesse.
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3 Analise insilico

Existem duas estruturas referentes ao BTCI depositadas no banco de
dados PDB. A primeira delas, 2G81, é formada pelo complexo BTClI-tripsina; a
segunda, 3RU4, pelo sistema quimotripsina-BTCl-tripsina. Enquanto esta foi
resolvida em uma resolucdo de 1,68 A, aquela foi em 1,55 A. Muito embora a
resolucao seja um parametro fundamental para avaliar qualidade de uma
estrutura — a qual esta diretamente relacionada com os resultados a serem
obtidos in silico -, o sistema 3RU4 foi adotado como ponto de partida para os
calculos vindouros devido ao fato de o BTCI ja estar complexado com as duas
serinoproteases por ele inibidas. Pressupde-se que esta configuracao tende a
ser mais fidedigna a disposicao adotada pelo BTCI quando de sua complexacao
com as proteases tripsina e quimotripsina. Ademais, tomando como base o
complexo ternario, o BTCI pode ser correlacionado entre os subsistemas a
serem gerados. Nao obstante, a diferenca entre as resolucdes nao é grande o
suficiente a ponto de comprometer a qualidade dos resultados futuros.

Sobre a rotina computacional utilizada, o método PM6-D3H4X foi
desenvolvido por Hobza et al e representa uma melhoria da abordagem PMé6-
D3H4, a qual foi construida com o intuito de corrigir a rotina PM6-DH2, tendo
como referencial a metodologia MP2/aug-cc-pVDZ. Todavia, o tratamento
PM6-D3H4 ndo é exato ao reproduzir os efeitos de dispersao. Com isso, Hobza
et al, partindo de resultados mais precisos advindos do método CCSD(T)/CBS,
criaram um novo funcional a partir de outra reparametrizacao, batizando-o de
PM6-D3H4X. Esta nova metodologia, além de melhorar a representatividade
dos efeitos de dispersao, também fornece melhores descricoes para ligacoes de
hidrogénio e ligacdes envolvendo halogénios.*34°

A respeito das conformacoes das cadeias laterais, analisadas por meio do
servidor MOLPROBITY, alguns residuos nao puderam ser determinados
assertivamente. Nestes casos, efetuou-se uma analise visual de cada um dos
residuos, buscando maximizar o estabelecimento de interacdes intra e
intermoleculares. Em relacdao a estrutura original, os seguintes residuos
sofreram alteracdes conformacionais em suas cadeias laterais: Asn®> do BTCI
em ambos os sistemas; Asn*®, GIn*8, GIn®?, Asn’?, Asn’®, Asn”®, Asn'% GIn'’°,
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GIn'®?, GIn?3e GIn?1 da quimotripsina; assim como Asn#648) GIn48b0 Gn6264),
Asn71 (74) Asn7é (79) Asn98 (101) G|n170(175), G|ﬂ189(192), G|n203(210) e G|n214(221) da
tripsina.” Logo apds, por meio desta mesma andlise visual, determinou-se o
estado de protonacao na histidina. Deste modo, foram modificados os seguintes
residuos: His®®para Hie®® no BTCI em ambos sistemas; His*’para Hid>’e

His*9para Hie*° na quimotripsina; da mesma forma que a His*®“9 para Hie®8“0),
His>*®7 para Hid>*®” e Hisf8Y para Hie®"V na tripsina. Hid e Hie sao duas
denominacoes dos residuos de histidina. A nomenclatura indica as diferentes

conformacodes da cadeia lateral. A forma Hid esta protonada no nitrogénio §1 (o
mais proximo da cadeia principal) e a Hie no nitrogénio €2.

3.1 Curva de fragmentacao do sistema BTCI-quimotripsina

Na curva de fragmentacao (figura 12), a notacao utilizada foi o raio em
relacdo a interface. Assim, a partir do ponto r1, correspondente a interface, o
ponto r2 denota um raio de adicdo de 2 A desde a interface, o ponto r3 um raio
de 3 A e assim sucessivamente.

Os dois extremos da curva de fragmentacao denotam a interface BTCI-
quimotripsina e o sistema enzima-inibidor completo. Energeticamente, estes
dois pontos estdo separados por uma diferenca de 4,41 kcal.mol™. Isto mostra
que a interface representa, em termos energéticos, aproximadamente 93% do
sistema completo. A diferenca entre o nimero de atomos destes dois sistemas é
de 3457, correspondendo a uma reducao de tamanho de quase 80%, o que pode
resultar em um ganho de tempo computacional para os calculos de analise a
serem realizados.

Entretanto, considerar a estrutura constituida por 846 dtomos (r1) como
ponto de partida pode gerar uma perda de representatividade ja no inicio das
simulacoes computacionais. Esta perda advém das interacoes de pequena
magnitude energética. Isto pode ser critico para bem representar o sistema
enzima-inibidor em questao, dado que, no BTCI, é importante a influéncia de

* A estrutura cristalografica adotada como ponto de partida para os calculos aqui realizados (PDB 3RU4) adota uma
numeracgao diferente para os residuos da tripsina. Daqui por diante, a numeragdo desta estrutura serd adotada,
sendo representada a notac3o padrio entre parénteses. Deste modo, a GIn'’® se torna GIn7°(173),
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interacoes nao covalentes - as quais, mesmo nao adquirindo proeminente
grandeza energética, sao essenciais para descrever todas as interacoes que
ocorrem neste inibidor. Um exemplo disso é caso da estabilizacao oriunda da
adocdo de uma conformacao do tipo T-shape nos residuos aromaticos Phe®”,
Tyré? e His*3, (ndo presentes na estrutura rl), responsaveis pelo processo de
oligomerizacdo do BTCI.
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Figura 12. Curva de fragmentacdo BTCI-quimotripsina

Estando a energia referente ao sistema completo enzima-inibidor abaixo
da energia da interface, infere-se que a perda de representatividade se da pela
faltade descricao das interacoes atrativas, responsaveis por minimizar a energia
do complexo. Sendo assim, visando a maximizacao da quantidade de interacoes
descritas, é necessario escolher uma outra estrutura de partida.
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Por meio da analise da curva de fragmentacdo do sistema BTCI-
quimotripsina, pode-se notar que o ponto r4 ¢ uma estrutura que melhor
representa as interacoes intermoleculares contidas no sistema completo. Este
ponto inclui, além dos residuos da interface, residuos do sistema nativo contidos
em um raio de 4 A ao redor desta mesma interface.

Ao se comparar a energia de tal estrutura com a do complexo original, a
diferenca foi de apenas 0,27 kcal.mol™. Sendo assim, € possivel afirmar que, em
termos energéticos, estes dois sistemas sdo praticamente indiferenciaveis.
Mediante o processo de fragmentacao, a adocao da estrutura 4 ndo acarretara
na perda de contribuicoes energeticamente relevantes. Além disso, mesmo
sendo cerca de 150% maior que a interface, constata-se uma diminuicao de
aproximadamente 50% em relacao ao tamanho do sistema completo (figura 13).
Deste modo, 0s ganhos em termos energéticos e computacionais sao favoraveis
para a adocao da estrutura relativa ao ponto 4 como partida para as simulacoes
posteriores.

Figura 13. Representacdo estrutural do cluster escolhido, em linhas pretas, comparado com o sistema nativo colorido (em verde o
BTCl e em laranja a quimotripsina)
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Entre os pontos 1 e 2 da curva de fragmentacao, € dificil distinguir
energeticamente as respectivas estruturas, haja vista que a diferenca entre elas
¢ de somente 0,41 kcal mol™. Isso poderia indicar que tais sistemas sao
estruturalmente semelhantes. Entretanto, o que se observa € justamente o
oposto, dado que o cluster r2 possui 877 dtomos a mais. Portanto, é possivel
afirmar que os residuos contidos a 2 A da interface nio colaboram de forma
significativa para a representacao das interacoes intermoleculares.

Por outro lado, a diferenca energética entre os pontos 2 e 4 € mais
pronunciada (4,55 kcal.mol™?). Pode-se inferir que isso é decorréncia dos
residuos contidos a partir de 2 A da interface até um raio de 4 A, tendo em vista
que, como mencionado anteriormente, o primeiro raio de atomos adicionados
praticamente n3o alterou a energia de interacio. E importante notar que esta
disparidade energética € extremamente proxima daquela existente entre a
interface e o sistema completo. Por este motivo, € plausivel atribuir também a
esses residuos parte desta dissemelhanca.

3.2 Cluster BTCI-quimotripsina versus sistema completo

Uma vez que o sistema que melhor representa as interacoes foi
determinado, procedeu-se a analise dos residuos mais colaborativos para a
interacao BTCI-quimotripsina. Aeste fim, realizaram-se mutacoes por glicinaem
todos os residuos da interface. Em um primeiro momento, objetivou-se
comparar os efeitos de tais mutacoes no sistema nativo e no cluster.

Historicamente, tanto de modo experimental quanto em simulacoes
computacionais, sao utilizadas mutacoes por alanina para analisar a contribuicao
energéticade cadaresiduo paraumadadainteracao. Todavia, aqui optou-se pela
glicina, uma vez que todos os atomos da cadeia lateral, apds o carbono beta, sao
removidos sem acarretar na aquisicdo de um maior grau de liberdade
conformacional.”” Além disso, ela é o menor dos aminoacidos, evitando a
introducdo de perturbacoes decorrentes do estabelecimento de novas
interacoes intra e intermoleculares, bem como de possiveis tensoes estéricas.
Uma vez que as simulacdes computacionais deste trabalho ndo envolvem a
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otimizacao estrutural dos sistemas - ou seja, em nenhum célculo foi conferida
flexibilidade aos atomos pesados -, a possivel adicdo de um maior grau de
liberdade nao traz efeitos que poderiam ser refletidos nas energias de interacao
calculadas.

Os dados apresentados na figura 14 permitem uma comparacao entre o
cluster e o sistema nativo do BTCI. Ha dois tipos de tendéncias majoritarias. A
substituicao por glicina acarretou, nos dois, uma perda significativa de energia
de interacao - o que ocorreu em 11 dos 16 residuos do sistema fragmentado e
em 12 do nativo. Este comportamento indica que tais residuos sao muito
importantes para o processo de inibicao ao estabelecer interacoes que
estabilizam a interface entre as duas proteinas. Deste modo, a auséncia deles - e
0 consequente nao estabelecimento destas interacoes - € refletida na perda de
energia.

T Hl Sistema Completo
16 - T Cluster

Contribuigao Energética (kcal.mol-1)
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Figura 14. Contribuicées para a energia de interacdo dos residuos do BTCI relativos ao sistema completo (em preto) e ao cluster
r4 (em cinza) para a interface BTCI-quimotripsina utilizando o método PM6-D3H4X/COSMO
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A mutacdo realizada nos residuos restantes aumentou a energia de
interacdo. Por consequéncia, tem-se que a presenca destes residuos
desfavorece a interacao BTCI-quimotripsina. Isto se da de maneira mais
pronunciada para a Phe®®.

De acordo com afigura 14, percebe-se que o cluster escolhido no processo
de fragmentacao esta bem correlacionado com o sistema original. Desde o
residuo que mais estabiliza a interface (Phe”3) até a Ala®/, as duas séries
apresentam valores muito proximos. A discrepancia maxima desta regido € de
11% - para alle* -, sendo que para todos os outros residuos essa disparidade foi
no maximo da ordem de 4%, indicando que o cluster escolhido de fato traduz as
interacoes do sistema como um todo.

E importante notar que existiram pontos onde estes valores foram muito
altos, como é o caso da Asn®, onde a divergéncia foi da ordem de 317%.
Contudo, os pontos que aparentemente ndo se correlacionam sao localizados
emumaregiao onde amutacao por glicinandao acarretou mudancas significativas
na energia de interacdo. Deste modo, uma grande variacao percentual nao
representa necessariamente uma discrepancia entre os sistemas.

Em relacao aos residuos da quimotripsina que foram mutados por glicina,
apresentados na figura 15, o mesmo padrao energético do grafico anterior foi
obtido. Percebem-se duas regides bem segmentadas no grafico. Na maior delas,
apos a substituicdo, ocorreu uma perda de energia de interacdo. Este
comportamento foi observado em 26 dos 34 residuos modificados da proteina
nativa e em 24 do sistema fragmentado.

A magnitude desta perda em termos energéticos absolutos, relacionada a
cada residuo, foi ligeiramente menor do que o observado na curva anterior. Para
o BTCI, o de maior contribuicdo (Phe>®) apresenta uma perda energética
proxima de 16,00 kcal.mol™; ja para a quimotripsina, cerca de 12,00 kcal.mol™
(His>’). Ademais, a média das perdas energéticas por residuo também segue esta
tendéncia. Para a quimotripsina, este valor foi de 1,50 kcal.mol™, enquanto para
o BTCI a quantidade estimada foi aproximadamente o dobro. Por conseguinte,
pode-se inferir que, para a energia de interacao, os residuos do inibidor
contribuem mais intensamente que os da protease.
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Figura 15. Contribuicées para a energia de interacdo dos residuos da quimotripsina relativos ao sistema completo (em cinza) e ao
cluster r4 (em preto) para a interface BTCI-quimotripsina utilizando o método PM6-D3H4X/COSMO

O perfil observado na outra parte do grafico revelou o mesmo padrao
obtido anteriormente parao BTCI. A mutacao dos 6 Ultimos residuos aumenta a
energia de interacdo. Dessa maneira, pode-se dizer que a presenca de tais
residuos desfavorece aformacao do complexo enzima-inibidor.

Para os 15 primeiros residuos que sofreram mutacao, houve uma
convergéncia entre cluster e o sistema nativo. Desde a His>” até a Tyr?4, o desvio
maximo, nas contribuicbes energéticas, entre estas duas estruturas foi de
aproximadamente 15%, sendo que a média dessas diferencas foi cerca de 5%.
Com isso, conclui-se que, para as interacoes que ocorrem na interface, o cluster
€ analogo ao sistema completo.

A méxima discrepancia observada entre os dois sistemas é relativa a
mutacdo do residuo Thr/4. Assim como o que ocorre no BTCI, este ponto estd
localizado em uma regidao onde sao praticamente nulos os efeitos energéticos
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das mutacoes. Desta forma, também aqui ndo ha comprometimento em relacao
adocao do sistema fragmentado.

3.3 Calculo SCC-DFTB3-D3H4X para o cluster BTCl-quimotripsina

O mesmo procedimento de substituicdo por glicina realizado nas etapas
anteriores foi utilizado na analise pelo método SCC-DFTB3-D3H4X, fazendo
uso da estrutura obtida por meio do processo de fragmentacao. Os resultados
sao apresentados na figura 16, comparando-os com aqueles oriundos da
metodologia PM6-D3H4X.
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Figura 16. Contribui¢cbes para a energia de interagdo dos residuos do BTCI relativos cluster r4 pelas metodologias PM6-
D3H4X/COSMO (em cinza) e SCC-DFTB3-D3H4X/COSMO (em preto)
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Ambos métodos apontaram para a existéncia de duas regioes distintas
com tendéncias opostas. Na primeira parte do grafico, a metodologia SCC-
DFTB3-D3H4X identificou 13 residuos que, quando mutados, ocasionaram na
perda de energia de interacao, indicando que sao importantes para o processo
inibitério. Os cinco primeiros mais importantes foram: Phe>3, Thro?, Cys>?, lle>> e
Cys*?. Sequéncia similar foi a encontrada para o sistema nativo: Phe?3, Thr>?,
llee>?, Ser>* e Cys°!. Percebe-se que hd uma concordancia ndo somente entre os
residuos mais colaborativos, como também naqueles em que a energia de
interacao nao foi de elevada magnitude.

Por outro lado, na secao final do grafico, dos 16 residuos mutados, 3
geraram um aumento da energia de interacao. A presenca destes residuos pode
ser responsavel pelo estabelecimento de interacoes repulsivas que
desestabilizam a interface entre o BTCI e a quimotripsina. Aqui, houve uma
concordancia entre as duas estruturas e as duas metodologias, pois os residuos
que mais causam desordem nesta regido foram a Phe®®, GIn°® e Val*” em ambos
calculos.

Os dois pontos de maior contribuicdo para a interacdo, Phe”® e Thr>?,
exibiram energias proximas, sendo a diferenca entre as metodologias de 13,86%
e 18,64%, respectivamente. Todavia, também foram constatadas discrepancias
da ordem de 100% em outros residuos. Neste sentido, € importante salientar
que as diferencas se deram somente pela magnitude das energias calculadas,
sendo confluente a tendéncia geral de ambas metodologias, de modo a nao
interferir na determinacdo dos residuos mais colaborativos. Entretanto, é
importante ressaltar que, na parte repulsiva da curva, as discrepancias foram
maiores, exibindo uma média de 225% contra 49% da parte atrativa (valores
obtidos entre os trés pontos mais energéticos de cada regido).

Os dados referentes a quimotripsina (figura 17) exibiram um
comportamento similar aodo BTCI. Também aqui se observou a distribuicao dos
pontos em duas regiodes distintas, sendo a atrativa consideravelmente maior.
Nela, os cinco residuos mais importantes para a estabilizacdo da interface sao
exatamente os mesmos, tanto para o sistema nativo avaliado pela metodologia
PM6-D3H4X quanto para o fragmentado calculado pela rotina SCC-DFTB3-
D3H4X: His*’, Sert?>, Met™?, Trp?*> e Cys*.
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Figura 17. Contribuicdes para a energia de interacdo dos residuos da quimotripsina relativos cluster r4 pelas metodologias PMé-
D3H4X/COSMO (em cinza) e SCC-DFTB3-D3H4X/COSMO (em preto)

Ha de se salientar que, assim como no BTCI (grafico 16), a discrepancia
energética também foi maior na parte repulsiva quando comparada com a
atrativa- 13,849% para esta e 42,10% para aquela (valores obtidos entre os trés
pontos mais energéticos de cada regido).

De um modo geral, as energias obtidas, em modulo, foram maiores nos
calculos com a metodologia DFTB3-D3H4X. Contudo, o perfil de ambas as
séries de dados é semelhante, principalmente na parte atrativa. Sendo assim,
pode-se afirmar que nao ha prejuizo na determinacao dos residuos mais
importantes.
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3.4 Analise mecanistica da interface BTCIl-quimotripsina

O mecanismo pelo qual ocorre a interacao entre um inibidor e a enzima a
ser inibida pode ser descrito como um equilibrio quimico entre as diversas
espécies que sao geradas neste processo. De um modo geral, tais reacoes sao
similares aquelas onde o papel da enzima € auxiliar a clivagem de uma dada
ligacao peptidica, sendo diferenciadas pelo grau de modificacao sofrido pelo
inibidor. Em suma, adotam o seguinte comportamento:

E+I=L=C=X=L*=E+I*

em que E é aenzima, | oinibidor, L o complexo ndo covalente (ainda ndo ligado e
instavel), C o complexo estavel e X o intermediario estavel.?98 O asterisco
denota uma modificacao estrutural em relacao a espécie nativa. A este
mecanismo da-se o nome de mecanismo padrao. Geralmente, tanto a tripsina
quanto a quimotripsina, quando inativadas por algum inibidor, seguem este
esquema de reacao.

O BTCI participa do processo inibitério por meio de um conjunto de
residuos chamado de centro reativo. Este centro reativo apresenta uma
caracteristica identitaria a maioria dos inibidores cuja acao se desenvolve por
meio do mecanismo padrao. Nele se encontra o sitio reativo, o qual € formado por
uma ligacdo peptidica entre os residuos do centro reativo.* E especificamente
esta ligacao que ira proporcionar a inibicao da quimotripsina.

No BTCI, a referida ligacdo ocorre entre o carbono central da Phe*® e o
nitrogénio da Ser>*. Um aspecto importantissimo sobre o centro reativo do BTC|
diz respeito a sua relacao com os demais inibidores da familia Bowman-Birk. Sob
um panorama mais amplo, pode-se dizer que, muito embora as sequéncias de
residuos sejam diferentes entre si, a estrutura conformacional do centro reativo
¢ de elevada similaridade. Esta ndo é uma caracteristica singular da familia
Bowman-Birk, mas também ¢é observada ao serem comparados entre si os
inibidores de outras familias, como a de Kunitz e a classe de inibidores de
subtilisina.
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Aqui, é importante dizer que a hidrolise desta ligacao é por demais lenta e
dificultosa em concentracoes usuais e pH neutro.®> O sistema enzima-inibidor,
atuando como um pseudo-substrato, se comporta de modo similar a um
equilibrio guimico, sendo elevada a constante de equilibrio para a associacao
destas duas macromoléculas - da ordem de 107 a 103 M18¢

Em todas estas proteinas, sdo os residuos do sitio reativo que determinam
a especificidade, de modo que Lys e Arg formam bons substratos para tripsina e
Tyr, Phe, Leu e Met para quimotripsina.t®> Experimentos mostram que existe uma
intercambialidade entre estes residuos, de maneira que ao se trocar a Lys de um
inibidor de tripsina por Phe ou Tyr, este torna-se capaz de impedir a acao da
quimotripsina.?” Esta caracteristica é sui generis da classe de inibidores de
proteases, dado que em proteinas, de um modo geral, a minima alteracao do
centro reativo acarreta na completa perda de funcionalidade.?>

A inibicao simultanea, pelo BTCI, da tripsina e da quimotripsina € possivel
devido a pouca flexibilidade do inibidor. Nota-se, também aqui, a extensao desta
propriedade nos diversos inibidores da familia Bowman-Birk. Mais
especificamente, o centro reativo destas moléculas é sustentado por uma ou
mais ligacoes dissulfeto, as quais, durante o processo inibitorio, impedem que
ocorra adissociacdo das cadeias peptidicas.8> No centro reativo, do BTCI, para a
quimotripsina, estao presentes duas destas ligacoes: a primeira, entre os
residuos Cys>! e Cys®”; e a segunda, entre a Cys* e a Cys®. Dentre estas, a
primeira é mais proxima do sitio reativo, sendo localizada a 8,1 A dele (distancia
entre o nitrogénio da ligacdo peptidica Phe>3-Ser>* e quaisquer atomos de
enxofre daligacao dissulfeto).

A quimotripsina possui um centro catalitico, 0 qual € formado pela seguinte
triade catalitica: His>’, Asp'? e Ser'” (figura 18). Dentre eles, a histidina atua
como uma espécie de ativadora da serina. Em um primeiro momento, a His>’
sequestra o H acido do grupo metil hidroxilado da Ser'”>, formando um
nucledfilo alcéxido extremamente reativo. E justamente este nucledfilo o
responsavel por clivar a ligacao peptidica de proteinas especificas e por conferir
a denominacao de serinoprotease a esta enzima.

Contudo, ha aqui um importante fato a ser considerado, sendo ele
presente tanto no mecanismo de clivagem enzimatica pela quimotripsina quanto
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no mecanismo de inativacdo desta mesma protease pelo BTCI. Nao sao
quaisquer proteinas aptas a interagirem e desencadearem reacoes bioquimicas
com quimotripsina. Ha uma seletividade que é regida por outra importante
regido desta enzima.

A /= 7 u 4 , \ i
Figura 18. Residuos da triade catalitica e da cavidade oxidnica da quimotripsina (em laranja), e sitio reativo do BTCI (em verde)
para a quimotripsina

O bolsdo catalitico € o principal meio pelo qual a quimotripsina seleciona as
proteinas que irdo a ela se complexar. Nao so para esta enzima especificamente,
mas para toda a classe das serinoproteases, sao os residuos do bolsao catalitico
que definem a afinidade quimica requerida para uma possivel complexacao
(figura 6). Portanto, a regido S1 é a primeira instancia de reconhecimento
determina a especificidade da quimotripsina.

Nela, a caracteristica marcante do bolsdao catalitico € a presenca de
residuos que conferem a esta regidao um alto carater hidrofébico, tornando
inviavel quaisquer interacoes com espécies hidrofilicas. Ademais, estes residuos
apolares apresentam cadeias laterais preponderantemente curtas. Isto da
origem aum arranjo conformacional que favorece aligacao de proteinas a serem
clivadas ou de inibidores cujos residuos do sitio reativo sao volumosos.
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Especificamente, existe um residuo em especial que confere ao bolsao
catalitico propriedade quimica singular. Estando a Ser'®” localizada na porcéo
mais inferior desta regido, ela faz com que a seletividade da quimotripsina seja
diferente daquela da tripsina.?® De modo geral, a quimotripsina tem maior
afinidade com proteinas cujo centro reativo seja constituido por fenilalanina,
tirosina e triptofano.t’

Mecanisticamente, o bolsao catalitico desempenha outro papel de elevada
importancia. O residuo S1 é determinante tanto para o processo inibitério (pelo
BTCI) quanto para o enzimatico, onde a quimotripsina cliva ligacoes peptidicas.
E necessaria uma ligeira mudanca conformacional na estrutura desta enzima
para que ambos processos tenham inicio. Esta ocorre quando o BTCI ou outra
proteina interage com a quimotripsina por meio do residuo S1.

Durante a inibicao, mediante o contato destas duas proteinas, diversos
tipos de interacoes sao estabelecidos, tais como ligacdes de hidrogénio, pontes
salinas e interacoes de van der Waals. Sendo o BTCI uma molécula rigida devido
a presenca de ligacoes dissulfeto, a ancoragem tanto a tripsina quanto a
quimotripsina ocorre sem drasticas mudancas conformacionais. Todavia,
pequenas alteracoes estruturais podem ocorrer - majoritariamente durante a
transicao entre as espécies L e C.

Umas das modificacdes mais importantes ocorre na carbonila da ligacao
peptidica do sitio reativo. Nela, durante o processo inibitorio, o carbono pode
adotar uma conformacdo intermediaria aproximadamente tetraédrica.®?
Adotando o modelo de hibridizacio sp?, sua geometria tende a ser trigonal plana.
Todavia, mesmo estando a ligacao peptidica do sitio reativo intacta, este carbono
se encontra distorcido a meio caminho de um tetraédro.®>

De inicio, imaginava-se que esta caracteristica era oriunda de imprecisoes
experimentais. Contudo, estudos posteriores foram demonstrando que, de fato,
o carbono desta ligacao peptidica se encontra conformacionalmente
distorcido.”

Sendo a distancia entre este carbono e 0 O da Ser'” menor que a de uma
interacao de van der Waals, tal distorcao poderia ser atribuida a este residuo do
sitio catalitico da quimotripsina. Porém, experimentos subsequentes mostraram
que, mesmo em enzimas correlatas a quimotripsina onde a Ser'?> é substituida
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por outros residuos cuja interacdo com o sitio reativo € desfavoravel, ha
formacao de uma espécie parcialmente tetraédrica no sitio reativo do BTCI.”!
Dessarte, € necessaria outra explicacao.

Ao considerar o mecanismo padrao pelo qual aquimotripsina cliva ligacoes
peptidicas, a proteina a ser degradada € guiada por meio dos residuos do bolsao
catalitico. Uma vez alocada e aderida nesta regido por meio de interacoes
hidrofdbicas, a estrutura conformacional da quimotripsina € parcialmente
alterada. Esta modificacaofaz com que ositio catalitico desta enzima seja ativado
por intermédio da ionizacdo da Ser™> pela His>/, formando um grupo alcéxido.
Por sua vez, esta espéecie realiza um atague nucleofilico na carbonila da ligacao
peptidica a ser clivada. Esta interacao ocorre Unica e exclusivamente pelo
carbono central, desfazendo seu arranjo trigonal planar e propiciando a
formacao de um intermediario tetraédrico. Tal nova forma molecular, além de
possuir carga negativa — localizada no oxigénio da ja desfeita carbonila - €
altamente instavel. A estabilizacao necessaria para o prosseguimento da catalise
é providenciada por outra regiao enzima, a cavidade oxionica. Na quimotripsina,
esta regido é formada pela Gly'”® e pela prépria Ser'>. Estes dois residuos
sustentam a forma intermediaria por interacoes intermoleculares do tipo ion-
dipolo entre os seus grupos amina e o oxigénio ionizado da espécie tetraédrica.
Daqui por diante, esta primeira fase do processo catalitico - denominada etapa
rdapida - é concluida pela quebra da ligacao peptidica mediante reformulacao da
carbonila, coadunada com a liberacdo do primeiro fragmento molecular (figura
19). O prosseguimento da catalise ocorre na etapa lenta posterior por um
mecanismo hidrolitico. Por ele, da-se a quebrada ligacdo entre a Ser™ e o ultimo
fragmento molecular, desanexando-o e regenerando a enzima.

A ancoragem do BTCI a quimotripsina segue o arquétipo do mecanismo
enzimatico descrito no paragrafo anterior. Para a ocorréncia da inibicao, tal
mecanismo nao € necessariamente adotado até a sua completude, de modo que
as ligacoes do inibidor podem nao serem clivadas pela enzima. Todavia, as
interacoes entre os residuos & presentes também aqui sao de elevada
importancia, dentre elas aquela da cavidade oxionica.
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Figura 19. Primeira etapa da acdo catalitica da quimotripsina, onde se vé a formacdo do radical alcéxi; o ataque nucleofilico deste
d carbonila, formando o intermedidrio tetraédrico; a quebra da ligagdo peptidica e, finalmente, a liberacédo do primeiro fragmento
molecular (H,N-R)

Estudos cristalograficos mostram que a inibicao da quimotripsina por
trifluorometil cetonas adota um mecanismo no qual hd formacdao de um
intermediario tetraédrico, originario do ataque nucleofilico da cadeia lateral da
Ser!?> & carbonila da cetona.”? Esta nova espécie também é estabilizada pelos
residuos da cavidade oxidnica (Gly*® e Ser™) mediante a formacao de novas
interacoes intermoleculares do tipo ion-dipolo, cujos comprimentos saode 2,6 e
2.7 A, respectivamente - medida aferida entre o hidrogénio das aminas e o
oxianion. Estas duas ligacdes sao mais fortes nesta etapa de transicao em
contraponto as demais.>>"?

Em outros estudos, tanto o tripsinogénio quanto o quimotripsinogénio,
proteinas zimogenas da tripsina e quimotripsina, respectivamente,
apresentaram baixa atividade quando comparadas com as enzimas ativadas
correlatas.”?* A tal efeito associou-se como causa a auséncia da cavidade
oxidnica.”> Com isso, ndo ha formacado de um estado de transicdo tetraédrico,
impedindo a ocorréncia da reacao de acilacao.

Estudos computacionais envolvendo a acetilcolinesterase também
forneceram resultados interessantes sobre o papel da cavidade oxionicadurante
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a acdo desta enzima.”® Esta proteina atua na hidrélise do neurotransmissor
acetilcolina, inativando-o. O mecanismo pelo qual este processo ocorre é
dividido em duas etapas, sendo elas uma acilacao seguida por uma posterior
desacilacdo. O referido modelo é exatamente igual ao mecanismo candnico
adotado na acao enzimatica pela quimotripsina. Neste estudo, mostrou-se que,
conforme areacao ocorre, adistanciaentre o oxigénio da carbonila - proveniente
do substrato - e os residuos da cavidade oxidnica diminui. Assim, esta regiao
sustenta o estado de transicao tetraédrico por meio do estabelecimento de
interacoes intermoleculares entre as duas espécies. O conhecimento deste
mecanismo  pode auxiliar o desenvolvimento de inibidores de
acetilcolinesterase, os quais foram considerados promissores no tratamento da
miastenia grave, glaucoma, deméncia e Alzheimer.?”-78

Neste ponto, mesmo nao havendo nenhum estudo mecanistico acerca do
papel guimico explicito da cavidade oxidnica durante a inibicao da quimotripsina
pelo BTCI, pode-se supor que a eficacia do processo esta diretamente associada
a presenca dos residuos Gly*? e Ser'”® na enzima. Adotando ou ndo a forma de
um intermediario tetraédrico, a participacao destes residuos pode provocar ao
menos a distorcao a meio caminho de um complexo intermediario tetraédrico.

Tendo sido feito um breve sumario dos mecanismos envolvidos nos
processos enzimaticos e inibitorios, € necessario correlaciona-lo com o método
in silico utilizado neste trabalho, mostrando a utilidade da metodologia
semiempirica.

Ositioreativodo BTCI é formado pelos residuos Phe>® e Ser>*. Esta regiao,
mesmo nao possuindo nenhum tipo de ion, é dotada de certo carater anionico
proveniente das cadeias laterais destas espécies - conferido tanto pela alta
densidade eletrénica oriunda do anel aromético da Phe”®, quanto da hidroxila
derivada da Ser>*. Nao s no BTCI, mas nos inibidores da familia Bowman-Birk e
na classe dos inibidores de serinoproteases de um modo geral, estes residuos
sao altamente conservados e, guando muito, alternados com semelhantes.

Por meio da utilizacdo do método semi-empirico PM6-D3H4/COSMO, foi
possivel corroborar a importancia primaz da Phe>® ao conferir-lhe a maior
contribuicao energética dentre os residuos provenientes do BTCI, com valor de
aproximadamente 16,00 kcal.mol™. Outrossim, a abordagem adotada também
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permitiu identificar a Ser>* como um dos maiores responsaveis pela energia de
interacao, atribuindo a este residuo cerca de 3,00 kcal.mol™.

Por mais discrepantes que sejam as contribuicoes provenientes da Phe??
e da Ser>*, o ponto mais importante € a discriminacdo ordenada destes residuos,
colocando-os em foco dentre os demais com base em um critério quantitativo
que bem representa a realidade advinda de evidéncias empiricas.?’

Para confirmar os resultados obtidos com o uso da metodologia semi-
empirica, utilizou-se como referéncia calculos realizados com a rotina SCC-
DFTB3-D3H4X/COSMO.

O uso desta metodologia mais robusta apontou parao quejaeraesperado:
a Phe>3, comuma participacdo daordemde 18,50 kcal.mol ™!, € o residuo que mais
contribui energeticamente para a interacao entre o BTCl e a quimotripsina. A
Ser>4, tal-qualmente outrora verificado, também ¢ um dos residuos mais
colaborativos para o processo inibitério, com um total de 3,50 kcal.mol™. A Unica
diferenca entre esta metodologia e a anterior € somente a ordem dos residuos
mais contributivos - aqui, a Ser>* ocupa a sexta posicao; enquanto 14, a quarta.

Com isso, conclui-se que o protocolo utilizado foi satisfatorio ao
evidenciar corretamente os residuos do sitio reativo do BTCI. A importancia
deste resultado deve ser evidenciada ndo so por seu papel corroborativo em
relacao ao trabalho experimental realizado por Barbosa et al, mas por um outro
aspecto de igual importancia.?” De forma geral, os inibidores da familia Bowman-
Birk possuem uma estrutura muito semelhante entre si. Entre algumas espécies,
o nivel de identidade das sequéncias chega a ser de 80%, como € o caso do que
ocorre entre o BTCI e o inibidor de serinoproteases extraido de sementes de
feijdo-manteiga (Phaseolus lunatus). Com isso, pode-se dizer que este protocolo
¢ de elevada importancia ao considerar sua aplicabilidade em outros sistemas
formados por diferentes inibidores.

Para se enfatizar ainda mais esta conclusao, deve-se retomar o fato de
existir umaintercambialidade dos residuos localizados no sitio reativo nao s do
BTCI, mas dos inibidores de sua familia de um modo geral. Isso significa que, ao
substituir uma fenilalanina por uma lisina, por exemplo, a especificidade do
inibidor pode mudar drasticamente. Deste modo, sabendo que o protocolo aqui
desenvolvido quantifica a contribuicao dos residuos para a energia de interacao,
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sua utilizacao pode ser Util para descrever e mensurar os impactos de uma
mutacao especifica. Esta etapa € valiosa dentro de um contexto experimental,
pois ao se adotar previamente uma etapa in silico, a fase em bancada pode ser
melhor projetada, contribuindo até para a otimizacao da alocacao de recursos.

Uma das caracteristicas mais notaveis do BTCI sdo suas 7 ligacoes
dissulfeto. Aligacao mais importante para o processo inibitorio da quimotripsina
é a que ocorre entre os residuos Cys’te Cys®?, dada a proximidade do sitio
reativo do BTCI. O método PM6-D3H4/COSMO ratificou a importancia desta
ligacdo ao identificar corretamente a Cys®* como um dos residuos mais
colaborativos para a energia de interacao do sistema enzima-inibidor.
Quantitativamente, o valor aferido foi de 2,89 kcal.mol™t. Com isso, este residuo
foi o quinto mais importante dentre todos os avaliados.

A utilizacao da abordagem SCC-DFTB3-D3H4X/COSMO validou esses
resultados. Por meio dela, foi calculada uma contribuicao energética de 6,33
kcal.mol ™ para esse residuo. Se por um lado a determinacdo numérica da energia
divergiu em relacao ao modelo semi-empirico, por outro a conclusao qualitativa
é assertiva: a Cys>! é o terceiro residuo mais colaborativo para processo
inibitorio. Portanto, o protocolo aqui utilizado mais uma vez foi eficaz para
identificar em um ambiente in silico o que preteritamente era somente resultado
de bancada.

Ha um outro aspecto relevante no qual a Cys>! é essencial. O primeiro
contato envolvendo as superficies do BTCI e da quimotripsina se da na parte
mais externa do bolsdo catalitico. Aqui, ocorrem os primeiros eventos
moleculares que proporcionam o surgimento do complexo. Por meio de uma das
fitas antiparalelas onde se localiza o sitio reativo do BTCI, é estabelecida uma
rede de ligacoes de hidrogénio. Umadestas ligacoes € proporcionada justamente
pela Cys®l. Estando seu nitrogénio a uma distancia de 2,8 A do oxigénio
carbonilico da Gly2%¢ e o oxigénio a 2,8 A do nitrogénio deste mesmo residuo,
duas ligacoes de hidrogénio sdo formadas (figura 20).

Qutro ponto importante a ser salientado foi a capacidade de a
metodologia SCC-DFTB3-D3H4X/COSMO ter atribuido a Cys*? uma
colaboracao energética nao desprezivel em comparacao ao protocolo PMé6-
D3H4/COSMO. Este valor, de aproximadamente 3,00 kcal.mol?, foi
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responsavel por identificar este residuo como o nono mais colaborativo para a
energia de interacao. Se por um lado este valor é menos da metade daquele
aferido para a Cys°?, por outro a Cys>? se encontra mais distante do sitio reativo
do BTCI e, consequentemente, da interface de interacao, o que pode justificar
esta discrepancia.

Figura 20. Ligacées de hidrogénio entre a Cys®! e a Gly?6 no complexo BTCI-quimotripsina

Também aqui, a presenca destas sete ligacbes dissulfeto nao é
caracteristica singular do BTCI. Na grande maioria dos inibidores da familia
Bowman-Birk, além de estarem presentes, suas posicoes na estrutura primaria
sao altamente conservadas. Assim sendo, a utilizacao deste protocolo pode ser
relevante nao so dentro do contexto BTCI-quimotripsina, como também em
diversos outros sistemas similares.

Os resultados obtidos para quimotripsina foram semelhantes. Em um
primeiro momento, a regiao mais relevante daenzima é o seu centro ativo devido
a presenca da triade catalitica, formada pelos residuos His>’, Asp®? e Ser!?>. A
partir do método PM6-D3H4/COSMO foi possivel verificar aimportancia desta
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regiao. Os residuos 14 contidos foram os mais significativos, em termos
energéticos, quando comparados com os de outras regides - como o bolsdo
catalitico e a cavidade oxidnica. A His>’ foi o primeiro residuo cuja substituicdo
mais afetou a energia de interacdo. A magnitude da desestabilizacdo provocada
pela mutacdo por glicina foi de 12,70 kcal.mol™. Por sua vez, sendo a Ser'” o
segundo mais colaborativo, ela o faz com uma contribuicao da ordem de 5,80
kcal.mol™.

Posteriormente, por meio do protocolo SCC-DFTB3-D3H4X/COSMO,
resultados semelhantes foram obtidos, comprovando os anteriores. Em um
primeiro momento, nota-se que a His>/ foi o residuo que mais colaborou, em
termos energéticos, para estabilizacdo da interface BTCl-quimotripsina, com
12,30 kcal.mol™. A Ser'”> aparece logo apos, com um valor de 6,40 kcal.mol ™.

Tao importante quanto apontar assertivamente estes dois residuos da
triade catalitica, o outro fato que deve ser aqui ressaltado foi a convergéncia
numérica entre as energias aferidas por esta e aquela metodologia. Para a His>/,
0s valores foram praticamente idénticos; enquanto para a Ser'” a divergéncia
nao foi elevada. Ambas metodologias possibilitaram a analise dos residuos da
regiao catalitica da quimotripsina, evidenciando de modo quantitativo o que
anteriormente era resultado somente qualitativo.

Os efeitos decorrentes da interacao entre o sitio reativo do BTCl e o sitio
ativo da quimotripsina ocorrem como consequéncia posterior de interacoes
prévias que ocorrem no bolsdo catalitico da enzima. Por meio do método PM6-
D3H4/COSMOQO, a relevancia desta regiao poéde ser constatada. Ao serem
realizadas mutacoes por glicina, 3 residuos substituidos se mostraram mais
colaborativos para a energia de interacao. O primeiro deles, ja abordado
anteriormente, foi a Ser'?; o segundo, a Met!?, com uma quantia de 4,20
kcal.mol'; e o terceiro, o Trp?*® com 3,10 kcal.mol ™.

Ao ser aplicada a rotina SCC-DFTB3-D3H4X/COSMOQ, os resultados
qualitativos foram semelhantes aos obtidos pelo método PM6-D3H4/COSMO,
diferindo apenas por ligeiras variacbes nas energias de interacdo. Para a Met!”?,
o valor foi de 5,30 kcal.mol™*; enquanto para o Trp?™, 4,50 kcal.mol ™.

Ambas metodologias permitiram identificar outros 4 residuos do bolsao
catalitico: Ser?™®, Cys'?! Ser! e Cys??°. Todavia, suas participacoes ndo se
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deram de modo tao intenso como nos trés outrora mencionados. As
contribuicoes energéticas foram na faixa de 1,00 3 1,80 kcal.mol™ para o
protocolo PM6-D3H4/COSMO e de 1,0 a 2,40 kcal.mol™ para a rotina SCC-
DFTB3-D3H4X/COSMO.

Os resultados mostraram que somente 3 dos 18 residuos do bolsdo
catalitico foram energeticamente relevantes para a constituicao total da energia
de interacao. De fato, observa-se que os outros que sofreram mutacao nao
afetaram a representacao integral do sistema em termos energéticos, e por isso
ndo aparecem nas figuras 15 e 17 - a excecdo da Ser?18,

Uma explicacao plausivel advéem da analise referente as posicoes relativas
destes residuos. De todos os que constituem o bolsao catalitico, os mais
proximos da cadeia principal do sitio reativo do BTCI s3o justamente a Ser'?>,
Met?? e Trp?™. Deste modo, quanto mais afastados desta regido, menos
relevantes serao para a energia de interacao.

Com isso, conclui-se que o protocolo aqui utilizado possibilitou identificar
os residuos relevantes que constituem o bolsao catalitico, bem como ordena-los
de acordo com a ordem de importancia para a energia de interacao.

Por fim, a ultima regiao envolvida nos mecanismos enzimaticos e de
inibicdo da quimotripsina € a cavidade oxidnica, formada pela Gly'?® e Ser!”>,
Pelo uso da metodologia PM6-D3H4/COSMO, a Ser'?> foi identificada como um
dos residuos mais relevantes para a energia de interacao. Sua importancia pode
ser observada em todas as etapas realizadas até aqui. Fazendo parte da triade
catalitica, do bolsao catalitico e da cavidade oxidnica, pode-se concluir que este
residuo apresenta elevado grau de reatividade ao ser comparado com os demais,
sendo sua presenca indispensavel para que ocorra tanto uma clivagem
enzimatica pela quimotripsina quanto a inibicao da mesma pelo BTCI ou por
outro inibidor correlato. Deste modo, ambos 0os mecanismos sao sensiveis a
quaisquer alteracoes neste residuo. Sua cadeia lateral forma o grupo alcoxi, que
interage com o sitio reativo de um inibidor ou de uma proteina a ser clivada, por
meio de um atague nucleofilico ou até de um contato ion-dipolo. Ademais, o
grupo amina de cadeia principal deste residuo participa diretamente da
estabilizacdo que ocorre na cavidade oxionica. Assim sendo, para o correto
estabelecimento destas interacoes, € de suma importancia que este residuo seja
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orientado de modo que sua conformacao possibilite todos estes arranjos
moleculares. Portanto, a Ser®” estd relacionada com equilibro de todos estes
processos, uma vez que quaisquer mudancas de orientacao poderiam afetar o
mecanismo catalitico ou de inibicao.

Aplicado o protocolo SCC-DFTB3-D3H4X/COSMOQO, constatou-se a
importancia da Ser' para a energia de interacdo, sendo que ambas
metodologias computacionais a qualificaram como o segundo residuo mais
energeticamente colaborativo. Em relacdo ao outro residuo da cavidade
oxidnica, a determinacdo dos termos energéticos da Gly' nio pdde ser
efetuada, uma vez que este procedimento e realizado por meio de mutacoes por
glicina.

Apos a analise dos residuos mais colaborativos para aenergia de interacao
e a posterior correlacdo com o mecanismo de inibicdo, emerge dai uma nova
pergunta. Ao serem observadas as contribuicoes residuais para o BTCI, tanto
por meio da metodologia PM6-D3H4/COSMO quanto da SCC-DFTBS3-
D3H4X/COSMO ha uma discrepancia quantitativa entre os residuos de uma
mesma regiao. Este efeito é observado quando comparados os dois residuos de
seu sitio reativo. A Phe>? foi o de maior influéncia energética. Contudo, mesmo a
Ser>* tendo sido, de fato, um dos residuos mais contributivos, ela o fez de modo
muito menos pronunciado. Pelo protocolo PM6-D3H4/COSMO, a Phe*® e a
Ser>* apresentaram uma contribuicdo energética de aproximadamente 16,00 e
3,00 kcal.mol ™, respectivamente; ou seja, uma é 5 vezes menor que a outra. Esta
é exatamente a mesma proporcao encontrada pela abordagem SCC-DFTB3-
D3H4X/COSMO. E necesséria, entdo, uma explicacdo quimica ou fisica plausivel
para este fato.

Todavia, as diferencas nao se limitaram as regides do BTCI. Efeito
semelhante foi observado no centro ativo da quimotripsina. Os residuos Ser'”° e
a His>’ foram identificadas como os de maior importancia pelos dois protocolos
computacionais utilizados. Todavia, a correlacao energética entre eles foi
destoante. Por ambas metodologias, a colaboracdo foi mais intensa na His>” do
que na Ser'” (a desta foi aproximadamente a metade daquela). Portanto, é
fundamental interpretar estes resultados em termos quimicos.
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3.5 Efeitos nao covalentes associados aos residuos da interface BTCI-
quimotripsina

Com o uso da metodologia PM6-D3H4, pdde ser determinada a
magnitude de algumas interacoes nao covalentes. Este tipo de atracao quimica é
composto pelas forcas de Keeson, Debye, dispersao de London e ligacdes de
hidrogénio. A primeira ocorre a partir do surgimento de dipolos permanentes; a
segunda, pela interacao entre um dipolo permanente e um dipolo induzido; a
terceira, entre dois dipolos instantaneos. Todas estas interacoes sao geradas por
grupos ao interagirem, ainda que a distancia, com outras espécies ao seu redor.
Deste modo, a natureza destas propriedades quimicas ¢ eminentemente
intermolecular. Observa-se que, em estruturas proteicas, os efeitos oriundos
destas interacoes sao notados de modo muito mais pronunciado em residuos
cujas cadeias laterais sao compostas por grupos polares ou de grande extensao.

De modo geral, as interacoes de van der Waals e as ligacoes de hidrogénio
ocorrem em curtas distancias, sendo que, conforme esta variavel intermolecular
diminui, sua forca aumenta significativamente. Desta maneira, uma correta
descricao, em termos energéticos, de fendbmenos moleculares, deve levar em
consideracao as contribuicoes de curta distancia que ocorrem mediante a
aproximacao de duas espécies. Em se tratando de proteinas, a participacao
destas forcas pode ser claramente observada em processos de agregacao em
solucdo, adsorcao em superficies e em reconhecimento molecular.””

Os célculos deste trabalho foram realizados com e sem solvatacao. A
analise das séries de dados referentes ao sistema completo e ao cluster r4 mostra
uma correlacdo, em termos numéricos absolutos, praticamente perfeita (figuras
14 e 15). Para se ter umaideia da dimensao desta identidade, a maior diferenca
energética encontrada foi de 0,16 kcal mol™ na Ile>. Por outro lado, a média
destas dessemelhancas foi de 0,02 kcal.mol™ para um conjunto cujo desvio
padrao é de 0,400. Sendo assim, pode-se dizer que as duas estruturas utilizadas
forneceram resultados congéneres. Por isso, os resultados sobre os efeitos nao
covalentes, apresentados na figura 21, sao exibidos por meio de uma curva para
o sistema completo utilizando o modelo de solvatacao implicito. As inferéncias
mais pertinentes foram realizadas ao se observar a correspondéncia entre os
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efeitos dispersivos por residuo (em amarelo, cinza e vermelho) e a contribuicdo
para aenergia de interacdo (em azul).
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Figura 21. Contribuicées para a energia de interacdo (em azul) e interacbes ndo covalentes (em amarelo, cinza e vermelho)
associadas aos residuos do BTCI na interface BTCI-quimotripsina
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Ao serem considerados os residuos do BTCI, a Phe”® foi o mais relevante
para a estabilizacao energética da interface, de modo que de sua mutacao por
glicina advém uma enorme perda energética - da ordem de 16,00 kcal mol™.
Paralelamente, a contribuicdo dos efeitos ndo covalentes (dispersdo e ligacao de
hidrogénio - curva vermelha) para a Phe”® também foi a maior, quantificada em
aproximadamente 17,20 kcal mol™.

Em seguida, hd uma consideravel perda de contribuicao no segundo
residuo mais colaborativo. A Thr°?, com uma fracdo energética da ordem de 8,30
kcal mol™, participa desta estabilizacdo com um pouco mais da metade daquela
mensurada para a Phe”3. Ademais, uma diminuicdo ainda mais pronunciada é
observada nos efeitos ndo covalentes. Aqui, esta importancia energética chega a
ser quase a quarta parte da Phe’®. A correspondéncia entre estas duas
propriedades segue de modo semelhante por toda a curva, com algumas
excecoes.
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Depois da Thr>?, a lle>> é o terceiro residuo mais colaborativo. Todavia, a
amplitude de sua participacdo ¢ cerca da metade daquela observada paraa Thr>?,
com uma contribuicdo de aproximadamente 4,00 kcal.mol ™. Esta perda dréstica
de relevancia energética ndao €, todavia, seguida pelas contribuicoes nao
covalentes. De modo adverso, sdo ligeiramente maiores que as da Thr>?, com um
incremento aproximado de 0,50 kcal.mol™. Com isso, pode-se dizer que, ou a
perda de energia de interacao é decorrente da eliminacao de outras forcas
atrativas que nao as nao covalentes; ou a metodologia aqui empregada nao foi
capaz de correlacionar a influéncia dos efeitos nao covalentes da regido
circunvizinha a lle>>.

A partir da Ile>>, as quatro posicoes posteriores, onde estdo os residuos
Ser>*, Cys°!, Ala*® e Ala®/, seguiram o comportamento padrdo descrito
inicialmente, onde a diminuicao da contribuicdo energética ocorre em paralelo
com perda de interacdes de ndo covalentes. Depois da Ala”’, a influéncia dos
outros residuos (Cys*, Arg??, Ser3> e Cys°”) na energia de interaco passa a ser
minima, tornando a correlacao com as contribuicoées nao covalentes pouco
confiavels.

Partindo da Pro”¢, a mutacdo por glicina nos demais residuos causou a
diminuicao da energia de interacao, indicando que a exclusao destes residuos
tende a propiciar uma maior coesao do sistema BTCIl-quimotripsina. Conforme
aenergiade interacao decresce — aumentando a estabilidade do sistema -, forcas
nao covalentes sao perdidas.

A partir destas observacoes, pode-se inferir que existe uma aparente
correlacao entre a contribuicao para a energia de interacao e as forcas nao
covalentes. A correspondéncia entre estas duas quantidades é expressa de
modo diferente para as duas regides distintas do grafico. Entre os residuos mais
adjuvantes do sistema BTCIl-quimotripsina, a reducao da estabilidade, aferida
pela energia de interacdo, ¢ acompanhada da minoracao das forcas nao
covalentes, de forma que se pode afirmar que uma é motriz da outra. Assim
sendo, conforme a magnitude da perda destas interacoes € reduzida, se notaum
reflexo imediato na dimensao do declinio da energia de interacao, de modo que
o decréscimo desta é atenuado conforme aquela.
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Por outro lado, a parte oposta do grafico revela um importante
contraponto. A mutacdo dos residuos desta regido acarretou a diminuicao da
energia de interacao, ou seja, maior estabilizacdo do complexo enzima-inibidor.
Contudo, este ganho de estabilidade foi acompanhado por uma perda das forcas
nao covalentes. Deste modo, ao se admitir a confiabilidade dos resultados
obtidos para esta regido, o ganho de estabilidade em paralelo a atenuacao de
interacoes dispersivas somente podera ser explicado ao serem tomadas outras
contribuicoes que nao aquelas aqui analisadas, as quais podem ou dar origem a
outros tipos de interacoes que estabilizam o sistema ou atenuar as forcas
repulsivas ja pre-existentes.

Finalmente, sugere-se que, devido ao fato de a Phe’® estabelecer mais
interacoes nao covalentes, sua participacao na energia de interacao se da de
modo mais intenso quando comparada com o outro residuo do sitio reativo, a
Ser>%,

Em relacdo a quimotripsina, as séries de dados referentes ao sistema
completo e ao cluster r4 apresentaram elevada identidade (figura 15). Entre elas,
a méxima diferenca entre as contribuicoes ndo covalentes (dispersao e ligacdo
de hidrogénio somadas) foi de 0,01 kcal.mol ™! para Lys??°. A média aritmética da
diferencados valores destes dois sistemas foi igual 0,01 kcal.mol™?, sendo aferido
0,003 kcal.mol™ para o desvio padrao de todo este conjunto. Deste modo, pode-
se afirmar que as duas séries sao equivalentes. Assim sendo, os resultados
apresentados na figura 22 sao referentes ao sistema completo. Nele podem ser
observados padroes semelhantes aqueles da figura 21.

Como mencionado em secoes anteriores, a participacao da Ser*”>, em
termos mecanisticos, é, de certo modo, mais pronunciada do que a His>’.
Todavia, percebe-se que a mutacao por glicina afeta de um modo mais intenso a
His>/. A substituicdo deste residuo faz com que o sistema perca mais
intensamente a coparticipacao das forcas dispersivas e das oriundas de ligacoes
de hidrogénio quando comparado a mutacéo da Ser'>.

A serina € um aminoacido cuja cadeia lateral possui uma hidroxila acida. A
histidina, por sua vez, um grupo imidazol. Esta diferenca acarreta em diversas
mudancas fisico-quimicas, como o carater acido ou basico, por exemplo. A
histidina € uma espécie basica, enquanto a serina é acida. Assim sendo, as
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variadas interacoes nao covalentes podem explicar a diferenca da contribuicao
destes residuos para a energia de interacao.
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Figura 22. Contribuicées para a energia de interacdo (em azul) e interacées ndo covalentes (em amarelo, cinza e vermelho)
associadas aos residuos da quimotripsina na interface BTCI-quimotripsina

A analise dos outros pontos das curvas na figura 22 possibilita abordar o
papel de cada residuo na interface enzima-inibidor. A Met'”> é um bom exemplo
disso. Curiosamente, seu comportamento é muito similar aquele de igual posicao
do BTCI (lle>> - figura 21). Aqui, os efeitos energéticos da substituicio por glicina
na Met> foram menos intensos em relacdo a His>’ e a Ser”>.

Quando comparada com os dois residuos precedentes, a perturbacao nas
interacoes nao covalentes com a substituicdo por glicina foi mais intensa
justamente na Met?. Deste modo, era de se esperar que, pelo fato de este
residuo ter perdido um elevado grau de forcas atrativas, o reflexo desta perda na
contribuicao para a energia de interacao fosse mais pronunciado em relacao a
Ser'?”. Como ndo é este o comportamento observado, uma das possiveis
explicacoes para este fenbmeno € a possibilidade de, concomitantemente a esta
grande atenuacao das forcas nao covalentes, ocorrer, mediante a mutacao, um
abrandamento das forcas repulsivas outrora presentes. Assim sendo, ha um
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balanco entre estes dois efeitos, sendo que a perda das interacoes contribuitivas
¢ compensada pelo decréscimo das influéncias repulsivas.

De fato, ao se observar o arranjo molecular da regido ao redor da Met1”?
(figura 23), nota-se que esta proposicao ndo € distante da realidade. A Met'7? é
formada por uma longa cadeia lateral de 4 atomos - com excecao dos
hidrogénios -, sendo um deles o enxofre. Superado apenas pelo selénio, dentre
todos os atomos que mais comumente constituem estruturas proteicas, o
enxofre é o segundo mais volumoso. Com um raio atémico e de van der Waals de
1,0 e 1,8 A respectivamente, o enxofre presente em cisteinas e em metioninas
pode gerar tensoes estéricas a depender da estrutura molecular adotada
guando do enovelamento proteico ou de alteracoes conformacionais oriundas
de interacdes com outras proteinas.
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Figura 23. Possivel centro de tensdes estéricas na quimotripsina envolvendo os residuos Met92, Cys'%%, Cys?20 e Ser?18

Proximos a Met? se encontram a Cys™te a Cys??°. Aqui, hd um sitio de

onde se podem emergir possiveis interacoes repulsivas. A distancia entre os
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atomos de enxofre da Met!?2 e da Cys*?! é de 3,8 A, sendo ela semelhante para
0s mesmos atomos da Met!?2 e da Cys?2° (3,5 A). Sabendo que ha uma ligacdo
dissulfeto entre estas duas cisteinas, tem-se, nesta regiao, uma concentracao de
grupos cuja densidade eletronica é negativa, de onde podem emergir tensoes
conformacionais, dado que a distancia entre estes grupos nao é grande o
suficiente para serem desprezadas por completo. Ademais, a distancia entre o
adtomo de carbono do grupo metil terminal da Met'”? e o oxigénio da carbonila
presente na Ser?!8 é de 3,7 A. Portanto, a Met!?2 pode ser um centro de onde
surgem, em maior ou menor grau, certas interacoes repulsivas.

Para cada ponto nas curvas das figuras 21 e 22, deve existir uma
correspondéncia entre a estrutura e as interacdes quimicas. Esta abordagem é
ainda mais necessaria ao se correlacionar as contribuicoes para a energia de
interacao e as interacdes nao covalentes. Opostamente a um comportamento
previsivel, onde a diminuicao de uma € acompanhada pela diminuicao da outra, a
Met¥? ndo é um ente idiossincratico em meio a todos os outros residuos; mas
elemento relevador de uma tendéncia geral nao-linear.

A regiao final do grafico apresenta uma tendéncia similar aquela da figura
271, para o inibidor. Nela, a substituicao por glicina estabilizou estrutura, posto
que ocorreu uma diminuicao da energia de interacdo. Entretanto, esta
constatacao foi acompanhada da minoracao das contribuicoes nao covalentes.

Afigura 24 apresenta a diferenca percentual dos 5 residuos mais e menos
colaborativos ao se comparar as energias de interacao obtidas pelos metodos
PM6-D3H4/COSMO com aquelas consideradas referéncia, aferidas pelo
protocolo DFTB3-D3H4X/COSMO. A partir dele, percebe-se que a
variabilidade na regiao final do grafico é maior. Isto indica que os métodos aqui
utilizados sao mais propicios para identificar os residuos que mais colaboram
para a energia de interacdo; ou seja, estas rotinas computacionais sao mais
indicadas para residuos cujas interacoes sao majoritariamente atrativas. Para a
anélise dos residuos onde ha preponderancia de forcas repulsivas, o uso
combinado das rotinas PM6-D3H4/COSMO e DFTB3-D3H4X/COSMO,
precedido de um processo de fragmentacao, parece nao ser suficiente.
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Figura 24. Diferenca percentual entre as energias obtidas pelos métodos PM6-D3H4/COSMO (A) e DFTB3-D3H4X/COSMO (B)
dos 5 residuos mais e menos colaborativos para a energia de interacdo

Por fim, conclui-se entdo que, para o sistema BTCIl-quimotripsina, com a
metodologia aqui adotada foi possivel identificar os residuos que mais
participam do processo inibitoério.

3.6 Curva de fragmentacao do sistema BTClI-tripsina

O sistema ideal para estudar a interacao BTCI-tripsina foi escolhido a
partir da construcao de uma curva de fragmentacao, apresentada na figura 25.
De modo semelhante, objetivou-se a obtencdo de um sistema cujo tamanho
representasse a melhor relacao entre a quantidade de atomos e a
representatividade das interacoes presentes, dada pelo conteudo energético.

Os pontos localizados nas extremidades da curva de fragmentacao
representam a interface BTClI-tripsina e o sistema enzima-inibidor completo. Ao
se comparar estas duas estruturas, o valor da diferenca energética entre elas foi
de 16,78 kcal mol™t. Mesmo a interface tendo aproximadamente 83% da energia
de todo o complexo, esta quantidade mostra que as estruturas em questao nao
sao energeticamente equivalentes. Sendo assim, a exclusao de 3099 atomos,
mesmo representando uma diminuicao de aproximadamente /7%, nao seria
vantajosa, tendo em vista a perda de representatividade de algumas interacoes.
Mesmo que isso represente um ganho de tempo computacional, é pertinente
buscar uma outra estrutura que sirva de ponto de partida para os calculos de
propriedade.
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Figura 25. Curva de fragmentacédo BTCl-tripsina

O perfil deste grafico é diferente daquele relativo ao sistema BTCI-
quimotripsina (figura 12). Em relacdo aquele sistema, a adicdo de
aproximadamente 1000 atomos a interface praticamente ndo alterou a energia
de interacao. Todavia, a curva de fragmentacao do sistema BTClI-tripsina mostra
que, mediante o acréscimo desta mesma quantidade de atomos, um aumento de
aproximadamente 20,00 kcal mol™ foi observado.

A alteracdo das taxas de variacdo pode significar que o conteldo
energético de um sistema € mais concentrado em uma dada regiao, ou ainda ser
uma resposta aos diferentes tipos de interacoes que ocorrem nas interfaces e ao
redor delas. Uma justificativa para essa mudancas esta no processo de interacao
do BTCI com as proteases. Em 2007, Barbosa et al resolveram a estrutura do
complexo BTClI-tripsina (cédigo 2G81). No modelo cristalogréfico, observa-se
que o processo de inibicdo da tripsina é guiado por forcas eletrostaticas e
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mediado por duas moléculas de dgua.’®?? Por sua vez, o complexo tripsina-BTCI-
quimotripsina, resolvido por Freitas et al, mostra que as interacoes do BTCI com
a quimotripsina ocorrem primordialmente por meio de um contato nao polar
hidrofébico localizado sob o residuo Phe”2. Deste modo, sabendo que interacoes
eletrostaticas apresentam maior conteudo energético em relacao as interacoes
oriundas de dispersao, sugere-se que diferenca entre as taxas de variacao se dé
pelofatode ainibicao datripsina pelo BTClI ser dirigida por residuos hidrofilicos,
enquanto a da quimotripsina por residuos hidrofébicos - resultado este
suportada por evidéncias experimentais.?”1¢

Qutro aspecto que merece atencao sao os pontos r3, r4 e r5. Eles estao
localizados em uma regiao de minimo, sendo seus valores energéticos inferiores
aos do sistema nativo, indicando que as interacoes repulsivas nao estao
representadas.

Os pontos referentes ao sistema completo e a estrutura de menor energia
(r5) sdo energeticamente similares, distando 3,34 kcal.mol* em termos
absolutos (aproximadamente 6%). Esta diferenca energética estd associada
justamente com as interacoes repulsivas nao representadas.

Todavia, ha um salto abrupto entre a estrutura r5 e seu vizinho adjacente
de maior tamanho (ré). A diferenca energética entre estes dois pontos é de 5,96
kcal.mol™. Sabendo que a alteracio da quantidade de dtomos entre estes dois
pontos éde 278, é possivel que esta quantidade de energia esteja associadaaum
numero restrito de residuos, ou até mesmo a um so. Deste modo, uma pequena
diferenca energética se faz relevante, considerando que tal regiao concentra
mais interacoes em um espaco reduzido. Portanto, a exploracao das possiveis
estruturas presentes entre esses dois pontos foi realizada.

Os residuos do BTCI que estavam presentes na estrutura ré6 e ndao na rb
foram identificados. Considerando esta selecao e sabendo que a ancoragem do
BTClI atripsina e dirigida por forcas eletrostaticas, os residuos polares ausentes
foram adicionados a estrutura rb.

A primeira estrutura obtida é representada pelo ponto r5.1 (figura 25), a
qual foi construida pela simples adicao da Lys’®. Com isso, houve um ganho de
2,30 kcal.mol™!, representando cerca de 39% da diferenca energética entre os
pontosr5eré.
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Logo apos, outro residuo polar foi adicionado a estrutura rb, originando a
forma r5.2 (nela ndo esta presente a Lys’?). A inclusdo da Lys*’ acarretou um
ganho energético ainda maior, da ordem de 2,79 kcal.mol™* - aproximadamente
47% da diferenca em questao.

Os dois residuos adicionados melhoraram substancialmente a
representatividade da fragmentacao. Portanto, sao essenciais para os fatores
repulsivos que dao origem a essa diferenca. O somatoério destas duas
contribuicoes ¢ igual a 5,09 kcal.mol™, ou seja, aproximadamente 86% do salto
energético entre os pontos rb e ré.

Figura 26. Representacdo estrutural do cluster escolhido, em linhas pretas, comparado com o sistema nativo, colorido (em verde o
BTCl e em azul a tripsina)

Um terceiro sistema foi construido (r5.3), sendo ele formado pelos dois
residuos descritos e a Cys*. Por meio da anélise da curva de fragmentacao,
conclui-se que o ponto r5.3 apresenta a melhor relacao entre a quantidade de
atomos e a representatividade das interacoes. A diferenca de energia entre o
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ponto r5.3 e o sistema proteico nativo é de 1,65 kcal.mol™™. Por conseguinte, este
cluster representa energeticamente mais de 98% da estrutura nativa. Portanto,
essas duas estruturas sao, de um ponto de vista energético, praticamente
indiferencidveis. Deste modo, tem-se que, a partir de um processo de
fragmentacao, a adocao do sistema representado pelo ponto r5.3 como partida
para os calculos posteriores ndao excluira as contribuicoes mais energeticamente
relevantes do sistema nativo. A figura 26 exibe um comparativo entre as
estruturas do sistema nativo e aquela do cluster r5.3.

Também vale ressaltar que a estrutura r5.3 representa uma reducao de
aproximadamente 40% da quantidade de atomos em relacao ao sistema nativo.
Enquanto este possui 4013, aquele tem 2394. Este fator contribui para a
reducao do tempo computacional. Entretanto, a validacdo desta estrutura
requer que a resposta a mutacao por glicina de cada residuo da interface seja
compativel com o observado para o sistema nativo.

3.7 Cluster BTCI-tripsina versus sistema completo

O gréafico comparativo entre a estrutura nativa e o cluster r5.3 (figura 27)
foi semelhante ao do sistema BTCl-quimotripsina (figura 14). A mutacédo por
glicina acarretou a perda de energia de interacao em 11 dos 19 residuos
analisados, tanto no sistema nativo quanto no fragmentado. Os 11 residuos em
questao sao importantes para a estabilizacao da estrutura do complexo - mais
especificamente da interface. E importante ressaltar que a contribuicio
energética média por residuo foi maior que a obtida no sistema BTCI-
quimotripsina.

A mutacao realizada nos residuos restantes revelou uma tendéncia de
aumento daenergiade interacao, com destaque paraumdeles, a Arg®3. Comisso,
tem-se que a presenca destas estruturas desestabiliza a interface.

Observa-se que nao ha discrepancias energéticas entre a estrutura nativa
e a fragmentada. Dentre os seis residuos que mais estabilizam a estrutura em
complexo, constatou-se um desvio maximo de aproximadamente 9%, referente
a Lys?®. Analisando todo o conjunto de dados, a maior diferenca foi da ordem de
18%, relativa ao Asp?®. Diferentemente do sistema BTCI-quimotripsina, ndo

125



houveram tendéncias contrarias, para um mesmo residuo, entre o sistema
original e o cluster como resposta a mutacao. Sendo assim, conclui-se que, pelo
menos para a regiao da interface correspondente ao inibidor, a estrutura obtida
pelo processo de fragmentacdo representou coerentemente o conjunto das
principais interacoes do sistema nativo.
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Figura 27. Contribuicées para a energia de interagdo dos residuos do BTCI relativos ao sistema completo (em preto) e ao cluster
r5.3 (em cinza) para a interface BTClI-tripsina utilizando o método PM6-D3H4X/COSMO

Os residuos da tripsina submetidos a mutacao por glicina apresentaram
comportamento similar (figura 28). A série de dados mostra duas regides
nitidamente distintas, sendo que na primeira delas em 30 dos 36 residuos do
sistema fragmentado e em 31 do sistema nativo a resposta a mutacao resultou
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na perdade energiade interacao - sendo eles entdao responsaveis por estabilizar
a interface.
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Figura 28. Contribuicées para a energia de interacdo dos residuos da tripsina relativos ao sistema completo (em preto) e ao cluster
r5.3 (em cinza) para a interface BTCI-tripsina utilizando o método PMé-D3H4X/COSMO

Diferentemente do comportamento observado no sistema BTCI-
quimotripsina, amagnitude da perda de energia é maior para alguns dos residuos
da protease. Nela, o de maior contribuicdo (Asp®18?) gerou uma
desestabilizacdo da ordem de 31,00 kcal.mol™. J& os maiores valores para o
inibidor, referente a Lys?®, foram cercade 24,00 e 26,00 kcal.mol* para o sistema
nativo e o cluster, respectivamente.

Este fator poderia sugerir que a tripsina apresenta maior contribuicao
para a energia de interacao. Contudo, a média das perdas energéticas contraria
este resultado, uma vez que esta foi estimada em 4,00 kcal.mol™ para a tripsina
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em 6,00 kcal.mol™ para o BTCI. Deste modo, entende-se que a energia de
interacao entre o inibidor e a protease apresenta maior contribuicao originaria
do BTCI, mesmo que localmente, entre residuos Asp'®187 e | ys? 3 tripsina seja
mais determinante.

A analise da outra parte do grafico também forneceu resultados pouco
divergentes. Tanto para o sistema nativo quanto para o fragmentado, a mutacao
dos residuos restantes acarretou o aumento da energia de interacao. Porém,
diferentemente das andlises anteriores, ndo houve preponderdncia de um
residuo exclusivamente. Somado a isto o fato de as energias desta parte terem
sido baixas, tem-se que estes residuos desfavorecem ligeiramente a interacao
BTCl-tripsina.

A partir da comparacao entre as duas séries de dados, pode-se concluir
que as perturbacoes energéticas advindas do processo de substituicao por
glicina sao semelhantes tanto na estrutura nativa quanto na fragmentada.
Portanto, a adocao da estrutura r5.5 para os céalculos posteriores nao ira afetar
a qualidade dos resultados.

3.8 Calculo SCC-DFTB3-D3H4X para o cluster BTCI-tripsina

O cluster obtido na etapa de fragmentacao foi submetido ao mesmo
processo de mutacao por glicinarealizado anteriormente, desta vez pelo método
SCC-DFTB3-D3H4X. O resultado desta analise, para a parte referente ao BTCI,
é apresentado na figura 29, comparando-o com aquele obtido pelo método
PM6-D3H4AX.

O perfil energético dos residuos segue o mesmo padrao ja constatado
anteriormente. Na maior parte, a substituicao resultou na perda de energia de
interacdo, indicando que tais residuos sdo importantes para o processo
inibitério, estabilizando a interface. Os residuos mais importantes foram a Lys?®,
Glu?3, Thr?>, lle?® e Asp?®, similares aqueles obtidos pela rotina PM6-D3H4X.

Aoutra parte do grafico tambéem exibe comportamento convergente. Para
a rotina SCC-DFTB3-D3H4X, os residuos de maior contribuicao foram, nessa
ordem: Lys?’, Arg®3, Lys’® e 1le®*. Pelo método PM6-D3H4AX, Arg®3, lle®?, Lys? e

Lys’9. Esses residuos, quando substituidos por glicina, provocaram um ganho de
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energia de interacao, mostrando que a sua presenca desestabiliza a interface
entre essas duas proteinas.
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Figura 29. Contribui¢bes para a energia de interacdo dos residuos do BTCI relativos cluster r5.3 pelas metodologias PMé-
D3H4X/COSMO (em cinza) e SCC-DFTB3-D3H4X/COSMO (em preto)

Nos pontos onde a mutacao por glicina acarretou a perda de energia de
interacao, a convergéncia energética foi de 87%, considerando os 4 residuos
mais colaborativos. Todavia, para os outros cuja tendéncia € oposta, algumas
diferencas foram superiores a 100%. Isto também foi observado no sistema
BTCl-quimotripsina, onde a maior discrepancia energética ocorreu nos residuos
que desestabilizam a interface.

Para os residuos da tripsina, os resultados dos calculos SCC-DFTB3-
D3H4X sao mostrados na figura 30. Nota-se aqui uma diferenca crucial em
relacdo a todos os outros obtidos anteriormente. Neles, ndo obstante a
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diferenca energética existente em um mesmo ponto, as metodologias
comparadas apresentaram o mesmo perfil. Contudo, para o sistema BTCI-
tripsina, mais especificamente na parte relativa a tripsina, a metodologia PM6-
D3H4X indicou que 86% dos residuos, guando mutados, diminufam a energia de
interacao. Por outro lado, este indice para o modelo SCC-DFTB3-D3H4X foi de
25%. Os dados mostraram tendéncias iguais somente nas partes inicial e final do
grafico.
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Figura 30. ContribuigcOes para a energia de intera¢do dos residuos da tripsina relativos cluster r5.3 pelas metodologias PM6-
D3H4X/COSMO (em preto) e SCC-DFTB3-D3H4X/COSMO (em cinza)

As duas séries ndo se correlacionaram em quase toda extensao dos pontos
analisados. No entanto, houve uma boa identidade energética nos dois residuos
que mais estabilizam a interface (Asp€¢18?) e His>>57)) A diferenca entre eles foi
de somente 10% e 16%, respectivamente.
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Estes valores foram consideravelmente maiores nos 4 ultimos residuos, 0os
quais desestabilizam a formacao do complexo BTClI-tripsina. A média das
diferencas percentuais destes 4 pontos foi da ordem de 400%. E importante
salientar que divergéncias percentuais também foram obtidas nos residuos que
contribuem consideravelmente para a energia de interacao. A partir do oitavo
mais colaborativo este efeito ja é observado. Por isso, conclusdes mais assertivas
sao obtidas quando analisados somente os primeiros pontos.

3.9 Analise mecanistica da interface BTClI-tripsina

O BTCI inibe a tripsina por um processo mecanistico similar aquele
descrito para a quimotripsina. Estas descricoes foram depreendidas quando da
obtencdo da estrutura tridimensional destes complexos por Barbosa et al.??

O centro reativo do BTCI para a tripsina apresenta propriedades
estruturais similares ao seu equivalente homaologo, referente a quimotripsina. O
sitio reativo é formado pelos residuos Lys?® e Ser?’. A ligacdo peptidica
estabelecida entre eles esta localizada na extremidade de um loop que conecta
duas fitas beta. Isto faz com que a Lys?®, assim como a Phe”®, adote uma
conformacao de modo que sua cadeia lateral se estenda para a superficie
proteica, minimizando possiveis impedimentos estéricos e tornando a ligacao a
tripsina mais propicia.

Diferentemente da Phe>3, a Lys?® apresenta uma cadeia lateral com 4
carbonos, tendo em sua extremidade uma amina. Em condicoes fisiologicas, este
grupo se encontra carregado positivamente, dada a ligacao comum H™.

Um dos fatores que possibilita a formacao do complexo ternério é a sua
capacidade de manter coesos os loops que contém os dois sitios reativos. Mais
proximos ao sitio para tripsina estdao os dois residuos cruciais para esta
estabilidade: a Cys?* e a Cys®?. Tais residuos formam uma ligacdo dissulfeto que
auxilia a manutencao da estrutura terciaria.

Por suavez, atriade cataliticada tripsina é formada por residuos iguais aos
da quimotripsina: His>*®”) Asp??102) e Ser1?2(193) (O papel desempenhado por
cada um deles também aqui € idéntico: o hidrogénio acido da Ser'”> é removido
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pelo grupo imidazol da His>*®”), formando a espécie alcoxi que ird promover o
atague nucleofilico ao inibidor ou a proteina a ser clivada.

O bolsao catalitico da tripsina, em comparacao com a quimotripsina,
possui um residuo a menos, a Ser?*®. Dos 17 restantes, 14 s3o invariaveis, o que
proporciona a estas regides uma identidade de 82%. Todavia, os 3 residuos
dissemelhantes alteram o carater quimico desta cavidade reacional, conferindo-
lhe uma seletividade completamente diferente.

O residuo que mais influéncia esta drastica mudanca ¢ o Asp®187) Na
quimotripsina, o que ocupa esta posicdo é a Ser'®? (figura 31). Pelo fato da cadeia
lateral da serina ser curta e ndo possuir carga, também considerando a
hidrofobicidade do bolsao catalitico onde ela se encontra, esta enzima se
complexa preferencialmente a proteinas cujo sitio reativo seja formado por
residuos grandes, nao carregados, hidrofébicos e contendo grupos aromaticos.

Ao ser substituida por um aspartato na tripsina, o ambiente quimico da
regiao ¢é alterado sensivelmente. A densidade eletrénica negativa advinda da
carboxila ionizada deste residuo faz com a tripsina tenha preferéncia por
proteinas cujo sitio reativo apresente cadeias laterais longas e carregadas
positivamente, como ocorre com a lisinae a arginina. Por isso, 0 BTCI, através da
Lys?, se liga fortemente a esta protease.

Os outros residuos distintos sao os que ocupam as posicoes 192 e 219 na
estrutura primaria de ambas proteinas (figura 31). No lugar de uma metionina ha
um glutamato, e ao inves de uma treonina é encontrada uma glicina,
respectivamente. A respeito desta Ultima mudanca, os grupos hidroxil e metil da
cadeia lateral da Thr?'” se dispdem externamente ao bolsdo catalitico. Ao serem
substituidos pela GIy?1219 5 principio a cavidade reacional nio seria
modificada. Todavia, tal mudanca altera a disposicao da cadeia principal do
residuo que ocupa esta posicao. A carbonila da glicina se volta diretamente para
o centro da cavidade, aumentando assim as possibilidades de interacao com
diferentes espécies quimicas.
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Figura 31. Residuos diferentes dos bolsées cataliticos da quimotripsina (em laranja) e da tripsina (em azul), respectivamente
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Em relacao a alteracao na posicao 192, um residuo neutro e hidrofébico
(metionina) é trocado por outro cuja cadeia lateral é igualmente neutra, mas
polar (glutamato), dando origem ao mesmo efeito observado anteriormente.

Todas essas substituicbes combinadas modificam o ambiente
eletrostatico interno da tripsina quando comparado ao da quimotripsina,
alterando as preferéncias reacionais. A mais importante delas ¢ o aumento do
carater hidrofilico da regiao, o que causa a variacao, ja mencionada, em relacao
aos residuos que 14 adentram. Nao obstante, existe outra implicacao crucial que
€ originaria desta nova preferéncia quimica: o bolsdo catalitico da tripsina é
muito mais susceptivel a entrada de moléculas de agua em sua cavidade
reacional, as quais irdo participar mais efetivamente ndao sé no sitio ativo onde se
da a formacao do nucleofilo alcoxi, como também na estabilizacao da cadeia
lateral da Lys?°.?? Além disso, uma rede de ligacdes de hidrogénio é estabelecida
entre o BTCl e a tripsina. Pode ser destacada aquela que ocorre entre a cadeia
lateral da Ser?™°?') por meio do grupo hidroxila, e a cadeia principal da Cys?2, no
oxigénio. A distancia entre estes dois elementos é de 2,7 A. A Gly207(216)
conjunto com a Cys?4, também forma duas outras ligacdes entre os oxigénios e
0s grupos amina, com distancias de 2,8 A e 3,1 A. Juntas, estas trés estruturas
daoorigem aumarede ligacdes de hidrogénio que se assemelha aguela existente
em uma folha beta, como pode ser visto na figura 32.19 Posto isso, conclui-se
que o arranjomolecular e amaior hidrofilicidade daf advinda favorece a afinidade
do inibidor a enzima, contribuindo para o aumento da constante de associacao
do sistema BTClI-tripsina em comparacao com o complexo BTCI-quimotripsina.

Uma vez ancorado a tripsina e formando um complexo estavel, o centro
reativo do BTCI é submetido a uma forte influéncia da triade catalitica, que
possui alto grau de reatividade oriundo da Ser?19%. Em reacoes enzimaticas
convencionais, o efeito deste influxo é a formacao de uma espécie intermediaria
tetraédrica, a qual é gerada duas vezes durante a rota reacional - sendo ela
efetivamente um estado de transicao pertencente das etapas de acilacdo. Em
contrapartida, considerando os processos inibitorios, a acao da triade catalitica
nao € tao pronunciada, haja vista que, a tomar o exemplo do BTCI, as ligacoes
quimicas entre P1 e P1' nao sao facilmente desfeitas.

, €m

134



De fato, ha na literatura relatos onde inibidores de tripsina sofrem uma
clivagem enzimatica pela acdo desta mesma proteina.’®* Todavia, também neste
caso da-se a formacio de um intermediario tetraédrico.’® De todo modo, a
influéncia da triade catalitica proveniente da tripsina € relevante, ainda que nao
haja modificacoes estruturais no inibidor, que permanece no bolsao catalitico.
Experimentalmente, em algumas situacoes, verifica-se que o carbono da
carbonila desta ligacao peptidica do sitio reativo se encontra distorcido a meio
caminho de um tetraédro.®> Sendo assim, é fundamental a existéncia de uma
estabilizacdo estrutural de modo a favorecer a formacao do complexo e iniciar o
processo catalitico.

Cys?2

Figura 32. Ligacées de hidrogénio entre uma fita beta do BTCI e alguns residuos do bolsdo catalitico da tripsina

A tripsina é dotada de uma regiao chamada de cavidade oxionica, assim
como a quimotripsina. Este segmento é composto pela Gly?70173) e Sert?2(195)
Tais residuos sao o objeto pelo qual se da a estabilizacao das espécies geradas
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sob a acao da triade catalitica da enzima no sitio reativo do inibidor. Sao
formadas ligacoes de hidrogénio entre eles e o oxigénio carbonilico da Lys?®. Este
dista 2,7 A do nitrogénio da Gly?193 ¢ 2.8 A deste mesmo tipo atémico da
Ser'?2195) O arranjo entre estes atomos, ilustrado na figura 33, é fundamental

Ser?

Figura 33. Ligagoes de hidrogénio entre o sitio reativo do BTCl e a cavidade oxibnica da tripsina

Os resultados obtidos in silico e a sua importancia para a interpretacao do
mecanismo catalitico da tripsina sao descritos a seguir, de modo a estabelecer
uma correspondéncia entre as informacdoes experimentais e dados
computacionais.

A metodologia PM6-D3H4/COSMO permitiu identificar a Lys?® como o
residuo mais colaborativo para a energia de interacdo (figura 29). Com uma
participacido de 28,380 kcal mol™, ela se destacou perante os demais, até mesmo
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em relacdo ao outro residuo do sitio reativo. A Ser?’, com uma importancia de
5,30 kcal mol™, se mostrou o sexto mais relevante em termos energéticos.

O protocolo DFTB3-D3H4X/COSMO corroborou os resultados
anteriores (figura 29). A participacdo da Lys?® é da ordem de 37,50 kcal mol™.
Deste modo, também aqui foi qualificada como o residuo mais colaborativo para
interface BTCl-tripsina. A Ser?’, por sua vez, foi a sétima, com uma participacao
de 4,00 kcal mol™. Posto isso, verifica-se efetivamente a importancia dos dois
residuos que constituem o sitio reativo do inibidor.

Mediante a ancoragem do BTCl atripsina, a Cys?*e a Cys?? desempenham
um papel significativo quando da formacao do complexo, dado que por elas ha o
estabelecimento de ligacbes de hidrogénio na parte mais externa do bolsao
catalitico, contribuindo para a estabilidade da interface.

Tanto a metodologia PM6-D3H4/COSMO  quanto a DFTBS-
D3H4X/COSMO nao atribuiram a estes residuos grandes valores de energia.
Todavia, a Cys®?, que juntamente com a Cys?* forma uma ligacdo dissulfeto que
mantem coeso o loop que contém o sitio reativo, contribui para a energia de
interacdo com 2,30 kcal.mol ™. Deste modo, também aqui, a rotina computacional
utilizada corroborou, ainda que de modo incipiente, algumas evidéncias
experimentais a respeito da estabilidade estrutural do BTCI.>°

Ambas abordagens também conferiram elevado grau de importancia aos
residuos Glu?® e Arg?!, do inibidor (figura 29). O Glu?® foi o segundo mais
colaborativo para a energia de interacao, com aproximadamente
13,00 kcal.mol™®; a Arg?!, o quarto ou o sexto, a depender do método, com
contribuicoes da ordem de 9,00 e 4,00 kcal.mol ™.

O Glu?® ndo participa diretamente no sitio reacional. Todavia, por
intermédio de sua cadeia lateral, realiza um contato polar com a GIn'’> da
tripsina, na forma de uma ponte salina. Este contato existente entre o Glu*® e a
GIn'709175) ocorre por meio dos oxigénios terminais de ambas cadeias laterais, 0s
quais estdo separados por uma distancia de 2,9 A, como se pode observar pela
figura 34. Deste modo, mesmo estes residuos ndao estando contidos em uma
regiao que participa ativamente do mecanismo reacional, a interacao existente
entre eles pode colaborar para a estabilidade da interface. Além disso, o Glu?®
estabelece ligacoes de hidrogénio, por meio da Arg®3, entre as duas fitas beta
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antiparalelas de onde surge o loop que contém o sitio reativo do BTCI. Assim
sendo, o Glu?® colabora para estabilidade da estrutura secundaria, tdo
importante durante o processo inibitorio.

Figura 34. Interacées mediadas pelo Glu?3 no complexo BTCl-tripsina

A Arg?! possui certa semelhanca com o Glu?®. A depender da orientacio
de sua cadeia lateral, pode estabelecer uma ponte salina ou formar uma ligacao
de hidrogénio com o oxigénio da cadeia principal da Pro™®73) como ilustrado na
figura 35.

Por fim, pode-se afirmar que o uso combinado das metodologias PMé6-
D3H4/COSMO e DFTB3-D3H4X/COSMO foi fundamental para correlacionar
as contribuicdes para a energia de interacao dos residuos do BTCI com suas
respectivas participacdes no mecanismo de inibicao.
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Figura 35. Interacées mediadas pela Arg?! no complexo BTCl-tripsina

Os resultados obtidos para a tripsina foram igualmente satisfatorios. A
regiao mais participativa no mecanismo reacional é o seu sitio ativo, composto
pela triade catalitica His?>>®”) Asp”7192) e Ser1?2(195) A disposicao destes residuos
é representada na figura 36. Pelo método PM6-D3H4/COSMO, a importancia
deles na interface do complexo foi devidamente evidenciada. A His>*®” foi o
segundo residuo mais colaborativo para a energia de interacao, visto que sua
substituicao por glicina causou uma perturbacao no sistema da ordem de 14,10
kcal mol™ (figura 30). Por outro lado, esta mesma quantificacdo para a Ser72(179)
foi de 6,52 kcal mol™, fazendo-a o sexto residuo mais influente.

Ao se utilizar o protocolo DFTB3-D3H4X/COSMO, a metodologia
anterior foi corroborada, dado que o valor da contribuicao energética da His>>®”)
foi de 28,52 kcal.mol™l, tornando-a o segundo residuo mais importante para a
estabilizacdo da interface (figura 30). Da mesma maneira, ao se quantificar a

139



participacao da Ser!”2179% em 4,60 kcal mol™, constata-se que este foi o sexto
residuo mais colaborativo para a energia de interacéao.

Y

Ser”z

<

} _

Figura 36. Triade catalitica da tripsina e sua proximidade com o sitio reativo do BTCI

As divergéncias metodoldgicas nestes dois residuos foram da ordem de
10% para o primeiro e 30% para o segundo. Se por um lado esta diferenca nao
pode ser desprezada, por outro ela ndo altera o que de mais importante pode ser
daqui extraido. Sendo a parte inicial das duas séries de dados convergente em
relacao a ordenacao dos residuos mais importantes, o uso combinado das duas
metodologias foi fundamental para identificar a contribuicao dos dois residuos
da triade catalitica. Este resultado esta de acordo com o que foi relatado
experimentalmente por Barbosa et al para a estrutura tridimensional do
complexo BTCl-tripsina.?’

A acao da triade catalitica dar-se-a somente apds o contato prévio do
inibidor & enzima no bolsdo catalitico, ativando a Ser'??1%%) Esta regido da
tripsina possui maior carater hidrofilicoem comparacao com a da quimotripsina.
Pelo uso da metodologia PM6-D3H4/COSMO, este fato pdde ser ressaltado.
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Toda a dissimilaridade em relacédo a quimotripsina advém de trés posicoes na
estrutura primaria cujos residuos sao diferentes.

A primeira e mais importante delas é a posicao 186(189). Na tripsina, o
residuo que ocupa este lugar é o Asp®. O método computacional aferiu 31,87
kcal mol™ para sua participacdo na energia de interacdo, apontando-o como o
residuo mais colaborativo desta enzima (figura 30).

Asegundaé aposicao 189(192), onde uma metionina é substituida por um
glutamato. Aqui, a mutacdo da GIn'®? acarretou um reflexo na energia de
interacdo de 9,60 kcal mol™ (figura 30). Com isso, tal residuo foi o quinto mais
colaborativo em relacao aos demais.

Aterceiraelltimaéa211(219), onde hd uma glicina ao invés da treonina.
Por razoes ja mencionadas, o procedimento de mutacao por glicina nao é capaz
de aferir contribuicdo da Gly?11219),

Com o intuito de comprovar estes resultados, utilizou-se o protocolo
DFTB3-D3H4X/COSMO. Por meio dele, as mesmas constatacoes foram
observadas, muito embora, quantitativamente, os valores encontrados tenham
sido diferentes. O Asp818? proveu 28,52 kcal mol™ paraa energia de interacao,
enquanto a GIn'®?192) 5 67 kcal mol ™ (figura 30). Por mais que, numericamente,
os dados anteriores nao sejam iguais a estes, aqui, foi obtido o mesmo padrao de
ordenamento dos residuos — o Asp'87 e 3 GIn®"192) foram o primeiro e o
segundo mais colaborativos, respectivamente.

Assim sendo, foi evidenciado o papel primordial do Asp e,
por extensdo, da Gly2*21) para o processo inibitério. Modificacdes nestes
residuos comprometem a estabilidade da interface ao alterar as interacoes
quimicas que ai ocorrem. Este resultado esta de acordo com o descrito
experimentalmente por Barbosa et al, indicando novamente uma boa
reprodutibilidade de fatores observados em bancada.?”

Os demais residuos do bolsdo catalitico, comuns a ambas proteases,
também foram devidamente evidenciados. Dentre eles, o mais importante foi a
Ser'®/190 com contribuicoes da ordem de 9,96 e 5,89 kcal mol™ pelos métodos
PM6-D3H4/COSMO e DFTB3-D3H4X/COSMO, respectivamente (figura 30).
Por ambas abordagens este foi o quarto mais colaborativo para a energia de
interacao.

186(189) G|n189 192)
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Por fim, outros quatro residuos desta regidao merecem destaque. A rotina
PM6-D3H4/COSMO aferiu ao Trp?08215) Ser210@17) - Agp191194) o (Cy/g212(220)
importancias energéticas significativas: 5,83, 4,95, 4,76 e 2,00 kcal.mol™,
respectivamente (figura 30).

Entretanto, ao serem comparadas com aquelas calculadas pelo método
DFTB3-D3H4X/COSMOQO, os resultados foram convergentes somente para a
Ser?10217) Sey grupo hidroxila terminal estabelece uma importante ligacdo de
hidrogénio com oxigénio carboxilico da Cys?2. Portanto, o método utilizado neste
trabalho possibilitou identificar este residuo de consideravel contribuicao
energética.

A Ultima regiao da tripsina de vital importancia para o processo inibitorio
¢ 0 bolsdo oxidnico. Sendo formado pelos residuos Gly179173) e Ser1?2(199) estq
area de pequena dimensao apresenta densidade eletronica positiva, localizada
na cadeia principal destes dois residuos. Tal descricao eletrostatica, por sua vez,
esta sob os dois hidrogénios do grupo amina, os quais, formando um dipolo, dao
origem a interacoes do tipo ion-dipolo ou a ligacoes de hidrogénio com espécies
circunvizinhas.

O oxigénio da cadeia principal da Lys?® estd a uma distancia ideal da
Gly170193) e da Ser¥?19%) para a formacao de ligacoes de hidrogénio. Estas,
podem estabilizar possiveis distorcoes no carbono ligado a ele. Tal efeito pode
ser refletido também na energia de interacao.

A utilizacdéo da metodologia computacional PM6-D3H4/COSMO,
juntamente com a DFTB3-D3H4X/COSMO, permitiu quantificar a importancia
da Serm“%) para a energia de interacao, qualificando-a como um dos residuos
integra o ja discutido sitio ativo da enzima, sua contribuicao foi abordada
anteriormente. A partir dai, conclui-se que a estratégia utilizada neste trabalho
foi adequada para abordar o bolsao oxionico.
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3.10 Efeitos nao covalentes associados aos residuos da interface BTCI-
tripsina

Quando um residuo € substituido por glicina, diversas alteracoes
conformacionais podem ocorrer ao redor da regiao que sofreu mutacao. O
método aqui utilizado ndo é capaz de detectar mudancas desta espécie, hajavista
que, durante os calculos, o sistema nao foi otimizado - ou seja, se manteve rigido.
De outro modo, os custos computacionais seriam elevados.

Entretanto, a intensidade da perda (ou ganho) de interacdes nao
covalentes pode ser utilizada para explicar a constituicao dos graficos que
representam as contribuicoes para a energia de interacao. Este dado, facilmente
obtido pela metodologia PM6-D3H4, reflete o comportamento de tais
interacoes considerando a mutacao por glicina.

A figura 37 mostra a relacdo entre a contribuicido para a energia de
interacdo (em azul) e as interacoes ndo covalentes dos residuos do BTCI (em
amarelo, cinza e vermelho), utilizando a estrutura ndo fragmentada com o
modelo de solvatacao implicita COSMO.
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Figura 37. Contribuicoes para a energia de interacdo (em azul) e interacdes ndo covalentes (em amarelo, cinza e vermelho)
associadas aos residuos do BTCI na interface BTClI-tripsina
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O residuo do BTCI mais colaborativo para a estabilidade do sistema é a
Lys?¢. Quando da sua substituicdo por glicina, a energia do sistema foi acrescida
uma quantidade de aproximadamente 25,00 kcal mol™. Concomitantemente,
houve uma perda de interacdes ndo covalentes da ordem de 16,50 kcal mol™
Este resultado estd de acordo com o esperado, posto que a Lys?® é um dos
residuos constituintes do sitio reativo do BTCI e, em decorréncia, participa
ativamente do mecanismo reacional mediante o estabelecimento de diversas
interacoes nao covalentes.

O segundo ponto da curva foi ocupado pelo Glu?3, com 12,00 kcal mol™?
para a energia de interacao. Esta contribuicao € aproximadamente a metade da
relativa a Lys?6. Sendo assim, percebe-se que a mutacdo do Glu?® afeta a
estrutura de um modo menos pronunciado. Este comportamento € observado
apos a analise das interacdes nao covalentes. Todavia, enquanto para a energia
de interacdo a substituicao do primeiro residuo acarretou um prejuizo
energético duas vezes maior que o segundo, aqui, esta diferenca foi de quatro
vezes.

Para os residuos seguintes da curva, o paralelismo entre as duas variaveis
analisadas nao se mostrou linearmente correspondente aos primeiros. Em
relacdo a Arg?! e 3 lle?8, enquanto as contribuicdes para a energia de interacio
continuam diminuindo e causando cada vez menos impacto da estabilidade do
sistema, ha uma maior perda das forcas ndo covalentes. Este fenbmeno
aparentemente contraditério somente pode ser explicado se outros fatores
forem considerados.

Tomando como exemplo a Arg??, sua cadeia lateral € grande e volumosa.
Sendo constituida por trés carbonos, mesmo possuindo uma extremidade
hidrofilica também apresenta certo carater hidrofobico. Entdo, além deste
residuo ser fonte de possiveis impedimentos estéricos devido ao seu tamanho, a
partir dele também podem ser geradas forcas repulsivas. De fato, a extremidade
polar da Ser®® estd a 2,7 A do carbono hidrofébico presente na cadeia lateral da
Arg?! (figura 38). Além disso, uma relacdo de igual natureza também ocorre
entrea Arg?te o Glu?® a 3,2 A.

Dessa forma, ainda que a perda das forcas nao covalentes se dé em um
maior grau na Arg?! - o que tende a desestabilizar o sistema -, a diminuicdo do
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impacto naenergiade interacao pode ser justificada pela exclusao concomitante
de interacoes desfavoraveis pré-existentes.

Ainda que este exemplo nao corresponda a totalidade dos efeitos que
podem ocorrem em consequéncia da mutacao, serve parailustrar como o reflexo
na energia de interacdo é uma composicao de varios elementos além dos nao
covalentes. Ndo obstante, estes ainda sao Uteis para a interpretacao de outros
aspectos da curva.

Figura 38. Possiveis tensoes estéricas entre os residuos Arg??, Glu?3 e Ser3® do BTCI

Esperava-se que o sitio reativo do BTCI correspondesse a regiao de onde
surgem as interacdes mais significativas para o processo de inibicao e,
consequentemente, mais impactantes na energia de interacdo. Como bem
atestado, a Lys?® atende verdadeiramente a esta expectativa, sendo o primeiro
residuo mais colaborativo. Contudo, a excecdo ¢ dada pela Ser?.
Diferentemente da Lys?%, a Ser?’ foi elencada na sexta posicao. As interacoes nio
covalentes podem ser um dos fatores que explicam esta dissemelhanca.
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A magnitude da perda de interacoes dispersivas e de ligacoes de
hidrogénio foi, respectivamente, 11 e 20 vezes maior para a Lys?°. Este fato,
guando analisado em um contexto estrutural, ganha ainda mais relevancia. As
evidencias experimentais de Barbosa et al mostraram que a Ser?’ estabelece
contatos polares somente com a Ser!?219927 A |ys?® em contrapartida,
apresenta uma quantidade muito maior destas interacoes. A partir de sua cadeia
lateral surgem duas, uma com o Asp*18”) e outra com a Ser®/(179) A cadeia
principal também da origem a quatro outras: trés com a cavidade oxidnica, por
intermédio da Gly'7°1%9) e da Ser'21%%) e uma com a Ser?®?1% do bolsdo
catalitico. Todas estas interacdes sao representadas na figura 39.

A sp186

/

Figura 39. Contatos polares da Lys?¢ do BTCI

Ainda que distante da cavidade reativa, o Glu?? realiza mais interacoes de
natureza nao-covalente do que a Ser?’. Duas delas intramoleculares, com a
Arg®3, e outra intermolecular, com a GIn*°"3 (figura 34). Por isso, sua
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colaboracao para aenergia de interacao foi maior, o que nao é contraditério com
a elevada participacao da Ser?’ no mecanismo reacional.

Uma hipotese que pode justificar este resultado ¢ a de o protocolo
utilizado ser mais sensivel para detectar interacoes nao covalentes, refletindo-
as na energia de interacao. Com isso, ainda que um determinado residuo
participe ativamente do processo inibitorio, esta participacdo nao ira
necessariamente afetar a energia de interacdo. Este ¢ o caso da Ser?’. Mesmo
sendo constituinte do sitio reativo do BTCI, sua importancia foi decrescida em
detrimento de outros residuos. Tal fato reflete somente uma situacao pontual
oriunda da abordagem adotada, e nao uma imagem realistica do que de fato
ocorre,uma vez que os calculos foram realizados sem relaxamento. Deste modo,
guanto mais um processo mecanistico for guiado por interacoes de naturezanao
covalente, melhor serd sua representacdao pela metodologia PM6-
D3H4/COSMO e DFTB3-D3H4X/COSMO. Isto € exatamente o que se da em
um grande numero de processos bioquimicos, onde a interacao entre duas
proteinas € modulada por interacoes quimicas fracas em suas respectivas
superficies. Este € um dos motivos pelos quais os resultados deste trabalho bem
se correlacionam com o que se observa experimentalmente.

Em contrapartida, a secao final da curva mostrou uma tendéncia diferente
daqguela obtida no segmento inicial (figura 37). Aqui, a substituicdo por glicina
causou uma diminuicao da energia de interacao. Ou seja, a mutacao tornou o
complexo mais estavel, indicando que os residuos nativos sao desestabilizantes.
Todavia, este ganho de estabilidade foi acompanhado de uma perda das
interacoes nao-covalentes, principalmente aquelas advindas de dispersao.

Para estes resultados serem coerentes, devem ser eliminadas tensoes
conformacionais pré-existentes quando da mutacao por glicina, favorecendo o
surgimento de novas interacoes atrativas. Confrontando esta possibilidade com
a estrutura tridimensional do complexo, nao foi possivel identificar nenhum
ganho, em termos de estabilizacao quimica, proveniente da mutacao destes
residuos, que justifigue uma diminuicao de energia da ordem de
11,00 kcal.mol ™. Assim sendo, o método pode ser impreciso para esta regido.
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Em relacdo aosresiduos da tripsina, a figura 40 mostra a contribuicao para
a energia de interacdo (em azul) e as interacoes nao covalentes (em amarelo,
cinza e vermelho).

Percebe-se que a correlacao entre estas variaveis se da de um modo mais
complexo em relacao ao que foi obtido anteriormente. A curva das energias de
interacao decresce com regularidade. Todavia, ndo é observada esta mesma
tendéncia na do somatorio das interacoes nao covalentes.
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Figura 40. Contribuicées para a energia de interacdo (em azul) e interacbes ndo covalentes (em amarelo, cinza e vermelho)
associadas aos residuos da tripsina na interface BTCl-tripsina

A regido da tripsina mais participativa do processo inibitorio € a triade
catalitica, com maior destaque para a Ser'??1%) Porém, pela metodologia aqui
utilizada, a His**®” foi duas vezes mais colaborativa para a energia de interacdo
quando comparada com a Ser?”?19%) A soma das contribuicdes nao covalentes
pode justificar esta discrepancia, posto que este valor é mais que o dobro para a
His>>®7 - 5 27 kcal.mol ™! para esta e 2,34 kcal.mol ™ para aquela.

Um outro residuo que merece atencao ¢ a GIn®"1%2 Fazendo parte do
bolsao catalitico, € um dos primeiros pontos de contato com o BTCI. Sua posicao
naestruturaprimariando ¢ analoga a quimotripsina. La, o residuo que ocupa esta
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posicao é uma metionina. Esta troca confere a cavidade reacional da tripsina um
maior carater hidrofilico. Tal efeito foi corroborado pela soma das interacoes
nao-covalentes. A Met? e a GIn®7192 exibem valores de 5,80 kcal.mol™* e 7,82
kcal.mol ™, respectivamente. Com isso, comprova-se que, de fato, a troca de uma
por outra acarreta em um aumento das interacoes atrativas advindas de
contatos polares, favorecendo a ligacdo de espécies cujo centro reativo é
hidrofilico.

Energeticamente, a GIn™7192 ¢ g Ser'®(190) <30 equivalentes,
diferenciando-se por apenas 0,36 kcal.mol™!. Entretanto, a Ser!®’(170) ¢ afetada
de modo menos intenso pela perda das interacoes nao covalentes. Deste modo,
esperava-se que sua participacao na energia de interacao fosse
consideravelmente menor que a da GIn'®(172)_ O que poderia, em tese, justificar
esta divergéncia é a perda de algum outro elemento contribuitivo para a
estabilidade da regido mediante a mutacdo da Ser'®”"9 (que nio aqueles
advindos de interacbes ndo covalentes); ou a eliminacdo de forcas repulsivas
quando substituida a GIn87(172),

Todas estas correlacdes sdo feitas com base em um modelo estatico. As
vezes, a perda de interacdes se dara de modo claro e visivel estruturalmente,
como € o caso da GIn'?1%2 Em outras situacoes, esta abordagem rigida
dificilmente detectara tais alteracoes. No entanto, em ambas perspectivas, o que
poderd fornecer mais embasamento para as andlises é a realizacao de calculos
com os sistemas relaxados, ainda que em poucos pontos devido ao alto custo
computacional envolvido.

Por fim, a Ultima parte da figura 40 exibe um comportamento muito similar
aquele encontrado em analises anteriores. A substituicao por glicina estabilizou
a interface, indicando que estes residuos participam de interacoes repulsivas.
Nota-se que esta mutacao também é acompanhada da diminuicao das forcas
atrativas nao covalentes.

E importante salientar que, a partir do oitavo residuo mais colaborativo
para a energia de interacdao, os métodos PM6-D3H4/COSMO e DFTBS3-
D3H4X/COSMO divergiram em relacao a magnitude desta colaboracao.
Grandes variacoes percentuais foram obtidas para residuos que contribuem
consideravelmente. O Asp™1174 pnor exemplo, apresentou valor aproximado de
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5,00 kcal.mol™ pela metodologia PM6-D3H4/COSMO e -0,33 kcal.mol™ pela
abordagem DFTB3-D3H4X/COSMO. Portanto, a andlise das interacoes nao
covalentes é razoavel somente para os primeiros residuos do grafico.

3.11 Andlise da hidrofilicidade da interface BTCI-tripsina

A hidrofilicidade do bolsdo catalitico da tripsina contribui para a
seletividade das proteinas que irdo aelase ancorar. Além disso, como o ambiente
eletrostatico interno da tripsina é propicio ao estabelecimento das mais fortes
interacoes nao covalentes (como as ligacbes de hidrogénio), hd uma maior
entrada de moléculas de agua em sua cavidade reativa. La alocadas, podem
desempenhar diversas funcdes, até mesmo estruturais.”” Todavia, a mais
relevante delas para o presente trabalho € a no mecanismo de reacao.

Limitacoes técnicas dificultam o estudo pormenorizado do papel destas
moléculas de agua. Metodologias convencionais, como a difracao de raios-x,
dificilmente conseguem determinar com precisao a orientacao e os estados
rotacionais dos atomos de hidrogénio. Por ser dificil o acesso as respectivas
coordenadas espaciais, muitas vezes se recorre ao uso de rotinas
computacionais para estimar a localizacdo destas moléculas e a posterior
participacao no mecanismo reacional. A primeira destas etapas € a dinamica
molecular; a segunda, uma combinacao de abordagens na qual ao menos uma
delas envolve calculos de estrutura eletronica, ainda que para uma regiao
restrita do complexo - sao os chamados métodos QM/MM. Este Ultimo estagio,
adotado cada vez mais frequentemente, se tornou possivel gracas aos avancos
tecnologicos que reduziram os custos computacionais. Em épocas passadas,
todo o sistema era tratado de forma classica.

Mesmo com o advento de ferramentas cada vez mais robustas, a primeira
etapa de dindmica molecular pode representar um gargalo metodologico. Por
fornecer a estrutura inicial do ciclo quantico, uma geometria distante da
realidade podera dar origem a resultados incoerentes.

No inicio deste trabalho, adotou-se a estrutura do complexo ternario
tripsina-BTCl-quimotripsina (ID 3RU4) como fonte das coordenadas espaciais
necessarias para o desenho de todos os outros subsistemas binarios. A resolucao
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deste sistema ¢ de 1,68 A. Com isso, as moléculas cristalogréficas de 4gua
presentes na cavidade reacional podem ser perfeitamente observadas - com
excecao dos atomos de hidrogénio.

A distribuicao destas moléculas pode revelar o modo de participacdo no
espécie de corredor hidrofilico, no qual a secdo interna é exposta a grupos
polares. Sendo formado pela Ser?10@1) A|g218221A1 - Gn214(221) | /g217(224) " o
Pro218225) 3 disposicao conformacional destes residuos faz com que haja uma
possivel comunicacao com o solvente, além de gerar um verdadeiro reservatorio
de moléculas de agua (figura 41). Espacialmente, nota-se que este segmento se
encontra disposto quase que exclusivamente na parte mais externa da tripsina.

Figura 41. Corredor hidrofilico da tripsina exposto ao solvente, por onde podem entrar moléculas de dgua. E formado pelos
residuos Ser?10217), Ajq213(221A) G|n214(221) | /s217(224) ¢ Pro218(225)
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Na outra regido, os residuos Sert®7190  \/g|?20227) o Tyr221(228)
constitutivos do bolsao catalitico, diferentemente do que ocorre com a maioria
dos citados anteriormente, estdo localizados na parte mais interna (figura 42),
dispondo seus grupos polares préximos da interacao Lys?e-Asp'18% Como
consequéncia, as moléculas de agua proximas participam de um modo mais
intenso do mecanismo reacional.

Figura 42. Sitio hidrofilico préximo da interacdo Lys26-Asp'8¢(189) formado pelos residuos Ser187(190), \/q|220(227) ¢ Tyr221(228)

A analise dos residuos mais importantes para a energia de interacao, na
tripsina, mostra uma tendéncia diferente das duas outras proteinas. Nelas, os
mais relevantes foram datriade cataliticaou dositioreativo. Janatripsina, o mais
colaborativo - Asp®189) - pertence ao bolsao catalitico. O residuo da triade mais
préximo dele é a Sert?21%9) distando 10,2 A (medida entre as porcdes mais
extremas de ambas cadeias Iatera|s).

Em vista disso, buscou-se quantificar o modo pelo qual a maior presenca
de moléculas de agua no interior da tripsina pode influenciar os residuos mais
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importantes para a energia de interacao, avaliando se estas moléculas
apresentam alguma relacdo com o comportamento adverso mencionado
anteriormente.

Em um primeiro momento, avaliou-se a variacao da energia de interacao
mediante a adicao das moléculas de agua que se encontram proximas tanto do
BTCI quantoda tripsina, a uma distancia compativel com aquela necessaria para
o estabelecimento de ligacdes de hidrogénio. Deste modo, foram adicionadas 7
moléculas, identificadas pela numeracao 11, 261, 264, 360 e 436, referentes a
sequéncia da tripsina; bem como as moléculas 102 e 230, do BTCI. Na figura 43
percebe-se que trés delas estdo em vias de entrar no corredor hidrofilico (102,
261 e 264), enquanto uma outra ja estd presente (11). Por fim, também se
observauma proxima dainteracao Lys?e-Asp8187) (436) e duas outras distantes
do centro reativo (230, 360).

Figura 43. Representacdo das 7 moléculas de dgua adicionadas ao sistema BTCl-tripsina
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Nos célculos de energia para o sistema enzima-inibidor, foi utilizado o
método PM6-D3H4/COSMO. A inclusao explicita de moléculas de agua foi
responsavel por uma estabilizacdo adicional de 4749 kcal.mol™.
Surpreendentemente, a contribuicao destas poucas moléculas foi maior do que
a de todos os residuos quando analisados individualmente.

A presenca de moléculas de dgua ao redor do Asp™18? ¢ uma
caracteristica altamente conservada em sistemas onde a tripsina € inibida ou
atua cataliticamente. Em outras abordagens in silico, percebe-se que a presenca
destas moléculas, em serinoproteases de um modo geral, afeta drasticamente a
entalpia de ligacao. O minimo descolamento em suas posicoes é refletido nesses
valores de energia.'® Em tais estudos, nota-se que este sitio de hidratacdo é uma
das regides mais energéticas em enzimas similares a tripsina, como a trombina e
os fatores Vlla e Xa. Espécies capazes de promover um deslocamento nas
moléculas de agua deste sitio as inibem fortemente. Dessarte, os resultados agui
obtidos sao correspondentes com o de outros estudos, evidenciando a forte
participacao energética das moléculas de agua na inibicao da tripsina pelo BTCI.

Uma vez demonstrada a alta contribuicdo da agua para energia de
interacao, € importante determinar quais residuos sao mais influenciados por
ela. Com isso, objetiva-se conhecer as regides mais afetadas pelo
estabelecimento de interacoes com as moléculas provenientes do solvente.

Para este tipo de estudo, o protocolo adotado nos outros célculos deste
trabalho pode ser utilizado. Foram realizadas, no novo sistema hidratado,
mutacoes por glicina nos mesmos residuos outrora analisados. Entdo, mediante
um calculo de energia, pela metodologia PM6-D3H4/COSMOQO, os efeitos da
solvatacao com as 7 moléculas de dgua sao dados pela expressao:

CERh, = (EiS, — EiS,) — CER,

onde CERhx € a energia adicionada ou subtraida do residuo x quando da
hidratacao, EiSx a energia de interacao do sistema hidratado que sofreu a
mutacao por glicinaem x, EiS, a energia de interacao do sistema hidratado nativo
e CER\a contribuicio energética do residuo x, obtida nas etapas anteriores. E
importante notar que a expressao entre parénteses representa a contribuicao
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energéticade cadaresiduo parao sistema hidratado. Deste modo, o termo CERhx
expressa a influéncia das moléculas de agua nessas espécies. Quanto maior for
esta energia, maior sera ainteracao existente entre a agua e o residuo analisado.

Os resultados destes cdlculos, para a parte do BTCI, sao expressos na
figura 44. Nela, observa-se que muitos residuos foram energeticamente
beneficiados com a presenca de moléculas de dgua, possivelmente por meio do
surgimento de novas interacoes quimicas. Pode-se inferir que estas interacoes
sao de natureza atrativa, posto que a hidratacao acarretou ganho de estabilidade
para o sistema como um todo, conforme exposto anteriormente.
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Figura 44. Efeitos energéticos da solvatacdo pelas 7 moléculas de dgua nos residuos do BTCI na interface BTCl-tripsina (em
vermelho), juntamente com a energia de interacdo do sistema com e sem solvatacdo (em azul e cinza, respectivamente)

A andlise da figura 44 revela um ponto interessante. A GIn®', antes da
solvatacao, ndo era um centro que muito colaborava para a energia de interacao.
Incluidas as moléculas de agua, uma delas foi posicionada entre as cadeias
laterais da GIn®! e da Tyr?1%%. Estando as partes mais externas destes grupos
separadas por 4,1 A, ligacdes de hidrogénio ndo sdo favorecidas. A partir da
insercao da agua, torna-se possivel a formacao de duas dessas ligacoes, posto
que as distancias entre ela e os oxigénios carbonilico e fendlico da GIn®! e
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Tyr?t9 ¢ de 2,6 A e 24 A, respectivamente (figura 45). Estas ligacoes
intermediam o contato entre os dois residuos, estabilizando a regiao.

Figura 45. Interacées proximas a GIn3! no sistema hidratado do complexo BTCl-tripsina

A estabilidade advinda dessas duas ligacoes de hidrogénio é refletida na
contribuicdo para a energia interacdo. Apos a hidratacéo, a participacdo da GIn®!
aumenta em 13,11 kcal.mol ™. Este efeito pode ser repercutido até na interacéo
entre a GIn®! e a His>*®”). Uma vez que o oxigénio terminal da GIn®! se encontra
ligado ndo covalentemente a duas moléculas de agua, os hidrogénios de seu
grupo amina podem, entao, interagir mais fortemente com oxigénio da His>>®”),
favorecendo a coesao a regido (figura 45).

O residuo onde sao observadas as maiores reverberacoes da hidratacao é
justamente a Lys?°. A inspecdo estrutural da regido pode justificar ndo sé este
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resultado, mas também o residuo mais colaborativo da tripsina, Asp!®189),
pertencente ao bolsdo catalitico e ndo a triade catalitica.

A partir da cadeia lateral da Lys?, sdo estabelecidas importantes
interacdes de natureza ndo-covalente (figura 46). Aqui, a mais relevante delas é
a ponte salina com o Asp818?) podendo ser mediada por uma molécula de dgua.
Esta molécula é observada cristalograficamente na estrutura do complexo
ternario, quimotripsina-BTCl-tripsina (ID 3RU4); e binario, BTCl-tripsina (ID
2G81). Deste modo, a interacao Lys?-Asp'6(189) & ainda mais reforcada quando
o sistema é hidratado. Por isso, quando moléculas de agua sao adicionadas, a
Lys?® apresenta elevadissima afinidade por elas, o que pode ser corroborado
pelo efeito energético de 24,14 kcal.mol™ (figura 44, curva vermelha). Este é o
motivo pelo qual ligacdes de hidrogénio passam a ter maior participacdao nas
posicoes mais contribuitivas do sistema BTCl-tripsina (figuras 37 e 40, residuos
Lys?6 e Asp'®e189) curvas cinzas).

Figura 46. Interacoes entre a Lys26, Asp185(189) e Ser187(190) ng sistema hidratado do complexo BTCl-tripsina
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A influéncia das moléculas de dgua nesta regiao é tao intensa que sao
observados indicios de sua atuacao determinando a taxa de entrada dos ligantes
no sitio ativo da protease.’®® Além disso, a partir do primeiro contato entre a
enzima e o inibidor, o arranjo destas moléculas sera parcialmente alterado. Este
fator é crucial para descrever o comportamento cinético e termodinamico do
processo de inibicdo.1%®

Por tudo isso, pode-se dizer que o fato de a Lys?® ser o residuo mais
contributivo do BTCI ndo é devido a sua presenca no sitio reativo, mas sim as
importantes interacdes estabelecidas por meio de sua cadeia lateral. E
precisamente este argumento que pode justificar o residuo mais colaborativo da
tripsina, haja vista que as interacoes descritas sao realizadas exatamente com o
Asp8e18) nertencente ao bolsdo catalitico.

Os efeitos energéticos da solvatacao para os residuos da tripsina sao
apresentados na figura 4/. De modo geral, as moléculas de agua pouco
influenciaram os residuos da protease, de onde segue que a maior parte da
estabilizacao advinda da adicao destas moléculas € decorréncia da interacao
entreelase o BTCI.

46 1

26 1

Contribuicao Energética (kcal.mol")

= +® « Com dgua Sem agua = CERh

ASP186
HID55
GLN189
GLN170
SER192
SER187
TRP208
LEU96
VAL206
SER210
PHE39
TYR91
PRO168
ASP191
CYX40
CYX212
TYR37
LYS217
TYR146
HIE38
TYR221
CYX188
GLY190
SER207
CYX56
VAL220
ALA166
GLY219
GLY169
GLY211
THR95
GLY209
LYS58
SER93
TYR167
ASN94

Figura 47. Efeitos energéticos da solvatacdo pelas 7 moléculas de dgua nos residuos da tripsina na interface BTCI-tripsina (em
vermelho), juntamente com a energia de interacdo do sistema com e sem solvatacgdo (em azul e cinza, respectivamente)
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Esta conclusdo nao contradiz que foi proposto anteriormente para o
Aspt187) datripsina. Mesmo que a adicao de moléculas de dgua no resulte em
consideraveis alteracoes energéticas neste residuo, ainda assim dele podem
surgir outros tipos de interacoes com as mais diversas espécies que nao a agua,
contribuindo para energia de interacao.

Finalmente, é importante ressaltar que uma maior ou menor participacao
dos residuos na energia de interacdo pode nao ser necessariamente
consequéncia de uma interacdo direta com a agua. Proxima da Arg®s, por
exemplo, ndo ha nenhuma destas moléculas. Contudo, a diferenca de
contribuicao deste residuo entre os sistemas com e sem solvatacao foi de
aproximadamente 3,00 kcal.mol™ (figura 44). Isso se justifica pelo fato de o
sistema solvatado ser mais estavel como um todo, o que altera a contribuicao
energética dos residuos, mesmo eles nao estabelecendo nenhuma interacao
comaagua. Porisso, paraprever aorigemdas alteracoes naenergia, € necessaria
uma avaliacao estrutural ao redor dos residuos mutados, como a que foi aqui
realizada.

159



PARTEV
Consideracoes Finais



1. Conclusao

O BTCI é um potente inibidor de serinoproteases, com amplas aplicacoes
biotecnoldgicas. Uma de suas mais importantes caracteristicas é capacidade de
provocar efeitos citotoxicos e citostaticos em células de adenocarcinoma
mamario. Neste trabalho, buscou-se amplificar este potencial de dois modos:
com experimentos in vitro, aumentando sua biodisponibilidade mediante um
processo de nanoencapsulamento em quitosana, por meio do método de
gelificacao ibnica; e com experimentos in silico, prevendo as interacées entre
BTCl e proteinas alvo associadas a processos carcinogénicos.

No primeiro contexto, solucdes com nanocapsulas de BTCI, em diferentes
concentracoes, foram aplicadas em culturas de células da linhagem MCF-7.
Todos 0s ensaios apresentaram efeitos na viabilidade celular, mas de modo
menos intenso em relacao aos resultados na literatura para o tratamento com
BTCI livre. Umas das causas sugeridas para a diminuicao de atividade foi a
obtencao de nanoparticulas irregulares.

Ousodo BTClemum contexto oncologico ainda se mostra promissor. Por
isso, & importante insistir nesta rota nanotecnolodgica, seja aprimorando o
protocolo utilizado ou adotando um outro.

Nos experimentos computacionais, o uso combinado das metodologias
PM6-D3H4/COSMO e SCC-DFTB3-D3H4AX/COSMO, conjugado com um
processo de fragmentacdo e posterior mutacao por glicina, possibilitou
identificar residuos do BTCI e das serinoproteases mais relevantes para o
processo inibitorio.

Em um primeiro momento, o sitio reativo do BTCI foi indicado como a
regiao que mais estabiliza a interface BTCI-quimotripsina. Tanto a Phe”® quanto
a Ser>* foram elencadas como os residuos mais colaborativos para a energia de
interacao. Logo apos, os residuos da ligacao dissulfeto que auxilia a manutencao
da conformacao do sitio reativo foram destacados. Dentre as 14 cisteinas que
constituem o inibidor, a Cys’* e a Cys®? foram as que mais contribuiram
energeticamente.

Na quimotripsina, a triade catalitica teve sua relevancia devidamente
enfatizada, pois tanto a His>” quanto a Ser'”® ocuparam a primeira e a segunda
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posicao dentre os residuos mais colaborativos para a energia de interacao,
respectivamente. De modo semelhante, a Ser'”, Met™? e o Trp?!>, residuos do
bolsao catalitico, também foram elencados como alguns dos mais importantes
para aformacao do complexo enzima-inibidor.

Ja na interacao entre o BTCI e a tripsina, o sitio reativo do inibidor foi
devidamente caracterizado como a regido mais influente desta molécula. A Ly*%°
se mostrou o residuo mais colaborativo para a energia de interacéo, e a Ser?’, o
sétimo. Posteriormente, dois outros residuos foram destacados. O Glu?® e a
Arg?l mesmo ndo participando diretamente no sitio reacional, formam
importantes interacdes com a tripsina que auxiliam a ancoragem do inibidor.
Além disso, o Glu?? participa da formacao das ligacdes de hidrogénio que dao
forma afolha beta onde esta localizado o loop no qual se encontra o sitio reativo
do BTCI.

Em relacao a tripsina, sua regiao mais ativa € a triade catalitica, e dois dos
residuos que a compdem foram corretamente destacados. Tanto a Ser!72(179%)
quanto a His**®”) colaboraram consideravelmente para a energia de interacao, a
ponto de serem o segundo e o sexto residuos mais contributivos,
respectivamente. O protocolo aqui utilizado também destacou dois importantes
residuos do bolsdo catalitico. O Asp86(187) e 5 GIn187(192) 31ém de estarem nesta
regido que € essencial para o processo inibitorio, conferem a ela um carater
hidrofilico, determinando a seletividade da tripsina.

Os resultados apresentados formam um conjunto coeso e relevante.
Primeiramente, a estratégia computacional é eficaz tanto para fornecer
descricoes estruturais de processos guiados majoritariamente por forcas
hidrofdbicas, quanto para identificar corretamente as interacoes que ocorrem
em um ambiente hidrofilico.

Por outro lado, o protocolo computacional utilizado, por meio do qual
podem ser descritas com precisao as interacoes entre as trés proteinas
analisadas, é aplicavel a outros inibidores e proteases cujas estruturas se
assemelham aquelas do BTCI, tripsina quimotripsina.

Reforcando essa possibilidade, o modelo estrutural dos sitios ativos da
tripsina e da quimotripsina é encontrado em diversas outras proteinas que, por
consequéncia, adotam o mesmo mecanismo conjugado de acetilacdo e
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desacetilacao abordado neste trabalho. Deste modo, o uso do protocolo aqui
descrito pode ser estendido para diversos outros sistemas, possibilitando a
obtencao de resultados que, experimentalmente, seriam por demais custosos.

Por meio de toda a andlise realizada até aqui, observando como cada
residuo colabora para a energia de interacao, foi possivel atribuir significado
estrutural a uma série de valores provenientes de uma nova abordagem in silico.
Estes resultados estdo de acordo com aqueles obtidos pelos pesquisadores do
laboratério de Biofisica da UnB. Portanto, ao transpor o contexto de bancada
para uma realidade computacional, novas possibilidades se estudo sao criadas,
tais como a exploracao do processo inibitério do proteassoma 20S pelo BTCI.

A segunda e Ultima etapa do estudo computacional foi a analise da
influéncia das moléculas de agua nainterface entre o BTCl e a tripsina.

Inicialmente, foi possivel detectar um alto grau de estabilizacao energética
a partir da presenca de 7 moléculas de agua. Este resultado esta de acordo com
dados experimentais, evidenciando, por meio de calculos de estrutura
eletronica, o alto impacto de hidratacbes no processo inibitorio. Mais
especificamente, as moléculas de agua tém papel decisivo no centro reativo. Se
forem deslocadas, ainda que minimamente, podem alterar significativamente a
taxa de inibicdo. Neste contexto, a metodologia deste trabalho foi adequada e
eficaz para avaliar qualitativamente e quantitativamente as interacdes que
ocorrem entre os residuos da interface e as moléculas de agua.

Dessarte, foi possivel identificar a razao pela qual os residuos do BTCl e
da tripsina mais contribuem para a energia de interacao, bem como definir de
onde surgem as interacoes mais importantes. Além disso, este método também
se mostrou viavel para prever o comportamento de um dado residuo mediante a
comparacao entre sua forma livre e hidratada, como o que ocorreu para com a
GIn®t,

Todos estes feitos sao de elevado valor, posto que a tripsina serve como
modelo de estudo de diversas outras proteases.’®” Sendo assim, esta
metodologia pode ser, em principio, aplicada em indmeros outros sistemas, onde
a presenca de moléculas de dgua na cavidade reativa determina a dinamica de
reacao e influencia a taxa de inibicao.
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Por fim, conclui-se que protocolo aqui utilizado podera também contribuir
para o desenho racional de farmacos, otimizando etapas, minimizando gastos e
auxiliando na compreensao dos mecanismos reacionais que fazem parte da
farmacodinamica.
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