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RESUMO

O inibidor de quimotripsina de Schizolobium parahyba (SPCI) pertence a familia
Kunitz, inibindo especificamente quimotripsina na propor¢cao molar de 1:1 (K; = 5,85
x 10® M). Este trabalho visa analisar as modificacbes conformacionais resultantes
da associacdo entre o SPClI e a a-quimotripsina por meio de métodos
espectroscopicos de fluorescéncia (estaciondria e dinamica), dicroismo circular e
espalhamento de luz dinamica (ELD); a cristalizacdo do complexo binario SPCI-
guimotripsina também foi realizada utilizando o método da matriz esparsa em gota
sentada. O SPCI foi purificado pela precipitacdo com &cido tricloroacético 1,2%
seguido por cromatografia de troca catibnica. A purificacdo do complexo binario foi
realizada por cromatografia de exclusdo molecular. O espectro da emissdo na
interacdo das moléculas apresentou atenuacéo da intensidade da fluorescéncia fixa
a Amax = 332. O gréfico de Stern-Volmer apresentou Ksy (103 M'l) praticamente
constante em diferentes temperaturas, excluindo a hipétese de atenuacéo estatica
ou dinamica. O decaimento de fluorescéncia do SPCI (t; = 0,67 nse f;=0,52; 1, =
4,98 ns e f> = 0,45) e da a-quimotripsina (11 = 0,88 nse f1 =0,37; 12=4,16 ns e f»
= 0,67) foram melhores ajustadas pelo modelo Discreto e Planck para dois tempos
de vida baseado no valor minimo do y2. Os parametros obtidos indicam que a a-
guimotripsina apresenta duas populacdes distintas de triptofano: enterrada (t,) e
exposta (ty); 0 decaimento bi-exponencial encontrado para o SPCI indica
subestados conformacionais do triptofano no estado excitado. A interagcdo do
inibidor com a quimotripsina foi analisada através da classica equacao de Stern-
Volmer. A interacdo provocou modificagdes conformacionais nos micro-ambientes
dos triptofanos do complexo, aumentando (reducdo da hidrofobicidade) e
atenuando (aumento da hidrofobicidade) o tempo de vida. Essa modificacdo foi
dependente da concentragdo da enzima. Os célculos para K, (10 M's™)
mostraram que a atenuacao registrada pela fluorescéncia estacionaria e dinamica
ocorre por ligacdo molecular. Os experimentos de ELD mostraram que o SPCI
apresenta forma monomeérica em solucéo, independente da concentracdo, pH e
temperatura. Portanto, a atenuacdo do tempo de vida do complexo € devido
provavelmente a estados oligoméricos mais complexos (tetramero) da enzima. A
presenca de NaCl 0,2 M reduziram os valores do tempo de vida para ambas as



moléculas separadamente, provavelmente pela reducdo das interacbes dos
triptofanos com os residuos circunvizinhos. O sal potencializou a atenuac¢do do
tempo de vida acima de 20 uM da enzima. A andlise do papel das ligacbes
dissulfeto na interacdo também foi realizada. O gréafico de Stern-Volmer mostrou
flutuacdo ao longo da titulacdo da quimotripsina, sugerindo flexibilidade
conformaconal do SPCI nessas condi¢cfes. A desnaturacao térmica do inibidor ndo
foi possivel, mostrando que as ligacdes dissulfeto ndo séo responsaveis pela
estabilidade estrutural do inibidor. As reducdes dessas ligagbes promoveram
modificacbes em valores percentuais na estrutura secundaria, 0 que podera
explicar a flexibilidade conformacional registrada na flutuacdo grafica de Stern-
Volmer. O cristal do complexo binario do SPCI com a-quimotripsina difratando a 2,8
A foi obtido na condigdo MES/NaOH 100 mM pH 5.5, PEG 6000 20% (w/v), LiCI2
200 mM e sulfobetaina nédo-detergente 201 (NDSB-201) como aditivo.

Palavras chave: interagdo molecular, inibidor de quimotripsina de Schizolobium
parahyba (SPCI), tempo de vida de fluorescéncia, dicroismo circular, espalhamento

de luz dindmica, cristalizacdo do complexo binario SPCI-quimotripsina.
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ABSTRACT

The Schizolobium parahyba chymotrypsin (SPCI) is a Kunitz-type inhibitor. It inhibits
the chymotrypsin by forming a stable complex of 1:1 stoichiometry (Ki = 5.85 x 10
M). The goal of this work is to analyze the conformational modifications of the
association between SPCI and o-chymotrypsin by the fluorescence (steady-state
and dynamic), circular dichroism and dynamic light scattering (ELD) spectroscopy
methods. The SPCI-chymotrypsin complex crystallization was made by sitting-drop
vapour-diffusion method. The SPCI was purified by the trichloroacetic acid (TCA)
1,2% precipitation following ion-exchange chromatography. The binary complex was
purified by molecular exclusion chromatography. The emission spectrum of the
SPCI-chymotrypsin interaction has displayed a fluorescence intensity quenching
(Amax = 332 nm). The Stern-Volmer graphic displayed a ke, (10 M) unaltered in
different temperatures, excluding the static or dynamic quenching hypotheses. The
fluorescence lifetime of the SPCI (t; = 0,67 ns e f; = 0,52; 1, = 4,98 ns e f, = 0,45)
and a-chymotrypsin (t; = 0,88 ns e f, = 0,37; 1, = 4,16 ns e f, = 0,67) were best
adjusted by the Discrete or Planck models for two lifetimes based in the minimal
value of the y2 The parameters indicated that the a-chymotrypsyn has displayed
two different populations of tryptophan: buried (t;) and exposed (t»); the bi-
exponential decay encountered for the SPCI indicates conformacional substates of
the tryptophan in the excited state. The SPCI-chymotrypsin interaction was
analyzed by the Stern-Volmer equation. The interaction provoked conformacional
modification in the complex tryptophan environment, by increasing (decrease
hydrophobicity) and by quenching (increase hydrophobicity) the complex lifetime.
Theses modifications were dependent on the concentration of that enzyme. The Kq
(10" M*'s™) showed that stationary and dynamic quenching is due to molecular
liaison. The ELD experiments have showed that the SPCI displays monomeric form
in solution, independently of its concentration, pH and temperature. Therefore, the
complex lifetime quenching is probably due to more complex oligomeric states
(tetramer) of that enzyme. The 0,2 M NaCl decreased the lifetime of both molecules.
This is probably due to the decrease in the tryptophans interactions with the
environment residues. The salt increased the lifetime quenching above 20 uM of the

enzyme. The role of disulfide bonds was also observed. The Stern-Volmer graphic
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showed fluctuation along the chymotrypsin titration, suggesting conformational
flexibility of SPCI in such conditions. The thermal denaturation of the inhibitor was
not possible. That indicates the disulfide bonds are not responsible for the structural
stability of SPCI. The reduction of the disulfide bonds caused modifications in the
secondary structure of the SPCI, which can be explained by the conformational
flexibility recorded by the Stern-Volmer graphic fluctuation. The binary complex
crystal with a diffraction of 2.8 A was obtained in 100 mM MES-NaOH pH 5.5,
20%(w/v) PEG 6000, 200 mM LIiCl as precipitant and 200 mM nondetergent
sulfobetaine molecular weight 201 Da (NDSB-201) as an additive.

Key-words: molecular interaction, Schizolobium parahyba chymotrypsin inhibitor
(SPCI), fluorescence lifetime, circular dichroism, dynamic light scatteling, SPCI-
chymotrypsin binary complex crystallization.
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1.INTRODUGAO

1.1. Proteases: conceito e classificagao

As proteases foram identificadas inicialmente no século XIX como enzimas que
participavam das vias centrais de degradacdo de proteinas. Posteriormente, na
década de 30, surgiu um sistema de nomenclatura para essas enzimas devido a
necessidade de distinguir as hidrolases que atuavam sobre as proteinas e as que
atuavam sobre os peptideos. Assim, dois sistemas foram propostos: as proteases
que atuavam sobre proteinas foram denominadas proteinases e aquelas que
atuavam sobre peptideos foram denominadas peptidases. As peptidases
correspondiam a um termo genérico de peptideo hidrolase e poderiam ser
subdivididas em exopeptidases e endopeptidases (Bergmann e Ross, 1936).

Atualmente, as proteases, também conhecidas por peptidases, sdo enzimas
com atividade hidrolitica de ligacbes peptidicas, conforme definida pela Unido
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB) (IUB Nomenclature
Committee, 1984). Essas enzimas compreendem as exopeptidases e as
endopeptidases, também conhecidas como proteinases. As primeiras nao
apresentam restricdo, podendo catalisar a clivagem de ligacdes peptidicas
posicionadas tanto no centro quanto nas extremidades da cadeia polipeptidica. O
segundo grupo catalisa a clivagem de ligacbes peptidicas em sitios especificos da
sequéncia primaria, removendo os aminoacidos das regides N e C terminais, em
direcdo ao centro da cadeia polipeptidica (Barrett e Salvesen, 1986). A
conceituacao e a classificacdo dessas enzimas ainda sdo mantidas nos dias atuais.

As proteinases sao divididas em quatro classes diferentes de acordo com 0s
seus mecanismos cataliticos, ja conhecidos: serinoproteinases, cisteinoproteinases,
aspartoproteinases e metaloproteinases (Barrett, 1980). As evidéncias estruturais e
funcionais atribuidas a estas proteinases e o mecanismo de acdo de cada uma
delas foram as principais caracteristicas que levaram alguns autores a enquadra-as
em uma grande familia, que provavelmente teria originado de um mesmo gene
ancestral que sofreu modificacdes ao longo do processo evolutivo divergente
(Dayhoff et al., 1983).



Entre as quatro classes de proteinases, as serinoproteinases sdo as mais
utilizadas e estudadas nos sistemas vivos. As serinoproteinases sao amplamente
distribuidas na natureza, apresentando duas principais familias representadas pela
subtilisina e quimotripsina (Kraut, 1977), ambas apresentando estruturas
tridimensionais diferentes, todavia com a mesma geometria do sitio ativo. As
enzimas da familia subtilisina sdo encontradas apenas em bactérias, enquanto as
da quimotripsina sdo encontradas tanto em procariotos quanto em microorganismos
eucariotos, plantas e animais (invertebrados e vertebrados), compreendendo
enzimas como a quimotripsina, tripsina, elastase e kalicreina (Hartley, 1970; James,
1976).

1.2. Serinoproteinases

As serinoproteinases compreendem um grupo de enzimas proteoliticas
envolvidas em uma série de eventos fisioldgicos, tais como coagulacdo sanguinea,
ativacdo do complemento, ativacdo de peptideos, processo digestivo, reproducao e
fibrindlise, acdo sobre horménios, fagocitose, ovulacdo e fertilizacdo (Neurath,
1984).

Os aminoacidos que formam a ligacdo peptidica a ser hidrolisada por essas
enzimas sao designados como P;-P;. Os outros residuos, que interagem com a
enzima na regidao de especificidade, sdo denominados como P4-P> (regido N-
terminal) e como P,-P,’ (regido C-terminal). Os residuos do sitio de ligacdo ao
substrato da enzima sdo denominados de sub-sitios “S”, que obedecem a mesma
numeracao dos residuos do substrato, variando de Ss a Ss4’ (Schechter e Berger,
1967).

Dentre as enzimas que constituem as serinoproteinases, trés delas sao
destacadas: tripsina, que cliva substratos com residuos de aminoacidos carregados
positivamente (Lys e Arg) em P, o-quimotripsina, que clivam substrato com
residuos arométicos ou cadeias laterais alifaticas grandes; e elastase, que cliva
substratos com cadeias laterais alifaticas pequenas (Kraut, 1977; Steitz e Shulman,
1982).

O sitio ativo de uma serinoproteinase € composto de duas regides distintas: o
sitio catalitico e o sitio de ligacdo do substrato. A maioria destas moléculas interage



com ambas as regides. O sitio catalitico € constituido de Ser195, His57 e Asp102,
de acordo com a sequéncia dos residuos da a-quimotripsina. Estes trés residuos
formam um sistema de ligacdes de hidrogénio com o substrato e sdo conhecidos
como triade catalitica (Kraut, 1977; Steitz e Shulman, 1982).

A o-quimotripsina foi uma das primeiras serinoproteinases a ter sua estrutura
tridimensional resolvida. Desde entdo, varias estruturas de serinoproteinases
complexadas com inibidores peptidicos e polipeptidicos enddégenos tém sido
resolvidas. Essa enzima apresenta dois dominios, cada um deles contendo cerca
de 120 aminoé&cidos. Os dois dominios séo do tipo barril-3, consistindo de seis fitas
B-antiparalelas que apresentam a mesma topologia: um motivo de “chave grega”
(fitas 1-4) seguido por um motivo de “grampo anti-paralelo” (fitas 5 e 6) (Branden e
Tooze, 1991).

O sitio ativo em o-quimotripsina € uma fenda com a acomodacédo para uma
cadeia lateral planar e aromética. A fenda especifica para a tripsina € similar, com a
diferenca que a Serl89 no fundo da fenda é substituida por um Aspl89.
Consequentemente, Phe ou Leu (quimotripsina) e Lys ou Arg (tripsina) sao
estabilizados quando se ligam a fenda. Na elastase, a fenda especifica Si1 é
parcialmente ocluida pela cadeia lateral de uma Val226 e uma Thr216, deixando um
pequeno espaco para a interacdo especifica para P; com pequenas cadeias
laterais. As serinoproteinases possuem regifes extensas especificas para a ligacao
do substrato. A porgcdo de S;-S; corresponde aos residuos 214-216 (quimotripsina)
que podem formar trés ligagbes de hidrogénio com a estrutura folha p-antiparalela
da cadeia principal do substrato ou inibidor, formando uma regido de ligacdo nao
especifica que contribui para a estabilizacdo do complexo formado em uma etapa
intermediaria, anterior a clivagem da ligacdo peptidica (Kraut, 1977; Steitz e
Shulman, 1982).

As familias de serinoproteinases e seus inibidores protéicos naturais estdo
dentre os modelos mais estudados de reconhecimento proteina-proteina. Os
inibidores apresentam potencial para a regulacdo das atividades proteoliticas de
vias especificas que envolvem essas proteinases (Otlewski et al., 1999; Ascenzi et
al., 2003).



1.3. Inibidores de serinoproteinases

1.3.1. Conceito e classificagao

Os inibidores caracterizam-se por ligar a uma determinada enzima e
promoverem um declinio na taxa de clivagem do substrato. (Barrett e Salvesen,
1986). O estudo dos inibidores teve inicio na década de 30, sendo que 0 marco
inicial ocorreu com o trabalho de Kunitz com a purificacdo de um inibidor de tripsina
isolado de soja e de pancreas bovino (Kunitz e Northrop, 1936; Kunitz, 1946).
Desde entdo, varios trabalhos sobre purificacdo de inibidores de proteases tém sido
publicados, me diversas areas do conhecimento. Houve um crescimento no
interesse de muitos autores em virtude da simplicidade de obtencdo destas
proteinas, da sua relativa estabilidade conformacional e da importancia destes
inibidores sob ponto de vista fisiol6gico, farmacoldgico e nutricional (Freitas, 1996).

Os inibidores de serinoproteinases sao classificados em 18 familias, baseado na
sequéncia de aminoéacido, similaridade estrutural e mecanismo de reacdo com sua
respectiva enzima (Laskowski e Qasim, 2000). As duas principais familias de
inibidores de leguminosas tém sido bem caracterizadas, conhecidos por inibidores
do tipo Kunitz e Bowman-Birk (Laskowski e Kato, 1980; Valueva e Mosolov, 1999).
Estas duas familias de inibidores diferem principalmente quanto a massa molecular,
conteado de ligagbes dissulfeto, estrutura tridimensional e estabilidade a
temperatura e agentes desnaturantes (Laskowski e Kato, 1980; Bode e Huber,
2000).

Os inibidores do tipo Bowman-Birk, cuja massa molecular varia de
aproximadamente 8 a 10 kDa, com alto conteddo de cisteina e dois sitios reativos
(Richardson, 1991), sdo assim chamados pelo fato do primeiro inibidor dessa
familia ter sido isolado de Glycine max (soja) por Bowman em 1946 e,
posteriormente, caracterizado por Birk et al. (1963). Independentes entre si, 0s
sitios reativos formam complexos com duas moléculas, ambas de tripsina, ou com
tripsina e quimotripsina, como os isolados de Phaseolus lunatus (feijao de lima),
Glycine max (soja), Vigna unguiculata (feijao de corda) e Phaseolus angularis (feijao
azuki) (Yoshida e Yoshikawa, 1975).



Os membros da familia Kunitz sdo abundantes na familia Leguminosae, embora
tenham sido descritos em outras familias de plantas, como Solanaceae (batata e
tomate) e Gramineae (trigo) (Richardson, 1991). Tais inibidores sédo proteinas com
massa molecular variando de aproximadamente 18 a 24 kDa, apresentando uma ou
duas cadeias polipeptidicas, baixo conteddo de residuos de cisteina
(frequentemente com quatro residuos de cisteina em duas ligacdes dissulfeto) e um
anico sitio reativo (Macedo et al., 2000). Os inibidores que possuem duas cadeias,
a (16 kDa) e B (5 kDa) ligadas por ligagbes dissulfeto, parecem estar restritos a
subfamilia Mimosidae (Richardson, 1991).

A distribuicdo destas duas familias de inibidores de serinoproteinases nas
sementes de leguminosas tem sido relacionada com a evolucéo dessas plantas. Os
inibidores do tipo Kunitz sdo mais comuns nas sementes das subfamilias
Caesalpinioideae e Mimosoideae altamente primitivos, comparativamente a
Papilionoideae, o qual frequentemente mostra a presenca de inibidores Bowman-
Birk (Macedo et al., 2000).

1.3.2. Relevancia dos inibidores da familia Kunitz

Os inibidores de proteases sdo encontrados em microorganismos, plantas e
animais (Joanitti et al., 2006). Esses inibidores, de maneira geral, podem ser
considerados como modelos para a inibicio de enzimas proteoliticas,
especialmente aguelas que sdo comumente responsaveis pela digestdo de animais
e de microorganismos (Richardson, 1977).

Os inibidores de proteases, uma vez incorporados a dieta experimental em
animais, suprimem o cancer de pele, pulméo, colon e figado (Troll et al., 1987). A
acao quimiopreventiva de tais inibidores pode ser precedida de alguns eventos
especificos: bloqueio da formacdo de tumores, da expressdo de oncogenes e da
progressao de processos metastaticos. In vitro, sdo capazes de suprimir processos
neoplasicos, por meio de mecanismos de supressédo da formacgdo de radicais de
oxigénio (Goldstein et al., 1979).

Os inibidores participam de reacbes de controle enddgeno de proteinases
envolvidas em diferentes processos fisioldgicos, atuando como agentes reguladores
e, para alguns representantes, como agentes protetores contra a acao de insetos e



microorganismos (Ryan, 1991; Franco et al., 2003). No entanto, as fungdes
fisiologicas dos inibidores de proteases de leguminosas ainda nao foram
completamente esclarecidas.

Os inibidores também tém sido considerados proteinas de reserva em sementes
de leguminosas, durante o periodo de laténcia até a germinacdo. Além disso, é
reconhecido que os inibidores de proteases (especificamente as que inibem as
proteinases) isolados de plantas atuam como agentes supressores de
carcinogénese em diversos 0rgaos e tecidos em animais in vivo e in vitro, e ndo
apresentam efeitos adversos ao crescimento do animal (Kennedy, 1998).

A familia Kunitz é constituida de proteinas com potencial inibitério para suprimir,
além de proteinases serinicas, também as proteinases do tipo aspartico e cisteinico
(Krizaj et al., 1993). Considerando essas caracteristicas, os inibidores da familia
Kunitz podem ser um prototipo apropriado para o desenho de novos inibidores
multifuncionais pela engenharia de proteinas.

Kobayashi et al. (2004), estudando dois inibidores de tripsina de soja (SBTI): um
da familia Kunitz (KTI) e outro da Bowman-Birk (BBI), mostrou que o KTI, e ndo o
BBI, inibiu a capacidade invasiva das células de cancer de ovario humano HRA por
meio da supressdo da cascata de sinalizacdo do ativador plasminogénico do tipo
urokinase (uPA). Comparando o inibidor KTl com o inibidor de protease do tipo
Kunitz (bikunin) (Kobayashi et al.,, 2003), nota-se a diferenca de mecanismo de
inibicdo desses inibidores no processo de invaséo celular. O bikunin inibe a invaséo
de células de cancer de ovario bloqueando a cascata de sinalizagéo do fator-B1 de
crescimento dependente de calcio, enquanto que o KTI inibe a cascata de
sinalizacao do uPA.

Considerando o interesse pelo inibidor da familia Kunitz de soja mencionado
acima (KTI), uma vez que € relevante para a saude humana, novo estudo do
mecanismo inibitério de membros dessa familia foi reportado em 2005. O trabalho
de Inagaki et al. (2005), mostra um novo mecanismo pelo qual o KTl inibe a via de
sinalizagéo das células de cancer de ovario que leva a invaséo celular.

Kondraganti et al. (2006) mostrou o papel do inibidor-2 Kunitz da via do fator
tecidual (TFPI-2) associado a matriz extracelular, na invasdo de meningiomas
malignos. A super-expresséo do PFTI-2 inibe a formagéo do tumor intracranial em

ratos. Os dados dos autores corroboram observacfes precedentes dos mesmos,



onde o PFTI-2 tem um importante papel na inibicdo da progresséo de tumor e
potencial na terapia anti-cancer.

O fator de crescimento de hepatécito (HGF) apresenta uma pletora de fungdes
nas metastases de cancer e crescimento de tumor, o estudo desse fator de
crescimento correlacionado com inibidores € de suma importancia na reducdo e
tratamento de cancer. Parr e Jiang (2006), analisando os novos inibidores Kunitz
(HAI-1) e 2 (HAI-2) que regulam a atividade do HGF por meio da inibicdo do HGFA,
matriptase e hepsina, mostraram que os recombinantes dos HAI suprimiram a
invasdo do cancer de mama mediado por fibroblasto. De maneira geral, os dados
desse trabalho demonstraram o importante papel de ambos os inibidores na
metastase e seu potencial terapéutico.

Shakiba et al. (2007) mostrou que o inibidor de tripsina Kunitz de soja (STI) atua
de forma especifica em processo de angiogénese. Conforme os autores, a
combinacdo destas proteinas com agentes citotoxicos pode ocorrer no processo
patoldgico, tais como metastase tumoral.

Além do papel anti-carcinogénico, os inibidores Kunitz tém outras importantes
fungbes, tais como efeitos adversos sobre o desenvolvimento de insetos, podendo
servir como um fator de resisténcia transgénico (Shukle e Wa, 2003). Nesse
sentido, o interesse em encontrar inibidor que possa funcionar como bioinseticida
em determinada fase da vida de pragas de lavouras tem sido reportado na
literatura. Macedo et al. (2003) purificou um novo inibidor de tripsina da familia
Kunitz das sementes de Peltophorum dubium, consistindo de uma Unica cadeia
polipeptidica e massa molecular de 20 kDa. Tal inibidor foi administrado como
alimento para o Anagasta kuehniella (lepidoptera) - inseto que ataca graos
armazenados e produtos de arroz, aveia, centeio, milho e trigo - em uma dieta
artificial. A concentracdo do inibidor necessaria na dieta para provocar uma reducéo
de 50% no peso da quarta larva instar foi de aproximadamente 1%. A acdo do
inibidor de tripsina de Peltophorum dubium (PDTI) sobre a lepidépera pode envolver
a inibicdo da atividade triptica no intestino médio da larva e a associacdo com a
coluna de quitina e estruturas quitinosas na membrana peritréfica e/ou intestino do
inseto.

O inibidor de tripsina de Archidendron ellipticum (AeTl) afeta o crescimento e a

atividade de enzimas digestivas durante o desenvolvimento de Spodoptera litura,



uma das maiores pragas na agricultura, cuja larva pode desfoliar cultivos
economicamente importantes (Bhattacharyya et al. 2007; CAB International, 2002).
Os instares larvais jovens (primeiro a terceiro) de S. litura sdo susceptiveis a agédo
inibitoria da tripsina pelo AeTl.

Um inibidor de tripsina e de papaina (cisteino-proteinase) de Pithecelobium
dumosum (PdKI-2) (Oliveira et al., 2007) apresentou atividade contra proteinases
do trato digestivo de Zabrotes subfasciatus e Callosobruchus maculatus, Ceratitis
capitata (diptera), Plodia interpunctella e Alabama argillacea (lepdoptera). Esses
resultados indicam que PdKI-2, membro da familia Kunitz, é um potente agente
anti-nutricional de insetos.

Major e Constabel (2008) investigaram a variabilidade bioquimica e funcional dos
genes dos inibidores de tripsina Kunitz (KTI) de Populus trichocarpa versus Populus
deltoides. As proteinas recombinantes de KTI mostraram claras diferencas na
eficacia contra proteases do tipo tripsina, quimotripsina e elastase, sugerindo uma
especializacdo funcional de diferentes membros desta familia de genes. As
proteases dos extratos do intestino médio de Malacosoma disstria, uma lepidéptera
praga de Populus, foram fortemente inibidas por pelo menos dois produtos dos
genes KTI. Os resultados sugerem que a diversidade na familia KTl de Populus sp
€ importante para a especializacdo bioquimica e funcional, a qual pode ser
importante na manutencdo da resisténcia a praga em plantas de vida longa, tais
como Populus.

Além da acao contra insetos, os membros da familia Kunitz podem também inibir

enzimas de outros organismos, como € o caso do inibidor Kunitz que inibi a
atividade da tripsina, quimotripsina e elastase de Ancylostoma ceylanicum (AceKIl)
(Chu et al., 2004).

Considerando a relevancia dos inibidores da familia Kunitz, muitos estudos
foram desenvolvidos no ambito do seu isolamento, caracterizacdo fisico-quimica,
estrutural e termodindmica, fornecendo a base para obtencdo de inibidores
sintéticos mais potentes e versateis para aplicacées na area meédica e agropecuaria.
Informacdes estruturais sdo imprescindiveis para o conhecimento do mecanismo de
inibicdo dessas proteinas. Nesse sentido, propomos o estudo estrutural do inibidor
de quimotripsina, SPCI, e de seu complexo, com as seguintes estratégias:

monitoramento das modificacdes conformacionais decorrentes da interacao inibidor-



enzima, por medidas do tempo de vida de fluorescéncia do triptofano, em escalas
da ordem de nanossegundos a picossegundos e resolucdo da estrutura
tridimensional por cristalografia e difracdo de raios-X. Essas duas técnicas permitem
a analise estatica e dinamica da interacdo entre as duas moléculas,

respectivamente, sendo que a ultima fornece detalhes da formacao do complexo no
nivel atbmico.

1.3.3. Estrutura e mecanismo de inibicdo dos membros da familia Kunitz

Murzin et al. (1992), fazendo uma andlise cristalografica dos inibidores Kunitz de
soja, de Erythrina caffra, de trigo, de interleucinas 1o e 1p, fatores de crescimento
de fibroblasto (a4cido e basico), mostrou que todos apresentam um dobramento
incomum, denominada de B-trefoil. Essa estrutura € formada por seis motivos do
tipo “grampo”, cada qual organizados por duas fitas-B. Trés destas formam uma
estrutura em barril e as demais estdo dispostas em forma triangular ao redor do
barri. Em cada uma das estruturas que forma o tridngulo passa um eixo
paralelamente ao eixo do barril, 0 que caracteriza o dobramento B-trefoil. Essas
proteinas séo diferentes na funcdo, mas apresentam parte da estrutura similar e
pouca similaridade de sequéncia. Os inibidores Kunitz de tripsina de Delonix regia
(DrTI) (Krauchenco et al., 2003), STI (Song e Suh, 1998), ETI (Osneti et al., 1990) e
o inibidor de Copaifera langsdorffii (CTIl) (Krauchenco et al., 2001) também
apresentam esse dobramento p-trefoil.

Os inibidores de serinoproteinases inibem suas enzimas cognatas ligando
fortemente ao sitio ativo da enzima de uma maneira semelhante ao substrato
(Laskowski e Kato, 1980), sofrendo uma clivagem extremamente lenta (Bode e
Huber, 1992), comparado ao substrato. O modelo consensual da reacdo

serinoproteinase-substrato/inibidor consiste das etapas mostradas na figura 1.
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Figura 1. Esquema das etapas da reacdo entre inibidor-enzima (modificado de Dasgupta et al.,
2006).

A enzima esta representada por E e os fragmentos N e C-terminal, produzidos

apos a clivagem da ligacéo peptidica, estao indicados por R e R’, respectivamente.

sitio reativo

“scaffold”

(a) (b)

Figura 2. (a) Estrutura tridimensional do inibidor de quimotripsina de feijao (WCI), uma proteina com

motivo B-trofoil pertencente a familia Kunitz e (b) representagéo estereoscopica das interacdes de
ligacdo de hidrogénio feita pelo residuo Asnl14 do “scaffold” com os residuos da alca do sitio reativo

em WCI. (modificado de Dasgupta et al., 2006).
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E studos estruturais dos inibidores Kunitz mostram a importancia de um residuo
de Asn conservado e presente num arranjo estrutural (“scaffold”) (figura 2)
responsavel pela estabilizagdo conformacional da al¢a do sitio reativo, por uma rede
de ligacbes de hidrogénio. A estabilizacdo conformacional dessa alca € necessaria
para o reconhecimento apropriado do sitio ativo da enzima (Onesti et al., 1991;
Meester et al., 1998; Dattagupta et al., 1999).

A alca do sitio reativo dos inibidores de serinoproteinases esta voltada para fora
dessas moléculas (forma protraida) (figura 2), apresentando uma conformacéo
canbnica caracteristica (Bode e Huber, 1992; Radisky e Koshland, 2002). No
entanto, conforme Dasgupta et al. (2006), esta conformagdo, embora posicione a
cadeia lateral de P1 do seu sitio reativo totalmente acessivel ao solvente, também
situa os atomos de oxigénio da carbonila dos residuos P,’ e P, para o lado céncavo
da alca.

Dessa maneira, apos a formagéo da acil-enzima, o processo de reconstrucdo da
ligacdo peptidica clivavel sera facilitado pela ligacdo de hidrogénio que o nitrogénio
da cadeia lateral da Asn mantém com os atomos de oxigénio da carbonila de P, e
P> (Dasgupta et al., 2006).

O referido autor mostrou que a manutencdo da conformacdo da alca do sitio
reativo dos inibidores é imprescindivel para o reconhecimento enzima-inibidor, no
entanto, enfatiza que as ligacdes de hidrogénio estabelecidas pela Asn é o
responsavel pela capacidade inibitéria dos membros da familia Kunitz. Esta
caracteristica estrutural foi confirmada pela mutacao sitio dirigida da Asn por Ala, na
mesma posi¢cdo. A conformacdo da alca do sitio reativo foi mantida por duas
moléculas de agua na parte cbncava dessa alca, porém o inibidor apresentou
reducado na capacidade inibitoria (Dasgupta et al. 2006).

1.4. Inibidor de quimotripsina de Schizolobium parahyba — SPCI

A leguminosa Schizolobium parahyba € vulgarmente denominada de guapuruvd
ou ficheira. Essa espécie apresenta desenvolvimento rapido, atingindo 10 a 20
metros de altura. O guapuruvi é extensivamente distribuido no Brasil, sendo
encontrado da Bahia ao Rio Grande do Sul, principalmente em matas pluviais e
atlanticas e também no cerrado. A sua copa € densa, as folhas sdo bipenadas com
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numerosos foliolos, semente lisa e dura, floresce entre os meses de setembro a
novembro e os frutos drupaceos, contidos em suas valvas, surgem nos meses de
julho e agosto (Rizzini, 1971).

O SPCI foi purificado e caracterizado parcialmente seguindo os métodos
descritos por Souza et al. (1995), a partir das sementes dessa leguminosa. Estes
métodos consistiam em varias etapas, consumindo muito tempo para a obtencéo do
inibidor na sua forma pura. Teles et al. (2004) desenvolveram um método simples e
eficiente de purificacdo dessa molécula. Esse método consiste na precipitacdo das
proteinas a partir do extrato bruto com 1,0% de acido tricloroacético (TCA), seguido
pela cromatografia de troca catibnica em uma coluna Sephadex Cjs19. O
sobrenadante obtido da precipitacdo por TCA contém um alto contetdo de SPCI
com pequenas quantidades de contaminantes de baixa massa molecular.

Os inibidores protéicos podem apresentar especificidade para diversas enzimas
com diferentes graus de extensdo. A diversidade da inibicAo de diferentes
serinoproteinases foi evidenciada por Sampaio et al. (1991) para inibidores isolados
de diferentes leguminosas, como o inibidor de Enterolobium contortisiliquum, com
atividade anti-tripsina, fator Xlla e kalicreina plasmatica humana, e o inibidor de
Torresea cearensis, que inativa tripsina e fator Xlla, mas sem atividade contra
kalicreina plasmética, tissular e trombina. Em contraste, Souza (1992) mostrou que
SPCI nédo apresenta atividade inibitéria sobre outras proteinases testadas.

O SPCI é uma proteina com massa molecular de 20 kDa, de cadeia Unica e
duas ligacGes dissulfeto (Souza et al., 1995). A sua estrutura secundaria consiste
principalmente de folhas B-antiparalelas (Teles et al., 1999) mantidas por for¢as de
interacOes hidrofobicas e eletrostaticas (Souza et al., 2000). Por apresentar um alto
contetdo de residuos de glicina, aspartato, glutamato e alanina (Souza et al., 1995),
assemelha-se aos inibidores do tipo Kunitz das diferentes espécies de Eritrina
(Joubert e Sharon, 1985). O SPCI forma com a o-quimotripsina um complexo
binario (Mm = 45 kDa) na propor¢cdo molar de 1:1, cuja constante de inibicdo (Ki) é
5,85 x 10°M (Souza et al., 1995).

A termoestabilidade dos inibidores de serinoproteinases de baixa massa
molecular esta geralmente associada com o alto contetdo de ligacdes dissulfeto. O
SPCI é uma molécula termoestavel, mas essa estabilidade parece nao estar

associada a essas ligagbes, como também foi verificado para o inibidor de
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quimotripsina isolado de feijao alado (“winged bean”) (Kort, 1981). O SPCI
permanece estavel mesmo a temperatura acima de 75°C em pH 7, perdendo
gradualmente sua atividade inibitéria quando atinge 95°C por 1 hora. Apés 5 horas
a 95°C ocorre sua inativacao total. Portanto, o SPCI € uma proteina termoestavel
embora contenha somente duas ligacdes dissulfeto (Teles et al., 1999).

A reducéo das duas ligacOes dissulfeto provoca mudancgas conformacionais no
SPCI sem alterar a sua atividade inibitéria, sugerindo que as liga¢cdes dissulfeto ndo
estdo diretamente relacionadas com a manutengéo da conformagé&o do sitio reativo
do inibidor. Esses resultados sugerem que a inativacado do SPCI envolve mudancas
conformacionais e que as interacdes hidrofébicas e eletrostaticas tém um papel
significativo, enquanto as ligacfes dissulfeto sdo de importancia secundaria na
manutencao da estabilidade térmica da molécula (Souza et al., 2000).

O SPCI é uma proteina altamente termoestavel em pH 7 (AG25 =154 +21
kcal.mol™; AHmn = 145 + 6 kcal.mol™; Tm = 84,9°C) e maior estabilidade em pH 4,2
(AG?® 20 kcal.mol'"; T,, = 85°C; AH = 165 kcal.mol™) devido a proximidade do ponto
isoelétrico (Teles et al., 2005).

A andlise das curvas dicroicas em varias temperaturas em pH 7 revela que a
conformac&o nativa do SPCI é termicamente estavel a temperatura abaixo de 70°C
com um desdobramento parcial, menor que 6%, de seu conteudo secundario. A
estrutura secundaria do inibidor é apenas perturbada sobre aquecimento de 70 a
90°C. Estes resultados indicam uma compensacdo entre um aumento de
aproximadamente 10% de a-hélice, diminuicdo de 36% em voltas-f e uma
desorganizacdao total do contetdo de folhas-p (Teles et al., 2005).

A temperatura de estabilidade maxima de SPCI é de aproximadamente 10°C.
Pequenas diferencas no valor de pH resultaram em leves mudancas em T,, € no
valor correspondente de AG® de estabilidade, mas nenhuma mudanca significativa
no Tmax (Teles et al., 2005).

A tendéncia de auto-associacdo dos inibidores de serinoproteinases tem sido
reportada na literatura (Ventura et al., 1984). Essa tendéncia a formacdo de
estruturas oligoméricas esta associada a organizacdo estrutural protéica incomum,
que € a exposicdo de residuos hidrofébicos (Freitas et al., 1997). O inibidor de
quimotripsina e tripsina Bowman-Birk (BTCI), também objeto de estudo do

Laboratério de Biofisica Molecular, apresenta um grupo de residuos (“cluster”) de
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cadeias laterais carregadas localizado na regido intersubdominio do BTCI (Asp®,
Arg®® e His®) (Freitas et al., 2007). A Asp®, que também faz parte desse “cluster”
contribui para a auto-associacao através das ligacdes de hidrogénio mediado por
moléculas de agua. Esse “cluster” foi anteriormente encontrado em 1BBI (Werner e
Wemmer, 1992) e 1MVZ (Catalano et al.,, 2003). A tendéncia a formacdo de
oligbmeros do SPCI foi investigada por Microscopia de Forca Atbmica (Leite et al.,
2002). O SPCI apresenta formas oligoméricas piramidal, cometa, “Z”, elipsoide e
hexagonal. Destas, a que apresentou maior frequéncia é a forma hexagonal. A
forma monomérica desse inibidor apresenta um raio de Stokes (r) e coeficiente de
difusdo a 20°C em agua (D, W) de 1,98 nm e 10,7 x 10" cm?s™, respectivamente.
Para o complexo com a quimotripsina esses valores sao r = 2,71 nm e Dzow = 7,9 X
10’cm?.s (Souza, 1992).

A cristalizacdo do SPCI esta concluida e o refinamento da estrutura
tridimensional estd em andamento, dependendo da sequéncia primaria desse
inibidor que ainda nao foi obtida. O SPCI foi cristalizado usando uma solucéo
contendo 0,1 M de tampéo acetato de sodio tri-hidratado pH 4,6, 33% (v/v) PEG
2000 e 0,2 M de sulfato de amonio. Os dados foram coletados a 1,8 A de resolucéo
a partir de cristal anico de SPCI sob condi¢Bes criogénicas (Teles et al., 2007).

Neste trabalho pretende-se investigar as caracteristicas estruturais durante e
apés a formacdo do complexo SPCI-quimotripsina utilizando métodos
espectroscopicos de fluorescéncia dinamica, espalhamento de luz dindmico e

cristalizacdo de proteinas.
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2. JUSTIFICATIVA

A purificacdo, caracterizacdo fisico-quimica e estrutural de inibidores de
serinoproteinases tem sido uma das principais linhas de pesquisa do Laboratério de
Biofisica Molecular da UnB, desde os anos 70, sob a supervisdo do Prof. Dr.
Manuel M. Ventura. Atualmente essa linha de pesquisa é coordenada pela Prof? Dr*
Sonia Maria de Freitas. Os inibidores mais estudados tém sido aqueles isolados de
sementes de Vigna unguiculata (Inibidor de Tripsina e Quimotripsina - BTCI) e de
Schizolobium parahyba (SPCI). As pesquisas desenvolvidas até os dias atuais
sobre o SPCI resultaram em informacdes relevantes sobre esse inibidor da familia
Kunitz.

As pesquisas sobre os inibidores de proteinases estdo sendo direcionadas para
suas aplicagcbes em medicina, agricultura e biotecnologia. Portanto avaliar as
modificacbes conformacionais decorrentes das interacbes inibidor-enzima €
fundamental para o desenvolvimento de inibidores sintéticos visando o desenho de
drogas, além de melhor entender o mecanismo de inibic&o.

O acompanhamento das modificacbes conformacionais resultantes da
associacdo molecular pela atenuacédo do tempo de vida de fluorescéncia tem sido
um dos métodos mais sensivel e utilizados nesse tipo de estudo. Esse método
permite registrar modificagbes conformacionais dos triptofanos e nos
microambientes que 0s envolvem em escalas de tempo da ordem de nanosegundos
a picosegundos. Para as andlises da interacdo inibidor-enzima, esse método foi
utilizado, sendo os modelos de estudo o SPCI e a quimotripsina. O SPCI é um
inibidor pertencente a familia Kunitz, cujos membros tém sido freqlientemente
associados a prevencao e tratamento de varios tipos de céancer e a acao contra
atividade de enzimas encontradas em varios tipos de insetos e nematodides, como
descrito no sub-tdpico “Relevancia dos inibidores da familia Kunitz”.

Os trabalhos que associam inibidores Kunitz com a acdo anticarcinogénica e
bioinseticida comumente inibem a atividade catalitica da tripsina. Os trabalhos que
relatam os inibidores Kunitz que suprimem a atividade da quimotripsina sao
raramente descritos na literatura e poucas estruturas tridimensionais resolvidas
estdo depositadas no PDB (4WBC - Dattagupta et al., 1999; 1IMTN — Bolognesi et
al., 1997).
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O trabalho aqui proposto é de alta relevancia por envolver o estudo de um
inibidor da familia Kunitz, cujos membros tém sido reportados como importantes
ferramentas em potencial nas areas da saude e de controle biolégico de pragas na
agricultura pela acdo anticarcinogénica e bioinseticida desses inibidores,
respectivamente. Além disso, considerando o baixo numero de trabalhos
relacionados a estrutura tridimensional desses inibidores em complexo binario com
a quimotripsina, o estudo aqui proposto podera contribuir, juntamente com a
resolucdo da estrutura tridimensional do complexo por difragdo de raios-X, para o
entendimento do mecanismo de inibicdo de inibidores Kunitz contra a quimotripsina,
e das modificagbes conformacionais que ocorrem durante a formacdo desse

complexo, por medidas do tempo de vida de fluorescéncia.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Analisar as modifica¢cdes conformacionais da associacao entre o SPCIl e a a-

guimotripsina, a estabilidade do inibidor e cristalizar o complexo binario formado por

essas duas moléculas.

3.2. Objetivos especificos

= Obter o0 extrato bruto protéico das sementes de S. parahyba e purificar o

SPCI e complexo binério;

= Monitorar as mudancas conformacionais resultantes da associacdo SPCI-
guimotripsina por métodos espectroscopicos de fluorescéncia estacionaria e
dindmica;

= Analisar a tendéncia de associacdo do SPCIl em oligbmeros por método
espectroscopico de espalhamento de luz dindmico - DLS (“Dynamic Light

Scattering”);

= Determinar a estabilidade térmica do inibidor sob condi¢cdes redutoras de

suas ligacdes dissulfeto por dicroismo circular;

= Cristalizar e coletar os dados cristalograficos do complexo binario.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtengao das sementes e do extrato bruto

As sementes de Schizolobium parahyba foram coletadas no Campus da
Universidade de Brasilia (UnB). O tegumento dessas sementes, bastante resistente,
foi removido manualmente com uma morsa mecanica, e o endosperma foi triturado
em moinho elétrico até se obter o po.

Duzentos gramas das sementes moidas foram suspensas em 1 L de NaCl a
0,15 M e mantidas sob agitacdo por 24 horas a 6°C. Posteriormente, essa mistura
foi homogeneizada em um liquidificador e filtrada em pano de malha fina. A
suspensao resultante (sps-1) dessa filtragem foi centrifugada a 8000 rpm (raio = 14
cm) durante 40 minutos e o bagaco foi descartado (figura 3).

I !

| 200gp6+1LNaClOI5M |

sbn-1 + shn-2
(agitac o por 24 horas) sulfato de amdnio 60%
(30 min de agitagéo)
repouso
filtracéo (12 horas a 6°C)
centrifugacédo
(40 min)
Centrifuga ¢io shn-3 plt- 3
(1 hora)
Sulfato de aménio 70%
plt-1 (30 min em agitagéo)
1L NaClal1%
(agitag o por 24 3 horas em repouso
horas)
— | filtracdo e centrifugagé&o - -
1 hora) centrifugacéo
(40 min)

+  [sbn2 [ pit-a | —— ] dialise (agua 4<C) |
l liofilizagédo

Figura 3. Diagrama da producao de extrato bruto. Protocolo desenvolvido por Souza et al. (1995).

O sobrenadante (sbn-1) e o precipitado (plt-1) oriundos do sps-1 foram tratados

da seguinte maneira: o plt-1 foi dissolvido em 1L de NaCl 1%, repetindo o
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procedimento j& mencionado acima. O plt-2 advindo desta etapa foi descartado,
enguanto o sbn-2 foi reunido com o sbn-1 (sbn3 = sbnl+sbn2).

Ao sbn-3 foram adicionados cristais de sulfato de aménio até atingir 60% de
saturacao, mantendo em agitacdo por 30 minutos a 6°C. Apés 12 horas em repouso
(4°C), a mistura foi centrifugada a 8000 rpm (raio = 14 cm) por 40 minutos. O plt-3
foi descartado e ao sbn-3 foi adicionado sulfato de aménio até a saturacdo de 70%,
mantido em agitacdo por 30 minutos e, apés 3 h em repouso a 4°C, foi centrifugado
a 8000 rpm (raio = 14 cm) durante 40 minutos. O precipitado obtido da
centrifugacéo (plt-4) foi dissolvido em agua no menor volume possivel para atingir a
solubilizagdo. Essa amostra foi submetida a didlise contra agua destilada (4°C),
liofilizada e estocada a -20°C (extrato bruto). O correspondente sbn-4 foi descartado
(Souza et al., 1995).

4.2. Purificagao do SPCI e do complexo binario

O protocolo para a purificacdo do SPCI utilizado neste trabalho foi o
desenvolvido por Teles et al. (2004), com algumas modificacbes. Conforme
referéncia, o acido tricloroacético (TCA) é utilizado para a obtencdo do SPCI semi-
purificado. Neste trabalho, foi padronizada a porcentagem do TCA onde a presenca
de contaminantes estivesse reduzida. As seguintes percentagens de TCA foram
testadas: 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0, 1,2, 1,4 e 1,6%.

Cem mg do extrato bruto foram dissolvidos em 50 mL do tampéo acetato de
sédio 50 mM pH 3,1. A solucao foi centrifugada a 8000 rpm (raio = 14 cm) durante
40 minutos a 4°C. O sobrenadante foi submetido a precipitagdo com TCA, mantido
em agitacdo por 15 minutos sob temperatura de 4°C. Apés agitacdo, a solucao
permaneceu em repouso por 30 minutos em gelo. O precipitado foi descartado e o
sobrenadante foi dialisado contra agua a 4°C e liofilizado.

A amostra semi-purificada (liofilizada) foi dissolvida em tampao acetato de sédio
50 mM pH 3,1 e aplicada em uma coluna de troca catibnica SP-Sephadex Cs.150,
equilibrada com o mesmo tampé&o. O inibidor foi eluido em um gradiente de zero a
1,0 M de NaCl. O fluxo de 180 mL.h" foi mantido constante por uma bomba
peristaltica LKB, sendo coletadas fra¢cdes de 1,0 mL por tubo.
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As fracOes coletadas foram lidas em um espectrofotometro Jasco V-530 em 280
nm. Todas as etapas da purificacéo (itens 1 e 2) foram monitoradas por eletroforese
em gel de poliacrilamida 13% (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970).

A obtencao e purificacdo do complexo binario seguiu o protocolo desenvolvido
por Souza et al. (1995): 17,5 mg de quimotripsina e 15,5 mg de SPCI foram
dissolvidos em 2 mL de tampé&o Tris-HCI 50 mM KCI 0,2 M pH 7,5. Essa mistura foi
deixada em repouso por 30 minutos em temperatura ambiente antes da aplicacao
na coluna Sephadex G7s (3 x 100 cm) (equilibrada com o mesmo tamp&o). As
fracdes coletadas foram de 25 mL.tubo™, mantendo um fluxo de 2,5 mL.h%,

O volume vazio (V) foi determinado utilizando Blue Dextran (massa molecular: 2
x 10° Da). Dois mg de Blue-dextran foram dissolvidas em 1 mL de tampéo Tris-HCL
50 mM KCI 0,2 M pH 7,5, a qual foi acrescentada sacarose antes da aplicacdo para

aumentar a viscosidade do meio e facilitar a entrada da amostra no gel.
4.3. Variagoes conformacionais do SCPl em associagdo com a-quimotripsina

A interacdo entre SPCI e a a-quimotripsina foi monitorada por meio de medidas
da intensidade da fluorescéncia estacionaria no Laboratério de Biofisica Molecular
da UnB e do tempo de vida da fluorescéncia por meio do método no dominio da
frequéncia, no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron — LNLS (Campinas, SP),
utilizando a fonte de radiacao de luz sincrotron.

4.3.1. Espectroscopia de fluorescéncia estacionaria

O experimento foi realizado em um fluorimetro JASCO FP-6500 equipado com
sistema de controle de temperatura do tipo Peltier JASCO ETC-273T com
circulacdo de agua. O monitoramento dos espectros de emissao de fluorescéncia foi
realizado em um intervalo de 300 a 400 nm (intervalo: 0,5 nm), utilizando um
comprimento de onda de excitacdo de 295 nm. Nesse comprimento de onda de
excitacdo a interferéncia de emissdo dos residuos tirosina pode ser considerada
negligenciavel. A abertura de ambos os “slits” (excitagdo e emissao) foi de 5 nm. Os

dados foram coletados a velocidade de 200 nm.min™.
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O SPCI e a a-quimotripsina puros foram dissolvidos separadamente em tampao
Tris-HCI 50 mM CaCk 50 mM pH 7,6, centrifugados a 12000 rpm durante 20
minutos. As absorbancias das amostras foram lidas em um espectrofotdmetro em
comprimento de onda fixa de 280 nm, tendo como branco o mesmo tampédo. Os
valores das respectivas absorbancias foram usados para a determinacdo da
concentracdo das amostras. As concentracbes das amostras foram calculadas
considerando-se os valores de A%,g,m de 6,18 e 20,4 para o SPCl e a o-
guimotripsina, respectivamente.

A enzima, na concentracdo de 1,1 uM (250 plL), foi titulada gradativamente (2
em 2 ulL, sendo que as trés primeiras adi¢oes foram de 1 em 1 uL) pelo SPCI na
concentracdo de 11 uM. A estequiometria de 1:1 para ambas as proteinas foi
atingida no volume final de 275 uL. A linha de base foi feita com tampéao Tris-HCI
50 mM CaCl, 50 mM pH 7,6, o mesmo utilizado na diluicdo do inibidor.

As medidas foram feitas em uma cubeta de quartzo de 0,1 cm. As medidas da
intensidade de fluorescéncia foram feitas nas seguintes temperaturas: 25, 28, 30, 35
e 38°C. A variacao da temperatura foi utilizada para diferenciar a atenuacgéo estatica
da dinamica (ver “Fundamentacdo Teodrica” em Anexo 1). Em cada uma delas,
aguardou 5 minutos ap0s a estabilizacdo da temperatura.

Os programas utilizados para o registro e tratamento dos dados foram o Spectra
Manager (JASCO) e o OriginPro 8.0. Trés medidas consecutivas foram acumuladas

e a média foi considerada para os registro dos espectros.

4.3.2. Espectroscopia de fluorescéncia dinamica

Os mesmos procedimentos utilizados para a diluicAo e determinacdo da
concentracdo do SPCI e da enzima foram repetidos neste experimento. Dois
ensaios de interagdo foram realizados: no primeiro as ligagdes dissulfeto do SPCI
foram conservadas e no segundo essas ligacfes foram reduzidas.

No primeiro ensaio, 700 uL de cada solucdo foram acondicionados em uma
cubeta (caminho 6tico: 1 cm) de quartzo para a leitura do tempo de vida da
fluorescéncia em um espectrofluorimetro K-2, acoplado a fonte de radiacdo

sincrotron, no LNLS (Campinhas, SP). Apos a leitura dos espectros de ambas as
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amostras, a solucdo de SPCI na concentracdo fixa de 50 uM foi titulada com
volumes crescentes, correspondendo as concentragfes de 1,85 a 50 uM da a-
quimotripsina.

A a-quimotripsina (25 uL) foi adicionada durante a titulagcdo, sendo que as trés
primeiras adi¢cdes foram de 1 uL, e as demais de 2 em 2 uL até atingir o volume
total de 725 uL na cubeta. Neste volume a propor¢éo estequiométrica foi de 1:1.

As medidas do tempo de vida foram realizadas com um namero de frequiéncia
de 20 MHz a partir de 8 a 200 MHz. Todas as medidas do tempo de vida foram
realizadas na configuracdo “magic-angle”, isto é, o decaimento da intensidade de
fluorescéncia é frequentemente medido por meio de um polarizador orientado a
54,7° a partir do eixo vertical (eixo-z). Esta condi¢cdo é usada para evitar os efeitos
da difusdo rotacional e/ou anisotropia no decaimento da intensidade (Lakowicz,
2004). A temperatura foi mantida a 25°C por um termostato externo ao
espectrofluorimetro.

O sinal do equipamento, correspondente a resposta do fotomultiplicador, foi
calibrado com a solucéo de referéncia p-terfenil, cujo tempo de vida é de 1,05 ns. O
comprimento de onda de excitacdo foi de 295 nm, conservando ambos os “slits”
(excitacdo e emissdo) em 1 mm. O filtro UV-320 foi utilizado para evitar a
interferéncia do espalhamento da luz. Esse filtro serve para excluir a luz que nao
corresponde a fluorescéncia.

Os dados de desmodulacdo (razdo de modulacdo) e deslocamento de fase
foram analisados pelo software VINCI (ISS Inc.) e os graficos foram feitos utilizando
o0 programa OriginPro 8.0. Todos os dados foram analisados com diferentes
modelos incluindo um, dois e trés tempos de vida. O ajuste dos dados foi baseado
no valor minimo do %2, o qual foi calculado usando os desvios padrdes de + 0,2° e +
0,004 para o angulo de fase e a desmodulacéo, respectivamente.

Considerando que a concentracdo € um fator que néo interfere no estudo de
fluorescéncia dindmica, 0 mesmo experimento foi realizado a 100 uM na presenca
de NaCl 0,2 M, visando observar a influéncia do sal nas interagdes.

Para o segundo ensaio foi utilizado o SPCI com as ligac6es dissulfeto reduzidas
com DDT 2 mM. Nesse ensaio a solucado de SPCI na concentracédo de 100 uM e na

presenca de NaCl 0,2 M foi titulada com adicdo da enzima. O NacCl foi adicionado
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nessa solugcdo para evitar possiveis agregacdes devido a reducdo das ligacbes
dissulfeto por exposicao de alguns residuos hidrofdbicos.
As equacdes utilizadas para andlise dos resultados desses experimentos estdo

disponiveis no Anexo 1 (Fundamentacéo Teodrica).

4.4. Estabilidade conformacional - desnaturagao térmica

A desnaturacdo térmica do SPCI (com e sem as ligacBes dissulfetos) e na
presenca de NaCl 0,2 M foi acompanhada por espectroscopia de dicroismo circular
utilizando um espectropolarimetro JASCO-810 do LNLS, cuja temperatura foi
controlada internamente por um sistema Peltier. Os dados foram registrados
utilizando a varredura de 50 nm/min em intervalos de 0,5 nm. Os programas
utilizados para o registro e tratamento dos dados foram o Spectra Manager
(JASCO) e o OriginPro 8,0.

A leitura, registrada pelos espectros, foi realizada em uma cubeta de quartzo de
0,1 cm. A melhor concentracdo da amostra foi aquela na qual o HT[V] foi menor que
700 para evitar os danos dos espelhos e da fonte de luz do equipamento. A
producdo de ozénio no comprimento de onda afastado do UV foi evitada pelo fluxo
de nitrogénio gasoso.

Antes de realizar o experimento propriamente dito, espectros foram feitos para
determinar o comprimento de onda a ser fixado para o registro das curvas de
desnaturacao térmica. Cinco varreduras foram acumuladas e a média dos espectros
foi armazenada. Os ensaios de desnaturacdo térmica foram realizados elevando a
temperatura de 20 a 95°C, mantendo sempre um equilibrio de 5 minutos antes de
realizar cada medida. A estrutura secundaria foi estimada pelo ajuste das curvas
dicréicas no comprimento de onda de 260 a 190 nm, utilizando o software CDNN
2.1

As elipticidades observadas em miligraus foram convertidas em elipticidade
residual molar [0], baseando-se no valor da massa molecular de 112 por residuo, na
concentracdo da amostra e nas dimensdes da cubeta. Todos os dados foram
corrigidos com a linha de base para retirar a contribuicdo do tampao.

Os calculos da fracdo do inibidor no estado desdobrado (fu), a constante de
equilibrio (K) para estas transicdes e os valores dos parametros termodinamicos
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que caracterizam a estabilidade estrutural serdo realizados de acordo com as

seguintes equacdes, caso seja obtido a desnaturacao térmica:

(Equacéo 2)

_(r—y)
4 (yr - yv)

_ [U] _ fu _ (yF _y) (Equacao 3)
IN] @-fv) (y—yv)
AG = —RTINK = —RT1n| W= =%) (Equagéo 4)
(y—yv)

A temperatura de transicdo T, correspondente ao ponto central da curva de
desnaturacao térmica, sera calculada a partir da curva AG versus T, assumindo o
valor de Tm quando AG = 0.

A entalpia foi calculada a partir da equacgéo de van't Hoff (equacéo 5).

LnKz—& 1+§
R \NT R

(Equacéo 5)

A estabilidade correspondente a 25°C (AG®, AH,, e AS,) sera estimada a partir
da equacédo de Gibbs (equacao 6), considerando o intervalo de temperatura de

desnaturacao.

AG =AH —TAS (Equac&o 6)

O SPCI puro foi pesado em balanca analitica e dissolvido em tamp&o Tris-HCI
50 mM CaCl, 50 mM pH 7,6, centrifugado a 12.000 rpm durante 20 minutos. O

tampéo foi filtrado (0,22um) antes do preparo da solucdo para retirar possiveis
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particulas de poeira dispersas no solvente, j& que o principio do ELD é baseado no
tamanho das particulas em solugcédo. A absorbéancia do sobrenadante foi medida em
espectrofotbmetro para o calculo da concentracdo da amostra, conforme citado
acima (purificacado do SPCI).

A tendéncia do SPCI a oligomerizacgéo foi verificada variando a concentragéo e a
temperatura. A solucao do SPCI foi preparada nas seguintes concentracdes: 25, 50,
75 e 100 uM. As medidas do espalhamento de luz de todas essas solugbes foram
feitas nas seguintes temperaturas: 4, 10, 25, 30, 40, 50 e 60°C.

Os dados foram obtidos em um equipamento de espalhamento de luz dinamico
(ELD) DynaPro modelo LSR, disponibilizado no LNLS, controlado pelo software
“DYNAMICS V6" . A temperatura foi controlada por um termostato externo ao ELD e
equilibrada por 10 minutos antes de cada leitura.

Além dos ensaios de temperatura, medidas de ELD variando o pH também
foram realizadas: pH 2 (KCI 50 mM), pH 3 (Glicina-HCI 50 mM), pH 4, 5 e 6 (NaAc
50 mM), pH 7, 8 e 9 (Tris-HCI 50 mM), e pH 10, 11 e 12 (Glicina-NaOH 50 mM).
Neste caso a temperatura foi conservada a 25°C.

A cubeta foi cuidadosamente limpa com detergente Hermax, agua Milli-Q e
posteriormente com metanol. Imediatamente apos a lavagem com metanol, a
cubeta foi submetida a secagem por presséo de ar. A amostra (50 ulL) foi colocada
com cuidado na cubeta para evitar a formacéo de bolhas de ar.

A selecéo dos melhores pontos foi determinada automaticamente pelo programa
Dynamics V6 conforme o0s seguintes parametros: amplitudes minima (zero) e
maxima (1), “baseline” (+ 0,01) e SOS (“squares error statistic’) maximo (500). O
modelo molecular estabelecido para os calculos foi o da proteina na forma globular.
O solvente foi o tampéao fosfato pH 7,4 (PBS) e foram registradas 100 aquisi¢cdes
em cada variavel experimental.

A analise dos dados foi feita utilizando o mesmo programa, “DINAMICS V6", e
baseada nos parametros “baseline”, SOS e polidispersividade. O parametro
“baseline” indica se a amostra € mono, di ou multimodal (uma, duas ou varias
formas moleculares, respectivamente) e a qualidade do ajuste dos dados.. A
distribuicdo monomodal, isto €, solucdo com apenas um forma da molécula, é
definida pela faixa de “baseline” variando de 0,997 a 1,002; a bimodal (duas formas

moleculares) tem um “baseline” na faixa de 1,003 a 1,005. “Baseline” maiores que
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1,005 indicam amostras multimodais (muitas formas moleculares), podendo incluir
também contaminantes ou ruido do aparelho (Borgstahl, 2007).

O parametro “SOS” (“squares error statistic”) indica a qualidade dos dados
obtidos. Os valores de SOS na faixa de 1,000 — 5,000 representam provavelmente
amostra em estado de equilibrio e representada pelo baixo ruido do aparelho e
erros desconsideraveis; de 5,000 — 20,000 indicam erros devido ao ruido, baixa
concentracdo de proteina ou pouca polidispersidade e erros aceitaveis. Valores
acima de 20,000 indicam alto erro/ruido devido a alta polidispersidade na
distribuicdo do tamanho da molécula (agregacao) e solvente irregular (Borgstahl,
2007).

Os valores da polidispersidade foram usados somente para distribuicdo
monomodal. Polidispersividade menor que 15% indica uma solugdo monodispersa
(alta probabilidade da proteina ser cristalizada); menor que 30%,
polidispersividade moderada (proteina pode ser cristalizada); e maior que 30% para
guantidades significativamente polidispersa (baixa probabilidade da proteina ser
cristalizada). A massa molecular (20 kDa) e o raio de Stokes (2,1 nm) do SPCI séo

conhecidos (Souza, 1992), o que facilitou a interpretacao dos dados.

4.5. Cristalizacao do complexo binario

Os ensaios de cristalizacdo do complexo binario do SPCI com a a-quimotripsina
foram realizados de acordo com o método de difusdo a vapor (McPherson, 1990)
em placas de cristalizacdo de “gota sentada”’, em uma sala com temperatura
devidamente controlada (18°C).

As condi¢bes iniciais de cristalizacdo foram realizadas em placas de
cristalizacdo, utilizando o sistema de robotizacdo do LNLS (Matrix Maker e
Honeybee), a partir de kits de cristalizagdo comercialmente disponiveis: “Joint
Center for Structural Genomics” (JCSG; Page et al., 2003), “PACT Suite” para
andlise sistematica do efeito do pH, anions e cations (Newman et al., 2005), sinergia
de precipitante (Majeed et al., 2003), “Wizard Screens | e II” (Hol et al., 2001),
“SaltRx” (Gilliland et al. 1994; Kanaujia et al., 2007), “Crystal Screen 1 e 2" (Jancarik
e Kim, 1991) e Jena | e Il (Jancarik et al., 2004). O reservatorio das placas utilizado

pelo sistema de robotizacdo armazena 80 puL da solucdo precipitante. A gota foi
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preparada adicionando 0,2 uL da solug¢édo do reservatorio e 0,2 uL da solucdo da
proteina. A solucdo da proteina (liofilizada) foi dissolvida em agua Milli-Q na
concentragdo de 10 a 20 mg.mL™*

O monitoramento do aparecimento e crescimento dos cristais foi realizado por
meio da observacao das gotas em lupa, nas placas de cristaliza¢gfes lacradas, com
a menor perturbacédo possivel. A partir da observacdo dos resultados preliminares
destes experimentos, foi possivel determinar qual a condicdo mais favoravel para a
cristalizacdo. As condicbes que apresentaram cristais foram submetidas a

sucessivos melhoramentos (refinamentos) até se conseguir cristais adequados.
Quatorze mg do complexo binario foram dissolvidos em 1 mL de agua Milli-Q. A

solucdo foi centrifugada a 12.000 rpm (raio = 5,5 c¢m) durante 30 minutos e o
sobrenadante foi usado para fazer as placas de cristalizagdo manuais. A gota
continha 1 uL da amostra e 1 uL do precipitante, equilibrada em um reservatério
com 300 uL da mesma solucédo precipitante.

Um dos refinamentos realizados foi a montagem das placas de cristalizacdo com
a amostra de proteina na presenca de aditivos. Os aditivos do kit Hampton
Research (quadro I) foram utilizadas para promover a formacgéo de cristais. Neste
caso, cada gota continha 0,9 uL da proteina, 0,9 uL do precipitante e 0,2 uL do
aditivo, equilibrada com 300 uL da mesma solucdo precipitante no reservatorio. A
cada condicao, portanto, foram experimentados 72 tipos diferentes de aditivos. As
observagdes dos cristais, nas condi¢des iniciais e de refinamento foram registradas

fotograficamente.

4.6. Coleta de dados cristalograficos

A coleta dos dados foi realizada na linha W01B-MX2 do Laboratorio Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS). Os cristais foram inicialmente banhados em uma solugéo
crioprotetora preparada com base nas condi¢des de obtencéo de cada cristal e com
adicdo de glicerol ou polietilenoglicol 400 (PEG 400) e, s6 entdo, montados em

“loops” de nylon.
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Quadro I. Kit de aditivos Hampton Research.

Additive screen-1 (HR2-420) Additive screen-2 (HR2-430) Additive screen-3 (HR2-422)

Ne | Conc. Aditivos Conc. Aditivos Conc. Aditivos

1 | 0,1M |Cloreto de bério dihidratado 1,0M lodeto de s6dio 1,0M Sulfato de aménio

2 ] 0,1M [Cloreto de cadmio hidratado 0,1M L-cisteina 1,0M Cloreto de césio

3 | 0,1M | Cloreto de célcio dihidrato 0,AM Sal EDTA sadio 1,0M Cloreto de potassio

4 | 0,1M Cloreto de cobalto Il 0,1M Nicotinamida adenina 1,0M Cloreto de litio

hexahidrato dinucleotideo
5 | 0,1M Floreto de cobre Il dihidratadgy ~ 0,1M Sal de adenosina-5-trifosfato | 2,0M Cloreto de sédio
disédio

6 | 0,1M Cloreto de magnésio 30% D(+)-Glucose 0,5M Fluoreto de sédio
hexahidratado wiv

7 10,1M Cloreto de manganés Il 30% D(+)-Sucrose 2,0M Tricianato de sédio
tetrahidratado wiv

8 | 0,1M Cloreto de estroncio 30% Xilitol 30%w/v Sal de sddio sulfato de
hexahidratado wiv Dextran (Mr 5.000)

9 | 0,1M [loreto de itrio hexahidratada|] 0,1M Espermidina 50%v/v Jeffamina M-600 pH 7,0

10 | 0,1M Cloreto de zinco 0,AM Espermina tetra-HCI 40%v/v 2,5-Hexanodiol

11 BO%w/ Etilenoglicol 30%wi/v Acido 6-aminohexandico 40%v/iv (+)-1,3-Butanodiol

12 B0%v/v Glicerol 30%wi/v Dihidrocloreto de 1,5 40%v/iv Polietilenoglicol P 400

diaminopentano

13 B0%w/\ 1,6 Hexanodiol 30%w/v 1,6 -diaminohexano 40%v/v 1,4-Butanodiol

14 B0%v/v](+/-)-2-Metil-2-4-Pentanodiol | 30%w/v 1,8-diaminoctano 40%v/iv Tert-Butanol

15 p0%w/ Polietilenoglicol 400 1,0M Glicina 40%viv 1,3-Propanodiol

16 | 0,1M Trimetilamina HCI 0,3M Glicil-glicil-glicina 40%v/v Acetonitrila

17 | 1,0M | Hidrocloreto de guanidina 0,1M Cloreto de cobalto IlI 40%v/iv g-Butirolactona

hexamina

18 | 0,1M Uréia 0,1M Taurina 40%vIv 1-Propanol

19 [P5%v/v 1,2,3-Heptanotriol 0,AM Hidrocloreto de betaina 5% viv Acetato de etila

20 p0%w/|Hidrocloreto de benzamidina| 5%wi/v Polivinilpirrolidona k15 40%viv Acetona

hidratado

21 B0%viv 1,4-Dioxano 3,0M NDSB-195 0,25%v/v Diclorometano

22 B0%v/v Etanol 2,0M NDSB-201 7%vIv 1-Butanol

23 B0%v/v 2-Propanol 0,1M Fenol 40%v/v 2,2,2-Trifluoroetanol

24 B0%viv Metanol 30%v/v Dimetil sufoxido 0,AM DTT

A coleta foi feita com o cristal resfriado instantaneamente num fluxo de
nitrogénio gasoso a aproximadamente 100 K. Isto permitiu a reducdo dos efeitos
danosos da radiacdo direta e aumentou o tempo de vida do cristal. Dessa forma ha
um melhor aproveitamento do material, pois apenas um unico cristal pode fornecer
dados suficientes para a resolucdo da estrutura, ndo sendo preciso realizar a
integracdo com dados de cristais diferentes. Assim, cada conjunto de imagens
geradas de um cristal forma um conjunto de dados a ser analisado. E possivel
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realizar véarias coletas de cristais diferentes e escolher o melhor conjunto de dados.
Além disso, os dados coletados a frio apresentam melhor qualidade, pois o
resfriamento mantém o nivel de organizacao interna do cristal, necessaria para uma
boa coleta de dados, preservacdo da rede cristalina, informacdo expressa nos
resultados pela mosaicidade.

A coleta dos dados foi realizada com registro das imagens de difracdo de raios-X
no detector MarCCD 165 mm, com oscilacdo do sistema goniométrico de 1° por
imagem. A distancia do detector ao cristal foi regulada de forma a chegar o mais
préximo possivel da melhor resolucao, limitada pela qualidade do cristal (~70-120
mm).

As primeiras imagens foram indexadas e integradas (processamento dos dados)
utilizando o programa HKL2000 (Otwinowski & Minor, 1997) para determinar o
grupo espacial, as dimensdes e orientacdo da célula unitaria e estimar sua
mosaicidade e completeza dos dados. A partir da medida da distancia e dos eixos
da rede reciproca do padrao de difracdo € possivel determinar o tamanho e os eixos
do cristal no espaco real. Na indexacdo ocorre a identificacdo dos pontos de
reflexdo com suas respectivas intensidades e a determinacdo do indice de Miller de
cada ponto.

O método de oscilacdo foi utilizado para a coleta, sendo o cristal rotacionado a
cada 1° com o objetivo de coletar o maximo de reflexdes possiveis, visando
propiciar uma maior completeza de dados. A completeza expressa nos dados apos
a indexacdo e integracdo, representa a porcentagem do numero de reflexdes
observadas em relagcdo ao niumero de reflexdes possiveis para uma determinada
resolucado, que esta limitada pela qualidade do cristal. Uma completeza de 100% €é o
resultado desejavel, com a maioria das reflexdes medidas varias vezes.

No processo de integracao € quantificada a intensidade do ponto, retirando-se a
contribuicdo proveniente da difracdo do solvente. Cada imagem em um mesmo
conjunto de dados tem intensidades gravadas em uma escala diferente umas das
outras, por diversos motivos tais como a variagdo na radiacao incidente, absorgéo
dos raios difratados ou destruicao do cristal. Portanto, é necessario colocar todos 0s
pontos em uma mesma escala. ApOs esse passo pode ser realizada a fusdo dos
dados: os pontos com o0 mesmo indice de Miller sdo somados. Os pontos que foram

agrupados como reflexbes equivalentes simétricas de diferentes imagens terdo
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suas intensidades somadas. Apés esse processo, foram obtidos pardmetros para
determinar a qualidade do cristal, representados pelos parametros da rede
cristalina.

Todas as medidas de um mesmo ponto deveriam ter a mesma intensidade, mas
na pratica isso ndo acontece. O Rmerge € UM parametro de concordancia entre as
varias medidas de intensidade de uma mesma reflexdo de imagens ou conjunto de
dados diferentes, que indica o quanto elas concordam ou discordam. O Rsymm, por
sua vez, € um parametro que relaciona, da mesma forma, as medidas de
intensidade de reflexdes simetricamente relacionadas de imagens ou conjunto de
dados diferentes (McCree, 1993).
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5. RESULTADOS

5.1. Purificagdo do SPCI e do complexo binario

As amostras obtidas durante as etapas de producao do extrato bruto (EB) do
SPCI foram analisadas por SDS-PAGE (figura 4).

M plt1 plt-2 M plt-3 plt-4

M sbn-1 sbn-2 M sbn-3 sbn-4

Figura 4. Gel de poliacrilaminada a 13% do EB do SPCI. sbn-1 e plt-1, sobrenadante e precipitado
apos extracdo das proteinas em NaCl 1%; sbn-2 e plt-2, sobrenadante e precipitado apds extragéo
em NaCl 1%; sbn-3 e plt-3, sobrenadante e precipitado apds precipitagdo com sulfato de aménio a
60%; sbn-4 e plt-4, sobrenadante e precipitado apés precipitagdo por sulfato de amdnio a 70% (ver
Materiais e Métodos). A seta indica a banda correspondente ao SPCI. M, marcador de massa
molecular: somatotropina bovina recombinante: 20 kDa (Schering Plough).

BN

O plt-4 e sbn-4 (figura 4) foram submetidos a precipitagdo com TCA em
diferentes concentracdes. As com menor nimero de contaminantes comecam a
partir de 1,2% de TCA (figura 5A e 5B).

O sobrenadante obtido a partir dessa concentracdo de TCA, apo6s dialise e
liofilizacdo, foi diluido em tampéo acetato de sédio 50 mM pH 3,1 e aplicado na
coluna cromatografica de troca ibnica. O perfil cromatogréafico esta apresentado na

figura 6.
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Figura 5. Gel de poliacrilamida 13% das amostras de SPCI semi-purificado. O sobrenadante e o
precipitado obtidos da precipitacdo por TCA estdo mostrados em A e B, respectivamente. Linha 1:
amostras precipitadas com TCA 0,2%; linha 2: amostras precipitadas com TCA 0,4%; linha 3: amostras
precipitadas com TCA 0,6%; linha 4: amostras precipitadas com TCA 0,8%; M, marcador de massa
molecular: 220, 160, 120, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 25, 20, 15 e 10 kDa (BenchMark™ Protein
Ladder — Invitrogen; Cat. N°. 10747-012); linha 5: amostras precipitadas com TCA 1,0%; linha 6:
amostras precipitadas com TCA 1,2% de TCA,; linha 7: amostras precipitadas com TCA 1,4%; linha 8:
amostras precipitadas com TCA 1,6%.
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Figura 6. (A) Cromatograma da amostra de SPCI semi-purificado em coluna SP-Sephadex Cys.159. AS
proteinas foram eluidas com um gradiente linear de 0 a 1 M de NaCl. A seta indica 0 pico em que o
SPCI foi eluido puro. (B) Perfil eletroforético SDS-PAGE 13% da purificagdo do SPCI por cromatografia
de troca idnica. Linhas 1 e 2: frac6es de maior absorbancia (SPCI puro). Linha 3: marcador de massa
molecular: fosforilase b do muasculo de rato (97,4 kDa), albumina do soro bovino (66 kDa), albumina de

ovo (45 kDa), anidrase carbbnica de eritrocito bovino (29 kDa), inibidor de tripsina de soja (20,1) e o-
lactoalbumina de leite bovino (14,2 kDa) (Amersham Pharmacia Biotech UK).

A purificacdo do complexo binario SPCI-quimotripsina foi realizada por
cromatografia de exclusdo molecular. Duas frac6es foram obtidas, correspondendo
ao complexo purificado e as proteinas SPCI e quimotripsina nas formas livres,

respectivamente (figura 7).
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Figura 7. (A) Cromatograma do complexo binario SPCI-quimotripsina por cromatografia de
exclusdo molecular em coluna Sephadex G,5. A coluna foi equilibrada com o tampéo Tris-
HCI 50 mM KCI 0,2 M pH 7,6. O primeiro pico corresponde ao complexo binario e o segundo
ao SPCI e a quimotripsina nas formas livres. O fluxo foi de 2,5 mL.tubo™. (B) Perfil
eletroforético em SDS-PAGE 13% do complexo SPCI-quimotripsina. Linhas 1 e 3: primeira
fracdo. Linha 2: marcador de massa molecular (Amersham Pharmacia Biotech UK):
fosforilase b do muasculo de rato (97,4 kDa), albumina do soro bovino (66 kDa), albumina de
ovo (45 kDa), anidrase carbbnica de eritrocito bovino (29 kDa), inibidor de tripsina de soja

(20,1) e a-lactoalbumina de leite bovino (14,2 kDa).

Ambas as proteinas que formam o complexo estdo mostradas no gel, o qual
contém duas bandas de massa molecular esperada para o-quimotripsina (25 kDa) e
SPCI (21 kDa) (figura 7B).

5.2. Alteragoes conformacionais de SPCI com a-quimotripsina

5.2.1. Fluorescéncia estacionaria

A interacao do inibidor com a enzima reduziu a intensidade de fluorescéncia em
todas as temperaturas estudadas sem interferir no posicionamento dos triptofanos,
indicado pela banda de emisséao fixa em 332 nm.

A atenuacdo da intensidade de fluorescéncia indica modificacdes apenas no
ambiente dos triptofanos. Esses dados foram analisados de acordo com a equacao
de Stern-Volmer (figura 9). As constantes de atenuacédo de fluorescéncia de Stern-
Volmer (Ksy) para essa interagdo estdo apresentadas na tabela I. Os valores para
Ksy foram praticamente os mesmos em todas as temperaturas estudadas. Esses
dados indicam que a atenuacdo da fluorescéncia ndo é do tipo dindmico nem

estéatico, mas resultante da associacao das moléculas.
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Figura 8. Espectros de emissao de fluorescéncia de a-quimotripsina com concentracdes crescentes
do SPCI, em varias temperaturas. (a) Espectros de emissdo de fluorescéncia da a-quimotripsina
com: (b) 0,043; (c) 0,087; (d) 0,13; (e) 0,215; (f) 0,299; (g) 0,382; (h) 0,463; (i) 0,543; (j) 0,622; (1) 0,7;
(m) 0,776; (n) 0,856; (0) 0,926 e (p) 1 uM de SPCI. X é o espectro de fluorescéncia do tampéao Tris-
HCI 50 mM pH 7,6 contendo CaCl, 50 mM.



A associagdo entre o inibidor e a enzima, a qual promoveu modificagdes no
microambiente dos triptofanos foi analisada com mais detalhe empregando o
método de espectroscopia de fluorescéncia resolvida no tempo, pela medida do

tempo de vida no dominio da freqiiéncia.

1,5 1
1,4
1,3 1
F
1,2 1
F —=—25°C
1,1 1 —e—28°C
——30°C
——35°C
1,0 1 —<—38°C

01 02 03 04 05 06 07 08 09 1,0
[SPCI] (uM)

Figura 9. Grafico de Stern-Volmer para a interacdo SPCI com a-quimotripsina.
Fo e F sdo as intensidade de fluorescéncia do inibidor na auséncia e presenga
da enzima, respectivamente.

Tabela I. Constantes de atenuacao de fluorescéncia de Stern-Volmer para a
interacdo SPCI com a-guimotripsina em diferentes temperaturas.

pH T(°C) | Key(MD) R® Ko (M1s?) S.Db.
25 |33x10°| 099 | 1.1x10% 0,001
28 |20x10°] 097 | 1,0x10“ 0,010
7.6 30 |30x10°]| 098 | 11x10" 0,007
35 |34x10°| 099 | 11x10" 0,003
38 |30x10°| 099 | 1,0x10% 0,005

R ¢ o coeficiente de correlacéo. ®S.D. é o desvio padrdo para os valores de Ky.

5.2.2. Fluorescéncia dindmica

As curvas e os ajustes das medidas multifreqiencial do angulo de fase e da
modulacdo relativa das amostras do SPCI, para determinacdo do decaimento de

fluorescéncia do inibidor, estdo apresentadas na figura 10.
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A tabela Il mostra os resultados de decaimento de fluorescéncia obtidos a partir

dos ajustes dos dados no dominio da frequéncia (figura 10) do SPCI.

Tabela Il. Andlise do tempo de vida de fluorescéncia do SPCI a 50 uM em tampéao Tris-HCI
50 mM pH 7,6 contendo CaCl, 50 mM, utilizando diferentes modelos de ajuste.
Tempos de vida (nanosegundos)

Ajuste para um Ajuste para dois Ajuste para trés
tempo de vida Tempos de vida Tempos de vida
Modelos T x T T ¥ T T T3 Y
* (f1) * (f2) * (f1) * (f2) * (f3) *
Discreto 1,61 0,004 | 201 0,678 0,02 4,98 0,2 |25,7 0,678 0,02] 4,98 | 0,2 2911 " 5x10 27,7
(0,518) (0,01) }(0,453)](0,01) (0,518) 0,01} (0,454) §(0,01)2,29 x 10 (0)
Planck 1,61 0,004 | 201 0,678 0,02 4,98 0,2 |25,7 0,679 0,02] 4,98 | 0,2 1347 0 27,7
(0,519) | (0,01) | (0,453)] (0,02) (0,519)  0,01](0,453) |0,01)(8,37 x 10°°{ (0)
Lorenz |65x10°] 0,03 153 |1,4x107 | 0,01 | 4,57 |2x10°[174 ] 1,45x10° | 0,3 | 8,04 | 0,6 122 _|3x107] 204
(0,989) 1(0,003)](0,015)] (40) (0,901) 0,04] (0,096) }0.04] (1,3 x 107} (0,02)
Gaus 59x10°%] 0,005 |333| 8x10° | 0,4 | 2,64 5 [162] 1,36 x 10° |0,08| 7,54 | 0,3 | 1,32 x 10"°]6 x 10°] 184
0,413) | (0,2) 1(0,577)] (0,2) 0,412) k0,02 (0,273) 0,02)(9,52 x 10°% (1)
Uniforme 1,711 3x10°| 498 0,637 1000 4,04 | 2000 |165 0,512 30 ] 8,09 |03 1,17x10‘ 0 196
0,367) | (0,2) |(0,615)] (0,2 (0,713)  §0,01](0,276) }(0,01}(3,89 x 10} (0,5)

T representa o tempo de vida de fluorescéncia. * é o desvio padrdo (“chi-square”) reduzido para os
ajustes. f é a contribuicéo fracional da emissédo de fluorescéncia.

Os modelos Lorenz e Gaus apresentaram ajuste fora dos padrées de qualidade,
0 que é indicado pelos valores mais baixo de ¥*>. No caso dos ajustes para dois
tempos de vida, os modelos Lorenz, Gaus e Uniforme apresentam altas variacdes
de erro no 12 para dois tempos de vida, em relacdo aos modelos Discreto e Planck.
Desses modelos, Lorenz [12 () =2 X 106)] e Uniforme [(t2 () = 2000 e 71 (£) = 1000]
s&0 0s que apresentam maiores variacdes de erro. Uma diminuicdo no y? foi obtida
pelos modelos do tipo Discreto e de Planck.

Nestes ultimos modelos ndo houve alteracdo na contribuicdo da emissédo de
fluorescéncia (f1), quer para um ou dois tempos de vida, apresentando uma
contribuicdo fracional da intensidade de fluorescéncia de praticamente 50% para
ambos os tempos de vida (11 € 12).

Os dados obtidos para a o-quimotripsina foram ajustados com 0S mesmos
modelos de ajuste obtidos para o SPCI (figura 11). Os valores de tempo de vida e xz

para todos os modelos estdo apresentados na tabela lll.
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A maioria dos modelos utilizada para o ajuste dos decaimentos de fluorescéncia
da enzima foram aqueles considerando dois tempos de vida (tabela 111). O modelo
Uniforme apresenta a maior variacdo de erro entre todos os modelos utilizados. O
modelo Discreto (ou Planck) ainda apresenta uma baixa variacdo de erro e um y?
menor em relacdo aos demais. Esses modelos ajustados para dois tempos de vida
parecem o0s mais adequados para o estudo da interacdo entre SPCl e a-

guimotripsina.

Tabela Ill. Andlise dos dados de tempo de vida de fluorescéncia da a-quimotripsina. A
enzima (50 uM) foi mantida no mesmo tamp&o Tris-HCI 50 mM pH 7,6 contendo CaCl, 50
mM.

Tempos de vida (nanoseg_]undos)

Ajuste para um Ajuste para dois Ajuste para trés
tempo de vida Tempos de vida tempos de vida
Modelos T r T () ¥ T () T3 '
* (f1) * (f2 * (f1) * (f2) * (V)] :
Discreto 2,15 | 0,004 |621 | 0,91 0,01 4,15 0,05 |15,4] 0,914 | 0,01 4,17 0,05 143 10’ 16,4
(0,368) |(0,006)] (0,633) |(0,005) (0,37) ](0,006)(0,633) }(0,005) | (1,48 x 10y (0,02)
Planck 2,15 | 0,004 |621 | 0,91 0,01 4,15 0,04 |15,4] 0,922 | 0,01 4,2 0,05 131 10" |16,4
(0,368) |(0,005)| (0,635) |(0,005) (0,37) |(0,005)(0,629) |(0,005) | (1,57 x 10”) ](0,01)
Lorenz 2,12 | 0,008 |27,4] 1,11 0,05 4,47 0,1 15,5] 1,11 0,1 4,47 0,2 1,53 x 10* 0 171
(0,451) | (0,03) | (0,1) ](0,02) (0,453)] (0,06) |(0,554)] (0,06) | (8,03x10% | (1)
Gaus 2,39 0,01 20,5 1,15 0,06 4,47 0,1 15,7 1,15 0,09 | 4,47 0,1 64,5 0 |17.3
(0,445) | (0,02) | (0,562) |(0,02) (0,444)] (0,04) |(0,562) | (0,04) | (2,7x10% | (0)
Uniforme 2,44 5 35,41 1,27 8x 10 1,16 5x10° 36,7] 0,026 | 2000 | 0,425 | 2000 157 10° 40,1
(0,41) |(9000) | (0,602) |(9000) (0,412)] (1000) |(0,602) | (1000) (4,68x10'3)

A interacdo do SPCI com a a-quimotripsina foi realizada titulando o inibidor com
a enzima. Os ajustes foram feitos para cada fracdo da titulacdo. As figuras 12 e 13
mostram 0s ajustes em dois momentos: primeira e Ultima titulacdo,
respectivamente. Todas as fragOes tituladas foram ajustadas e analisadas (dados
ndo mostrados), e o modelo que melhor descreveu (XZ e erros reduzidos) o
decaimento de fluorescéncia para a interacdo das moléculas foram o Discreto e o
Planck (ajuste para dois tempos de vida). Os resultados obtidos dos ajustes das
curvas mostradas nas figuras 12 e 13 estdo apresentados nas tabelas IV e V,

respectivamente.
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Figura 12. Modulagéo e fase multifreqliencial para a interagédo do SPCI com a a.-quimotripsina em
diferentes modelos. Estes ajustes obtidos advém apenas da primeira titulacdo (adicdo de 1uL da
o-quimotripsina na solugdo de SPCI, equivalendo a 1,85 uM da enzima na solug&o). O modelo
Planck apresentou ajustes e valores idénticos aos do modelo Discreto, por isso ndo estd mostrado
na figura. Os angulos de fase e as fracdes de modulagdo estdo apresentados como uma funcéo da
modulacao de freqliéncia a 25°C.
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Figura 13. Modulagcdo e fase para a interacdo do SPCI com a a-quimotripsina em diferentes
modelos. Estes ajustes obtidos advém apenas da Ultima titulagdo (adicdo de 25uL da a-
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Tabela IV. Analise dos dados de tempo de vida de fluorescéncia da interagdo SPCI-
guimotripsina da primeira titulacao.

Tempos de vida (nanosegundos)

Ajuste para um Ajuste para dois Ajuste para trés
tempo de vida Tempos de vida tempos de vida
Modelos T x2 T T2 x T T (] X2
: (f1) * (f2) * (f1) * (f2) * (f3) :
Discreto 1,96 0,01 |154 ] 0,697 | 0,02 4,06 0,08 |5,94] 0,697 | 0,02 | 4,06 0,08 7,93x104 0 6,31
(0,334) (0,667) (0,334) (0,667)
Planck 1,96 0,01 |154 ] 0,697 | 0,02 4,06 0,08 |5,94] 0,697 | 0,02 | 4,06 0,08 7,93x104 0 |6,31
(0,334) (0,667) (0,334) (0,667)
Lorenz 1,64 0,01 159,110,188 0,2 3,98 0,2 17 | 0,183 0,2 3,98 0,2 146 4x107 |18,9
(0,601) (0,419) (0,598) (0,421) (6,65x10°%)
Gaus 1,05 0,06 ]40,4] 0,894 | 0,09 4,35 0,1 |38,5] 0,894 0,1 4,38 0,2 128 4x10’ 42,5
(0,399) (0,607) (0,398) (0,608) (5,38x10’8)
Uniforme | 2,59 8 199 | 0,869 30 4,91 0,5 ]39,8] 0,888 30 4,94 0,7 194 N 0 44
(0,537) (0,472) (0,539) (0,471) (2,85x10°)

Tabela V. Andlise dos dados de tempo de vida de fluorescéncia da interacdo SPCI-
guimotripsina da ultima titulacao.

Tempos de vida (nanosegundos)

Ajuste para um Ajuste para dois Ajuste para trés
tempo de vida Tempos de vida tempos de vida
Modelos | ¢ B . T e . T . T .|
(f1) (f2 (f1) (f2 (f3)
Discreto 2,21 0,01 ]96,7] 0,886 | 0,03 4,15 0,1 ]2,15] 0,866 | 0,03 | 4,16 0,1 1,45x10130 0 2,29
(0,333) (0,651) (0,353) (0,651) (4,86x10")
Planck 2,21 0,01 |96,7] 0,886 | 0,03 4,16 0,1 ]2,15] 0,866 | 0,03 | 4,16 0,1 1,45x10130 0 2,29
(0,333) (0,651) (0,353) (0,651) (4,86x10"°)
Lorenz 2,13 | 0,008 |29,3] 1,15 | 0,07 4,53 0,1 ]2,96] 1,16 0,2 4,54 0,3 49,3 0,008 14,6
(0,476) (0,532) (0,484) (0,523) (1,39x10°9)
Gaus 2,30 0,02 |15,3] 1,73 0,6 5,43 1 14,21 1,73 0,7 5,40 1 136 0 |157
(0,697) (0,314) (0,70) (0,310) (8,16x10°%)
Uniforme | 0,640 7 17 10,312 0,9 2,20 6x10° [16,5] 0,349 100 1,89 500 1,97 0 |18,2
(0,976) (0,0327) (0,976) (0,035) (0,002)

Neste trabalho foram feitos trés ensaios experimentais de interacdo do SPCI
com a a-quimotripsina: SPCI em tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,6 contendo CaCl,,
na presenca de 0,2 M de NaCl e com suas liga¢gdes dissulfeto reduzidas (DTT 2
mM). As modificacbes no ambiente do triptofano devido a associacdo entre as
moléculas em estudo, detectadas pelo método espectroscépico de fluorescéncia
estacionaria, foram também monitoradas pela alteracdo no tempo de vida de
fluorescéncia. Essas alteragbes foram observadas por meio das variagbes na
constante de atenuacdo da fluorescéncia de Stern-Volmer (K.,), utilizando a
equacao classica de Stern-Volmer.

A figura 14 mostra o grafico de Stern-Volmer a partir dos dados de titulacdo do
SPCI a 50 uM em tampéo Tris-HCI 50 mM pH 7,6 contendo CaCl, 50 mM com a a-
quimotripsina. O grafico pode ser dividido em dois componentes: descendente e

ascendente. No primeiro caso a curva mostra que nessas concentragdes da enzima
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ndo ocorre atenuacao do tempo de vida de fluorescéncia. A andlise dos dados da
segunda parte do gréfico (figura 14) pela equacdo de Stern-Volmer, mostra que a
atenuacdo no tempo de vida de fluorescéncia ocorre a partir de 20 uM de a-
quimotripsina, com o Kp = 1,1 x 10 M. O inverso de K, é a concentracdo do
atenuador na qual 50% da intensidade de emissdo do fluoréforo é atenuada
(Lakowicz, 2004). No caso do SPCI, a-quimotripsina na concentracéo de 0,9 mM foi
necessaria para atenuar 50% da emisséo de fluorescéncia.

O valor de Ky e o tempo de vida do SPCI (1o = 0,679 ns) (selecionado com base
no valor mais alto da amplitude (Shaikh et al., 2006) foram utilizados para calcular a
constante da taxa de atenuacéo de fluorescéncia bimolecular (K, = 1,63 X 102 Mis
l), a qual reflete a eficiéncia da atenuacdo do tempo de vida. A mesma ordem de
grandeza foi mantida (4,24 x 10Ms), baseado na média do tempo de vida
(Shashidhara et al., 2007).

- 0,87
0,90 0,86
0,89 - %/ oae
0,83
0,88 - 0,82
081 0 10 20 30 40 50
7:O 0,87+ [Quimotripsina] (x 10" M)
T 0,86 -
0,85 4
0,84 4
0,83 -
0,82 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

[Quimotripsina] (x 106 M)
Figura 14. Gréfico de Stern-Volmer apresentando os dados da interacdo do SPCI com a
qguimotripsina a 25°C. A solucdo de SPCI esta fixada em 50 uM. A representacdo da
atenuacdo do tempo de vida (parte ascendente do grafico) estd mostrada no grafico
superior a direita, conforme equacéo de Stern-Volmer (R°= 0,99). 1, e t S0 0s tempos
de vida na auséncia e na presenca da enzima, respectivamente.

Os dados obtidos do segundo experimento, onde a solugéo de SPCI 100 uM em
tampéo Tris-HCI 50 mM pH 7,6 contendo CaCl. 50 mM e NaCl 0,2 M interage com

a a-quimotripsina, estdo analisados conforme o gréfico de Stern-Volmer (figura 15).
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Figura 15. Gréfico de Stern-Volmer. SPCI 100uM em tampao Tris-HCI 50mM pH 7,6 CaCl,
50mM com NaCl 0,2M a 25°C. A representacdo da atenuacdo do tempo de vida (20uM a
32uM da enzima) estd mostrada no grafico superior a direita, conforme equacéo de Stern-
Volmer (R*=0,98). 1, e t sd0 os tempos de vida na auséncia e na presenca da enzima,
respectivamente.

O processo de atenuacdo do tempo de vida ocorre de 20 a 32 uM de a-
quimotripsina (figura 15). Os valores das constantes Ky e K, obtidos foram de 5,1 x

103 M? e 1,1 x 10 Ms™?, respectivamente (SPCI, 1, = 0,43 ns). O mesmo célculo

foi realizado com o tempo de vida médio (<t> = 2,5 ns) do inibidor, obtendo um
valor de Kq da mesma ordem de grandeza (2,0 x 10" M'ls'l). A concentracdo da
enzima necessaria para atenuar 50% do tempo de vida de fluorescéncia do SPCI na
condicdo estudada é de aproximadamente 0,2 mM. No entanto, a partir de 32 uM da
enzima ocorre uma flutuacdo entre aumento e reducdo da atenuacéo do tempo de
vida de fluorescéncia.

As mesmas condi¢cbes realizadas no experimento anterior (figura 15) foram
mantidas no préximo ensaio, porém adicionando DTT a 2 mM. Este ensaio consistiu
na titulacdo do SPCI (ligagdes dissulfeto reduzidas) pela enzima para verificar o
papel dessas ligacdes na interacdo (figura 16) (terceiro experimento), considerando
gue este inibidor continua apresentando atividade inibitéria mesmo com suas
ligagOes dissulfeto reduzidas (Souza et al., 2000).

O rompimento das ligacdes dissulfeto promoveu flutuacdes, intercalando
presenca e auséncia de atenuacdo no tempo de vida (figura 16). As modificacbes

nas estruturas secundarias do inibidor, na sua forma nativa e sem ligacdes



dissulfeto, foram monitoradas por dicroismo circular. Esse ensaio permitiu analisar e
comparar as mudancas conformacionais que ocorrem durante a formacdo do

complexo e devido a reducao das ligagdes dissulfeto.
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Figura 16. Grafico de Stern-Volmer. O SPCI a 100 uM foi dissolvido em tampé&o Tris-HCI 50
mM contendo CacCl, 50 mM e NaCl 0,2M com suas ligac¢6es dissulfeto reduzidas (DTT 2mM).
Tp € T Séo os tempos de vida de fluorescéncia do SPCI na auséncia e presenca da o-
quimotripsina.

5.3. Estabilidade estrutural do SPCI

A figura 17 mostra espectros de dicroismo circular “Distante do UV” (260 a 190
nm) do SPCI em tampéao Hepes 2 mM pH 7,5 contendo NaCl 0.2 M e DTT 2 mM. O
espectro dicréico a 25°C indica que o SPCI, nestas condi¢cbes, apresenta
predominancia de estruturas desordenadas (“random coil”) e folhas p anti-paralelas.
A medida que aumenta a temperatura, o contetido de o-hélice aumenta e o da folha
B anti-paralela diminui. A folha p paralela, voltas-B e estrutura desordenada
apresentaram menores flutuacbes em relagdo as outras estruturas nas

temperaturas do experimento (tabela VI).
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Figura 17. Espectros de dicroismo circular “distante do UV” do SPCI em tampé&o Hepes 2 mM
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para realizar o experimento foi de 0,073 mg.mL'l.

Tabela VI. Porcentagem das estruturas secundarias do SPCI (0,073 mg.mL™) em

tampéao Hepes 2 mM pH 7,5 contendo NaCl 0,2 M e DTT 2 mM.

260

Temperatura (°C)

Estrutura secundaria 25 45 55 65 75 95
a-hélice 3,3 3,6 4,2 51 9,4 12,8
Folha B anti-paralela 41,1 38,9 37 34,4 27,9 25,7
Folha B paralela 5,0 5,0 51 51 5,4 5,6
Voltas-f 24,8 25,3 25 24.8 21,7 18,4
Desordenadas 35,9 35,8 35,8 35,7 35,2 34,2

A curva de desnaturacao térmica do SPCI nas condi¢cdes acima mencionadas
esta apresentada na figura 18. O grafico mostra que o SPCI ndo desnaturou até a
temperatura de 95°C o que nao permitiu calcular os parametros termodinamicos.

Nas temperaturas de 70°C em diante ocorrem transi¢cbes conformacionais, sendo

mais pronunciadas de 87 para 90°C, indicando precipitacdo da proteina.
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Figura 18. Desnaturacé@o térmica do SPCI com as ligacdes dissulfeto reduzidas. SPCI 0,073
mg.mL™ em tampao Hepes 2 mM pH 7,5 contendo NaCl 0,2 M e DTT 2 mM. Comprimento de
onda fixado em 201 nm.
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Figura 19. Espectros de dicroismo circular “distante do UV” do SPCI na forma nativa em
tampao Hepes 2 mM pH 7,5. A tabela inserida mostra a percentagem das estruturas
secundarias a 25°C.

O espectro dicréico do SPCI em tampao Hepes 2 mM pH 7,5 a 20°C na
auséncia de sal e DTT é mostrado na figura 19. Nessa temperatura, a presenca

de estruturas desordenadas e folhas P anti-paralelas predomina entre as

estruturas secundarias.
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5.4. Medidas do estado de oligomerizagao do inibidor em solugao

A tabela VII mostra os dados obtidos por ELD da solugdo de SPCI, variando a

concentracao.

Tabela VII. Dados de espalhamento de luz dindmica da solucdo de SPCI em tampao Tris-
HCI 50 mM contendo CaCl, 50 mM pH 7,6, variando a concentracao, a 25°C.

Concentracdo | Medidas | Raio (nm) Pd* (%) Mm® (kDa) Massa (%)
(uM)
1 0,074684 0 0,00777601 99,8453
25 2 0,400059 0 0,394664 0,13319
3 2,14811 30,5891 20,143 0,0214593
1 0,0710157 0 0,00691159 99,9451
50 2 2,16167 30,6389 20,4419 0,0549026
3 43,207 23,3913 22596,8 8,03544 x 10"
1 0,0746834 0 0,00777587 99,899
75 2 2,13975 33,5904 19,9601 0,100989
1 0,0710157 0 0,00691159 99,9093
100 2 2,30565 29,1169 23,7706 0,0907243
3 50,2479 40,4075 32170,2 1,96815 x 10°

2 Polidispersividade. ® Massa molecular.

Na tabela VIl duas situacdes caracteristicas podem ser observadas. A primeira €

a deteccdo de uma massa molecular extremamente alta (ordem de grandeza: 10*
kDa, ou mais) com uma percentagem da ordem de 10°, ou menos (por exemplo:
medida 3, a 50°C). A segunda € um raio hidrodindmico abaixo de 0,5 com um
percentual de massa préximo de 100% (por exemplo: medida 1, a 25°C). Esta
situacao foi registrada em outros ensaios, com a variacdo da temperatura (tabela
IX) e pH (tabela XI) (os graficos residuais dos dados apresentados na tabela VI

estdo mostrados na figura 20).
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Figura 20. Desvio padrdo do espalhamento de luz dindmico da solu¢éo de SPCI, variando a
concentragao.

As duas condicdes mencionadas acima podem ser ignoradas ou excluidas,
mantendo a medida onde corresponda a dados hidrodindmicos da molécula em
estudo (Borgstahl, 2007). Nesse sentido, a figura 21 mostra os dados para o SPCI

considerando o percentual de massa e a variagdo do raio.
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Figura 21. Distribuicdo percentual da massa do inibidor em funcdo do tamanho da molécula,
variando a concentragdo. O modelo estabelecido para o célculo da distribuicdo do tamanho do
inibidor foi a forma esférica.
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Os dados de oligomerizacdo do SPCI mostrados na figura 21 estdo acrescidos
dos parametros “Baseline” e “SOS” para analise do numero de formas moleculares
do inibidor (monomodal, bimodal e multimodal) e da qualidade dos dados (nivel de
erro), respectivamente (tabela VIII). O mesmo procedimento de ajuste foi realizado

para outros ensaios utilizando ELD.

Tabela VIII. Analise dos dados ajustados de ELD do SPCI em tampao Tris-HCI 50 mM
CaCl, 50 mM pH 7,6 a 25°C, variando a concentracéo.

conc. (uM) | Raio (nm) | Mm (kDa) D(cm®.s™) Pd (%) “Baseline”| SOS
25 2,12 19,64 1,13x 10° 30,12 0,999 149,206
50 2,16 20,44 1,11 x 10° 30,63 1,000 80,321
75 2,10 20,00 1,12 x 10° 33,59 1,000 47,937
100 2,30 23,77 1,04 x 10° 29,11 1,000 85,450

Massa molecular de SPCI: 20 kDa. Raio de Stokes: 2,1 nm. Coeficiente de difusédo a 20°C em agua
(D2ow): 1,02 x 10° cm?.s™* (Dados obtidos por Souza et al., 1992). D é o coeficiente de difuséo.

Nas concentracbes de 25 a 75 uM os valores da polidispersividade
ultrapassaram 30%, caracterizando a solucdo significativamente polidispersa.
Apenas na concentracdo de 100 uM a polidispersividade foi moderada. Em todas as
concentracbes, o “Baseline” indica uma distribuicio monomodal, isto é, existe
apenas uma unica forma molecular do SPCI.

Os dados do ensaio de ELD do SPCI, variando a temperatura, estdo
apresentados na tabela IX. Os gréficos residuais desses dados, a distribuicdo da
percentagem de massa e tamanho (regularizacéo grafica), bem como a anélise do
namero de formas moleculares distribuidos na solucao estdo, respectivamente, nas
figura 22, 23 e tabela X.

A tabela IX mostra apenas a variagdo da temperatura para SPCI a 50 uM. Os
experimentos variando a temperatura (4, 10, 25, 30, 40, 50 e 60°C) para todas as
concentragcdes do inibidor (25, 50, 75 e 100 uM) foram realizados (dados néo
mostrados), apresentando resultados semelhantes aos encontrados na tabela IX.

Em todas as temperaturas, a solucdo de SPCI apresentou distribuicao
monomodal. Nas temperaturas 4, 10 e 50°C a solucdo do inibidor apresentou
caracteristica de polidispersividade moderada, a 25 e 30°C de alta
polidispersividade e, finalmente, a 60°C, o resultado € tipico de uma solucao

monodispersa (figura 23), indicando alta probabilidade de cristalizacao.
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Tabela IX. Espalhamento de luz dindmico da solu¢éo de SPCI a 50 uM em tampéao Tris-HCI
50 mM pH 7,6 contendo CaClL, 50 mM com a variacdo da temperatura.

Temperatura Medidas Raio (nm) Pd (%) Mm (kDa) Massa (%)
(°C)
1 0,0371958 0 0,00152202 99,7764
4 2 0,232993 0 0,111401 0,214138
3 2,43808 22,6798 27,089 0,00951009
1 0,0456323 0 0,00245552 99,9379
10 2 0,452203 0 0,525688 0,0486728
3 2,46136 22,29 27,698 0,013429
1 0,0710157 0 0,00691159 99,9451
25 2 2,16167 30,6389 20,4419 0,0549026
3 43,207 23,3913 22596,8 8,03544 x 107
0,0859814 10,5562 0,0108118 99,8899
30 2 2,0148 35,3671 17,3388 0,11013
1 0,101516 0 0,0159464 99,8867
40 2 2,12374 31,3655 19,6123 0,113293
3 778,345 0 1,95859 x 10" 2,57928 x 10
1 0,12463 0 0,0257703 99,8333
2 2,28288 23,3963 23,2252 0,166728
50
3 955,571 0 3,16518 x 10” 1,32868 x 10
1 0,147753 0 0,0383758 99,7745
60 2 2,47407 10,64 28,0339 0,225487
3 14,5097 0 1758.84 2,43044 x 107
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Figura 22. Desvio padrdo do espalhamento de

temperatura.
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luz dindmico da solucdo de SPCI, variando

51



Massa (x 103 (%)

4 0 6
4°C 10°C
5
3
4
2 3
2
1
1
0 0
22 o5c 40 30°C
20
18
16 30
14
12
20
10
8
6 10
4
2
0 0
80 50°C
50 40°C
70
40
60
40
20 30
10 20
10
0 0
180 60°C
160
140
120
100
80
60
40
20
(]
101 10° 10 102
Raio (nm)

Figura 23. Distribuicdo percentual da massa do inibidor em fun¢éo do tamanho da molécula variando
a temperatura. O modelo estabelecido para o calculo da distribuicdo do tamanho do inibidor foi a

forma esférica.
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Tabela X. Andlise dos dados de ELD ajustados (Borgstahl, 2007) do SPCI a 50 uM em
tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,6 contendo CaCl, 50 mM com variacdo da temperatura.

Temperatura (°C) |Raio (nm) | Mm (kDa) D (cm®s?) | Pd (%) [‘Baseline’| SOS
4 2,43 27,08 0,517x 10° | 22,67 | 1,000 63,136
10 2,46 27,69 0,628 x 10° 22,29 1,000 70,295
25 2,16 20,44 1,110 x 10° 30,63 1,000 80,321
30 2,01 17,33 1,350 x 10° 35,36 1,000 69,496
40 2,12 19,61 1,620 x 10° 31,36 1,000 52,694
50 2,28 23,22 1,850 x 10° 23,39 1,000 49,343
60 2,47 28,03 2,020 x 10° 10,64 1,001 48,966

Tabela XI. Dados de ELD da solu¢édo de SPCI a 50 uM em tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,6
contendo CaCl, 50 mM com variagdo pH. O desvio padrédo destes dados pode ser visto na
figura 24.

Medidas Raio Pd %) Mm (kDa) Massa (%)
pH
(nm)
1 0,0712157 0 0,00695721 99,9293
2
2 2,11104 13,2054 19,3391 0,0707486
1 0,0712157 0 0,00695721 99,9469
3 2 1,91581 11,359 15,4108 0,0531315
3 3894,03 0 8,47219 x 10° 5,73753 x 107’
1 0,0712157 0 0,00695721 99,9425
4 2 2,14401 11,0577 20,0532 0,0575044
3 61,5685 11,1241 51751,1 5,23819 x 10
1 0,0712157 0 0,00695721 99,91
5 2 2,13325 15,6955 19,8186 0,0899699
3 179,511 0 632848 1,49216 x 10™
1 0,0712157 0 0,00695721 99,9468
6 2 1,87543 18,9868 14,6616 0,0532094
3 25,3345 0 6480,1 4,06224 x 10"
1 0,0712157 0 0,00695721 99,9468
2 1,87543 18,9868 14,6616 0,0532094
8 3 2,10324 9,60253 19,1723 0,0399101
4 48,5211 13,4218 29642,9 1,79321 x 10°
5 3894,03 0 8,47219 x 10° 2,49028 x 10°
1 0,0712157 0 0,00695721 99,9332
2 2,01727 13,534 17,3887 0,0667899
10 3 58,6354 0 46165,6 1,49298 x 10°
4 3894,03 0 8,47219 x 10° 0,00485514
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Figura 24. Desvio padréo do espalhamento de luz dindmica da solucdo de SPCI, variando pH.

7

A solucdo de SPCI com valores de pH abaixo de 5 € monodispersa e

monomodal, indicando alta possibilidade de cristalizagéo,

em pH 5 é

7z

moderadamente polidispersa (tabela Xll). Em pH 6 a solucéo do inibidor apresenta

uma distribuicdo multimodal (“Baseline” = 1,017) e é polidispersa (tabela XI). No pH

8 e 10 a solucédo se comporta como bimodal, apresentando um espalhamento de luz

do tipo monodispersa (figura 25).

Tabela XIl. Analise dos dados de ELD ajustados (Borgstahl, 2007) do SPCI variando o

pH, a 25°C.

pH | Raio (nm) | Mm (kDa) D(cm®.s™) Pd (%) | “Baseline” SOS

2 2,1 19,33 0,338 x 10°® 13,20 1,000 80,766
3 1,9 15,41 1,250 x 10° 11,35 1,000 115,075
4 2,1 20,05 0,039 x 10°® 11,05 1,001 123,048
5 2,1 19,81 1,120 x 10°® 15,69 1,001 76,341
6 1,8 14,66 1,284 x 10°® 18,98 1,017 185,894
8 2,1 19,17 1,145 x 10° 9,60 1,004 569,557
10 2,0 17,38 1,194 x 10°® 13,53 1,004 598,384
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Figura 25. Distribuicdo percentual da massa do inibidor em fungdo do tamanho da molécula
variando o pH. O modelo estabelecido para o calculo da distribuicdo do tamanho do inibidor foi a

forma esférica.
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5.5. Cristalizagao do complexo binario e coleta de dados

Os cristais foram formados nas varias condicdes iniciais de cristalizacdo em um
sistema robotizado do LNLS (figura 26). Os cristais obtidos nessa etapa inicial de

cristalizacao difrataram a 4,0 A (figura 27).

Figura 26. Sistema robotizado do LNLS utilizado para a realizacdo da etapa inicial de
cristalizacao.

Figura 27. Cristais do complexo binario SPCIl-quimotripsina obtidos na etapa inicial de
cristalizacdo utilizando o robd do LNLS. A, Cristais nos pocos das placas de cristalizagéo feitas
pelo robé. B, Aumento da imagem do primeiro cristal (A, superior). Os cristais difrataram a 4,0

A
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O primeiro refinamento dessa etapa inicial foi realizado pelo robd. Dentre as
condicbes, a A1 (NaCI-HCI 100 mM pH 4,6 contendo PEG 6000 18% e ZnCl; 10 mM)
e A2 (NaCI-HCI 0,1 M pH 4,6 10 mM contendo PEG 6000 20% e ZnCl, 10 M) foram
as que resultaram em cristais (figura 28) que melhor difratam, sendo que o0s cristais

da condicéo A2 difrataram melhor (3,8 A).

Figura 28. Cristais do complexo binario SPCI-quimotripsina obtidos na condicdo A2 (NaCl-HCI
0,1 M pH 4,6 10 mM contendo PEG 6000 20% e ZnClL 10 M) pelo sistema robotizado do LNLS.
Esses cristais difrataram a 3,8 A.

Tabela XIll. Condi¢gbes que apresentaram cristais aparentemente adequados para submeter

a difracdo por raios-X.

Condigoes Tampao Precipitante Sal

A1 NaCl-HCI 0,1 M pH 4,6 PEG 6000 18% ZnCl, 10 mM
A2 NaCl-HCI 0,1 M pH 4,6 PEG 6000 20% ZnCl, 10 mM
A3 NaCl-HCI 0,1 M pH 4,6 PEG 6000 22% ZnCl, 10 mM

Ref. 1 A4 NaCl-HCI 0,1 M pH 4,6 PEG 6000 24% ZnCl; 10 mM
A7 NaCl-HCI 0,1 M pH 5,0 PEG 6000 18% ZnCl, 10 mM
A8 NaCl-HCI 0,1 M pH 5,0 PEG 6000 20% ZnCl; 10 mM
A9 NaCl-HCI 0,1 M pH 5,0 PEG 6000 22% ZnCl, 10 mM
B1 NaCIl-HCI 0,1 M pH 5,4 PEG 6000 18% ZnCl, 10 mM
C2 MES-NaOH 0,1 M pH 5,5 PEG 6000 20% LiCl, 200 mM
C3 MES-NaOH 0,1 M pH 5,5 PEG 6000 22% LiCl, 200 mM
E2 Formato de potassio-HCI 0,2 M pH 7,0 PEG 3350 20%
E3 Formato de potassio-HCI 0,2 M pH 7,0 PEG 3350 22%

Ref. 2 ™ E7 | Formato de potassio-HCI 0,2 MpH 8,0 | PEG 3350 18%
F9 Formato de potassio-HCI 0,2 M pH 8,0 PEG 3350 22%
C1 Bis-Tris 0,1 M pH 5,2 PEG 10000 15% NH,Ac 100mM

Ref. 3 C4 Bis-Tris 0,1 M pH 5,2 PEG 10000 21% NHzAc 100mM
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A partir dessa etapa inicial, foram feitas as primeiras placas de cristalizacédo
manuais. As condicbes observadas na tabela XlIl sdo as que produziram cristais
aparentemente adequados para serem submetidos a coleta de dados na linha de
difracdo de raios-X.

Dessas condicdes, Al a A4 foram as que produziram cristais que difrataram a 3,4
A (figura 29).

Figura 29. Cristais do complexo binario de SPCI obtidos em placas de cristalizacdo
manual nas condicdes A2 a A4. Estes cristais difrataram a 3,4 A.

Dentre as condicbes mencionadas na tabela Xlll, as condi¢cdes A2, C1 e C2 foram
selecionadas para adicionar os aditivos do kit Hampton Research (ver quadro I). As
demais condi¢des foram apenas repetidas.

O maior numero e tamanho dos cristais foram obtidos apenas para a condicao C1.
A tabela XIV mostra os aditivos que resultaram em cristais na condicdo C1l. Os
aditivos 19 a 24 foram os que formaram cristais aparentemente melhores.

Na condicédo C2, apenas os aditivos 8 e 12 do screen-1 (HR2-420) e 7, 8, 21, 22 e
24 do screen-2 (HR2-430) apresentaram cristais. JA no caso da condigcdo A2, os
cristais apresentaram tamanhos menores: aditivos 11 e 13 do screen-1 (HR2-420) e
15 e 16 do screen-2 (HR2-430) (dados ndo mostrados).

A figura 30 mostra um cristal que cresceu em aditivo. Esse cristal difratou a 2,8 A.
Com essa resolucdo € possivel para resolver e refinar a estrutura tridimensional do

complexo binario.
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Tabela XIV. Aditivos do kit Hampton Research gue resultaram em cristais na condicao C1.

Additive screen-1 (HR2-

Additive screen-2 (HR2-430)

Additive screen-3 (HR2-422)

420)
N°| Conc Aditivos N° | Conc Aditivos N° | Conc Aditivos
7 0,IM Cloreto de 2 0,IM L-cisteina 7 2,0M Tricianato de sédio

manganés IT

tetrahidratado

8 0,IM Cloreto de 3 0,IM Sal EDTA sédio 8 30%w/| Sal de sédio sulfato de
estréncio v Dextran (Mr 5.000)

hexahidratado

15 | 50%w/v] Polietilenoglicol 4 0,1M Nicotinamida adenina | 15 | 40%v/v 1,3-Propanodiol
400 dinucleotideo
18 0,IM Uréia 7 | 30%w/v D(+)-Sucrose 18 | 40%v/v 1-Propanol
21 30%v/v 1,4-Dioxano 16 | 0.3M Glicil-glicil-glicina 21 0,25%v Diclorometano
/v
22 | 30%v/v Etanol 18 0,IM Taurina 22 7%v/v 1-Butanol
23 | 30%v/v 2-Propanol 19 0,1M Hidrocloreto de betaina| 23 | 40%v/v 2,2,2-Trifluoroetanol
24 | 30%v/v Metanol 20 | 5%w/v | Polivinilpirrolidona k15 | 24 0,1M DTT
24 |30%v/v Dimetil sufoxido

Figura 30. Cristais do complexo binario SPCI-quimotripsina crescidos na presenca de aditivo.
Esse cristal cresceu na condicdo MES-NaOH a 0,1 M pH 5.5 contendo PEG 6000 a 20% (w/v)
e 0,2 M de LiCl, e o aditivo de sulfobetaina ndo detergente 201 a 2,0 M (NDSB-201) e difratou
a28A.

Além disso, foram obtidos cristais que também cresceram em outros aditivos

(figura 31). Esses cristais ainda serédo submetidos a difragcdo para coleta de dados.
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Figura 31. Cristais do complexo binario de SPCI-quimotripsina que cresceram em aditivos. Estes
cristais serdo submetidos a difragdo por raios-X para coleta de dados.

Nas condi¢cbes sem aditivos que foram repetidas, houve crescimento de poucos
cristais. Entre as que cresceram, os maiores foram das seguintes condi¢bes: A7, C4,
E2 e F7 (dados ndo mostrados).

Novas condi¢cbes foram estabelecidas para melhorar a qualidade do cristal e,
consequentemente, da resolugcédo. A proposta para tempo de linha e coleta de dados
no LNLS ja foi aprovada com dois turnos na linha MX2, agendada para os dias 8 e 9
de outubro de 2008.
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6. DISCUSSAO

6.1. Purificagcao do SPCI e do complexo binario

As diversas etapas da producdo do extrato bruto protéico de sementes de S.
parahyba (figura 4), obtido pelo método descrito por Souza (1992), foram
monitoradas por SDS-PAGE 13% (figura 4). Duas bandas de aproximadamente 20
e 25 kDa estdo presentes em praticamente todas as etapas do processo de
producdo do extrato bruto e, em particular, em maior propor¢céao no plt-4 (figura 4B).
Essa amostra, correspondente ao extrato bruto, foi utilizada nos ensaios de
precipitacdo com TCA, visando a obtencédo do SPCI purificado parcialmente (SPCI
semi-purificado).

No protocolo desenvolvido por Teles et al. (2004), o plt-4 dialisado e liofilizado
(extrato bruto), é dissolvido em agua destilada. No entanto, nestas condi¢cdes a
solubilidade das proteinas contidas no extrato bruto ndo é total, resultando na perda
de amostra na forma de precipitados insolluveis. Por essa razao, varios solventes
foram testados e, a partir disso, ficou estabelecido que a diluicdo do extrato bruto
deveria ser em tampdo acetato de so6dio 50 mM pH 3,1, o mesmo utilizado para
realizar a cromatografia de troca catibnica. Nessa nova condicdo foi obtida a melhor
solubilidade do extrato bruto, sem a perda de proteinas na forma de precipitados,
apos a centrifugacao.

A precipitagdo com TCA 1,2, 1,4 e 1,6% resultou em praticamente 0 mesmo
conteudo e tipos de proteinas, evidenciadas nas bandas do SDS-PAGE 13% (figura
5A). Nestas concentragdes de TCA todas as proteinas de alta massa molecular
foram precipitadas (figura 5B). Assim, foi estabelecida a concentracéo de 1,2% de
TCA para a precipitacdo de proteinas do extrato bruto, visto que uma leve
diminuicao da intensidade da banda de 20 kDa (massa molecular do SPCI) passa a
ocorrer a partir de 1,4%, indicando que a maior parte das proteinas na faixa de
massa molecular semelhante a do SPCl sao precipitadas a partir dessa
concentracdo. As duas bandas de proteinas (20 KDa, SPCI; 25 kDa, contaminante)
observadas na figura 5 (nas porcentagens mencionadas) devem apresentar
solubilidades proximas entre si no tampdo acetato de sodio 50 mM pH 3,1, pois

permanecem juntas em soluc&o nas precipitacdes testadas.
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A figura 6A mostra o perfil cromatogréafico do SPCI em coluna de troca catidnica.
A fracdo de maior absorbéncia dessa cromatografia foi analisada por SDS-PAGE
13% (figura 6B), que indicou o SPCI puro. Aliquotas dessa fragdo apresentaram
atividade inibitoria contra a a-quimotripsina (dados ndo mostrados).

Na purificacdo do complexo binario foram obtidas duas fragfes de absorbancia
(figura 7) que eluiram praticamente nas mesmas fragcdes encontradas por Souza et
al. (1995). A o-quimotripsina foi adicionada em excesso na mistura SPCl-a-
guimotripsina, sendo provavelmente a molécula que predomina na segunda fracéo
do cromatograma.

As amostras puras (SPCI e o complexo binario) foram utilizadas para a
realizacdo dos experimentos descritos nas metas deste trabalho. O complexo
binario foi submetido ao processo de cristalizacdo para posterior resolucado de sua
estrutura tridimensional e o SPCI foi utilizado para a analise das modificacfes
conformacionais ou mudancas no ambiente molecular do triptofano quando em
associagdo com a a-quimotripsina. Neste caso, foram utilizados os métodos de

fluorescéncia estatica e dinamica, conforme discutido a seguir.

6.2. Modificagoes conformacionais do SPCI e a-quimotripsina na formagao do

complexo binario

6.2.1. Alteragcbes no micro-ambiente dos triptofanos monitoradas por

fluorescéncia estacionaria

A interacdo do inibidor com a a-quimotripsina foi primeiramente analisada pelo
método de fluorescéncia estacionaria ou estéatica. A figura 8 mostra os espectros de
fluorescéncia com reducao gradativa na intensidade de emissdo sem deslocamento
de banda (Anmax = 332 nm), indicando que houve modificacbes na vizinhanca do
triptofano sem reposicionamento dos fluoréforos.

As atenuagdes na intensidade da fluorescéncia comumente s&o provocadas por
efeitos do tipo colisional (atenuacdo dinamica) e/ou estatico que podem ocorrer
entre o fluoréforo e o solvente ou com grupos moleculares na sua vizinhanca.
Quando ocorrem os dois tipos de atenuacdo o grafico de Stern-Volmer, que

relaciona as intensidades medidas na presenca e auséncia de um atenuador versus
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variagbes na concentracdo do atenuador, apresenta uma curvatura voltada para o
eixo da ordenada (Lakowicz, 2004). Esse perfil da curva indica que varios tipos de
interagbes dos fluoréforos com o solvente ou entre as duas moléculas podem
ocorrer durante a formacao do complexo.

A diferenciacao entre um e outro tipo de atenuacdo pode ser realizada por meio
da variacao da temperatura, da absorbancia ou do tempo de vida de fluorescéncia.
A medida do tempo de vida, dentre as variaveis citadas, € o melhor método para
distinguir atenuacdo dinamica da estatica (Lakowicz, 2004). Neste trabalho foi
utilizado medidas de emissao de fluorescéncia com a variacdo da temperatura e do
tempo de vida para diferenciar tais tipos de atenuacdo durante a formacdo do
complexo binario.

O aumento da temperatura provoca um aumento no coeficiente de difusédo que,
por sua vez, aumenta da constante de Stern-Volmer (Kg), caracterizando a
atenuacao colisional. No caso da atenuacgdo estatica, o0 aumento da temperatura
reduz a estabilizacdo do complexo formado, provocando a diminuicdo no valor de
ke, (Lakowicz, 2004). A figura 9 e a tabela | mostram que a atenuacdo da
intensidade da fluorescéncia devido a interacdo do SPCI com a a-quimotripsina nao
ocorreu pela acdo colisional nem estatica, uma vez que ndo houve alteracdo nos
valores de ksy.

A seguir discutiremos quais as razdes para as modificacées no sinal de emissao
fluorescente durante a formacdo do complexo binario a partir de dados da

fluorescéncia dinamica.

6.2.2. Ambientes moleculares de triptofanos pela analise do tempo de vida

de fluorescéncia

As informagfes que séo obtidas com medidas de fluorescéncia estacionaria sdo
importantes para caracterizar o ambiente de um fluor6foro. No entanto, €
interessante examinar também dados obtidos com a fluorescéncia resolvida no
tempo, que fornecem dados adicionais da dinamica de grupos moleculares
envolvidos com o ambiente do triptofano. Com esta técnica pode-se calcular o
tempo de vida da fluorescéncia, isto é, o tempo em que os elétrons do fluor6foro
permanecem no estado excitado e retornam ao estado fundamental. Com isto é
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possivel avaliar com mais detalhe, se uma amostra contém fluoréforos distintos e
em ambientes enterrados ou expostos ao solvente (Nakaema e Sanches, 1998), ou
se 0 ambiente do fluoroforo sofre mudancas conformacionais em decorréncia da
aproximacdo de grupos carregados ou por associacdo de moléculas na formacao
de complexos ou associacdo desses grupos com o proprio fluoréforo. Essas
andlises possibilitam fazer uma previsdo da dinamica das interacdes entre
macromoléculas.

O objetivo das medidas resolvidas no tempo é determinar a forma de
decaimento da intensidade do sinal fluorescente e interpretar o decaimento em
termos das caracteristicas fisico-quimicas da amostra e o seu ambiente molecular
(Lakowicz, 2004). No caso de um unico tipo de fluoréforo, os dados resolvidos no
tempo podem indicar se este fluoroforo esta presente em um ou mais ambientes
distintos (j& que o tempo de vida € sensivel ao ambiente que circunda o fluoréforo),
se o fluoréforo sofre reagcdes quando no estado excitado (por exemplo, a
transferéncia de energia) e dar informacgfes sobre o tamanho, forma e mobilidade
das moléculas (com medidas de anisotropia) (Nakaema e Sanches, 1998).

As medidas do tempo de vida do estado excitado de uma molécula (elétrons de
seu fluor6foro) podem ser obtidas por duas técnicas, jA mencionadas: uma no
dominio do tempo e outra no dominio da frequéncia (Nakaema e Sanches, 1998).

No dominio do tempo a excitacdo é feita com pulsos de um laser e o ideal é que
eles sejam bem mais curtos do que o tempo que se deseja medir. Ainda assim, é
necessario fazer a deconvolucdo do sinal de excitacdo da fluorescéncia medida.
Para se medir tempos menores que nanosegundos sdo usados lasers de
picosegundos ou de femtosegundos (Nakaema e Sanches, 1998).

Com a técnica no dominio da frequéncia, utilizada neste trabalho, ndo é
necessaria a utilizagdo de um laser. Medidas excelentes sdo obtidas com uma
lampada de xenénio (Xe) que é de facil manuseio e apresenta um amplo espectro
de absorcdo em toda a regido do ultravioleta-visivel. Além disso, as medidas de
tempos de vida bem curtos e com precisdo podem ser realizadas com essa técnica
utilizando a fonte descrita. Se houver necessidade de excitacdo mais intensa ou
modulacdo mais alta, pode ser usado um laser ou radiacéo sincrotron (Nakaema e
Sanches, 1998). Neste ultimo, a radiacdo e o sinal sdo mais intensos, 0 que

possibilita a utilizacdo de amostras bem mais diluidas do que se utiliza na fonte de



radiacdo de xendnio. No caso especifico deste trabalho, utilizamos a fonte de
radiacdo sincrotron do LNLS, pelos motivos expostos.

A determinagao do modelo que melhor descreve o decaimento da emissao de
fluorescéncia para o SPCI e a a-quimotripsina, separadamente, bem como o
namero adequado de tempos de vida para essas moléculas foram realizados em
primeiro lugar. O melhor modelo obtido foi aplicado para o estudo da interacédo entre
as duas moléculas.

Os dados de espectroscopia de fluorescéncia dinamica foram inicialmente
analisados com um, dois e trés decaimentos de emisséo de fluorescéncia (tempo de
vida) para os diferentes modelos. A andlise para um Uunico tempo de vida foi
inadequada para descrever o decaimento de fluorescéncia do SPCI, resultando em
um alto valor de y? (figura 10 e tabela Il). Dentre os modelos observados, Discreto e
Planck foram os que apresentaram baixos valores de y?, considerando o ajuste para
dois tempos de vida. Os valores do tempo de vida (t1 € 12) e contribuicdo fracional
da intensidade (f1 e f») para estes dois modelos foram praticamente idénticos.

No caso da a-quimotripsina em todos os tempos de vida estudados, Lorentz e
Gaus foram os que resultaram em valores baixos e regulares para xz. Os modelos
Discreto e Planck apresentaram um xz menor ainda, porém apenas para ajustes de
dois e trés tempos de vida (figura 11 e tabela ).

Os ajustes para trés tempos de vida forneceram um componente (t3)
consideravelmente alto em relacdo ao tempo de vida do triptofano, tanto para o
SPCI quanto para a a-quimotripsina (tabelas Il e Ill). Esses valores apresentam uma
contribuicdo fracional média de emissao de fluorescéncia extremamente baixa, da
ordem de aproximadamente 107. Ferreira et al. (1994), em seu estudo com a
superoxido dismutase bovina, utilizando como sonda o fluoréforo tirosina, encontrou
um componente (t3) muito curto com uma faixa de tempo de vida variando de 10
(limite minimo estimado para resolucdo instrumental utilizado pelo autor) a 40
picosegundos, tendo uma variagcdo nha intensidade fracional de 1 a 3% da
fluorescéncia total. Essa caracteristica sugere que t3 € devido ao espalhamento de
luz, e o melhoramento do xz € possivel devido a possibilidade de incluir essa
pequena quantidade de luz parasitica (luz espalhada) no ajuste para trés tempos de

vida (tri-exponencial) (Ferreira et al., 1994). No caso do inibidor e da a-
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quimotripsina, no entanto, ndo ha reducdo no valor de xz guando se ajusta as
curvas para trés tempos de vida. Nesses casos, os valores de 13 sdo da ordem
média de 10° e 107 ns, respectivamente, incompativeis com os tempos de vida
comumente encontrados para triptofanos enterrados ou expostos ao solvente.

Neste trabalho foi utilizado um filtro WG UV-320 para as medidas de
fluorescéncia. Este filtro corta a luz espalhada para excitacdo abaixo de 320 nm,
excluindo toda luz de origem diferente da fluorescéncia e que n&o foram
consideradas nos nossos calculos. No trabalho realizado por Ferreira et al. (1994)
foi usado um filtro UV-320 para remover qualquer luz espalhada. Pelo exposto e
considerando uma contribuicdo tdo baixa de f, os valores do t3 encontradas para
SPCI e a-quimotripsina séo inadequados para descrever o decaimento para trés
tempos de vida. Isto mostra que o0 ajuste mais apropriado para a o-quimotripsina,
assim como o SPCI, é aquele que considera dois tempos de vida e o modelo
Discreto ou de Planck.

Os dados dos tempos de vida de fluorescéncia obtidos para as proteinas
possibilitam uma andlise, no nivel atbmico, do tipo de ambiente molecular ao qual
pertencem os fluoréforos de uma macromolécula, especialmente os triptofanos,
além de fornecer informacdes importantes sobre modificacbes desse ambiente
devido as mudancas nas condi¢cdes do meio provocadas por agentes externos ou
por novas interacdes entre cadeias laterais adjacentes ao fluoréforo. Os residuos de
triptofanos enterrados e expostos ao solvente apresentam tempos de vida curto e
longo, respectivamente (Lakowicz, 2004).

Privat et al. (1980) mostrou que a enzima 3-fosfoglicerato quinase (3-PGK) de
levedura, contendo dois residuos de triptofanos, apresenta trés tempos de vida
diferentes, em medidas dependentes do pH e do comprimento de onda. Um
componente de 0,6 ns foi associado a um dos trés residuos de triptofano, enquanto
os componentes de 3,1 e 7,0 ns foram associados ao segundo e terceiro residuo de
triptofano. Os decaimentos das intensidades dependentes do comprimento de onda
foram usados para resolver as contribuicdes de cada residuo para o espectro total
de 3-PGK. Desse modo, os residuos de tempos de vida mais curtos emitiram em
322 nm, enquanto que os residuos com tempos de vida longos emitiram em 338

nm.
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O tempo de vida mais longo para triptofano exposto ao solvente tem sido
correlacionado com a emissdo em maiores comprimentos de onda,
correspondentes ao triptofano em ambientes mais polares (Grinvald e Steinberg,
1976). Sopkova et al. (1994), analisando o comportamento dinamico da anexina V
em funcdo da ligagdo com o ion calcio, mostrou que a adi¢éo de calcio resulta no
deslocamento da emissdo maxima de 324 para 348 nm. Esse deslocamento para
maior comprimento de onda dependente de calcio € acompanhado por um aumento
do tempo de vida.

Wasylewski et al. (1995), estudando uma proteina receptora de cAMP de
Escherichia coli pela técnica no dominio da frequéncia para emissao intrinseca de
triptofano, encontrou tempos de decaimento proximos de 1,5 e 6,8 ns. Tempos de
decaimentos similares foram obtidos na auséncia e presenca de cAMP ligados. Em
ensaios de atenuacdo de fluorescéncia associados as medidas de tempo de vida,
indicaram que para a proteina ndo ligada ao cAMP, o menor tempo de decaimento
ndo mudou com o aumento da concentracao de iodeto (carregado negativamente),
enquanto o tempo de vida longo diminuiu. Isso indica que o componente de 6,8 ns
(f = 0,75) é devido a exposicao do residuo de triptofano e a diminuicdo do tempo de
vida foi decorrente do efeito da atenuacdo da fluorescéncia pelo iodeto. O
componente de 1,5 ns (f = 0,25), que néo sofreu atenuacéo da fluorescéncia pelo
iodeto, é atribuido ao residuo de triptofano enterrado. No entanto, na presenca de
cAMP ligado, ambos os tempos de vida diminuem na presenca do iodeto, indicando
que ambos sofrem atenuagdo decorrente de mudangas conformacionais no
ambiente do fluoréforo.

A enzima alcool desidrogenase do figado equino com dois triptofanos foi
analisada por fluorescéncia resolvida no tempo (Ross et al., 1981). Conforme o
autor, essa enzima apresenta um decaimento bi-exponencial (3,8 e 7,2 ns),
atribuindo o componente 7,2 ns ao Trp-15 (exposto) e o 3,8 ns ao Trp-314
(enterrado). Nesse trabalho o espectro de fluorescéncia resolvido no tempo mostrou
que o Trp-15 e Trp-314 estdo associados as bandas de emissao em 340 e 320 nm,
respectivamente.

O estudo da fluorescéncia no dominio da frequéncia da metaloproteinase do
Staphylococcus aureus, que liga a calcio, apresenta dois triptofanos os quais

exibem um decaimento bi-exponencial. A 10°C em tampéao Tris-HCI 0,05 M pH 9,0
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contendo CaCl, 10 mM encontraram tempos de vida de 1,2 e 5,1 nanosegundos.
O residuo de triptofano de tempo de vida curto tem um maximo de emissdo de
fluorescéncia a 317 nm e o segundo a 350 nm. Quando a metaloproteinase liga-se
ao calcio, o triptofano caracterizado pelo tempo de vida curto € completamente
enterrado, ja o segundo residuo é exposto (Wasylewski e Eftink, 1987).

Shashidhara e Gaikwad (2007), estudando a a-manosidase por fluorescéncia
resolvida no tempo e atenuacdo da intensidade de fluorescéncia, obtiveram
resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho: 11= 1,51 ns e f1 = 0,37, &2
=5,99 ns e f>= 0,63, reforcando a relagdo do tempo de vida de fluorescéncia com
os ambientes dos fluordforos, sendo aqueles mais longos, correspondentes ao
ambiente polar do fluoréforo,estdo diretamente relacionado com a emissdo em
maiores comprimentos de onda.

Os valores dos tempos de vida encontrados para o-quimotripsina (tabela 1ll,
ajustes para dois tempos de vida) indicaram a presenga de duas populacoes
distintas de triptofanos nessa molécula, contribuindo diferentemente na emissao
fluorescente: uma em ambiente hidrofébico (t; = 0,88 ns) e outra em ambiente
hidrofilico (t,= 4,16 ns). A primeira populacao de triptofanos tem menor contribuicdo
da intensidade fracional (f1 = 0,37) da emissao de fluorescéncia em relacdo a
segunda (f2 = 0,63).

6.2.3. Analise do decaimento bi-exponencial da fluorescéncia do SPCI

As amostras com muitos fluoréforos apresentam, tipicamente, decaimentos do
tipo “multi-exponenciais”. No entanto, mesmo aquelas com um Unico triptofano
podem apresentar decaimentos de fluorescéncia complexas devido a
heterogeneidade conformacional das formas moleculares no estado excitado
(Lakowicz, 2004).

A natureza dindmica e o grau de liberdade dos atomos dispostos de forma
organizada nas proteinas, estudada por fluorescéncia dinamica, tem mostrado a
gue essa heterogeneidade molecular é devido a existéncia de uma hierarquia de
subestados conformacionais (Frauenfelder e Gratton, 1986). O decaimento bi-
exponencial atribuido ao SPCI, representado pelos dois tempos de vida
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encontrados (tabela Il), ndo podem ser atribuidos a populagbes distintas de
triptofano, uma vez que esta proteina possui somente um unico triptofano (Souza et
al., 1992), mas sim as conformag¢fes dindmicas desse fluor6foro que ocorrem
durante o estado excitado.

A explicagdo para o decaimento bi-exponencial do SPCI estd provavelmente
relacionada a essa capacidade de apresentar subestados conformacionais no
estado excitado. A 25°C e em tampéo Tris-HCI 50 mM pH 7,6 contendo CaCl, 50
mM, o SPCI apresentou dois tempos de vida, caracterizando, portanto, a existéncia
de subestados conformacionais dindmicos na sua estrutura.

O decaimento de fluorescéncia do triptofano em proteinas € complexo, podendo
ser descrito ou caracterizado por varios componentes exponenciais (tempos de
vida), mesmo para proteinas contendo um unico residuo de Trp (Beechem e Brand,
1985), como é o caso do SPCI. O decaimento de fluorescéncia decorrente da
presenca de subestados conformacionais (expressado como a largura das bandas
das curvas de distribuicdo do tempo de vida), estd relacionado a micro-
heterogeneidade dos ambientes do Trp e a dinamica conformacional das proteinas,
ou seja, seu movimento atdémico (Ferreira et al., 1994). Essa caracteristica estrutural
pode ser atribuida a varios fatores, incluindo o efeito da temperatura, do pH, da
forca ibnica e da viscosidade do solvente, dentre outras.

O efeito da viscosidade do solvente sobre a dindmica da proteina esta
relacionado com alteracéo das interconversdes entre esses subestados (Beece et
al., 1980). Este modelo reforca que movimentos estruturais na proteina e condi¢cdes
impostas pelo solvente estdo intimamente relacionados, sendo a taxa de
interconversdo entre o0s subestados inversamente proporcional a viscosidade
(Ferreira et al., 1994). Estes ultimos autores interpretam a dindmica conformacional
de uma proteina pela largura da distribuicdo do tempo de vida, correlacionando a
ampla largura da distribuicdo do tempo vida com a alta viscosidade do solvente.

Além da viscosidade, a temperatura também influi nos graus de liberdade dos
atomos que compde as macromoléculas e na dinamica conformacional de
proteinas, sendo seu efeito analisado pela largura da banda de distribuicdo
(gaussiana ou laurensiana, por exemplo) do tempo de vida. O aumento da
temperatura resulta no aumento da taxa de interconversao entre os substados

conformacionais nas proteinas. Isto, por sua vez, leva a um aumento dos diferentes
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ambientes visitados pelo fluoréforo durante o estado excitado e, conseqientemente,
a uma estreita largura na distribuicdo do tempo de vida (menor heterogeneidade
conformacional) (Ferreira et al, 1994). Em temperaturas baixas, por outro lado, as
taxas de interconversdo diminuem e a proteina apresenta varios subestados,
resultando em uma distribuicdo de tempo de vida muito mais ampla (Ferreira et al,
1994).

Dentre as varias raz6es para uma distribuicio complexa do decaimento de
fluorescéncia, o decaimento bi-exponencial do SPCI poderia ser explicado por
outras causas, como a transferéncia de energia entre os fluoréforos (Lakowicz,
2004). No entanto, essa transferéncia de energia ndo ocorre para o SPCI, visto que
esse inibidor apresenta um unico triptofano em sua estrutura.

O efeito do filtro interno (do inglés “inner-filter effect”) poderia ser também
considerado como um dos fatores que interfere no estado excitado dos fluoréforos.
No entanto, esse fendmeno néo esta relacionado diretamente com decaimento de
fluorescéncia. O efeito do filtro interno € uma atenuacdo da intensidade de
fluorescéncia devido a absorcdo da energia de emissdo de um fluoréforo no seu
comprimento de onda de excitacdo (Subbarao e MacDonald, 1993). O tempo de
vida, nesse caso, ndo depende da concentracdo do fluoréforo, exceto se houver
supressdo entre ambas as moléculas em solucéo, e também ndo causa nenhuma
alteracdo no tempo de vida do fluoréforo. E um fendmeno causado por altas
concentracbes da proteina e deve ser considerado somente para as medidas de
fluorescéncia estacionaria, ndo para fluorescéncia dinamica.

Outro fator que poderia estar relacionado com a existéncia de dois tempos de
vida seria a formacéao de dimeros ou oligdmeros entre as moléculas de SPCI. Nesse
caso, o SPCI na forma dimérica poderia apresentar duas populacdes de triptofano
posicionados diferentemente no oligbmero, o que poderia explicar os valores dos
dois tempos de vida obtidos nos ajustes apresentados nos resultados. A analise
topogréfica do SPCI, utilizando Microscopia de Forca Atdmica (MFA), mostrou que o
SPCI tende a formar oligdmeros em diferentes formas, predominando a hexagonal
(Leite et al., 2002). Esses resultados, no entanto, foram obtidos para o SPCI na
forma de cristais amorfos, condicdo necesséria para a analise das imagens de MFA,
diferente da fluorescéncia dindmica que requer a amostra em solucdo. Por essa

razdo, a tendéncia a formacéo de oligbmeros do SPCI em solucao foi estudada por
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espalhamento de luz dindmica (ELD), uma técnica espectroscOpica de maior
precisdo para esse tipo de analise. Nessa técnica as amostras sdo analisadas em
solugdo e resultam em dados hidrodindmicos importantes para 0s seguintes
estudos: oligomerizacdo; cristalizacdo de proteinas a partir da analise da
polidispersividade, que é uma das formas de avaliar a tendéncia de formacéo de
estruturas oligoméricas de proteinas, dificultando o processo de cristalizacdo das
mesmas, estimativa da massa molecular e do raio de giro das proteinas que esta
diretamente relacionado com o volume da molécula em solucdo. Os dados obtidos

para o SPCI com essa técnica estdo discutidos a seguir.
6.2.4. Anadlise da tendéncia do SPCI a formagao de oligoméros

Os experimentos de ELD mostraram que as variacbes da concentracao,
temperatura e pH das solugbes de SPCI nao foram suficientes para provocar a
formacédo de oligdbmeros dessa molécula, indicado pelas curvas de distribuicdo do
tipo monomodal (uma Unica forma molecular) da proteina, exceto para pH 6, 8 e 9
(tabela XlI).

Em temperaturas relativamente altas (60°C, tabela X) e em pH 2, 3 e 4 (tabela
Xll) a solucdo de SPCI, além de apresentar uma distribuicdo do tipo monomodal,
também apresentou monodispersividade, indicando maior homogeneidade das
conformacdes do inibidor, compativeis com o processo de cristalizacdo dessa
proteina.

Os dados de raio de giro, da massa molecular e do coeficiente de difusdo do
SPCI na estado monomérica encontrados por Souza (1992), por outras técnicas,
sao semelhantes aos obtidos por ELD. Estas informacOes sdo suficientes para
afirmar que o SPClI em solugdo apresenta caracteristicas hidrodindmicas
compativeis com a forma predominantemente monomérica, que indica a
possibilidade de cristalizacdo dessa proteina para resolucdo da estrutura
tridimensional por difracédo de raios-X.

Na maioria dos ajustes feitos dos ensaios de ELD resultaram em duas situagdes
extremas. A primeira situacdo € que a massa molecular € extremamente alta
(ordem de grandeza: 10* kDa, ou mais) com uma percentagem de massa da ordem

de 107, ou menos. Esses resultados sdo caracteristicos da presenca de um nuamero
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reduzido de particulas de alta massa molecular em solugéo (ver tabelas VIl, IX e XI)
(Borgstahl, 2007). A segunda situacédo € quando o valor do raio hidrodinamico esta
abaixo de 0,5 nm com um percentual de massa proximo a 100%, situagéo
encontrada neste trabalho (tabelas VII, 1X e XI). Esse fenbmeno tem sido relatado e
nomeado como “pico do solvente”, mas na verdade ele ocorre devido ao ruido apés
o pulso no fotodiodo. Este ruido tende a aparecer quando a concentracdo da
proteina é baixa. Assim, pode-se ignorar ou descartar essas medidas (Borgstahl,
2007).

A cristalizacdo do SPCI (Teles et al., 2007) foi realizada com sucesso e 0s
dados cristalograficos coletados no LNLS e processados pela equipe de Biofisica
Molecular da UnB mostraram a presenca de dimeros do inibidor na unidade
assimétrica do cristal (dados ainda em fase de refinamento). A resolucao preliminar
da estrutura tridimensional do inibidor (dados em analise e ndo mostrados) indica a
presenca de residuos hidrofébicos na regido de interface entre os monémeros de
SPCI que formam o dimero. Essa formacédo dimérica ocorreu em alta concentracao
do SPCI (20 mg.mL?Y) em tamp&do acetato de sddio 0,1 M trihidratado pH 4,6
contendo PEG 20000 33% (v/v) e sulfato de aménio 0,2 M, condicao proxima ao
valor do pl do SPCI e que, juntamente com a concentracdo elevada do inibidor,
justifica essa dimerizagdo. Experimentos de ELD nas mesmas condi¢des realizados
por Teles et al. (2007) ndo podem ser repetidos para o SPCI uma vez que a
concentracdo da solucdo é muito elevada e a sensibilidade do equipamento
indicaria a relacdo sinal/ruido muito alta.

Os menores valores do coeficiente de difusdo ocorreram exatamente no pH 4
(tabela XIl). Esses valores advém da proximidade ao p/(4,2) do SPCI, considerando
que nesse pH as proteinas reduzem a sua solubilidade, diminuindo,
consequentemente, o coeficiente de difusdo. Mesmo nesse pH, onde h& a
tendéncia da formacéo de agregados, a sensibilidade da técnica de ELD possibilitou
demonstrar a inexisténcia de oligdmeros.

Os valores das linhas de base para os pH 6, 7 e 8 indicaram uma distribuicdo
multimodal e bimodal na solugédo (tabela Xll) e precisam ser melhor analisados.
Considerando que nesses pHs foram obtidos os maiores valores de “SOS” de todos

0S ensaios realizados, é provavel que tais valores tenham interferido na linha de
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base, apresentando valores qualitativos contrastante com os dados de raio, massa
molecular e coeficiente de difusdo obtidos para a forma monomeérica do SPCI.
Portanto, os resultados dos experimentos de ELD, variando a concentragéo, pH
e temperatura da proteina indicam que o SPCI é uma molécula predominantemente
monomeérica em solucdo. Esses dados corroboram a explicagdo dada para a
fluorescéncia dinamica do SPCI, onde os ajustes das curvas para dois tempos de
vida decorreram da presenca de unidades de triptofano, no monémero do SPCI, em
duas conformacfes dinamicas diferentes quando estdo no estado excitado e nao
pela presenca de mais de um triptofano associado com moléculas do SPCI em

arranjo dimérico.

6.2.5. Interagao do SPCI com a a-quimotripsina, com as ligagoes dissulfeto

do inibidor preservadas.

A reducdo do tempo de vida dos triptofanos observada por fluorescéncia
dindmica durante a interagdo do SPCI com a o-quimotripsina (figura 14) foi
caracterizada por um valor da constante de atenuacdo dindmica da ordem de
grandeza de 10% (Kp = 1,1 x 10® M™Y. Shaikh et al. (2006) encontrou um valor da
mesma ordem de grandeza (Kp = 4,53 X 10° M™) para a interacdo da droga
nimesulida (NIM) com a albumina do soro bovino (BSA).

O tempo de vida de BSA na auséncia da droga (tg = 4,65 ns, selecionado com
base no valor de maior amplitude) foi utilizado pelos autores para o célculo da
constante de atenuagéo bimolecular (k; = 1,95 x 10** M's™) (Shaikh et al., 2006).
Esta constante reflete a eficiéncia da atenuacdo ou a acessibilidade dos fluoréforos
ao atenuador (Lakowicz, 2004). A magnitude de k, comparada com a constante
correspondente & taxa bimolecular de difusdo controlada (ko = 1,0 x 10'° M?.s}) da
molécula indicam que a atenuac&o ndo ocorre de forma dindmica ou estatica, mas
pela formacdo de complexos moleculares (Shaikh et al., 2006). A constante ko esta
relacionada com o fluxo de difusdo de uma molécula com um coeficiente de difusédo
D através de uma superficie de esfera de raio R (Lakowicz, 2004). Essa constante
pode ser calculada usando a equac¢ao de Smoluchowski (veja Anexo ).

A ordem de grandeza de k; encontrada na interagcdo do SPCI com o-

quimotripsina (kq = 1,63 x 10*2 M*s™) foi similar aquela obtida para a interagéo de
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NIM com BSA. A atenuacéo por difusdo controlada tipicamente resulta em valores
de kq proximos de 1,0 x 10'° M*s™ (Lakowicz, 2004). Valores menores podem estar
relacionados com a protecdo estérica do fluoréforo e valores aparentemente
maiores frequentemente indicam algum tipo de ligacdo na interface de interagcao
entre duas moléculas. Portanto, considerando o valor obtido de kq, a atenuacdo do
tempo de vida resultante da interacdo do SPCI com a a-quimotripsina é devido a
formag&o do complexo. Isto corrobora os dados obtidos neste trabalho pelo método
de fluorescéncia estacionaria, onde ndo houve alteracdo nos valores de ksy em
véarias temperaturas (tabela I).

A atenuacéo do tempo de vida pela formagdo do complexo acontece quando a
enzima atinge uma concentragéo de 20 uM (figura 14). O SPCI apresenta uma alta
afinidade pela enzima (Ki = 9,0 x 10'8M) (Teles et al., 2004; Souza et al, 1995).
Considerando essas caracteristicas qual seria a possivel causa de nédo ocorrer uma
atenuacao no tempo de vida em concentracdes inferiores a 20 uM?

As medidas do tempo de vida longo (deslocamento de comprimento de onda
para a faixa vermelha do espectro) e curto (deslocamento para a faixa azul do
espectro) caracterizam fluoréforos em ambientes hidrofébico e hidrofilico,
respectivamente (Lakowicz, 2004; Wasylewski et al., 1995; Privat et al., 1980;
Brochon et al., 1977; Ross et al., 1981). A interacao entre SPCI e o-quimotripsina
(figura 14) em concentracbes da enzima inferiores a 20 uM promoveu um micro-
ambiente hidrofilico ao redor dos triptofanos das duas moléculas. Esse aumento da
forca hidrofilica resulta, provavelmente, de uma mudanca conformacional suficiente
para permitir o acesso do solvente aos triptofanos.

Em concentracdes superiores a 20 uM ocorre o efeito contrario. O acesso do
solvente aos triptofanos ¢é dificultado, reduzindo o tempo de vida e,
consequentemente, aumentando a atenuacdo do tempo de vida de fluorescéncia
registrada pelo gréafico de Stern-Volmer. Isto porque os espectros de fluorescéncia
(figura 8) mostraram que ndo ha deslocamento de triptofano (sem deslocamento da
banda de emisséo, Anha= 332 nm) para o solvente na associa¢do das moléculas.

Os resultados experimentais (concentracdo, temperatura e pH) de ELD

mostraram que o SPCI ndo forma oligdmeros, portanto a oligomerizacéo pelo SPCI
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ndo € o desencadeador da mudanca conformacional ocorrida na parte ascendente
do grafico (concentracdes superiores a 20 uM da enzima) (figura 14).

A a-quimotripsina tem sido reconhecida como uma proteina com tendéncia a
oligomerizacdo e esse processo pode estar relacionado com a determinagdao da
afinidade e especificidade de inibidores (Filfil e Chalikian, 2003). Barbosa et al.
(2007), utilizando Microscopia de Forga Atdmica, mostraram que a a-quimotripsina
(100 pg.mL™Y) apresenta diferentes formas oligoméricas: mondmero (52%), dimero
(24%), trimero (17%) e tetramero (4%). Concentracfes superiores a 20 uM dessa
enzima podem ter favorecido a formacao de oligdbmeros mais complexos (tetramero)
(Barbosa et al., 2007), reduzindo o tempo de vida por situar os triptofanos em
ambiente hidrofdbico entre as interfaces oligomerizadas.

A explicagdo para a atenuagdo do tempo de vida ou da intensidade de
fluorescéncia durante a formacdo do complexo pode ser por transferéncia de
prétons intramolecular de grupos protonados para o anel indol do triptofano. A forma
protonada do fluoroforo excitado reduz a fluorescéncia (Weber, 1961; Bridges e
Williams, 1968; Lehrer, 1970). Esta explicacdo ndao pode ser considerada neste
caso, ja que nao houve variacdo de pH necessaria para ionizacao e protonacao de
residuos. Portanto, considerando o valor obtido de kg, 0s valores semelhantes de K,
(tabela 1) obtidos por fluorescéncia estacionaria em varias temperaturas e as razdes
acima descritas, a atenuacdo do tempo de vida acima 20 uM da a-quimotripsina é

devido provavelmente a oligomerizacédo da enzima.

6.2.6. Interagao do SPCI nativo com a a-quimotripsina em solvente salino

As mudancas conformacionais nos micro-ambientes dos triptofanos durante a
formacao do complexo foi analisada com o SPCI a 100 uM em tampéao Tris-HCI 50
mM CaCl> 50 mM pH 7,6, na presenca de NaCl 0,2 M. Os modelos que melhor
descreveram o0 decaimento de fluorescéncia para ambas as moléculas
separadamente e em interacdo (cada fracdo da titulacdo) (dados ndo mostrados)
foram o Discreto e Planck (ajuste para dois tempos de vida), 0s mesmos obtidos em

experimentos anteriores.
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Os valores dos tempos de vida do SPCI na auséncia da enzima {SPClsem saj: T1
= 0,67 (f1=0,52) e 12 = 4,98 ns (f2= 0,45); SPClsay: 11 = 0,43 (f1=0,43) e 12= 4,70
ns (f2 = 0,48)} sugerem que o NaCl a 0,2 M néo alterou o nimero de subestados
conformacionais da molécula, o que pode ser observado pela conservacdo do
decaimento bi-exponencial (dois tempos de vida) para ambas as condi¢cdes
analisadas. No entanto, o ambiente salino reduziu ambos os tempos de vida (1, €
1,). Essa reducgédo é, provavelmente, consequéncia da reducédo da forca interativa do
triptofano com os residuos circunvizinhos pela acéo salina, ou efeito de “blindagem”
de cargas de cadeias laterais de outros residuos carregados e posicionados nas
proximidades do ambiente do triptofano.

Os valores obtidos para os tempo de vida da enzima na auséncia e presenca de
sal {o-quimotripsinasem sap: t1 = 0,91 (f1 = 0,37) e 1w = 4,15 ns (f2 = 0,63); a-
quimotripsina s 71 = 0,83 (f1 = 0,32) e 1, = 3,84 ns (f, = 0,66)}, mostram que a
distribuicdo dos triptofanos permanece constante, porém com reducao no tempo de
vida de ambas as popula¢bes de triptofano, devido, possivelmente, a diminuigdo na
interacdo dos triptofanos com os aminoacidos que o cercam, provavelmente pela
mesma razao exposta acima.

A interacdo do SPCI com a a-quimotripsina na presenca de NaCl 0,2 M néo
resultou na reducgéo do tempo de vida na faixa de concentragdo da enzima acima de
32 uM, representada pela segunda regido do grafico apresentado na figura 15,
como observado no experimento na auséncia de sal (figura 14). Uma flutuagéo nos
dados apresentados no grafico € observada quando a a-quimotripsina atinge 32
uM. A interferéncia do sal no processo de oligomerizagcédo da enzima provavelmente
justifica essa flutuacdo. No entanto, dados adicionais de ELD ou ultracentrifugacao
analitica precisam ser obtidos para comprovar essa interferéncia do sal na
oligomerizacdo da enzima. Adicionalmente, no intervalo de 20 a 32 uM a kq
manteve-se acima de 1,0 x 10 M's™® (k, = 1,1 x 102M?s™), indicando que a
atenuacao do tempo de vida € por ligagdo molecular (formacdo de complexo) e ndo
pelo efeito colisional ou estatico, corroborando os resultados obtidos com os
ensaios de fluorescéncia estacionaria.

A reducdo do tempo de vida do complexo passa a ocorrer na mesma

concentracédo da a-quimotripsina (20 uM) encontrada no experimento discutido no
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item 6.2.5, provavelmente devido a baixa concentracdo do sal. Os valores de Ksy €
Kq para ambos os experimentos, auséncia e presenca de NaCl 0,2 M, aumentaram
aproximadamente 5 e 10 vezes, respectivamente. Esse aumento é devido,
provavelmente, a concentracdo do SPCI (100 uM) utilizado para o experimento.
Essa concentracdo foi mantida para o proximo experimento, visto que apresentou
melhor sinal no fluorimetro e considerando que a concentracdo de proteinas nao

interfere no tempo de vida dos fluoréforos.

6.2.7. Interagao do SPCI com a a-quimotripsina, com as ligagoes dissulfeto

do inibidor reduzidas.

O papel das ligacfes dissulfeto na estabilidade estrutural do SPCI e sua relacéo
nas mudancgas conformacionais decorrentes das interagdes com a a-quimotripsina
foram realizadas reduzindo as ligacdes dissulfeto. Essas ligacdes sao de
importancia secundaria na manutencdo da alta estabilidade térmica de SPCI, uma
vez que o rompimento das mesmas nédo influencia na atividade inibitéria dessa
molécula contra a a-quimotripsina (Souza et al., 2000).

O ajuste que melhor descreveu o decaimento de fluorescéncia do SPCI com as
ligacdes dissulfeto reduzidas foram os modelos Discreto e Planck para dois tempos
de vida: 11 = 0,59 (f1=0,55) e 12=5,42 ns (f2 = 0,435), estes valores foram maiores
do que aquelas em condi¢cbes nao redutoras.

A estrutura geral dos inibidores da familia Kunitz, representada pelo Inibidor de
Tripsina de Erytrina variegata (ETI), € praticamente toda 3, consistindo de 12 fitas B-
antiparalelas ligadas por longas alcas. Seis das 12 fitas formam um barril-$3
antiparalelo curto. As interacdes entre as seis fitas sdo em grande numero o que
confere a estabilidade dessa molécula (Onesti et al, 1991). Essa mesma
organizacdo estrutural esta presente no SPCI. A estrutura do SPCI, ainda em
processo de refinamento (dados ndo mostrados), mostra que o Unico triptofano esta
situado na primeira fita-B, dentre as seis que ndo formam o barril-B, e aquela
proxima de uma das ligacdes dissulfeto situada em uma volta-f.

A conservagao estrutural do SPCI com as ligagbes dissulfeto reduzidas foi
confirmada por espectroscopia de dicroismo circular (figura 17 e tabela VI). A
estrutura do SPCI se manteve estavel quando submetida aos ensaios de

77



desnaturacao térmica (figura 18). Esses dados mostram que as ligacdes dissulfeto
nao tém papel crucial na manutencéo da estabilidade estrutural da molécula, o que
€ corroborado por Souza et al. (2000). No entanto, o rompimento dessas ligages
provoca mudancgas conformacionais importantes, indicadas pela alteracdo dos
valores dos tempos de vida e, consequentemente do ambiente do triptofano, que
esta situado na primeira fita-p préxima de uma das ligacdes dissulfeto posicionada
em uma volta-p.

A estrutura secundaria desse inibidor € apenas perturbada sobre aquecimento
de 70 a 90°C, e o tratamento do SPCI acima de 90°C, em pH 7,0, ndo ¢ suficiente
para o desdobramento completo da proteina (Teles et al, 2005). No entanto,
mesmo que a estrutura do SPCI tenha sido mantida estavel sem as ligacdes
dissulfeto, os ajustes das curvas dicroicas para o calculo do conteddo das
estruturas secundarias indicaram alteracdo no seu conteudo percentual (tabela VI).
Um aumento da percentagem de folhas pB-antiparalela e de estrutura desordenada
foi observado, quando comparada ao espectro a 25°C do experimento analisado na
figura 19.

O rompimento das ligagbes dissulfeto promoveu maior flexibilidade
conformacional das moléculas, o que pode ser observado pela variacdo percentual
das estruturas secundarias mencionadas acima. Essas alteracdes, provavelmente,
permitiram maior acesso do triptofano ao solvente e/ou aos residuos polares,
aumentando o tempo de vida para os subestados conformacionais.

O tempo de vida monitorado durante a formacdo do complexo neste
experimento foi diferente daquele obtido em condi¢cdes nao redutoras (figura 14). As
alteracdes graficas observadas na figura 16 indicam que o rompimento das ligagdes
dissulfeto do inibidor provocaram mudancas conformacionais que promoveram 0O
aumento (primeira regido do grafico) e redugcédo (segunda regido do grafico) do

tempo de vida.

6.3. Cristalizagao do complexo binario

Os dados obtidos por difracéo de raios-X a 2,8 A (figura 30) ja foram coletados e

processados, o que permite a resolucdo e elaboracdo do modelo da estrutura



tridimensional do complexo para ser depositado no PDB. No entanto, essa segunda
parte sera realizada em estudos posteriores, como foi proposto em um projeto de
doutorado, a ser orientando pela Prof?2 Dr2 Sonia M. de Freitas e desenvolvido por
mim, avaliado e aprovado recentemente para inicio no més de outubro de 2008.
Para esse estudo, novas condi¢des de cristalizacdo serdo realizadas (refinamentos)
para melhorar a qualidade dos cristais e, consequentemente, coletar dados de
difracdo de raios-X de melhor resolucao, que refletird na qualidade do mapa de

densidade eletrbnica e da estrutura tridimensional a ser resolvida.
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7. CONCLUSOES

A andlise dos resultados acima descritos permitiu concluir que:

1. O extrato bruto apresentou melhor solubilidade em tampé&o acetato de sodio
0,05 M pH 3,1 comparado com a agua, originalmente utilizada para esse fim. A
precipitacdo de proteinas por TCA a 1,2% para a producdo do semi-purificado
de SPCI foi a mais apropriada.

2. A atenuacéao de fluorescéncia ocorre devido a formagédo do complexo SPCl-a-

guimotripsina por ligacdo e ndo por atenuacao estatica ou colisional.

3. O complexo binario apresenta duas popula¢cdes distintas de triptofanos: uma
exposta e outra enterrada, semelhante a enzima. No caso do SPCI, o
decaimento de fluorescéncia bi-exponencial (dois tempos de vida) caracteriza

subestados conformacionais no estado excitado.

4. Na interacdo do SPCI com a a-quimotripsina ocorre modificagbes

conformacionais nos micro-ambientes dos triptofanos (hidrofilicos e
hidrofébicos), dependentes da concentracdo da enzima.

5. O NaCl 0,2 M reduziu as forgas ndo-covalentes entre o triptofano e os residuos
circunvizinhos do SPCI e da a-quimotripsina com reducdo do tempo de vida,
porém alterar o numero de subestados conformacionais e a distribuicdo dos
triptofanos, respectivamente. Na formacdo do complexo binario, o sal
potencializou a atenuacdo do tempo de vida a partr de 20 uM da

guimotripsina.

6. A reducéao das ligacOes dissulfeto do SPCI ndo afetou o numero de subestados
conformacionais do triptofano, mas os valores dos dois tempos de vida
aumentaram. Esse aumento é devido provavelmente ao maior acesso do
triptofano ao solvente e/ou a residuos polares.
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7. A reducédo das ligacOes dissulfeto promoveu aumento nos valores percentuais
de folhas B antiparalela, estrutura desordenada e reducao na a-hélice, a 25°C.
Essas alteracdes afetaram a via natural de aumento e reducdo do tempo de
vida do processo interativo do SPCI na sua forma nao redutora com a a-

quimotripsina.

8. As ligacdes dissulfeto ndo sdo fundamentais para a estabilidade estrutural do
SPCI.

9. O SPCI apresenta forma monomeérica em solugdo, independente da

concentracéo, do pH e da temperatura.

10. O cristal do complexo binario do SPCI com a-quimotripsina difratando a 2,8 A
foi obtido na condicdo MES/NaOH 100 mM pH 5.5, PEG 6000 20% (w/v), LiCI2
200 mM e sulfobetaina nédo-detergente 201 (NDSB-201) como aditivo.
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9. ANEXO 1: FUNDAMENTACAO TEORICA

9.1. Espectroscopia de fluorescéncia

9.1.1. Medidas de fluorescéncia

As medidas de fluorescéncia sdo geralmente classificadas em dois tipos: medidas
do estado-fixo e resolvido no tempo. As medidas do estado-fixo sdo realizadas com
iluminacdo constante. A amostra é iluminada com um feixe de luz continua e a
intensidade ou espectro de emissdo é registrado. Devido a escala de tempo ser em
nanosegundos, a maioria das medidas € do estado estacionario. Dai, a amostra é
primeiramente exposta a luz e quase que imediatamente o estado estacionéario é
alcancado (Lakowicz, 2004).

O segundo caso, medidas resolvida no tempo, € usado para medir 0s
decaimentos de intensidade ou anisotropia. Para esta medida, a amostra € exposta a
um pulso de luz, onde a largura do pulso é tipicamente mais curta do que o tempo de
decaimento da amostra. Este decaimento de intensidade é registrado por um sistema
de deteccao de alta velocidade que permite a intensidade ser medida na escala de
tempo em nanosegundos (Lakowicz, 2004).

Os dados resolvidos no tempo frequentemente contém mais informacdes que 0s
disponiveis pelos estados estacionarios. Por exemplo, considere uma proteina que
contém dois triptofanos, cada um deles com tempos de vida diferentes. Devido a
sobreposicdo dos espectros de emissdo e excitacdo, ndo é possivel resolver a
emissao a partir de dois residuos. Portanto, os dados resolvidos no tempo podem
revelar dois tempos de decaimentos, 0s quais podem ser usados para resolver os
espectro de emissdo e as intensidades relativas dos residuos de triptofanos.
Considerando essas informac¢des, como cada um dos residuos de triptofano € afetado
pelas interacdes da proteina com seu substrato ou outras macromoléculas? Os
triptofanos podem alterar o ambiente do sitio ativo pela sua proximidade estrutural?
Esses residuos em uma regido distante podem ser afetados pela ligacdo do substrato
a outro dominio estrutural? Tais questionamentos podem ser respondidos se as
medidas dos tempos de decaimento estiverem associadas a cada um dos residuos
de triptofano (Lakowicz, 2004).
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A fluorescéncia resolvida no tempo é dividida em dois principais métodos: no
dominio do tempo e no dominio da freqiéncia. No dominio do tempo ou fluorometria
de pulso, a amostra é excitada com um pulso de luz. A largura do pulso é
preferencialmente muito mais curta que o do tempo de decaimento t da amostra
(Lakowicz, 2004). A intensidade dependente do tempo é medida seguindo o pulso de
excitacdo. O tempo de decaimento t é calculado a partir da inclinacéo do grafico log
I(t) versus t. Os decaimentos da intensidade sdo frequentemente medidos por um
polarizador orientado a 54,7° (“Magic-angle”) a partir do eixo z vertical. Esta condi¢cao
€ usada para evitar os efeitos da difusdo rotacional no decaimento da intensidade
(Lakowicz, 2004).

O método alternativo de medida do tempo de decaimento é o no dominio da
freqiéncia ou modulacdo de fase. Neste caso a amostra € excitada com luz de
intensidade modulada com sinal para a onda seno. A intensidade da luz incidente é
alterada em alta frequéncia (0=2n vezes a freqiéncia em hertz) comparavel a
reciproca do tempo de decaimento t. Quando a amostra fluorescente é excitada
desta maneira, a emisséo é registrada na mesma frequiéncia de modulacéo. Para o
tempo de vida da amostra, a emissao € atrasada em relacdo a excitacdo. Este atraso
€ medido como um deslocamento de fase (¢), 0 qual pode ser usado para calcular o

tempo de decaimento (Lakowicz, 2004).

9.1.2. Tempo de vida de fluorescéncia

A luminescéncia € a emissao de luz de qualquer substancia que ocorre a partir
dos estados eletronicamente excitados, podendo ser dividida em duas categorias:
fluorescéncia e fosforescéncia, dependendo da natureza do estado excitado. A
fluorescéncia ocorre tipicamente com moléculas aromaticas. No estado singleto
excitado, o elétron no orbital excitado € pareado (spin oposto) ao segundo elétron no
orbital do estado fundamental. Consequentemente, o retorno ao estado fundamental
€ permitido e ocorre rapidamente pela emissao de um foton. As taxas de emissao de
fluorescéncia sdo tipicamente de 10%s, de modo que um tempo de vida de
fluorescéncia tipico é da ordem de grandeza de nanosegundos. O tempo de vida (t)

de um fluoréforo é a média do tempo entre sua excitacdo e seu retorno ao estado
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fundamental. Muitos fluor6foros apresentam tempos de vida em nanosegundos. Por
causa da curta escala de tempo de fluorescéncia, a medida da emissao resolvida no
tempo requer equipamentos Opticos e eletrbnicos sofisticados. Apesar das
dificuldades experimentais, a fluorescéncia resolvida no tempo €& amplamente
praticada devido ao aumento da informacdo disponivel a partir dos seus dados
guando comparado as medidas do estado estacionario (Lakowics, 2004; Skoog et al.,
2002).

A intensidade da fluorescéncia pode ser diminuida por uma ampla variedade de
processos. Essas diminuicdes na intensidade da fluorescéncia sdo chamadas de
“atenuacbes”. Uma variedade de interacdes moleculares pode resultar nessa
atenuacdo. Estas incluem reacfes do estado excitado, rearranjos moleculares,
transferéncia de energia, formacdo de complexo no estado fundamental e atenuacéo
colisional (Lakowicz, 2004; Skoog et al., 2000).

Devido as propriedades Opticas de determinadas amostras pode ocorrer
atenuacao aparente. Por exemplo, altas densidades 6ticas ou turbidez podem resultar
na diminuicao da intensidade de fluorescéncia (Lakowicz, 2004).

Existem dois tipos de atenuacfes provocadas pelo contato molecular: dinamico e
estatico. Na atenuacédo estética, um complexo ndo fluorescente é formado entre o
fluor6foro e outra molécula em solucdo, o qual € chamado de atenuador. J& na
atenuacao colisional, também chamada de dinamico, o fluoréforo no estado excitado
é desativado sob contato com seu atenuador, retornando ao estado fundamental com

diminuicdo da emisséao (Lakowicz, 2004).
9.1.3. Atenuagao dindmica ou colisional
Neste caso, o fluoréforo retorna ao estado fundamental durante aproximag@o com

o0 atenuador. As moléculas ndo sdo quimicamente alteradas nesse processo. A

atenuacao colisional de fluorescéncia é descrita pela equacao de Stern-Volmer:

%:1+ ket Q] =1+ kn[O]
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Nesta equacéo, Fo e F séo intensidades de fluorescéncia na auséncia e presenca
do atenuador, respectivamente, kq € a constante de atenuag&o bimolecular, 1o € 0
tempo de vida do fluoréforo na auséncia do atenuador e [Q] € a concentracao do
atenuador. A constante de atenuacdo de Stern-Volmer é dada por kqto. Se a
atenuacdo for dindmica, a constante de Stern-Volmer sera representada por Kp. De
outra maneira, esta constante sera descrita com Ksy (Lakowicz, 2004).

Os dados de atenuacado sao frequentemente apresentados como graficos de Fo/F
versus [Q]. Isto porque Fyo/F € esperado ser linearmente dependente da concentracao
do atenuador. O grafico de Fo/F versus [Q] resulta em uma reta com o cruzamento em
1 no eixo y e uma inclinacéo igual a Kp. Ko™ é a concentragéo do atenuador na qual
Fo/F € igual a dois, ou 50% da intensidade atenuada. O grafico de Stern-Volmer
guando apresenta a forma linear indica geralmente uma Unica classe de fluoréforos,
todas igualmente acessiveis ao atenuador. Se duas populacdes de fluoréforos estéo
presentes e uma delas ndo é totalmente acessivel ao atenuador, o grafico de Stern-
Volmer desvia da linearidade para a forma exponencial. Esse desvio da linearidade é
frequentemente encontrado para atenuacédo da emissao fluorescéncia de triptofano
com atenuadores polares ou carregados. Estas moléculas ndo penetram prontamente
no interior hidrofébico das proteinas e somente aqueles residuos de triptofanos na
superficie sdo atenuados (Lakowicz, 2004; Eftink e Ghiron, 1980).

A atenuacdo colisional é caracterizada pela relacdo entre o estado fundamental e
0 excitado, sendo que este Ultimo tende a diminuir. Os tempos de vida de

fluorescéncia na auséncia (to) e presenca (t) do atenuador é dada por:

T

0 _
=lerok, 0]

Na atenuacao colisional ocorre uma diminuicdo na intensidade de fluorescéncia e
no tempo de vida sendo valida a relacdo abaixo (Lakowicz, 2004; Eftink e Ghiron,
1980).
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Esta diminuicdo no tempo de vida ocorre porque a atenuagcdo € um processo
adicional que despopulaciona o estado excitado. A diminuicdo no rendimento
guantico ou da emissédo fluorescente ocorre porque a atenuacéo despopulaciona o
estado excitado sem emissdo de fluorescéncia. Na atenuacdo estatica o tempo de
vida ndo diminui porque somente as moléculas fluorescentes sao observadas e os
fluor6foros ndo complexados apresentam tempo de vida caracteristico de fluoréforo
na auséncia do atenuador (tg) (Lakowicz, 2004).

Nos processos de atenuacdo de fluorescéncia, a constante de atenuacéo
bimolecular (k,) reflete a eficiéncia da atenuagéo ou a acessibilidade dos fluordforos
ao atenuador. A atenuacédo de difusdo controlada tipicamente resulta em valores de
Kq préximos de 1,0 x 10" M*s™. Valores menores de kq pode ser resultado de uma
protecdo estérica do fluoroforo e valores aparentemente maiores de K,
frequentemente indicam algum tipo de ligagdo no microambiente do fluoréforo
(Lakowicz, 2004). O significado de kq esté relacionado com a frequéncia de colisdes
entre as moléculas difundindo livremente. A frequéncia colisional (Z) de um fluoréforo

com um atenuador € dada por:

Z =ko|O]

Onde kg € a constante da taxa bimolecular de difusdo controlada. Esta constante

pode ser calculada usando a equacéo de Smoluchowski:

_47RDN  4zN
~ 1000 1000

(Rf +Rq)(Dr + Dq)

Onde R € o raio de colisdo, D é a soma dos coeficientes de difusdo do fluoréforo
(Dr) e do atenuador (D) e N € o nimero de Avogadro. Os raios colisionais séo

conhecidos como a soma dos raios moleculares do fluoroforo (Rf) e do atenuador
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(Rq). Esta equacéo descreve o fluxo de difusdo de uma molécula com um coeficiente
de difusédo D através de uma superficie de esfera de raio R. O fator 1000 é necessario
para corrigir as unidades quando a concentracdo € expressada em molaridade. O
termo N/1000 converte molaridade em moléculas por centimetro cubico (Lakowicz,
2004, Eftink e Ghiron, 1980).

A freqUiéncia colisional esta relacionada com kg pela eficiéncia de atenuacao (fo),

kg = foko

Por exemplo, se fo = 0,5, entdo 50% dos encontros colisionais sao efetivos na
atenuacéo e a k; € 1/2 de ko Visto que ko pode ser estimado com moderada
precisdo, o valor observado de ky pode ser usado para analisar a eficiéncia da
atenuacao (Eftink e Ghiron, 1980).

A eficiéncia da atenuagéo pode ser calculada a partir dos valores de k, se os
coeficientes de difusdo e raios moleculares sdo conhecidos. Os raios podem ser
obtidos a partir de modelos ou massas moleculares e densidades das substancias em
questdo (Lakowicz, 2004). Os coeficientes de difusdo pode ser obtido a apartir da

equacao de Stokes-Einstein:

kT

D=——
67nR

Onde k é a constante de Boltzmann, n € a viscosidade do solvente e R é o raio

molecular.
9.1.4. Atenuacgao estatica
No item anterior, foi descrito a atenuagcao que resulta de colisées difusivas entre o

fluoréforo e o atenuador durante o tempo de vida do estado excitado e dependente do

tempo. A atenuacdo estatica ocorre como resultado da formacdo de um complexo
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nao fluorescente entre o fluoréforo e o atenuador. Quando este complexo absorve luz
imediatamente retorna ao estado fundamental sem emitir fétons (Lakowicz, 2004).

A dependéncia da intensidade da fluorescéncia com a concentracao do atenuador
na atenuacao estatica € analisada considerando a constante de associa¢do para a
formagédo do complexo. Dessa maneira, a equacao de Stern-Volmer, que descreve o
fendmeno, é dada por:

% —1+ ks[O]

A dependéncia de Fy/F em relagdo a [Q] € linear e idéntica ao observado para o
atenuacao dinamico, exceto para a constante de atenuacdo que nesse caso € uma

constante de associacao (Lakowicz, 2004).

[N

Os fluoréforos complexados néo fluorescem e a fragcdo ndo complexada nao

perturbada e apresenta o mesmo valor para o tempo de vida (o). Portanto, para a

atenuacdo estatica, to/t=1, contrastando com a atenuacéo dinamico, onde Fo.F*
t0.7" (Lakowicz, 2004).

O grafico de Stern-Volmer na sua forma linear ndo distingue a atenuacéo
colisional da estatica. A magnitude de Ks pode ser usada para demonstrar que a
atenuacao dinamica ndo pode explicar a diminuicdo da intensidade (Lakowicz, 2004).

A atenuacdo dinamica depende da difusdo. Em temperaturas mais altas, os
valores dos coeficientes de difusdo e Kq aumentam com a temperatura. Kq €
proporcional ao T/n e os coeficientes de difusdo sdo proporcionais ao raio. Em
contraste, 0 aumento da temperatura diminui a estabilidade do complexo, e assim,
tem-se valores mais baixos de Kg (Lakowicz, 2004).

A atenuacado dinamica afeta somente o estado excitado dos fluoréforos e, por isso,
nenhuma mudanca no espectro de absorcéo € esperada. No entanto, a formacao do
complexo no estado fundamental resultara frequentemente na perturbacdo do
espectro de absor¢éo do fluoroforo. Devido a essas diferencas relatadas, as medidas
do tempo de vida de fluorescéncia é o método mais preciso para distinguir esses dois

tipos de atenuacao (Lakowicz, 2004).
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9.1.5. Combinacgao de ambos os tipos de atenuagao

Muitos fluoréforos podem ter sua intensidade de fluorescéncia atenuada pelos
dois tipos de atenuacéo (estatica e dinamica) com o mesmo atenuador. O grafico de
Stern-Volmer em tais condi¢cdes apresenta curvatura concava voltada para o eixo das
ordenadas. A equacdo que descreve esse fendbmeno é a forma modificada da

equacao de Stern-Volmer:

Fo

F[]

= KoKs[Q]+ (Kb + Ks)

O gréfico de [?0 ][ ] versus [0] resulta em uma reta que cruza a ordenada em

(kp+Ks) e com a inclinagdo em kpks. Os valores individuais podem ser obtidos a

partir das duas solu¢cdes da equacao quadratica desenvolvida (Lakowicz, 2004).
9.2. Espalhamento de luz dinamico

Existem varios métodos que podem ser usados para medir o estado de
agregacdo, tamanho e oligomerizacdo de moléculas, incluindo equilibrio de
sedimentacdo, cromatografia de exclusdo molecular, eletroforese em gel,
espalhamento de raios-X a baixo angulo e espalhamento de luz a angulo fixo. Destes,
o espalhamento de luz dinamica (ELD), também conhecida como “quasielastic light
scattering”, tem sido o mais indicado, por ser mais rapido e menos destrutivo para a
amostra (Borgstahl, 2007).

Para as medidas de espalhamento de luz dinamico, a solucdo de proteina €
iluminada por um laser. As moléculas em solucéo estdo em movimento Browniano, 0
qual provoca flutuacdes na intensidade da luz espalhada. Esta mudanca na
intensidade da luz é medida por um detector localizado a um angulo de 90° em
relacdo a luz do laser incidente. O coeficiente de difuséo translacional (D) € obtido a

partir deste dado usando uma funcao de auto-correcéo (Borgstahl, 2007).
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As particulas pequenas difundem-se mais rapidamente que as grandes. O raio
hidrodinamico (Ry) das moléculas em solucdo pode ser calculado a partir de Dr. Em
geral, as particulas devem diferir 50%, ou mais, quanto ao Ry para ser bem separada
pelo ELD. A massa molecular (Mm) pode ser também estimada se a forma da
molécula é assumida em esférica ou alongada (Borgstahl, 2007).

O ELD, como um estimador de Mm, ndo € o mais indicado e deve ser usado com
cautela. As definicbes de forma usadas para estimar a Mm podem nao representar
eficientemente as particulas em solucéo, e pela amostras polidispersas o0 Ru € Mm
serdo baseados na média ponderada de mais de uma espécie (Borgstahl, 2007).

9.3. Cristalizagao

Existem varias técnicas para a cristalizacdo de macromoléculas biologicas, todas
tém como principio levar a macromolécula biolégica em solucdo para um estado de
supersaturacao.

O método utilizado neste trabalho, e também o mais comum, foi o método de
difuséo de vapor. Esta técnica foi utilizada pela primeira vez na cristalizacdo da tRNA
por Hampel e cols em 1968. O principio € o0 mesmo, quer para gotas suspensas
(hanging drops), gotas sentadas (sitting drops) e gotas sanduiches (sandwich drops).

Neste método, uma gota contendo a proteina a ser cristalizada em solucdo com
um agente precipitante e aditivo é equilibrada contra a solu¢do do precipitante, em
reservatorio apropriado. A concentracdo do precipitante no reservatorio € mais alta do
gue na gota. Esse sistema deve ser mantido a temperatura controlada, num meio
completamente fechado e sem vibracdes externas. O equilibrio prossegue lentamente
por meio da difusdo de vapor até que a concentracdo do precipitante na gota se
iguale aquela do reservatério. Isto leva a uma diminuicdo do volume da gota, e,
consequentemente a um aumento na concentracdo da proteina. Durante esse
periodo de equilibrio da concentracdo de precipitante nas duas fases, a proteina
atinge um estado de supersaturacdo, termodinamicamente instavel, no qual pode se
desenvolver uma organizacao cristalina das moléculas em solucéo.

A elucidacao da estrutura tridimensional de proteinas por difracdo de cristais por
raios-X esta condicionada a obtencdo de cristais de tamanho e qualidade que

possibilitem a coleta de dados em difratbmetros apropriados. Os principais fatores
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que podem influenciar, promovendo ou evitando a cristalizagdo de proteinas sédo: pH,
forca idnica, concentracdo dos precipitantes (sal, polimero, reagentes organicos
volateis e ndo volatil), aditivos (cétions, anions, detergentes, agentes caotrépicos e
outros), temperatura, vibracbes, volume da amostra, contaminacdo por
microorganismos, presenca de material amorfo, protedlise, presséo, viscosidade da
solucao estoque de proteina, detergentes, concentracdo da macromolécula, metais e
outros ions especificos, pureza da amostra, e outros. A procura da melhor condicéo
experimental para a obtencdo de cristais envolve tempo e depende de todas as
variaveis acima mencionadas.

Considerando esse elevado numero de variaveis para cristalizacdo de proteinas,
foi proposto o método da matriz esparsa (Jancarick & Kim, 1991), onde diversas
condicdes diferentes sdo experimentadas para se cristalizar a macromolécula
biologica em varias combinacées. No método da matriz esparsa trés categorias de
parametros que afetam a cristalizagdo sado consideradas como variaveis principais:
pH e reagentes para solucédo tampao, aditivos e agentes precipitantes. Por tentativa e
erro a matriz foi simplificada eliminando-se as condi¢cdes que podem ser parcialmente
representadas por resultados de outras condic¢oes.

A empresa Hampton Research (USA) simplificou o método original e disponibiliza
kits especificos de condi¢des de cristalizagdo, que foram utilizados para a realizacéo
deste trabalho. Assim, um numero limitado de condi¢Bes de cristalizacao foi testado,
usando-se pequenas quantidades de proteina. Para um primeiro ensaio séo
necessarios aproximadamente 5-10 mg de proteina. Além disso, atualmente um
sistema automatizado, rob6 para montagem de placas e preparo de solugdes, tem
sido utilizado minimizando o volume de amostra e também o tempo de montagem das

placas de cristalizacéo.
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