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RESUMO

O inibidor BTCI (Black-eyed pea Trypsin and Chymotrypsin Inhibitor)
foi isolado de Vigna unguiculata, purificado e cristalizado em
complexos binario com b-tripsina e ternario com b-tripsina e a-
quimotripsina em pH 4,5 e 7,5. Os dados cristalograficos foram
coletados no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). A
estrutura cristalogréafica da foi resolvida em 1,55 A para o complexo
binario com tripsina e 1,70 (pH 7,5) e 1,63 (pH 4,5) para o ternario,
pelo método de substituicio molecular utilizando a estrutura do
inibidor de Phaseolus angularis (PDB 1tab) como modelo. O modelo
final do complexo binario obtido apés o refinamento foi depositado no
PDB com o cdédigo 2G81, apresentando qualidade estrutural conforme
indicado pelos valores de Rgactor de 0,154 e Rgpee de 0,169 e os
parametros estereoquimicos dentro da faixa de modelos de alta
resolucdo estrutural. Similarmente o modelo do complexo ternario
apresentou qualidade estrutural em pH 7,5 e 4,5 conforme indicado
pelos valores baixos de Rgctor = 0,171 e 0,168; Ryree = 0,218 e
0,192 respectivamente. As estruturas tridimensionais desses
complexos né&ao apresentam diferencgas significativas na estrutura
tridimensional na cadeia principal. No entanto, modificacbes na
estrutura tridimensional durante a formacdo dos complexos,
principalmente nas cadeias laterais das enzimas, ocorrem. A
estrutura cristalografica do complexo binario com tripsina mostra que
as mais importantes alteracdes conformacionais ocorrem na regiao da
interface, indicadas pela alteracdo na acessibilidade dos residuos de
triptofil nessa regido de contato. As interagdes observadas na regiéo
da tripsina sdo as mesmas em complexo binario e ternario. Em
contraste, as analises de fluorescéncia dinamica mostraram que a
interacdo da quimotripsina com o BTCI ndo causa alteracdo na
acessibilidade ao solvente dos triptofanos, e a interacdo da tripsina
com o BTCI resulta no enterramento parcial de um grupo triptofil.
Neste trabalho, o processo de desdobramento dos complexos binarios
e ternario do BTCI foi realizado para analisar a estabilidade dessas
moléculas. Estes ensaios foram acompanhados por dicroismo circular
utilizando temperatura como agente desnaturante. A associacdo do
BTCI estabilizou a estrutura tridimensional das enzimas, indicado
pelos maiores valores da temperatura de transicdo durante o
desdobramento e da energia livre (?G) apés formacdo dos
complexos.



ABSTRACT

The inhibitor BTCI (Black-eyed Pea Trypsin and Chymotrypsin
Inhibitor) was purified from Vigna unguiculata seeds and crystallized
in binary complex with b-trypsin and in ternary complex with a-
chymotrypsin and b-trypsin at pH 4.5 and 7.5. The crystallographic
data were collected at the National Synchrotron Light Laboratory
(LNLS). The crystallographic structures were solved to a maximum
resolution of 1.55 A for the binary complex and 1.70 (pH 7.5) and
1.63 (pH 4.5) for the ternary complexes, by molecular replacement
using the structure of the inhibitor from Phaseolus angularis (PDB
code 1TAB) as a search model. The final model of the binary complex
obtained after several refinement cycles was deposited in the protein
data bank (PDB code 2G81). This model is of good quality as
indicated by the low values of Rictor = 0.154 and Riee = 0.169 and
stereochemical parameters within the range of high-resolution
structural models. Similarly the ternary complex model showed
structural quality at pH 7.5 (Rfactor = 0.171 and Rfree = 0.218) and pH
4.5 (Rfactor = 0.168 and Rfpee = 0.192), respectively. The three-
dimensional structures of these ternary complexes show no
significant differences in their main chains. However, conformational
changes were observed after complex formation, especially in the
side chains of enzymes. The interactions of BTCI with trypsin are the
same in binary and ternary complex. Most of the conformational
changes of the binary complex with trypsin occur in the interface as
indicated by the accessibility of triptofil residues in this contact
region. In contrast, fluorescence analysis showed that the interaction
of chymotrypsin with BTCI causes no change in solvent accessibility
of tryptophans. In this work, the unfolding processes of binary and
ternary complexes were performed by circular dichroism using
temperature as denaturing agent to analyze the stability of these
molecules. The association of BTCI stabilized the three-dimensional
structure of the enzymes, indicated by the highest temperature
transition and the unfolding free energy (?G) upon formation of
complexes.
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e W2. Os residuos da triade catalitica da enzima (His57, Aspl02,
Serl95) e o triptofano 215 estéo evidenciados.

Figura 12. Interacédo entre o BTCI (verde) regiao P2 a P9 e a tripsina
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Figura 18. BTCI (verde- fitas-b numeradas) em complexo com a
tripsina (rosa) e a quimotripsina (ciano) em pH 7,5. Em preto a
distancia entre a Lisina 26 (azul) e Fenilalanina 53 (laranja).

Figura 19. Interagdo entre o BTCIl (verde) mostrando as cadeias
laterais dos residuos P1-P6 e P1’ a P5 e a tripsina (magenta) no
complexo ternario mostrando as varias ligacfes de hidrogénio (preto
— tabela 8) com algumas aguas (esfera vermelha). O sitio catalitico
Histidina 57, Aspartato 102, Serina 195 esta representado em cinza.
Para melhor visualizacdo outras regides foram omitidas.

Figura 20. Mapa de densidade eletronica da interface de interacdo
entre a lisina 26 do BTCI (verde) com as aguas W1 e W2 (esfera
vermelha), o Aspartato 189 e Serina 190 da tripsina (rosa) no
complexo ternario, sitio catalitico, Histidina 57, Aspartato102, Serina
195 (cinza). Em amarelo uma ligacao dissulfeto no BTCI. Para melhor
visualizacdo outras regides foram omitidas.

Figura 21. Residuos responsaveis pela interacdo do inibidor com a
enzima - sobreposicdo da tripsina do complexo ternario (magenta)
com a tripsina livre (laranja — 2PTN Wallter et. al., 1982).

Figura 22. Mapa de densidade eletrénica do BTCI (verde) em
complexo ternéario. Residuo P1 Phe53 (laranja) na regido de interacéo
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com a quimotripsina (cyano) e em destaque estdo o0s residuos
Trpl71, Trp215, Val 225 (cyano) e a triade catalitica His57, Aspl102 e
Serl195 (cinza).

Figura 23. Representacao estrutural em superficie de van der Waals
da interface do BTCI (verde) em complexo (ternario) com o residuo
P1 Phe53 (laranja) em destaque dentro do bolsdo da quimotripsina
(cyano). Os residuos Trpl71, Trp215, e Val225 (salmao) e His57,
Aspl02 e Serl95 (cinza) da quimotripsina sao mostrados. A seta
vermelha indica a regido da cadeia do inibidor a ser hidrolisada. Para
melhor visualizagdo alguns trechos das moléculas foram omitidos.

Figura 24. Regido de interface da quimotripsina (azul) com o BTCI
(verde) em complexo ternario, com o residuo P1 Phe53 (laranja) em
destaque. As ligacdes de hidrogénio sdo mostradas em linhas pretas
tracejadas. As aguas sao exibidas como esferas. Para melhor
visualizacdo alguns trechos das moléculas foram omitidos, incluindo o
sitio catalitico da enzima.

Figura 25. Residuos da quimotripsina responsaveis pela interacdo
com o inibidor - sobreposi¢cdo da quimotripsina do complexo ternario
(verde) com a quimotripsina livre (cyano — 4cha Tsukada e Blow,
1985).

Figura 26. Sobreposicdao da cadeia principal do BTClI em pH 7,5
(amarelo) e 4,5 (verde) mostrando os residuos lisina 26 e fenilalanina
53.

Figura 27. Sobreposicdo da cadeia principal do BTClI em pH 7,5
(amarelo) e 4,5 (verde) mostrando as diferencas de conformacéo das
cadeias laterais dos residuos arginina 21 e 33 e fenilalanina 60.

Figura 28. Sobreposi¢cao da tripsina (magenta) em complexo em pH
7,5 (escuro) e 4,5 (claro) mostrando as diferencas na conformacao
das cadeias laterais dos aminoacidos. A cadeia principal esta
mostrada em traco e foi evidenciada apenas a superficie dos residuos
selecionados.

Figura 29. Sobreposicao da quimotripsina (azul) em complexo em
pH 7,5 (escuro) e 4,5 (claro) mostrando as diferencas nas cadeias
laterais dos aminoacidos indicados. A cadeia principal esta mostrada
em traco e foi evidenciada apenas a superficie dos residuos
selecionados.

Figura 30. Grafico da diferenca de fase (circulo) e da modulacdo
(quadrado) obtidas em relacdo a fase (verde) e modulacdo calculadas
(azul) do modelo em funcéo da frequéncia de modulacdo em MHz para o
tempo de vida do complexo ternario. Abaixo estdo representados os

valores residuais apds o ajuste para o modelo bimodal discreto.

Figura 31. Modelo do complexo binario do BTCI (verde) com a
tripsina (magenta) com os triptofanos (laranja) em evidéncia. A seta
indica a regiao de localizacdo do triptofano do BTCI.
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Figura 32. Representacdo da superficie molecular da tripsina e dos
triptofanos (em laranja). Triptofanos expostos (A e B) e em interacao
com o solvente (C a E).

Figura 33. Representacdo da superficie molecular da tripsina e
triptofanos (em laranja) evidenciando sua localizacdo na superficie
(A) e sua exposicao e interacao com o solvente (B).

Figura 34. Representacdo do complexo binario com o BTCI (verde) e
a quimotripsina (cyano) com os triptofanos (51, 141, 172, 207, 215
e 237) da enzima coloridos em laranja, evidenciados na superficie da
molécula (PDB de Freitas et.al., 1997).

Figura 35. Representacdo do complexo ternario do BTCI (verde)
com a quimotripsina (cyano) e a tripsina (magenta) com o0s
triptofanos coloridos em laranja, evidenciados na superficie da
molécula ou parcialmente enterrados.

Figura 36. Representacao do complexo ternario do BTCI (verde) com
a quimotripsina (cyano) e a tripsina (magenta) com os triptofanos da
tripsina coloridos em laranja, evidenciando sua exposi¢cao ao
solvente.

Figura 37. Representacdo do complexo ternario do BICI (verde)
com a quimotripsina (cyano) e a tripsina (magenta) com o0s
triptofanos da quimotripsina coloridos em laranja, evidenciando sua
exposicao ao solvente.

Figura 38. Superficie molecular dos oligbmeros formados pelo BTCI
em dimero (A), trimero (B) e hexamero (C, D) com a regidao do
triptofano colorida em laranja, evidenciando sua localizacdo na
superficie da molécula (Modelos de Silva et. al., 2005).

Figura 39. Curvas de desnaturacdo térmica das proteinas: tripsina,
quimotripsina, BTClI em complexo binario com quimotripsina, com
tripsina e complexo ternario com ambas as enzimas, em pH 7,0.

Figura 40. Fracdo desnaturada termicamente das proteinas: tripsina,
quimotripsina, BTClI em complexo binario com quimotripsina, com
tripsina e complexo ternario com ambas as enzimas, em pH 7,0.

Figura 41. Variacao de energia livre de Gibbs (DG) estimada a partir
das curvas de desnaturacdo térmica das proteinas: tripsina,
quimotripsina, BTCI em complexos binario com quimotripsina,
tripsina, e complexo ternario com ambas as enzimas, em pH 7,0.

Figura 42. Grafico de Van't Hoff para a desnaturagdo térmica da
tripsina, da quimotripsina e para o BTClI em complexos binario com
quimotripsina, tripsina, complexo ternario com ambas as enzimas,
em pH 7,0.

-13-



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Coleta de dados do complexo BTCI - Tripsina e estatisticas
de refinamento. Os valores entre parénteses correspondem aos dados
relativos a Gltima camada de resolucdo de 1,63 — 1,55° A.

Tabela 2. Valor médio dos fatores de temperatura do BTCI em
complexo com a Tripsina.

Tabela 3. Contatos polares entre o BTCI, a tripsina e &guas
selecionadas.

Tabela 4. Coleta de dados do complexo ternario em pH 7,5 e
estatisticas de refinamento. Os valores entre parénteses
correspondem aos dados relativos a ultima camada de resolucao de
1,96 —1,7° A.

Tabela 5. Coleta de dados do complexo ternario em pH 4,5 e
estatisticas de refinamento. Os valores entre parénteses
correspondem aos dados relativos a ultima camada de resolucdo de
1,69 — 1,63° A.

Tabela 6. Valor médio dos fatores de temperatura do BTCI em
complexo ternario em pH 7,5 .

Tabela 7. Valor médio dos fatores de temperatura do BTCI em
complexo ternario em pH 4,5.

Tabela 8. Contatos polares entre o BTCI, a tripsina e aguas
selecionadas no complexo ternario.

Tabela 9 Contatos polares entre o BTCI, a quimotripsina e aguas
selecionadas no complexo ternario.

Tabela 10. Residuos da tripsina que apresentam diferencas entre o

pH 4,5e 7,5.

Tabela 11. Residuos da quimotripsina que apresentam diferencas

entreopH4,5e 7,5.

Tabela 12. Analise dos dados de tempo de vida de fluorescéncia do BTCI
em complexo ternario.

Tabela 13. Dados obtidos dos valores ajustados de fluorescéncia dinamica

para o BTCI e seus complexos.

Tabela 14. Parametros termodinamicos dos complexos com o BTCI

calculados a partir das curvas de desnaturacdo térmica em tampao 2 mM
HEPES pH 7,0.

-14 -



LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

DG?® Variacdo da energia livre de Gibbs a 25°C
DH Variacéo de entalpia

DS Variacdo de entropia

BTCI “Black eyed pea trypsin and chymotrypsin inhibitor”
DC Dicroismo Circular

Fu Fracdo desnaturada da proteina

LNLS Laboratério Nacional de Luz Sincrotron
MPD 2-metil 2,4-pentanodiol

PDB “Protein data bank”

PEG Polietilenoglicol

RMSD “Root mean square deviation”

Tm Temperatura média de desnaturacao

Abrevia¢cbes de Residuos de aminoacidos 3 LETRAS — 1 LETRA

Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Glutamina GIn Q
Acido glutamico Glu E
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina Iso I

Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptofano Trp W
Tirosina Tyr Y
Valina Val Vv
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“N&o existe um caminho para a felicidade.

A felicidade é o caminho.”

Mahatma Gandhi.
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1 INTRODUCAO

1.1 Proteases

Proteases compreendem um grande grupo de enzimas
proteoliticas envolvidas em varios tipos de eventos fisiolégicos. Essas
enzimas catalisam a clivagem hidrolitica de ligacdes peptidicas
presentes em substratos protéicos ou peptidicos; podendo também
ser chamadas peptidases. Esta clivagem resulta em ativacao,
inativacado funcional, protedlise limitada ou na digestdo da molécula
em questdo. As enzimas proteoliticas estdo presentes em varios

tecidos de animais, plantas e microorganismos (Macedo et.al., 2000).

Atualmente as proteases sdo classificadas em seis familias:
serino, treonina, cisteino, aspartico, metaloproteases e proteases de
acido glutamico (Cai et.al., 2005). A classificacdo é baseada em sua
funcdo, especificidade, estrutura tridimensional, comparagao dos
sitios ativos e mecanismo catalitico (Grzonka et.al., 2001; Powers
et.al., 2002).

As cisteinoproteases, presentes em todos 0s organismos Vivos,
possuem um residuo de cisteina no sitio ativo (Barret e Rawlings,
2001). Dentre elas pode se destacar a familia da papaina por ser a
mais bem estudada. A papaina é caracterizada por uma estrutura de
dois dominios com o sitio ativo situado entre esses dominios. Os
residuos cataliticos cisteina 25 e a histidina 159 sdo evolutivamente

preservados em todas as cisteinoproteases (Grzonka et.al., 2001).

As asparticoproteases apresentam residuos de aspartato no
sitio ativo e sdo enzimas cujo pH 6timo se encontra na faixa acida,

como exemplo a pepsina (Cooper, 2002).

As metaloproteases se caracterizam pela necessidade de um
ion metdlico para a sua atividade, sendo que a maioria delas é

dependente de Zn2", mas ha também ha as que dependem de Mn2"
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ou como, a colagenase que requer a presenca de Ca2* (DeClerk,
2000). Treonino proteases sao proteases que apresentam treonina no
sitio ativo e sdo responsaveis pelo funcionamento do proteassoma.
Essa classe foi incluida apenas a partir de 1995 (Hooper, 2002). As
glutamico proteases foram descritas recentemente e apresentam
apenas uma familia, cuja atividade catalitica parece iniciar-se com a
ativacdo do residuo de acido aspartico. Essas enzimas tém sido

descritas somente em fungos (Sims et.al., 2004).

As serinoproteases representam o0 (grupo das enzimas
proteoliticas mais bem estudado e caracterizado e apresentam um
residuo de serina, histidina e acido aspartico no sitio ativo (Hedstrom,
2002; Gettins, 2002). Essas enzimas sao divididas em
endopeptidases e exopetidases, de acordo com a posicao da ligacao
peptidica a ser clivada na cadeia peptidica. As endopeptidases atuam
preferencialmente nas regides internas da cadeia polipeptidica, entre
as regides N- e C-terminal e as exopeptidases atuam somente nas
regides N ou C terminal. Cada familia ttm uma caracteristica comum
de residuos de aminoacidos funcionais arranjados numa configuracao
especifica, formando o sitio ativo (Koiwa et.al., 1997; Powers et.al.,
2002).

1.1.1 Serinoproteases

As serinoproteases sao as enzimas proteoliticas mais estudadas
e melhor caracterizadas bioguimicamente. Elas estdo envolvidas em
muitos processos fisioldgicos tais como: digestdao, desenvolvimento,
processos inflamatorios, proliferacdo  celular, diferenciacéao,
permeabilidade vascular, reabsorcdo Ossea e coagulacdo (Powers
et.al., 2002).
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As serinoproteases sdo amplamente distribuidas na natureza,
em duas principais familias representadas pela subtilisina e pela
tripsina (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 tripsina sdo encontradas tanto em
procariontes quanto em microorganismos eucariontes, plantas e
animais (invertebrados e vertebrados), compreendendo enzimas
como a gquimotripsina, tripsina, elastase e calicreina (Coombs et. al.,
1999; Hartley, 1970).

As proteases serinicas em geral apresentam um sitio ativo
circundado por duas alcas flexiveis em forma de um bolsdo que
permite o acesso de substratos ou inibidores com formas
complementares. Além da complementaridade de forma, a interacao
de substratos e inibidores com a enzima ocorre por atracao
eletrostatica e/ou hidrofdobica. O sitio ativo das serinoproteases €
formado pelos residuos de aspartato, serina e histidina, conhecidos
como triade catalitica e estdo envolvidos diretamente com a hidrélise
das ligacdes peptidicas (Bode e Huber, 1992). Os aminoacidos que
formam a ligacédo peptidica a ser hidrolisada por essas enzimas sao
designados como P;-P;’. Os outros residuos, que interagem com a
enzima na regido de especificidade sdo denominados como P4-P»
(regido N-terminal) e como R,’-P4 (regiao Gterminal) (Schecthe e
Berger, 1967).

Dentre as enzimas que constituem as serinoproteases da
familia da tripsina, trés delas sdo destacadas: a tripsina, que cliva
substratos com residuos de aminoéacidos carregados positivamente;
a-quimotripsina, que clivam substrato com residuos aromaticos ou
cadeias laterais alifaticas grandes; e elastase, que cliva substratos
com cadeias laterais alifaticas pequenas (Kraut, 1977; Steiz e
Schulman, 1982).
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1.1.1.1 Tripsina

A tripsina (3.4.21.4) €é uma serinoprotease do tipo
endopeptidase encontrada no aparelho digestivo, onde cliva
proteinas. E formada por uma cadeia de 223 residuos de aminoacidos
e contém seis ligacdes dissulfeto. E uma proteina globular com uma
predominancia de folhas R antiparalelas e hélices na sua estrutura
secundaria e tem dois dominios iguais. A b-tripsina tem uma unica
cadeia de polipeptidios, enquanto a-tripsina tem duas cadeias
resultantes de uma clivagem autocatalitica. As duas enzimas
apresentam diferentes caracteristicas cinéticas em suas rea¢cbes com

alguns substratos sintéticos (Hruska et.al., 1969).

A tripsina predominantemente cliva cadeias peptidicas no kdo
carboxila dos aminoacidos lisina e arginina, exceto quando sao
seguidos por prolina (Keildlou et.al., 1971). O residuo aspartato (Asp
189) localizado no “bolsdo” catalitico (S1) da tripsina é responséavel
pela captacdo e estabilizacdo da lisina carregada positivamente e / ou

arginina, e é assim responsavel pela especificidade da enzima.

O mecanismo enzimatico é semelhante a todas as outras
serinoproteases: a triade catalitica possibilita a formacdo da serina
nucleofilica por modificagdo do seu ambiente eletrostatico. A serina é
ativada por uma histidina e um aspartato que removem o atomo de
hidrogénio da serina, tornando-a mais reativa quando ataca a cadeia
principal da proteina alvo, na presenca de uma molécula de agua. A
tripsina apresenta um pH 6Otimo de 8 e temperatura ideal de
aproximadamente 37°C (Keildlou et.al., 1971).
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1.1.1.2 Quimotripsina

A quimotripsina (3.4.21.1) é uma serinoprotease do tipo
endopeptidase encontrada no aparelho digestivo de vertebrados,
onde atua principalmente na clivagem de proteinas. A quimotripsina
predominantemente cliva cadeias peptidicas no lado carboxila dos
aminoacidos aromaticos tirosina, triptofano, fenilalanina que

encaixam em um bolso hidrofébico na enzima.

O mecanismo enzimatico é semelhante a todas as outras
serinoproteases: a triade catalitica favorece a forma nucelofilica da
serina. A hidrolise ocorre em duas etapas. Primeiro ocorre acilacdo do
substrato para formar um intermediario acil-enzima, e, em seguida,
uma deacilagdo a fim de devolver a enzima a seu estado original. Isto
€ conseguido por meio da modificacdo do ambiente eletrostatico da
serina 195 que brevemente se liga covalentemente ao substrato,

formando um intermediario, enzima-substrato.

Essa enzima apresenta dois dominios, cada um deles contendo
cerca de 120 aminoacidos. Os dois dominios sao do tipo barril-b,
consistindo de seis fitas b-antiparalelas que apresentam a mesma
topologia: um motivo de “chave grega” seguido por um motivo de

“grampo antiparalelo” (Branden e Tooze, 1991).
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Figura 1. Estrutura tridimensional da A) tripsina (PDB: 2ptc) e B) da
quimotripsina (PDB: 4cha) os residuos da triade catalitica, Histidina

57, Aspartato 102 e Serina 195 estdo destacados.
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Uma protedlise descontrolada, desregulada e indesejada pode
conduzir a muitos estados de enfermidade, incluindo enfisema,
derrame cerebral, cancer, mal de Alzheimer, inflamacdo e artrite
(Powers et.al., 2002). Para limitar esses potenciais danos, tais

moléculas devem ser estritamente controladas.

O controle da atividade proteolitica ocorre pela biosintese
destas enzimas sob a forma de precursores inativos, denominados
zimogénios, cuja ativacdo dependera de uma protedlise ou remocao
de aminoacidos na porcado N-terminal da molécula precursora; pela
regulacdo da expresséo/secrecdo; pelo bloqueio total ou diminuicéo
da atividade catalitica sobre um determinado substrato por meio de
moléculas denominadas inibidores, que foram um complexo

estequiométrico com a protease (Powers et.al., 2002).

1.2 Inibidores de proteases

1.2.1 Aspectos Gerais

Embora as serinoproteases possam realizar varias funcoes
essenciais a vida suas atividades precisam ser controladas. Este pode
ser o motivo pela qual a atividade dessas proteases nao s6 é
controlada pela ativacao proteolitica de suas formas inativas, por sua
auto-inativacdo (autdlise), assim como por sua inibicdo com
inibidores de protease especificos (Mosolov et. al., 2001). Inibidores
de proteases coexistem com suas proteases alvo por meio de um
processo altamente regulado - limitando a protedlise do substrato as

suas enzimas cognatas (Karban e Baldin, 1997).

Inibidores de proteases sao encontrados em microorganismos,
plantas e animais e desempenham varias func¢des importantes. Sao
geralmente considerados como sendo reguladores endégenos de

proteases, proteinas de armazenamento e, de defesa na planta
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contra ataques de predadores e infeccdo por microrganismos (Haq
et.al., 2004). Estes inibidores tém sido estudados particularmente em
plantas das familias Leguminosae, Gramineae e Solanaceae (Konarev
et.al., 2002). Inibidores aparecem como constituintes protéicos em
diferentes fases da vida vegetal, sendo que € na semente onde
aparecem o0s mais elevados niveis dessa molécula, que é essencial
para a germinacao (Shewry, 1995; Shewry e Lucas, 1997) e para o

controle e desenvolvimento do embrido (Tang et.al., 1993).

Em sementes de Gramineae e Leguminosae tém sido relatadas
altas concentracOes de inibidores de protease (Richardson, 1977).
Nos grédos de soja, os inibidores de tripsina correspondem a 6% do
total de proteina (Brandon e Friedman, 2002), sendo que cerca de
20% da inibicdo da atividade triptica nos graos € causada pela acao
do Inibidor da familia Bowman Birk — BBI (Brandon e Bates, 1989).
Em folhas, cs niveis de inibidores sdo normalmente baixos podendo
ser rapidamente induzidos a niveis elevados quando as plantas
sofrem danos mecanicos, ou sdo expostas a alguns tipos de
fitohormdnios como o acido jasmonico aumentando a expressao dos
genes do inibidor (Rakwal et.al., 2001).

Além da sintese de inibidores de proteases induzida no local do
ataque, foi demonstrado que sinais especificos originarios dos tecidos
danificados sao transportados via floema e estimulam a sintese
desses inibidores por toda a planta (Jongsma e Bolter, 1997), se
expressando em folhas e caules submetidos a injaria (McGurl et.al.,
1995; Rakwal et.al., 2001; Rohrmeier e Lehle, 1993).

Em vertebrados, os inibidores atuam na homeostase corporal
regulando as proteases no sistema imune, na cascata de coagulacao
sanguinea, na matriz extracelular, digestdo, embriogénese e sistema
nervoso. As proteases inibidas normalmente estdo relacionadas a
varios diferentes processos. Dentre eles podemos citar a degradacao

de tecidos, a regulacdo de morte celular programada e a proliferacéao
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celular. Em invertebrados, agem em processos fisiolégicos

fundamentais de maneira similar aos vertebrados: na cascata de

regulacdo da coagulacdo e resposta imune inata.

Inibidores naturais sao classificados em 18 diferentes familias.
Ndo ha consenso entre o0s autores quanto a melhor nomenclatura,
mas quase todos os autores preferem agrupa-los de acordo com as
proteases alvo. As diversas classes de inibidores de proteases sao
subdividas em varias familias baseando-se na extensiva homologia da
estrutura primaria entre seus membros, nas relacfes topoldgicas
entre as ligacdes dissulfeto, na localizacao do sitio reativo (Laskowski
e Kato, 1980; Laskowski e Qasim, 2000), nos mecanismos de acao e
na estrutura tridimensional destas proteases (Jongsma e Bolter,
1997).

Além disso, apesar de existirem classes de inibidores com
diferentes dobramentos, todos parecem partilhar um formato de alca
de mesma conformacédo tanto em forma livre quanto em complexos
com as proteases, o que é o principal determinante da inibicado (Bode
e Huber, 1992). Dentre estes os mais estudados sao os inibidores de
serinoproteases do tipo Bowman-Birk e do tipo Kunitz (Ascenzi et. al.,
2003).

As estruturas gerais de proteinas que representam as diversas
familias de inibidores sdo completamente diferentes. Na maioria das
vezes eles compreendem somente folha b ou proteinas tipo a/b: que
também podem ser proteinas com a-hélices ou proteinas irregulares
ricas em ligacOes dissulfeto (Krowarsch et. al., 2003) com 9 a 21 kDa

por dominio.

Mas o segmento responsavel pela inibicdo da protease
surpreendentemente tem sempre uma conformacdo semelhante em
todas as estruturas candnicas de inibidores conhecidos (Bode e

Huber, 1992; Schechter e Berger, 1967). Nesse caso 0 segmento de
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ligacdo é composto de poucos residuos (em torno de 9) e mantido em

uma conformacéao pouco flexivel.

Os inibidores com estruturas candnicas representam o exemplo
singular e extenso de evolugcdo convergente de proteinas, uma vez
que uma funcéo bioldgica semelhante foi implementada varias vezes
durante a evolucéo por meio da preservacao da conformacao do loop
canbnico em muitas proteinas independentes (Laskowski e Qasim,
2000). Exemplos de dobramentos diferentes de estruturas de inibidor

de diferentes familias sdo mostrados na figura 2.

As familias que estdo representadas na figura 2, e que séao
normalmente encontradas em plantas sdo: Abdobora e Batata tipos | e
Il, Bowman Birk (BBI), Kunitz tipo STl e Rapeseed. As familias
encontradas em animais sao: Antistatina, Ascaris, Chelonianian,
Grasshopper, Kazal e Kunitz tipo BPTI. A familia Ecotin ocorre

somente em microorganismos.
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Antistasina
hirustasin SFTI 1
Chelonianin Ecotin Grasshopper
R-elafin ecotin PMP-C

Figura 2. Representagao das estruturas dos inibidores com loops
candnicos e residuos Pl destacados em vermelho. A estrutura
secundaria esta colorida em azul (folhas-b) e verde (a-hélice). Nome
da familia do inibidor em negrito e nome do representante indicado
logo abaixo. Adaptado de (Krowarsch et. al., 2003).
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1.2.2 Modo de acao dos inibidores

O modo de acdo dos inibidores de protease consiste em formar
complexos com as enzimas proteoliticas resultando em sua inativacao
(Mosolov et. al., 2001). A inibicdo de uma enzima proteolitica é
competitiva e ocorre pela ligacdo do sitio ativo da enzima a regiao
reativa do inibidor (sitio reativo), exposto e mantido em uma
conformacao similar aquela do substrato das enzimas alvo (LaskowskKi
e Qasim, 2000).

Os inibidores reagem num complexo estequimétrico 1:1. A

equacdo do mecanismo classico, sugerida por Laskowksi e Kato
(1980)

E+l « C « E+I*

E e | sdo respectivamente a enzima e o inibidor, I* € o inibidor
modificado, C é o complexo estavel. Essa equacdo se refere a
inibidores com o mecanismo classico, isto é, inibicdo reversivel, em
que a concentracdo da enzima € muito pequena em relacdo a
concentracdo do inibidor e do substrato, e o equilibrio entre a enzima

e o inibidor é rapidamente alcancado.

A inibicao decorre da nao ligacdo do substrato a enzima devido
ao impedimento estereoquimico provocado pela ligacdo do inibidor a
enzima (Bode e Huber, 1992; Laskowski e Kato, 1980; Bieth, 1995;
GarciaCarreno, 1996). Essa ligacao ocorre de modo semelhante ao da
ligagdo do substrato, formando complexos estaveis do inibidor com as
proteases alvo, bloqueando, alterando ou prevenindo o acesso ao

sitio ativo da enzima (Laskowski e Kato, 1980; Haq et. al., 2004).

A formacdo do complexo enzima-inibidor ocorre rapidamente,
mas a sua dissociacdo € lenta e resulta na enzima livre e em um

inibidor clivado. Os inibidores sdo lentamente hidrolisados (Jensen et
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al 1996), uma vez que a enzima reage com a molécula do inibidor
como se ele fosse um substrato. Entretanto, o produto formado é o
inibidor com uma ligacdo peptidica clivada, mas permanentemente
ligado ao bolsdo catalitico devido a presenca de uma ligacdo
dissulfeto que envolve o sitio reativo no loop canénico, ndo ocorrendo

a dissociacdo do inibidor ja clivado pela enzima (figura 3).

Figura 3. Estrutura tridimensional da superficie da tripsina
(magenta) com o BBl na fenda. A seta vermelha indica o local de
clivagem da ligacado peptidica, a ligacdo dissulfeto que mantém o

inibidor associado a enzima estad em laranja (PDB: 1tx6).

Inibidores segundo este mecanismo sao altamente especificos
com a protedlise limitada a substratos para nas enzimas alvo. Na
superficie de cada molécula de inibidor esta localizado o sitio reativo,

que especificamente interage com o sitio ativo da enzima. Em
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concentracdes normalmente utilizadas e em pH neutro a hidroélise dos
inibidores é extremamente lenta, e o sistema se comporta como se
fosse um simples equilibrio entre, de um lado,o inibidor e a enzima
livres, e do outro, o complexo (Laskowski e Kato, 1980). A ligacdo
peptidica hidrolisada especificamente no inibidor € a do residuo P1 do
sitio reativo. Em todos os inibidores que obedecem ao mecanismo
padrao, o sitio reativo que contém a ligacao peptidica esta englobado
em pelo menos um loop definido por uma ligacdo dissulfeto, que
assegura que durante a conversao do inibidor virgem ao inibidor
clivado, as duas cadeias peptidicas do inibidor ndo podem se

dissociar, mantendo o inibidor associado a enzima (Laskowski e Kato,
1980).

1.2.3 Familia Bowman-Birk

Os Inibidores Bowman-Birk foram isolados e caracterizados
inicialmente em sementes de soja (Bowman, 1946; Birk et.al., 1963).
Este tipo de inibidor € amplamente distribuido em sementes de
leguminosas (Norioka e Ikenaka, 1983) e de gramineas (Odani et.al.,
1986), em cereais, e também encontrados em folhas e caules

danificados (McGurl et.al., 1995; Rakwal et.al., 2001; Rohrmeier e
Lehle, 1993).

Outras sequéncias de aminoacidos similares a esta familia tém
sido encontradas em inibidores isolados de outras leguminosas, como
de amendoim Arachts hypogaea (Norioka e lkenaka, 1983), feijao
azuki - Vigna angularis (Ishikawa et.al., 1985) e feijdo de corda -

Vigna unguiculata (Morhy e Ventura, 1987).

O nome dessa familia de inibidores faz referéncia aos primeiros
pesquisadores a isolarem e caracterizarem um de seus membros:
BOWMAN (Bowman, 1946) e BIRK (Birk et.al., 1963). O inibidor
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Bowman-Birk isolado da soja — BBl € o mais estudado membro dessa
familia, referenciado como “BBI classico”. O significado fisiologico dos
BBI foi associado a trés principais funcfes: regulacdo de proteinas
enddégenas, reserva de aminoacidos sulfurados (Richardosn, 1977) e
defesa contra o ataque de patdgenos e insetos. No ultimo caso, o0s
BBl parecem atuar inibindo a atividade proteolitica das enzimas
digestivas desses organismos, interferindo tanto em seu
desenvolvimento como na reproducdo (Pompermayer et.al., 2001;
Tanaka et.al., 1996; Tiffin e Gaut, 2001).

Os inibidores dessa familia sdo representados por proteinas
altamente estaveis, apresentando de 60 a 90 residuos de
aminoacidos e 8 a 10 kDa de massa molecular. Estes inibidores sé&o
constituidos por uma uUnica cadeia polipeptidica com duas ou mais
regides internas repetidas (Birk, 1985). Uma caracteristica marcante

destas proteinas € a tendéncia a formacdo de dimeros (Birk, 1985;

Kumar e Rao, 2004; Laskowski e Kato 1980; Rao e Suresh, 2007).

Além de variacdo na sequUéncia, os BBIs apresentam varias
isoformas com sequéncia de residuos aminoacidos bastante similares
devido a cisbes na regido N e C terminal (Prakash et. al., 1996).
Essas cisdes ocorrem durante a maturacdo, quiescéncia e germinacao
de sementes, sendo resultantes da expressao de genes distintos
durante essas fases (Odani e lkenaka, 1973; Tan-Wilson et. al.,
1986).

Em monocotiledoneas estes inibidores apresentam variacao de
massa molecular de 8 a 20 kDa e o numero de residuos de cisteinas
numa mesma molécula pode chegar a 26, existindo grande
variabilidade (Prakash et. al., 1996). Em dicotiledoneas os inibidores
desta familia sGo compostos por proteinas de baixa massa molecular,
variando de 6 a 9 kDa, sendo caracterizados pela presenca de 14
residuos de cisteinas que formam sete ligacBes dissulfeto. Essas

ligacbes permitem a formacdo de uma estrutura assimétrica
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composta por dois dominios independentes localizados em extremos
opostos da molécula, (Gariani e Leatherbarrow, 1997) que inibem
simultaneamente e independentemente duas serinoproteases, nao
necessariamente idénticas, sendo um inibidor ambivalente (Birk et.
al., 1967; Krahn e Stevens 1970; Tan e Stevens, 1971).

O primeiro sitio reativo da maioria dos inibidores das
dicotiledbneas inibe tripsina, enquanto que o segundo sitio inibe
tripsina, quimotripsina ou elastase (Tsunogae et. al., 1986; Qi et. al.,
2005). O residuo P1’ no segundo sitio reativo € bem variavel podendo
ser arginina, tirosina, leucina, fenilalanina ou alanina (Odani e Ono,
1980; Campos et. al., 2004). Se o residuo for uma alanina pode ser
inibida a tripsina ou a quimotripsina, esta ultima com constantes de

inibicdo com valores bem reduzidos (Castro e Anderson, 1996).

Filogeneticamente, Prakash e colaboradores (1996) separaram
em grupos diferentes os inibidores de monocotiledoneas dos de
dicotiledbneas. Segundo eles, os inibidores de monocotiledéneas de 8
kDa apresentam apenas a primeira alca de inibicao que inibe tripsina
e a segunda alca sofreu perda de funcado. Esses inibidores de uma
alca originaram os inibidores de monocotiledbneas de 16kDa, que
possuem duas alcas inibitérias. Segundo Odani e colaboradores
(1986), uma classe de inibidores com uma alca Unica de inibicdo
encontrada em germe de trigo (monocotiledbénea) sugere que estes
sejam os inibidores ancestrais dos BBl com dupla al¢ca de inibicdo. O
fendbmeno de duplicacdo dos residuos 9 a 26 originando os residuos
36 a 53 gerou, provavelmente, apds mutacdes na regiao ativa, uma
segunda alca de inibicdo para a quimotripsina (Hammond et al.,
1984). O fenbmeno de duplicacdo dos residuos foi inicialmente
proposto por Tan e Stevens (1971). Ao contrario destes anteriores,
os inibidores de dicotiledénea sao todos de duas alcas de inibicéao,

que podem inibir um ou dois tipos de enzimas (Baek et. al., 1994).
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Os BBI sdo moléculas muito resistentes ao calor, forca idnica e
pH e a protedlise por proteases. Varios inibidores sao resistentes a
grandes intervalos de temperatura, normalmente 4 a 120°C, e
variacdo de pH de 3 a 10 (Barbosa et al, 2007; Birk, 1985; Lin et. al.,
1993; Chen et. al., 1992; Silva et. al., 2001). Esta estabilidade tem
sido atribuida ao alto conteddo de ligacdes dissulfeto e tamanho
reduzido (Gerstenberg et. al., 1980). O conhecimento da
estabilidade, sob acdo da temperatura e pH, constitui uma importante
ferramenta nos processos de purificacdo dos BBI. A reducédo do
conteudo protéico de extratos brutos por desnaturacdo da maioria
das proteinas, usando tratamentos baseados nessas propriedades,
diminui a complexidade desses extratos e facilita a obtencdo e o
isolamento dos inibidores de proteases, uma Vvez que esses

tratamentos ndo alteram a atividade inibitéria.

1.2.4 Estrutura dos inibidores de protease

A primeira estrutura tridimensional de inibidores BBI obtida foi
a do inibidor isolado de pancreas bovino (Huber et. al., 1970).
Atualmente, varias estruturas de inibidores isolados de dicotileddneas
estao disponiveis em forma livre (figura 4) (DeLaSierra et. al., 1999;
Suzuki et. al., 1993; Werner e Wemmer, 1992) em complexo binario
com a tripsina (Lin et. al., 1993; Tsunogae et. al., 1986; Barbosa et.

al., 2007) e em complexo ternario com tripsina (Koepke et. al.,
2000).

As caracteristicas particulares destas proteinas e o modelo de
sua atividade inibitéria sdo decorrentes da sua estrutura
tridimensional. A conformacao da alca de inibicdo complementar ao
sitio ativo da enzima a ser inibida permite uma ligacdo bastante forte

entre a enzima e o sitio reativo do inibidor (Lin et. al., 199). Outra
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caracteristica importante é a baixa flexibilidade da alca de inibicao.
Esta conformacédo rigida do inibidor é originada pelo seu tamanho
reduzido, pela presenca de ligagOes dissulfeto, pela ocorréncia de
uma ou mais prolinas na alca, pela presenca de uma treonina b-
ramificada na posicdo P2 e pela formacdo de interacdes
intramoleculares de hidrogénio entre os residuos P5' (GIn) e P2 (Thr)
e P1' (Ser) (Maeder et. al., 1992). Em geral, os sitios reativos dos
BBI sdo alcas amplamente expostas, compostos por nove residuos de
aminoacidos caracteristicos, incluindo o residuo P1l, que esta
completamente exposto (Bode e Huber, 1992; Radisky e Koshland,
2002; Barbosa et. al., 2007). Alguns inibidores apresentam os
mesmos valores dos angulos diedrais phi e psi para os residuos das

alcas inibitorias - tanto em forma livre, qguanto em complexos.

Figura 4. Estrutura
tridimensional de um
inibidor da familia

:.-IL__ j\ \ Q bowman birk isolado de
f = : ‘-“"'\-\.\__ \

soja (PDB: 1bbi). Em

L eyl magenta, os dois sitios
_ \} reativos (P1, lisina e
fenilalanina).
j

Apesar da existéncia da estrutura tridimensional dos inibidores
na forma livre, ainda n&o existe nenhum complexo ternario com
tripsina e quimotripsina com estrutura resolvida e depositada no PDB.
Existe apenas na literatura um estudo de cristalizacdo desse
complexo cujos cristais difrataram em baixa resolugcdo e néao
permitem obter as informacfes necessarias para que a estrutura
tridimensional seja resolvida, (Gaier et. al., 1981) e, atualmente, o
trabalho publicado pelo nosso grupo de biofisica estrutural (Esteves
et. al., 2007) de cristais desse complexo ternario difratando a 2.8 A.
Além disso, n&o existe estrutura tridimensional de inibidores da

familia Bowman-Birk em complexos com a quimotripsina. O Unico
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modelo tridimensional formado pelo inibidor em complexo com a

quimotripsina foi construido baseado na homologia desses inibidores

pelo nosso grupo de biofisica estrutural (Freitas et. al., 1997).

1.2.5 Importancia dos inibidores de protease

Inicialmente, o estudo de inibidores de proteases foi motivado
pela busca de desenvolvimento biotecnolégico de variedades de
plantas resistentes a insetos predadores (Richardson, 1977; Ryan,
1973). Hoje, os inibidores de protease estédo relacionados a outras
multiplas aplicagbes tecnoldgicas em areas econdmicas e médicas
(Fear et. al., 2007). Como exemplo, esses inibidores sdo importantes
no tratamento de distdrbios metabdlicos associados as enzimas
proteoliticas, como pancreatites, enfisema, alergias, inflamacéo,
hipertensdo e certos tipos de cancer (Richardson, 1991, Kennedy,
1998).

O efeito dessas moléculas estd compreendido dentro de
algumas categorias basicas como, efeito nas vias de sinalizacdo, na
inibicdo de proteases nucleares e na degradacao da matriz
extracelular (Garcia-Gasca et. al., 2002). A sinalizacdo por proteases
difere da maioria das outras vias de sinalizacdo por ser irreversivel

(Turk, 2006). Essa caracteristica € importante para a busca de

inibidores que possam atuar como farmacos.

Exemplos classicos do sucesso da aplicacdo clinica
biotecnoldgica do uso de inibidores de protease € o uso de inibidores
de tripsina pancreédtica bovina tipo Kunitz para o tratamento de
pancreatite e a producdo de anticoagulante isolado de Hirudo
medicinalis (Schoneich e Braun, 1986). Outras potenciais aplicacoes

incluem: a inibicdo de proteases do virus da dengue (Murthy et. al.,
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2000), atuacdo em desordens inflamatoérias e alérgicas pela inibicao

da Beta-triptase humana (Scarpi et. al., 2004).

Evidéncias epidemioldogicas tém mostrado que os inibidores
diminuem a incidéncia dos principais tipos de cancer em humanos em
populacdo que consome alimentos que contenham estes inibidores
(Huang et. al., 1999) e apresentam ter efeito sobre a primeira etapa
do processo de transformacdo em células tumorais (Kennedy e Little,
1981). Sabe-se que inibidores da familia Bowman-Birk em especial
podem atuar em diferentes tipos de cancer e em carcinomas
induzidos por agentes quimicos e fisicos (Kennedy, 1978). Esses
inibidores séo agentes potenciais para atuar em diversas etapas da
carcinogénese como na transformagdo em células tumorais, na
atividade proteolitica alterada, na angiogénese, no crescimento
tumoral e na metastase. Em abril de 1992, o 6rgdo regulador
americano FDA (“Food and Drug Administration”), delegou ao extrato
de soja com concentracfes altas do inibidor do tipo Bowman-Birk o

status de nova droga a ser investigada.

A capacidade de BBI de suprimir a transformacdo de células in
vitro e sua atividade antitumoral em sistemas modelo também foram
diretamente demonstradas (Kennedy, 1993). Além disso, um potente
efeito antiinflamatdrio tem sido associado a ingestdo de BBI em
varios estudos realizados em animais (Kennedy, 1998; Tikhonova et.
al., 1994).

Véarios ensaios sao realizados com os BBI para testar essa
atividade, embora pouco se conheca sobre o mecanismo de acao
desses agentes anticarcinogénicos. Aparentemente, o sitio inibitério
de quimotripsina do BBI esta envolvido no efeito supressor da
transformacdo: o BBl enzimaticamente modificado que sO inibe
quimotripsina continua a ser totalmente eficaz como inibidor de
transformacao induzida por radiacao, enquanto que o inibidor da

protease que é apenas inibidor de tripsina ndo tem qualquer efeito

36



sobre a transformacao induzida por radiacéo in vitro (Kennedy, 1982;

Kennedy e Little, 1981; Yavelow et. al., 1983).

Adicionalmente, o BBI estimula a internalizacdo (localizacéao
nuclear) do receptor do fator de crescimento epidermal, EGFR, inibe
sua ativacdo (Dittman et. al., 2008 e 2003; Gueven et. al., 1998) e
estabiliza a atividade de tirosino-fosfatases especificas que interferem
na ativacdo de EGFR (Gueven et. al., 1998). O EGFR esta envolvido
em mais de 70% das neoplasias e foi encontrado estar hiperexpresso
(100 vezes mais que o normal) em neoplasias clinicas agressivas
(Yarden, 2001).

O BBI estimula a ativacdo de quinase dependente de DNA
(DNA-PK), a qual participa no reparo de DNA de extremidades nao
homodlogas (Dittman et. al., 2003). A formacdo de cromossomos
dicéntricos induzida por radiacao foi reduzida significativamente apos
pré-tratamento de células com BBI, e o tratamento com BBI resultou
em uma estimulacdo do nivel basal da atividade de DNA-PK.
Observou-se que o BBI exerce seu efeito radioprotetor por uma
reducédo de reparo do DNA incorreta, resultando em uma diminui¢cao
da quantidade de cromossomos dicéntricos. Este efeito sobre a
fidelidade de reparo do DNA é dependente do gene TP53 e esta

correlacionado com a inducéo da atividade de DNA-PK.

As &reas de maior interesse para terapias com o0 uso de
inibidores de proteases sao: cardiovascular, inflamatéria, doencas
infecciosas e o cancer. Nessas areas o BBI tem sido utilizado com
resultados promissores. Recentemente estudos farmacolégicos
visando a terapia das doencas neurodegenerativas tém sido
abordados com o potencial uso dos inibidores de proteases — dentre
as quais o BBI ja mostra resultados no caso da esclerose multipla
(Gran et. al., 2008; Touil et. al., 2006). O BBI pode ser administrado

por via oral, e é seguro e relativamente barato. Ele pode ter um papel
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terapéutico em pacientes com esclerose multipla sendo uma

alternativa ao tratamento de inje¢des diarias e com alto custo.

O BBI pode atuar de forma preventiva e curativa se utilizado
em modelos animais que sofrem esclerose multipla. A administracao
via oral do BBl em ratos durante a inducdo ou na fase efetora da
doenca promoveu atraso no inicio da doenca e a diminuicdo da
gravidade da doenca clinica e patologicamente, em todos os
protocolos de tratamento. In vitro e ex vivo, BBIC inibiu a
proliferacdo de células linfaticas no sistema nervoso central de ratos
tratados (Gran et. al., 2006). O tratamento com BBl melhorou
significativamente o0s parametros que caracterizam essa doenca
(tempo para inicio, gravidade, perda de peso, inflamacdo e
desmielinizacdo). O BBI reduziu significativamente a incidéncia de
neurite Optica e previniu a perda de células ganglionares da retina.
Na maioria dos experimentos a proliferacdo de células imunes
derivadas foi significativamente menor dos camundongos tratados
com BBl em relagdo ao grupo controle. O BBI reduz a inflamagéo e
atenua a perda de neurdnios, tornando-o um excelente candidato
para a terapia oral em esclerose multipla, e a provavel melhora se
deve a inibicdo de multiplos caminhos envolvidos na patogénese da
doenca (Touil et. al., 2008). Finalmente, vale ressaltar que proteases
atualmente sdo consideradas alvos em potencial por estarem
associadas a doencas crbnicas, e sao, portanto, juntamente com o0s
inibidores de proteases, campos de grande interesse para as

industrias farmacéuticas.

1.3 Objeto de estudo

O inibidor objeto do presente estudo foi isolado de Vigna

unguiculata, conhecido como feijdo-de-corda (Ventura e Filho, 1966).
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Esta € uma importante cultura tropical de alto valor nutricional para
as populacdes carentes das regides norte e nordeste do Brasil, bem
como de paises dos continentes asiaticos e africanos. O feijdo é
frequentemente submetido a severas condicbes de estresses
ambientais, ja que ¢é principalmente cultivado por pequenos
produtores cujos sistemas de manejo agricolas em geral sao carentes

de insumos e defensivos.

O inibidor a ser estudado nesse projeto “Black eyed pea trypsin
and chymotrypsin inhibitor” — BTCI - € membro da familia Bowman-
Birk e tem sido extensivamente estudado sob o ponto de vista
biofisico estrutural. A seguir estdo apresentadas as caracteristicas
importantes e propriedades desse inibidor. O BTCI é composto por
uma cadeia polipeptidica Unica de 83 residuos de aminoacidos e
massa molecular de 9,1 kDa. A sequéncia dos residuos de
aminoacidos foi determinada por Morhy e Ventura em 1987 (Morhy e
Ventura, 1987). O BTCIl contém apenas um Uunico residuo de
triptofano, um residuo de tirosina e trés residuos de fenilalanina. Os
residuos de fenilalanina estdo em regifes expostas ao solvente
(Barbosa et. al., 2007; Mizuta et. al., 1983). Os estudos de
atenuacdo de fluorescéncia estatica com ions iodeto, de
espectroscopia de termoperturbacdo e de espectroscopia de diferenca
com perturbacdo pelo solvente indicaram que o0 Unico residuo de
triptofano também esta completamente exposto ao solvente (Morhy e
Ventura, 1978; Martin e Ventura, 1983; Ventura, et. al., 1984;
Ventura e Aragéo, 1977).

O espectro de dicroismo circular do BTCI e de outros inibidores
nativos € semelhante aos espectros de proteinas em conformacéo
desordenada e constrangida. Um estudo conformacional do BTCI, por
dicroismo circular, indicou que esta proteina ndo apresenta estrutura
do tipo alfa-hélice. Espectros de infravermelho sugerem a ocorréncia

de estruturas desordenadas, folhas betas antiparalelas e grampos
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betas (Aragdo e Ventura, 1986; Barbosa et. al., 2007; Freitas e
Ventura, 1996). A estrutura nativa apresenta 7 ligacOes dissulfeto,
que |he conferem estabilidade conformacional, mantendo sua
atividade de inibicdo apds a exposicdo a temperaturas de até 95°C e
a uma variacao de pH de 3 a 11 (Silva et. al., 2001). Estas ligacdes
podem ser reduzidas e novamente oxidadas com correspondente
variacdo na sua atividade inibitoria. No entanto, o rompimento das
ligacbes dissulfeto provoca uma alteracdo significativa da

conformacao deste inibidor (Mizuta et. al., 1982).

O BTCl apresenta dois sitios reativos diferentes e
independentes responsaveis pela inibicAdo  simultanea  de
quimotripsina e tripsina, respectivamente (Ventura e Filho, 1966). O
sitio reativo para a tripsina compreende os residuos Lisina 26 e
Serina 27 e, para a quimotripsina, os residuos Fenilalanina 53 e
Serina 54. Os complexos estaveis de BTCI-Tripsina, BTCI-
Quimotripsina e o complexo ternario apresentam estequiometria de

1:1,1:1 e 1:1:1, respectivamente (Ventura et. al., 1975).

A associagdo do BTCI com a tripsina, com uma constante de
associacdo da ordem de 10® M é um processo endotérmico, que
ocorre com aumento significativo da entropia, ocasionado pela
liberacdo de moléculas de agua localizadas na regido de contato entre
as duas proteinas (Fachetti et. al., 1984). As constantes de equilibrio
da ligacdo da quimotripsina ao BTCI foram estimadas para véarias
temperaturas e os valores encontrados variam entre 0,32 x 10’ a
1,36 x 107 ML, Os resultados indicam que a ligacdo de quimotripsina
de BTCI é um processo entropicamente favoravel (Freitas et. al.,
1999).

Quando a tripsina interage com o BTCI, aproximadamente um
grupo triptofil torna-se inacessivel ao solvente. O ambiente deste
cromoforo torna-se menos polar, em consequéncia da interacdo da

enzima com o inibidor. Este residuo volta-se para regides mais
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internas da molécula. No caso da formacdo do complexo ternario, os
resultados obtidos por termoperturbacao nao indicaram diferenca no

total de grupos triptofis expostos e enterrados (Morhy e Ventura,
1978).

Além disso, podem ocorrer interacdes entre subunidades do
BTCI em concentragdes acima de 0,082 g/dL, correspondendo a um
sistema auto-associante com o equilibrio entre as formas de
mondmero e hexamero (Ventura et. al., 1981). Essa tendéncia de
auto associacao foi confirmada pela deteccdo de estados multiméricos
do BTCI em formas globulares-elipséides que foram identificados a
partir de estudos de microscopia de forca atdmica e analises
computacionais (Silva et. al., 2005). Pelos calculos de volume
molecular foram encontradas formas estaveis de auto-associacao do
BTCIl, havendo um equilibrio entre a formacdo de monémeros-

dimeros-trimeros e hexameros.

O BTCI é um inibidor que pode ser utilizado em um grande
espectro de atuacao aplicacdes biotecnoldgicas. Nesse sentido, alguns
trabalhos tém sido desenvolvidos visando a aplicagdo desse inibidor
em principalmente duas &reas importantes da aplicacao

biotecnologia.

O BTCI pode atuar como controle de pragas para o bicudo do
algodoeiro, apresentando alta taxa de mortalidade (65%) de larvas e
impedindo o desenvolvimento do inseto adulto (Franco et. al., 2003).
O BTCI também apresentou resultados importantes no controle da
homeostase nos rins impedindo a degradacao da funcao renal e
aumentando do fluxo urinario, excrecdo de sbédio e aumento da
filtracdo glomerular (Santos-Neto et. al., 2008). Todas essas
caracteristicas estdo relacionadas com a homeostase. Além disso,
uma recente publicacdo comprova o potencial citostatico e citotoxico
do BTCI na linhagem carcinogénica de cancer de mama MCF7

(Joanitti et. al., 2010).
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A estrutura do BTCI em complexo com a tripsina foi resolvida e
refinada em 1,55 A. A interface de contato é estabilizada por contatos
hidrofébicos e ligacdes de hidrogénio, envolvendo duas aguas e uma
molécula de polietileno glicol. A estrutura do complexo ternéario do
BTCI com a tripsina e a quimotripsina foi resolvida em dois pHs
diferentes (pH 7,5 e 4,5) a uma resolucdo de 1,70 A e 1,63 A
respectivamente, sendo a primeira estrutura de complexo ternario
com tripsina e quimotripsina existente. Estes resultados fazem parte

desta tese e serdo discutidos mais a frente.

42



2 JUSTIFICATIVA

Embora intensivamente estudados sob o ponto de vista
bioquimico e estrutural, o mecanismo de ac¢do dos inibidores de
serinoproteases ainda € objeto de investigacdo cientifica. Estruturas
tridimensionais de outros inibidores pertencentes a familia Bowman-
Birk em forma livre (Werner e Wemmer, 1992; Suzuki et. al., 1993;
Voss et. al., 1996; Catalano et. al., 2003) e em complexo com a
tripsina (Park et. al., 2004, Barbosa et. al., 2007) ja foram
resolvidas. Entretanto nenhuma estrutura de complexo com
quimotripsina foi ainda resolvida, sendo os estudos estruturais no
nivel atbmico realizados apenas a partir de complexos obtidos por
meio da técnica de modelagem molecular (de La Sierra et. al., 1999;
Freitas et. al., 1997). A estrutura do complexo ternario de inibidores
Bowman-Birk com tripsina e quimotripsina nao foi ainda elucidada, e
as estruturas cristalograficas depositadas no pdb de complexos
ternarios, sao todas elas representadas pelo BBI (“Bowman-Birk

Inhibitor”) complexado com tripsina.

Um estudo estrutural a partir das estruturas cristalograficas
de complexos binarios do BTCI com a tripsina e a quimotrispina e o
complexo ternario com ambas € fundamental para a caracterizacao
da afinidade e comportamento dos residuos de aminoacidos
responsaveis por essa interacdo. Também € necessario avaliar a
dindmica desta interacao relacionada as mudancas conformacionais

que ocorrem durante o processo de formacdo de complexos.

O BTCI € uma molécula com grande potencial de aplicacdo
biotecnoldgica: sua atividade ja foi comprovada como efetivo controle
de pragas para o bicudo do algodoeiro, apresentando a taxa de
mortalidade de 65% dos insetos e larvas, o0 que sugere fortemente
que o BTCI pode atuar como uma proteina transgénica para uso em

plantas de cultivo geneticamente modificado para resisténcia

43



aumentada contra o bicudo do algodoeiro (Franco et. al., 2003). O
BTCI apresentou efeitos significativos na regulacdo da homeostase de
fluidos e eletrdlitos pela via da guanilato ciclase expressa nos rins. A
utilizacdo do BTCI impediu a degradacao da funcédo renal promovendo
aumento no fluxo urinario, aumento na excrecado de sédio e aumento
na taxa de filtracdo glomerular (Santos-Neto et. al., 2008). Além
disso, ja foi comprovado o potencial anticarcinogénico do BTCI, que
apresentou efeitos citostaticos e citotoxicos em linhagem
carcinogénica, associados a inducdo da apoptose e da
permeabilizacdo da membrana de lisossomos em células de cancer de
mama, considerada uma das neoplasias malignas mais frequentes e
agressivas no Brasil e no mundo (Joanitti et. al., 2010). Parte de
resultados dessa linha de pesquisa resultou recentemente no deposito
de uma patente, que tem sido analisada por grupos de pesquisa de

interesse tecnoldgico no Brasil.

Os dados a serem obtidos a partir do desenvolvimento dessa
tese, em conjunto com outras caracteristicas fisico-quimicas e
estruturais determinadas com o0 desenvolvimento de pesquisas do
grupo de Biofisica estrutural do laboratdério de biofisica, sob a
supervisao da Prof Dra Sonia Maria de Freitas, sdo essenciais para
caracterizacdo do movimento intrinseco da molécula e do mecanismo
de interacdo e reconhecimento entre estas proteinas. Certamente
esses resultados facilitardo a compreensdo dos mecanismos
envolvidos na acédo desse inibidor nas areas citadas, além de
possibilitar o desenho de partes estruturais da molécula para serem
testadas em ensaios de atividade anticarcinogénica e ensaios de

regulacdo da homeostase.

Adicionalmente, a resolucédo das estruturas tridimensionais
dos complexos descritos neste projeto é fundamental para o desenho
racional e a producéo biotecnoldgica de proteinas recombinantes que
possam atuar de forma mais eficiente em diversas fungdes como:

agentes defensivos contra ataque de predadores em plantas, agentes
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preventivos ou guimioterapicos contra o cancer, atuacao preventiva e
curativa na esclerose multipla (Gran et. al., 2006; Touil et. al., 2008),
em atuacfes no sistema imune — sistema respiratdrio, sistema de
defesa e pele, na regulacdo da homeostase, agentes antivirais (SARS,
Hepatite C, Dengue, HIV), agentes antibactericidas (tuberculose,
anthrax), agentes antifungicos (candida), agentes antiparasiticos,

(chagas, malaria) dentre outros (Joanitti et. al., 2006).

Este projeto representa uma pesquisa de grande impacto
cientifico e esta sendo desenvolvido utilizando parte da infra-
estrutura dos laboratérios de Biofisica e do Laboratdrio Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS) e faz parte de uma linha de pesquisa
multidisciplinar coordenada pela Profa. Dra. Sonia Maria de Freitas do
grupo de Biofisica estrutural da Universidade de Brasilia. Vale
ressaltar que o BTCI, objeto de estudo dessa tese, é alvo de pesquisa
do laboratério de biofisica hd mais de 35 anos, anteriormente
coordenada pelo Prof. Emérito Dr. Manuel Mateus Ventura e hoje

supervisionada pela Dra Sonia M de Freitas.

45



3 OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho tem como objetivo geral o estudo das interacdes
do BTCI com as enzimas quimotripsina e tripsina em complexos
binario e ternario por fluorescéncia dindmica e a partir das estruturas
cristalograficas desses complexos a serem determinadas nesse

trabalho por difracdo de raios X.

3.1 Objetivos especificos

Purificacéo e cristalizacdo do complexo binario BTCI — tripsina.

Resolucao da estrutura tridimensional do complexo binario BTCI

— tripsina.

Analise comparativa da estrutura tridimensional do complexo

binario com outros complexos de inibidores de tripsina.

Andlise dos contatos intermoleculares caracteristicos da ligacao

do BTCI — tripsina.

Purificacdo e cristalizacdo do complexo ternario quimotripsina —

BTCI — tripsina.

Resolucdo da estrutura tridimensional do complexo ternario

quimotripsina — BTCI — tripsina.

Andlise das interfaces e mudangas estruturais no complexo

ternario quimotripsina — BTCI — tripsina.

Andlise da estabilidade térmica dos complexos por técnica de

dicroismo circular.

Analise da acessibilidade dos triptofanos dos complexos pela

técnica de fluorescéncia dinamica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencéao do extrato bruto de Vigna unguiculata

O BTCI foi isolado de sementes do feijdo Vigna unguiculata
(variedade seridd). 500g de sementes trituradas foram mantidas sob
agitacdo constante em 2 L de agua destilada por 12 horas a uma
temperatura de 4°C . A mistura foi homogeneizada em um
liguidificador por 15 minutos, filtrada e centrifugada a 8000 g por 30
minutos a 4°C e o sobrenadante foi reservado. Uma nova extracao
das proteinas contidas no precipitado foi realizada com 1 L de agua
por mais 15 minutos. A mistura foi centrifugada a 8000 g por 30

minutos em 4°C e o sobrenadante reservado.

O material foi precipitado com TCA 2,5%, em seguida
precipitado em sulfato de amoénio 50%. Apds filtrar a 4°C, foi
centrifugado por 8000 g por 40 minutos a 4°C, coletando-se o
precipitado. O extrato foi dialisado para remocado dos sais por 12

horas a 4°C e liofilizado para posterior utilizacao.

4.2 Purificacao do btci

O material liofilizado foi ressuspenso em tampéao fosfato 0,01 M
pH 7,3 para a purificacdo em cromatografia de troca iébnica em DEAE-
celulose. O inibidor a ser purificado foi eluido em um gradiente de O-
0,8 M de NaCl em um fluxo de 4 mL/min. A presenca de proteinas foi
monitorada por absorbancia em 280 nm e a confirmacédo da pureza

foi feita por gel de poliacrilamida 13% em condi¢cdo desnaturante.

4.3 Obtencao e purificacdo dos complexos

Para a obtencdo dos complexos as misturas de trispina,

quimotripsina e BTCI purificado foram realizadas em uma solucéo Tris
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0,05 M pH 7,5 KCI 0,2 M na razdo molar 1:1 nos complexos binarios
(BTCI-tripsina e BTCIl-quimotripsina) e 1:1:1 no complexo ternario
(tripsina-BTCIl-quimotripsina) em uma concentracdao de 500 mM. As

misturas foram incubadas durante 30 minutos a temperatura

ambiente.

O complexo ternario tripsina-BTCIl-quimotripsina foi obtido em
duas etapas. Em primeiro lugar, BTCI e tripsina foram dissolvidos em
uma proporcao de 1:1 em solucéo Tris 0,05 M pH 7,5 KCI 0,2 M por
30 minutos em temperatura ambiente.A quimotripsina foi entéo
adicionada a esta solucao, que foi incubada por um periodo adicional
de 30 min. Todas as trés proteinas foram diretamente dissolvidas no

tampao para relagao 1:1:1 em uma concentracdo de 500 mM

Os complexos formados foram purificados de acordo com a
metodologia de Ventura et. al.(1975) por cromatografia de exclusao
molecular em Sephadex G-75 em um fluxo de 25 mL/h. A elui¢c&o das
proteinas foi monitorada por absorbancia em 280 nm e a confirmacao
da pureza foi feita por gel de poliacrilamida 13% em condicdo néo-

desnaturante.

4.4 Cristalizacdo dos complexos

O material purificado foi cristalizado pelo método de difusédo de
vapor em placas de gota sentada utilizando as solugdes de Kkits
comerciais e a metodologia de matriz esparsa. Foram utilizados kits
da Hamptom Research para os ensaios iniciais. Neste trabalho esse
processo foi realizado em uma sala com temperatura controlada a
21°C. Uma gota contendo 2 niL de proteina em solucdo aquosa na
concentracdo de 8 mg/mL foi misturada a 2 nL de solucao do
reservatério e foi equilibrada contra 300 nL dessa mesma solucdo do
reservatorio. O acompanhamento do experimento foi realizado por

meio da observacdo das gotas em lupa, nas placas de aistalizacdo
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lacradas, com a menor perturbacdo possivel. A partir da observacao
dos resultados preliminares destes experimentos, as condicées que
apresentarem cristais foram submetidas a sucessivos refinamentos

até se conseguir cristais que apresentem 2 dimensdes maiores que

0,2 mm.

Foram obtidos cristais em diversas condi¢cdes, mas somente
duas em dois pHs diferentes foram escolhidas para a resolucdo e
refinamento, sendo em 0,1 M HEPES de sodio pH 7,5, 0,5 M de
sulfato de amonia e 30% de 2-metil 2,4-pentanodiol (MPD) e 0,1M de
acetato de sodio pH 4,5, 0,1 M de cloreto de cobalto hidratado e 1 M
de hexanodiol. A coleta de dados dos cristais foi realizada na linha de

cristalografia de proteinas MX1 do LNLS.

4.5 Coleta de dados

A coleta de dados foi realizada na linha MX1-DO3B do
Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron a ? = 1.427 A. Os cristais
foram banhados em uma solugdo crioprotetora formulada de acordo
com as condi¢cdes de obtencao de cada cristal, e s6 entdo montados
em loops de nylon. A coleta foi feita com o cristal resfriado
instantaneamente num fluxo de nitrogénio gasoso a
aproximadamente 100 K. Isto permitiu a reducédo dos efeitos danosos

da radiacéo direta e aumentou o tempo de vida do cristal.

Cada conjunto de imagens geradas de um cristal forma um
conjunto de dados a ser analisado. E possivel realizar varias coletas e
escolher o melhor conjunto de dados. Além disso, os dados coletados
a frio apresentam melhor qualidade, pois o resfriamento mantém o
nivel de organizacdo interna do cristal, necessaria para coleta de
dados, preservagido da rede cristalina, informacdo expressa nos
resultados pela mosaicidade. Para a coleta foi utilizado um detector

MarCCD 165 mm. A distancia do detector ao cristal foi regulada de
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forma a chegar o mais proximo possivel da melhor resolucéo,
limitada pela qualidade do cristal. A coleta foi feita com oscilacdo do
cristal a cada 1° com o maximo de reflexdes possiveis, visando maior

completeza de dados.

De posse das imagens (360 imagens), os dados
(intensidades) foram indexados utilizando o programa HKL2000
(Otowinowski e Minor, 1997), para a determinacao do grupo espacial,
das dimensdes e orientacdo da célula unitaria, e estimar a
mosaicidade. A partir da medida da distancia e dos eixos da rede
reciproca do padrao de difracdo foi possivel determinar o tamanho e

os eixos do cristal no espaco real.

No processo de integracao foi 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 como a variacdo na radiagcdo incidente, absorcao
dos raios difratados ou destruicdo do cristal. Portanto, € necessario
colocar todos os pontos em uma mesma escala. Apés esse passo foi
realizada o somatoério dos dados: os pontos com o mesmo indice de
Miller foram somados e as intensidades correspondentes aos pontos
que foram agrupados como reflexdes equivalentes simétricas de

diferentes imagens foram também somadas.

ApOs essa etapa € possivel determinar o grupo espacial e
estimar a mosaicidade, a completeza, 0 Rnerge € 0 Rsymm — que séo
parametros de medida de qualidade do modelo. A completeza
representa a porcentagem do numero de reflexbes observadas em
relacdo ao numero de reflexbes possiveis para uma determinada
resolucdo, que estd limitada pela qualidade do cristal. Uma
completeza de 100% € o resultado desejavel, com a maioria das
reflexdes medidas vérias vezes. A mosaicidade indica o nivel de

organizacdo interna do cristal. O Rmege € um parametro de
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concordéancia 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. Ja que, na realidade todas as
medidas de um mesmo ponto ndo apresentam a mesma intensidade,
dependendo da orientagdo do cristal. Rsymm poOr sua vez, € um
parametro que relaciona, da mesma forma, as medidas de
intensidade de reflexdes simetricamente relacionadas de imagens ou

conjunto de dados diferentes (McRee, 1993).

4.6 Construcao do modelo

O mapa de densidade eletronica € que permite a construcdo de
um modelo de estrutura tridimensional. A fim de obter esse mapa de
densidade de elétrons, a amplitude e fase devem ser conhecidas.
Durante um experimento de difracdo a fase ndo pode ser diretamente
gravada: isto € conhecido como o problema de fase. A fase inicial

pode ser obtida por diversas técnicas, uma delas é a substituicdo

molecular.

Se uma estrutura relacionada é conhecida, ela pode ser usada
como um modelo de busca em substituicdo molecular para
determinar a posicdo e orientacdo das moléculas dentro da célula
unitaria. Partindo da observacdo de que moléculas com sequéncias
primarias homodlogas apresentam enovelamentos similares, o
conhecimento destas moléculas estruturalmente conhecidas, permite
simular um experimento com um modelo inicial do cristal a ser
resolvido, e deste modelo obter as informacfes necessarias sobre a
fase da radiacdo difratada pelo cristal real. Mas para isso € necessario

saber quantas moléculas estao presentes na unidade assimétrica.

Ap6s a integracdo e indexacdo e a partir dos dados da
dimensao da célula unitaria é calculado o coeficiente de Matthews. O

coeficiente de Matthews permite estimar quantas moléculas estao
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presentes na unidade assimétrica. Conhecendo o0 numero de
moléculas na unidade assimétrica € possivel realizar o processo de
substituicao molecular, o que permite a obtencdo do primeiro modelo
inicial da estrutura tridimensional. O método da Substituicdo
Molecular foi utilizado neste trabalho com a estrutura do inibidor de
Phaseolus angularis (PDB: 1TAB Tsunogae et. al, 1986) como modelo
inicial, utilizando o programa MOLREP do pacote CCP4 (Vagin e
Teplyakov, 1997).

O programa utilizado calcula fun¢gdes de movimentos de rotagao
e translacdo do modelo, cujas coordenadas espaciais de seus atomos
referem-se ao seu posicionamento no proprio cristal. De posse das
rotacdes e translacbes necessarias para posicionarmos o modelo
corretamente na cela unitaria, estas transformacfes sao aplicadas e o
fator de estrutura (Fcalc) é calculado. As fases obtidas para cada
reflexdo sdo assumidas como as fases correspondentes aos fatores de
estrutura observados, e esta informacado sera utilizada como ponto de
partida de um processo de refinamento, para obtencdo da estrutura

efetiva da molécula difratada.

4.7 Refinamento do modelo

ApOs a construcao do primeiro mapa de densidade eletronica, a
estrutura do modelo foi minimizada utilizando o método de Simulated
annealing com o programa CNS (Brunger et. al., 1998), visando a
acomodacao inicial e energética dos atomos a densidade eletrdnica.
Esse método simula a dindmica molecular de um sistema, elevando-o
até altas temperaturas e resfriando o sistema gradualmente até a
temperatura ambiente. A idéia principal do método €& aquecer a
molécula para que os atomos adquiram altas velocidades e energias
cinéticas suficientes para vencerem as barreiras de potencial

energético e, quando a temperatura chegar a temperatura ambiente,
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a estrutura tenha alcancado o0 seu minimo energético, com

convergéncia maxima (McRee, 1993).

Refinamento €é o0 processo de encontrar uma melhor
concordancia entre o modelo proposto e os dados observados do
experimento. Esta concordancia deve refletir numa igualdade entre os
fatores de estrutura calculados (Fcac) e os fatores de estrutura
observados (Fons). Cada refinamento realizado com o programa
Refmac do pacote CCP4 foi seguido por uma intervencdo manual,
utilizando o programa grafico “WinCoot” (Emsley e Cowtan , 2004)
para ajustes da geometria da molécula, otimizacdo dos angulos das
cadeias laterais, otimizacdo das dimensdes das ligacdes covalentes,
enquadramento da cadeia principal e cadeias laterais no mapa de
densidade eletrénica seguindo o padréao das dimensdes das ligacdes,
ajustes do mapa de densidade eletronica para as densidades
negativas e positivas. E necessaria a realizacdo de varios ciclos de
refinamento para que todos os atomos do modelo representem de
maneira mais fiel possivel a realidade experimental medida, e, além
disso, estejam no melhor posicionamento possivel levando em conta
a geometria das moléculas, valores dos angulos e dimensao das
ligagcOes covalentes. O processo de refinamento visa trazer o valor de
(Fcaic) 0 mais proximo possivel de (Fops), variando as coordenadas
atbmicas e o fator de temperatura B, porém, sempre respeitando as

restricdes estereoquimicas e eletrostaticas.

O acompanhamento da qualidade deste processo € feito por
meio do calculo do fator R durante o processo. O fator R € uma
medida da similaridade entre o modelo cristalografico utilizado e os
dados experimentais da difracdo de raios-X. Em outras palavras, é
uma medida de qudo bem a estrutura refinada prevé os dados
observados no experimento de difracdo de raios-X (Morris et. al.,
1992). Como R pode ser minimizado artificialmente e levando em

consideracdo a redundancia dos dados de raios X, uma pequena
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porcentagem das reflexdes sdo excluidas do refinamento e utilizadas
como um conjunto de teste no calculo de um novo fator R chamado
Rfree, Que € isento de minimizacdo artificial. Todas as etapas do
refinamento foram monitoradas nos arquivos “.log” do CCP4, com
énfase para os valores da convergéncia dos fatores de estrutura para
valores compativeis para estruturas de qualidade estrutural (Rfactor <

20% e Rfree 0 Mais proximo do valor do Rsactor)-

ApOs varios ciclos de refinamento para posicionar os atomos
das proteinas, as moléculas de agua foram adicionadas com o
programa REFMAC (Murshudov et. al., 1999) do pacote CCP4. Todas
as interacdes das aguas com a interface molecular e o solvente foram
otimizadas considerando-se as dimensfes das ligagdes de hidrogénio.
Os heteroatomos provenientes da solucdo de cristalizacdo (Kleywegt
e Jones, 1998 - http://xray.bmc.uu.se/hicup/) foram inseridos em
seus mapas de densidade eletronica correspondentes, seguidos de
varios ciclos de refinamento utilizando o programa REFMAC
(Murshudov et. al., 1999).

4.8 Analise do modelo

O arquivo pdb gerado no dultimo ciclo do refinamento foi
avaliado quanto aos varios parametros de qualidade estereoquimica,

utilizando o site do PDB (www.rcsb.org/pdb) com os programas de

validacdo da estrutura tridimensional e o Wincoot.

A estrutura tridimensional do inibidor e de seus complexos foi
comparada entre si por meio do alinhamento estrutural realizado com
0 programa Superpose (Maiti et. al, 2004). Nas comparacdes utilizou-
se como parametro o valor das posicoes relativas dos atomos, a
partir do célculo do r.m.s.d. (root mean square deviation). A partir

desses dados, a analise estrutural foi realizada com foco nos residuos
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presentes nas regifes de contato. Também foram realizadas analises
estruturais das modificacbes conformacionais encontradas quando as
diversas estruturas tridimensionais foram comparadas, a fim de

avaliar as mudancas decorrentes da formacado do complexo.

A analise das estruturas em diferentes pHs (4,5 e 7,5) foi
realizada a partir do alinhamento estrutural realizado com o
programa Superpose (Maiti et. al, 2004) utilizando os valores do
RMSD como parametros. A partir desses dados, a analise estrutural
foi realizada com o auxilio do programa de visualizacdo molecular
PYMOL (DeLano, 2002) para observacao individual e comparacao do

posicionamento das cadeias laterais de cada residuo das proteinas.

Para analisar a flexibilidade do loop que contém os sitios
reativos no BTCI, a comparacdo entre a média do fator B (fator de
temperatura) para os residuos do BTCI em complexo ternario foi
realizada. O fator B € uma medida que reflete a flutuacdo dos atomos
em torno da sua posicdo média e fornece informacfes importantes
sobre o movimento atdbmico (Yuan et. al., 2005). A média dos fatores
de temperatura de uma regido permite avaliar se ela é rigida ou
flexivel. A analise e a comparacdo do fator de temperatura foi
realizada para os sitios reativos do BTCI e para toda a cadeia do BTCI

em complexos binario e ternario.

4.9 Espectroscopia de fluorescéncia dinamica

A técnica de fluorescéncia dinamica visa fornecer informacdes
sobre a dindmica das biomoléculas, a partir da avaliagcdo da posicao
dos triptofanos na escala temporal de nanosegundos, além de
informacdes sobre a acessibilidade das moléculas de solvente
fluorescentes. Proteinas com sondas fluorescentes intrinsecas tém
um tempo de vida associada ao processo de emissdo. Este tempo

de vida pode ser influenciado pelas interacbes com o meio ambiente
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e por associacbes entre macromoléculas. A proximidade de
atenuadores de fluorescéncia, a presenca de oxigénio, alteracdes no
pH, temperatura, viscosidade do meio podem alterar a conformacao
da proteina que reflete na intensidade da emissédo fluorescente e
por consequéncia, no valor do tempo de vida.

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, 1999).
No caso de um unico tipo de fluoréforo, os dados resolvidos no
tempo podem indicar se este fluor6foro esta presente em um ou
mais ambientes distintos (jA& que o tempo de vida é sensivel ao
ambiente que circunda o fluordforo), se o fluoroforo sofre reactes
quando no estado excitado (por exemplo, a transferéncia de
energia) e dar informacdes sobre o tamanho, forma e mobilidade
das moléculas (com medidas de anisotropia).

A medida do tempo de vida do estado excitado de uma
molécula (elétrons de seu fluoréforo) pode ser obtida por duas

técnicas: no dominio do tempo ou no dominio da frequéncia.

A técnica utilizada neste trabalho foi a do dominio da
frequéncia, na qual a frequéncia de excitacdo da luz emitida (em
megahertz) € modulada para observar a flutuacdo da intensidade de
emissdo, em resposta a excitacdo. A modulacdo de amplitude e o
atraso da fase entdo sao considerados para determinar o tempo de
vida (Gratton e Jameson, 1984). Neste trabalho utilizamos como
fonte de luz a radiacdo sincrotron, pois o sinal € mais intenso e

possibilita a utilizacdo de amostras bem mais diluidas.

O BTCI, ou o complexo a ser analisado foi pesado e dissolvido
em tampéao Tris-HCI 50 mM CaCl, 50 mM pH 7,6, centrifugado a
12.000 rpm durante 20 minutos. A concentracédo ideal para obtencéo

das medidas foi de 22 nM para o complexo binario com tripsina, 50
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nM para o complexo binario com quimotripsina e 80 nM para o
complexo ternario. As medidas do tempo de vida do BTCI puro foram
realizadas com concentracdo de 50 nM em pH 7 (Tris-HCI 50 mM).

Todas as medidas foram realizadas a temperatura de 25 °C.

700 nL 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 k2, acoplado a fonte de
radiacdo Sincrotron, no LNLS (Campinas, SP). As medidas do tempo
de vida foram realizadas com um numero de frequéncia de 20 MHz a
partir de 8 a 200 MHz. Todas as medidas foram realizadas na
configuracdo “magic-angle”, isto é, o decaimento da intensidade de
fluorescéncia é frequentemente medido por um polarizador orientado
a 54,7° a partir do eixo vertical (eixo-z). Esta condicdo é usada para
evitar os efeitos da difusédo rotacional e/ou anisotropia no decaimento
da intensidade (Lakowicz, 1999). 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 solucdo 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
emissédo) 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 n&o corresponde a fluorescéncia.

Os dados de desmodulacdo (razdo de modulacao) e
deslocamento de fase foram analisados pelo software VINCI (ISS
Inc.) e os graficos foram feitos utilizando o programa Origin Pro 8,0
(OriginLab Corporation). 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 c?, o qual foi calculado
usando os desvios padrdes de + 0,2° e + 0,004 para o angulo de fase

e a desmodulacao, respectivamente.
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4.10 Estabilidade térmica

A desnaturacdo térmica dos complexos do BTCI foi
acompanhada por espectroscopia de dicroismo circular. Os
experimentos de dicroismo circular (CD) foram realizados em um
espectropolarimetro JASCO J-810 cuja temperatura da camara da
cubeta é controlada por sistema tipo Peltier PFD 425S. As solucdes de
proteina foram preparadas na concentracao de 0,3 mol/L em 2 mM
HEPES pH 7,0 .

Os dados foram coletados utilizando-se varredura de 50
nm/min e intervalo de dados de 0,5 nm. O programa utilizado para
registro e tratamento dos dados foi o Spectra Manager (JASCO), com

o0 auxilio do programa Origin Pro 8.0 (OriginLab Corporation).

As elipticidades a 204 nm das solu¢des de proteina foram
medidas em cubetas de quartzo de 0,2 cm. Ensaios de desnaturacao
térmica foram realizados elevando-se a temperatura de 20 a 95°C.
Ao final do experimento foi realizado um espectro no comprimento de
onda UV distante (190 a 260 nm). Cinco medidas consecutivas foram
acumuladas e foi utilizada a média dentre estes cinco espectros. As
elipticidades observadas em miligraus foram convertidas em
elipticidade residual molar [g] baseando-se no valor da massa
molecular média de 112 por residuo. Os dados foram corrigidos com

a linha de base para retirar a contribuicdo do tampao.

As curvas de transicdo foram ajustadas de acordo com o
modelo de dois estados e normalizadas de acordo com a calibracéao
do aparelho realizada por uma solucéo livre de proteina nas mesmas
condicdes. A fracado de proteina presente no estado desdobrado (fu),
a constante de equilibrio (K) para estas transicoes e os valores dos
parametros termodindmicos que caracterizam a estabilidade

estrutural foram calculadas de acordo com as seguintes equacoes:
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fu=Wr—Yy) 7/ (YF —YU) 1)
K=[U]/[N]= fu/ QA -f))=Wcr=¥)/Y—-y) (2
DG=-RTInK =-RTIn[(Yr—Y)/ (Y — YU 3

onde yr e yy representam as fracdes de proteina que estao no

estado nativo e desnaturado, respectivamente.

A temperatura de transicao T, correspondente ao ponto
central da curva de desnaturacao térmica sera calculada a partir do
gréfico DG vs T, para DG = 0 (DG = 0 = DHy - Tm DSm). A inclinacdo
desse grafico em T, corresponde a DS, e a entalpia em T, € DH,, =
Tm DSm .

A energia entélpica de van’t Hoff foi calculada a partir da
equacéo de van’'t Hoff (4):

d(In Kp) /7 d(1/T) = - DH/R 4

A estabilidade correspondente a 25°C (DG®®) foi estimada a

partir da equacdo de Gibbs (5), considerando o intervalo de

temperatura de desnaturacao:

DG =DH -TDS (5)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Purificacao do BTCI

O BTCI foi purificado conforme metodologia descrita por
Ventura et. al. (1975) por cromatografia de troca i6nica (figura 5). As
fracdes consideradas puras pela analise em gel de poliacrilamida 13%

foram dialisadas contra agua e liofilizadas.

0,7 - l - 0,7
0,6 - T+ 0,6
~~~ — — 'E‘
= 05 05<
5 9
o
g 0,4 - T 042
< ©
(3 i 1 IO
§ 0,3 0,3 %
2 02 - +02%
Q [S]
< S
0,1 N 4 O,l )
O T T T O
0 50 100 150 200
FracOes coletadas

Figura 5. Cromatografia de troca idnica indicando a eluicdo do
BTCI.

5.2 Purificacdo dos complexos binarios

Os complexos binario (BTCIl-quimiotripsina e BTCI-tripsina)
foram obtidos pela mistura de BTCI (1 mM) em uma propor¢cao molar

de 1:1 com tripsina ou quimotripsina (1 mM). O complexo purificado

foi dialisado contra agua e liofilizado.
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Figura 6. Cromatografia de exclusao molecular do complexo binario
com tripsina do BTCI. A seta indica a eluicdo do complexo. Figura
inserida: Gel de poliacrilamida 12% ndo desnaturante. Poco
1:complexo binario da b-tripsina com o BTCI (—24 kDa), Poco 2:
Marcadores moleculares (Mn), anidrase carbénica (29 kDa), inibidor

de soja BBI (20kDa), mioglobina (14 kDa).
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Figura 7. Cromatografia de exclusdo molecular do complexo binéario

com quimotripsina do BTCI. A seta indica a eluicdo do complexo.

Figura inserida: Gel de poliacrilamida 12% n&o desnaturante. Poco

1:complexo binario da a-quimotripsina com o BTCI (—25kDa); Pogo

2: Marcadores moleculares (My), ovoalbumina (45 kDa), anidrase
carbonica (29 kDa), mioglobina (14kDa)
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5.3 Coleta e processamento de dados da difracédo de raios-X do

complexo binario com tripsina

A condicéo utilizada para a coleta dos dados na linha MX1 do
LNLS foi 0,1 M HEPES de soédio pH 7,5, 5% (v/v) polietilenoglicol
(PEG) 400 e 2,0 M sulfato de amoénio. Para a coleta os cristais foram
banhados na solugdo mé&e contendo 15% glicerol (v/v) como agente
crioprotetor. A indexacdo e o refinamento desses dados forneceram
valores compativeis com as coordenadas do espaco reciproco
pertencentes ao grupo espacial P2;2:2; com as medidas de célula
unitaria com os eixos a = 60,50 A, b = 61,11 Aec = 79,26 A e os
angulos a = b = g = 90,00°. O primeiro cristal difratou a uma
resolucéo de 2,36 A, mas o melhor cristal encontrado posteriormente

difratou a 1,55 A. Estes dados estdo descritos na tabela 1.

5.4 Construcdo do modelo da estrutura tridimensional do

complexo binario com tripsina

Os dados das 162 imagens geradas a partir da rotacdo do
cristal em 1,0 © foram integrados e indexados e resultaram em
completeza de 99,5%, baixa mosaicidade e resolugdo maxima de
1,55 A, esta resolucéo encontra-se dentro do intervalo de 1,5 A a 3,0
A para a resolucido de estruturas tridimensionais. O valor obtido do
Rsym foi de 0,06, que esta muito abaixo do limite esperado (valor
entre 0 a 5%), indicando que € um conjunto de dados excelente para

a resolucado do modelo tridimensional (tabela 1).

A estrutura do complexo foi resolvida por substituicdo molecular
usando como molde a estrutura da tripsina em complexo com o
inibidor de Phaseolus angularis (Tsunogae et. al., 1986). O

alinhamento das sequéncias, obtido pelo programa clustalWw2
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(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) mostrou 80,2%

de identidade entre as cadeias (figura 10). Um modelo parcialmente
refinado do primeiro conjunto de dados com resolucédo de 2,36 A foi
utilizado na substituicdo molecular para o conjunto de 1,55 A e
resultou nos valores de Rfactor © Riee de 0,265 e 0,279,
respectivamente. Os resultados detalhados sobre a coleta de dados e

o refinamento do modelo sédo apresentados na tabela 1.

1TAB_I| SGHHDETTDEPSESSKPCCDQCSCTKSMPPKCRCSDIRLNSCHSACKSCA
2G81_1| SGHHEDSTDEASESSKPCCDRCECTKSIPPQCRCSDVRLNSCHSACKSCA

*xKxKx---kk * XX *hhX-K *hxh-kk-kkhkk-kkXhkxk EaE o S

1TAB_I| CTYSIPAKCFCTDINDFCYEPCKSSR--DDDWDN 82
2G81_1| CTFSIPAQCFCGDINDFCYKPCKSSHSDDDDWN- 83

FxR-F*kFxkhkKx-KkFx*x kXxIIxIxdxh-kkx*dxkx*kx- FHXxkx*k-

Figura 8. Alinhamento sequencial do inibidor de Phaseolus angularis
(PDB 1TAB cadeia I), com o BTCI (PDB 2G81, cadeia I).



Tabela 1. Coleta de dados do complexo BTCI - Tripsina e estatisticas

de refinamento. Os valores entre parénteses correspondem aos dados

relativos a altima camada de resolucéo de 1,63 — 1,55° A.

A. Coleta de dados

Grupo espacial

Parametros da célula (a, b, c) (A)
Intervalo de resolucéo (A)

Temperatura (K)

Comprimento de onda (A)

Oscilacéo (°)

Distancia do detector (mm)

Numero de imagens
I/s(l) depois da fuséo
Completeza (%)
Multiplicidade

Rsym a

Numero de reflexdes

NUmero de reflexdes Unicas

P2:2:2;

a=60,50 ; b=61,11 ; ¢c=79,26
40,00 — 1,55 (1,63 1,55)

100
1,431

1,0

57

162

30,5 (4,9)
99,5 (98,6)
6,3 (5,9)
0,060 (0,353)
273490
43170 (4216)

B. Estatisticas de refinamento

Intervalo de resolucéo (A)

Numero de reflexdes
Rfree

NUumero de atdbmos (sem hidrogénio)

Proteina
Agua
Heteroatomos

30,00 — 1,55
43111

2145

2486

2102

323

61

C. Parametros de qualidade do modelo

Fator R (%)" 15,4
Rfree(%) 16,9
Desvios rms da idealidade
Comprimento das ligacdes (A) 0,011
Angulo das ligacées (A) 1,483
Média do fator de temperatura (A?) 20,53
Proteina 18,12
Solvente 34,61
Heteroatomos 28,38
Plot de Ramachandran
Regides mais favorecidas (%) 87,8
Regifes permitidas adicionais (%) 11,8
Regides geralmente permitidas (%) 0,4
Fator G 0,1
® Rsym= S |I - <I>] / S |I], onde <I> é a intensidade média das reflexdes

equivalentes.

P Fator R= S ||lo| - |Fcll 7 |Fol-
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5.5 Analise do modelo da estrutura tridimensional do
complexo binario com tripsina

O modelo final da estrutura do complexo binario BTCI-Tripsina,
com os heteroatomos e as moléculas de solvente pode ser observado

na figura 9 gerada pelo programa Pymol (DeLano, 2005).

Figura 9. Modelo da estrutura do complexo BTCI (verde) com a

tripsina (magenta) incluindo as &aguas cristalograficas (vermelho)
PDB: 2G81.

O modelo final do complexo inclui os residuos 17—72 do BTCI,
16—238 da tripsina, 323 moléculas de agua, 4 sulfatos, 2 acetatos e 3
moléculas de polietileno glicol (PEG). A qualidade da densidade néao
permitiu localizar dois segmentos do BTCI (residuos de 1-16 e 73-
83), que fazem parte de uma regido flexivel no N e C terminal da
molécula, como relatado em outras estruturas de inibidores BBI
depositadas no PDB (Chen et. al., 1992; Debreczeni et. al., 2003;
DeLaSierra et. al., 1999; Werner e Wemmer, 1992).
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Todas as moléculas de aguas foram observadas e analisadas
quanto a estabilizacdo da estrutura tridimensional por ligacbes de
hidrogénio e as distancias pertinentes entre essas moléculas e as
cadeias laterais dos aminoacidos. Este modelo refinado apresentou o
fator R de 15,4% (melhor do que o valor regularmente considerado,
20%, para estruturas com alta qualidade e resolucao) e 0 Ryee de
16,9%. O fator R € uma medida da similaridade entre o modelo
cristalografico utilizado e os dados experimentais da difracdo de
raios-X. Essa medida indica o quanto a estrutura refinada a partir dos
dados observados no experimento de difracdo de raios X esta de
acordo com os dados experimentais (Morris et. al., 1992) e é
conferida a cada ciclo de refinamento. Uma porcentagem minima das
reflexdes é excluida do refinamento e utilizada como um conjunto de
teste no calculo de um novo fator R, chamado Rfee, que € isento de
minimizacao artificial. Quanto mais proximos os dois fatores, maior a
independéncia do modelo em relagcdo a uma minimizacao forcada
pelos algoritmos utilizados. As coordenadas atomicas foram salvas
em um arquivo formato pdb e posteriormente a qualidade do modelo

foi avaliado para deposicado dos dados no protein data bank (PDB)

O grafico de Ramachandran, calculado para o modelo final com
0 programa PROCHECK (Laskowski et. al., 1993), mostra que 87,8%
dos residuos estdo em regifes mais favoraveis, 11,8% em regides
adicionalmente permitidas e 0,4% em regides geralmente permitidas.
A gualidade estereoquimica do modelo também foi analisada durante
a deposicdo dos dados no PDB. Apds a avaliacdo e aprovacdo dos
consultores deste banco de dados, o modelo foi considerado de alta
resolucdo e suas coordenadas atdbmicas foram depositadas no PDB,

com o codigo de acesso 2G81.

A forma geral da molécula de BTCI lembra um cilindro
alongado. A estrutura do BTCI é composta de dois subdominios

similares compactos, cada um com 30 residuos. Cada subdominio
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tem trés fitas b formando uma folha b antiparalela. Uma caracteristica

do BTCI é a presenca de 14 residuos de cisteina formando sete
ligacBes dissulfeto. Esse padrdao de dobramento é conservado na
familia de inibidores, que é facilmente identificada pelo padrdo de
cisteinas presentes na sequéncia desses inibidores. As diferencas na
conformacdo estdao nas regides que nao estao envolvidas no
reconhecimento da proteinase (Laskowski e Qasim, 2000; Song et.
al., 1999). Cada subdominio do BTCI contém um sitio reativo capaz
de se ligar ao sitio ativo da protease cognata. O sitio reativo é

formado por um loop conservado ligando duas fitas b.

No loop entre as fitas 1 e 2 esta o residuo Lys26, que € o sitio
reativo para tripsina, enquanto que o loop entre as fitas 4 e 5 contém
Phe53, que é o sitio reativo para inibicdo da quimotripsina. A
distancia entre os atomos de carbono da cadeia principal entre os
dois sitios reativos (32,5 A) é muito semelhante ao de BBIs na forma
livre mostrando que ndo ha grandes mudancas na estrutura quando o
inibidor estd na forma de complexo. Esta separacdo permite a
inibicéo duas moléculas de proteinase simultanea e
independentemente (DelLaSierra et. al., 1999; Koepke et. al., 2000;
Lin et. al., 1993; Park et. al., 2004; Song et. al., 1999).

Para analisar a flexibilidade do loop que contém o sitio reativo
no BTCI, uma comparacédo foi feita entre a média do fator-B (tabela
2) para os residuos do BTCI e de alguns dos inibidores de estrutura
conhecida. O fator B é uma medida que reflete a flutuacdo dos
atomos em torno da sua posicdo média e fornece informacdes
importantes sobre o movimento atomico (Yuan et. al., 2005). A
média dos fatores de temperatura de uma regiao € um indicativo da
sua rigidez e flexibilidade. O BTCI exibe valores relativamente baixos
do fator-B (20,53 A2). O fator B do sitio reativo para tripsina
(residuos 24 a 32) (12,56 A2), em complexo, é muito inferior quando

comparado com o valor obtido para a quimotripsina (residuos 51 a

68



59)(29,07 A2), no estado livre, indicando que a flexibilidade do
inibidor pode ser reduzida quando ocorre a formacdo do complexo. O
baixo valor do fator B em torno da interface tripsina-BTCI é devido ao
envolvimento de residuos de aminoacidos em varios contatos polares
com a molécula de tripsina (tabela 3), que estabilizam a conformacéao

da estrutura do complexo e sua interface.

Tabela 2. Valor médio dos fatores de temperatura do BTCI em

complexo com a Tripsina

Regiao Média do fator de temperatura (A2)
BTCI 20,53
Sitio da tripsina 12,56
Sitio da quimotripsina 29,07

No cristal, o BTCl se liga a uma molécula de tripsina,
impulsionado principalmente por forcas eletrostaticas com a
participacdo de duas moléculas de agua (figura 11, em vermelho). A
tripsina liga ao BTCI, inicialmente, pela Lys26 - o residuo P1 (figura
11), embora muitos outros residuos que estdo na interface participem

do processo (tabela 3).

O carbono alfa equivalente dos atomos de tripsina do complexo
apresenta RMSD de 0,47 A quando comparado com o modelo inicial
de tripsina (PDB:1TAB - Tsunogae et. al., 1986), mostrando que a
estrutura das enzimas em ambos 0s complexos estdo estreitamente

relacionadas sem altera¢cfes na estrutura apos a complexacéao.
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selecionadas

Tabela 3. Contatos polares entre o BTCI,

a

tripsina e &guas

BTCI Tripsina Aguas
P5 Cys22: O Ser217:0G

Cys22:0 w132
Cys22:NH W123
P4 Glu23:0E1 GIn175:0E1

Glu23:0E2 W83
Glu23:0E2 W73
P3 Cys24:NH Gly216:0

Cys24:0 Gly216:NH

P1 Lys26:NH Ser214:0

Lys26:NH Serl95:0G

Lys26:0 Gly193:NH

Lys26:0 Ser195:NH

Lys26:0 Serl90:0G

Lys26:NZ Ser190:0

Lys26:NZ Serl90:0G

Lys26:NZ Aspl89:0D2

Lys26:NZ W2
Lys26:NZ W3
Gly219:0 W3
Aspl189:0D1 W3
Pl Ser27:NH Serl95:0G

Ser27:0G W95
P2’ 11e28:NH Phe41:0

11e28:0 Lys60:NZ

11e28:0 W322
P3’ Pro29:0 W95
P4’ Pro30:0 W88
P5” GIn31:NE2 W95
GIn31:NE2 W116
P7’ Arg33:NH1 Ser96:0

Arg33:NH2 Asn97:0

Arg33:NE W103

70




Figura 10. Potencial eletrostatico da superficie da tripsina e do BTCI.
A) Superficie da tripsina evidenciando a carga negativa do bolsao
catalitico, representacdo em tubo (ribbon) da cadeia principal do BTCI
em amarelo. B) Superficie do BTCI evidenciando a carga positiva da
Lisina 26, representacdo em tubo (ribbon) da cadeia principal da

tripsina em magenta.

A conformacédo deste sitio reativo € mantida por uma rede de
ligacdes de hidrogénio envolvendo P2 e P9, (figura 12) expondo a
cadeia lateral de P1 para a interacao inicial com a tripsina (Lin et. al.,
1993; Voss et. al., 1996; Song et. al., 1999). A carga positiva no
grupo amino na extremidade da Lys26 é estabilizada principalmente
pela cadeia lateral carregada negativamente de Aspl89 que é o
residuo S1 do bolsdo catalitico da tripsina, mediado por duas

moléculas de agua .

A cadeia da lisina na sua conformacgao estendida complementa
0 bolsdo S1 da enzima. Outros contatos polares importantes ocorrem
entre as moléculas de agua W1 e W2 que interagem diretamente com

0 grupo amino do residuo P1.
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Figura 11. Interacdo entre o BTCIl (verde) Lys26 e a tripsina
(magenta) Aspl189 e Serl190 coordenado pelas moléculas de agua W1
e W2. Os residuos da triade catalitica da enzima (His57, Aspl02,

Ser195) e o triptofano 215 estéo evidenciados.

Ph aafl sofly

te

'0' ‘ ‘

Y X3

Figura 12. Interacédo entre o BTCI (verde) regiao P2 a P9 e a tripsina

(magenta) mostrando algumas das pontes de hidrogénio (preto).
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Os residuos altamente conservados no loop reativo séao
fundamentais para a manutencdo da conformacdo e atividade do
inibidor. A rigidez estrutural dos BBIs tem sido extensivamente
descritas e resultou inicialmente na hipdtese de que esses inibidores
ndo alteram a sua estrutura apdés a complexacdo com as enzimas
(Bode e Huber, 1992; Murthy et. al., 2000). No entanto, foi
demonstrado que durante a interacao da enzima pequenas mudancas
conformacionais podem ocorrer (Bolognesi et. al., 1982). De La
Sierra et. al., (1999) propuseram que uma mobilidade dos loops
reativos 1 e 2, em relacdo um ao outro, € necessaria para o ajuste

preciso das duas enzimas ao inibidor.

Além disso, Catalano et. al. (2003) mostraram que a falta de
ligacdo dissulfeto entre os dois subdominios permite a flexibilidade e
orientacdo estereoquimica desses subdominios em relacdo um a
outro, confirmando a importancia da mobilidade entre os loops
reativos. Todas as ligacdes dissulfeto ocorrem dentro de um mesmo
dominio, ou entre o residuo de um dominio e um residuo na borda do
mesmo dominio. Estas observacdes sdo enfatizadas considerando a
dupla funcionalidade caracteristica deste inibidor, que exige
mobilidade de um dominio em relacdo ao outro para o seu ajuste

preciso durante a inibicdo simultdnea de duas enzimas.

Esses dados s&o consistentes com dados anteriores que
mostram que cada dominio perde a sua estabilidade e parte da
atividade inibitéria quando as conexdes entre os dominios sao
removidas. Essa diminuicdo da atividade inibitéria € maior para o
dominio 2 (quimotripsina) do que para o dominio 1 (tripsina),
indicando maior sensibilidade por parte do sitio antiquimotriptico em
relacdo a esses movimentos moleculares (Odani e lkenaka, 1978;
Ikenaka e Norioka, 1986). Koepke et. al., 2000 demonstraram que
no complexo ternario entre BBl de soja e duas moléculas de tripsina

a conformacéao de cadeias laterais pode mudar drasticamente no sitio
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reativo responsavel pela inibicdo de quimotripsina. Neste caso, o sitio
adicional para ligacdo de tripsina esta localizado no dominio do sitio
reativo de quimotripsina. Essas mudancas sdo discutidas quanto a
capacidade de ligacdo com menor afinidade de enzimas
quimotripsina-like no sitio reativo correspondente a interacdo com a

quimotripsina em outros inibidores.

Apesar de ndo estar claro se o sitio reativo mudaria se ligado ao
seu alvo especifico (quimotripsina), mudancas conformacionais
podem ocorrer. Isto levou a sugestdo de que a predominancia de
contatos hidrofilicos e a rigidez conformacional do sitio reativo séo
responsaveis pela alta especificidade para a tripsina, enquanto a alta
hidrofobicidade e  mobilidade conformacional do dominio
antiquimotriptico conferem um amplo espectro de inibicdo e a
tendéncia de auto-associacdo desses inibidores. Além disso, em uma
maior concentracdo do inibidor, o dominio reativo do BBI de soja é
impedido de interagir com a tripsina por auto-associacdo com seu

sitio inibidor de quimotripsina (Werner e Wemmer, 1992).

Conforme estudos anteriores, a interacdo BTCl-enzima é
acompanhada por mudancas no ambiente de croméforos das
moléculas que formam o complexo (Morhy e Ventura, 1998). A
interagdo entre o BTCI e a tripsina resulta no enterramento
equivalente a aproximadamente um grupo triptofil. A estrutura
cristalografica do complexo BTCI-tripsina mostra que o Unico residuo
de triptofil que ficou parcialmente enterrado na interface do complexo
€ o Trp215 da enzima. Conforme mostrado na comparacdo das
estruturas BTCI e tripsina (figura 13), o triptofano 215 da enzima em
estado livre apresenta grande area acessivel ao solvente. O BTCI ao
interagir com a tripsina encaixa na enzima acima da regiao onde esta
o triptofano 215 da enzima (figura 13 — C). Por consequéncia, esse
triptofano fica parcialmente enterrado e o acesso ao solvente passa a

ocorrer apenas através de uma fenda na regido lateral do complexo.
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Figura 13. A) Regido de interface do complexo BTCI-tripsina
mostrando a superficie do triptofano 215 da tripsina (visao lateral em
magenta) e o BTCI em verde. B) Superficie do triptofano 215 (visédo
lateral) da tripsina livre (magenta). C) Superficie do triptofano 215

(visdo superior) da tripsina livre (magenta).

Estes resultados mostram que BBIs apresentam sitios reativos
independentes e as mudancas conformacionais na formacao de
complexos binarios e ternarios ocorrem principalmente na regiao da
interface dos complexos, sendo que a enzima sofre maiores

alteracdes do que o inibidor estudado.
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5. 6 Obtencéao e purificacao do complexo ternario

O BTCI foi purificado de sementes de V. unguiculata conforme
relatado anteriormente (Ventura e Filho, 1966). O complexo ternario
(quimiotripsina-BTClI-tripsina) foi obtido pela mistura BTCI (1 mM)
com uma proporcao molar de 1:1 com tripsina em solugao tampao
0,05 M Tris-HCI, 0,2 M KCI pH 7,5 por 30 minutos em temperatura
ambiente. Em seguida, a a-quimotripsina foi adicionada na mesma
propor¢cdo molar e esta solugdo incubada por mais 30 minutos no
mesmo tampéao. O complexo ternario resultante foi purificado a partir
dessa mistura por cromatografia de exclusdo molecular (Ventura et.
al., 1975, Fachetti et. al., 1984) e o cromatograma esta apresentado

na figura 14.

0,6 J

0,5 1
0,4
0,3 1

0,2 1

Absorbancia 280nn

0,1 A

0 T T T 1
0 10 20 30 40

Fracfes coletadas

Figura 14. Cromatografia de exclusdo molecular do complexo
ternario do BTCI em Sephadex G-75 de 75 cm, fluxo de 25 mL/h. A

seta indica a eluicdo do complexo ternario.

A pureza do complexo foi analisada por eletroforese em gel de
poliacrilamida 12% em condi¢cdes ndo desnaturantes. O complexo

corresponde a banda de aproximadamente 55 kDa no gel (. 15).
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Figura 15. Gel de poliacrilamida 12% nao desnaturante. Poco 1 e 4:

marcadores moleculares (My), albumina sérica bovina (66 kDa),
ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbbénica (29 kDa). Poco 2:

complexo ternario do BTCI (=55 kDa).

5.7 Coleta e processamento de dados da difracao de raios X do

complexo ternario

Foram obtidos cristais em diversas condicbes, mas somente
duas em dois pHs diferentes foram escolhidas para a resolugcdo e
refinamento, sendo o primeiro em 0,1 M de HEPES de sédio pH 7,5 e
0,5 M de sulfato de amoénia e o segundo em 2-metil 2,4-pentanodiol
(MPD) 30%, 0,1 M de acetato de sédio pH 4,5, 0,1 M de cloreto de
cobalto hidratado e 1M de hexanodiol. A coleta de dados dos cristais
foi realizada na linha de cristalografia de proteinas MX1 do LNLS.

Esses dados foram indexados e refinados resultando em valores
compativeis com as coordenadas do espaco reciproco pertencentes ao
grupo espacial P com as medidas de célula unitaria com os eixos
a=49,48; b=54,57; ¢=69,29 (A); e os angulos a=67,28; b=71,04;
0=73,55 (°) para o cristal obtido em pH 7,5. Para o cristal obtido em
pH 4,5 o grupo espacial foi P; com as medidas de célula unitaria com
0os eixos a=48,96; b=54,37; ¢=68,40 (A); e os angulos a=67,93;
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b=72,00; g=74,10 (°). Os dados da coleta e do refinamento nas duas

condicbes estdo mostrados nas tabelas 4 e 5.

5.8 Construcdo do modelo da estrutura tridimensional do

complexo ternario

Os dados das imagens geradas a partir da rotacao do cristal em
1,0 © foram integrados e indexados e resultaram em valores de alta
completeza, baixa mosaicidade e resolucdo de 1,70 e 1,63 A, para o
cristal em pH 7,5 e 4,5 respectivamente. Estes valores encontram-se
dentro do intervalo de estruturas resolvidas em alta resolucéo, sendo
a Unica estrutura de inibidor Bowman-Birk em complexo ternario com
diferentes enzimas (quimotripsina e tripsina) reportadas até o
presente momento. Os resultados detalhados sobre a coleta de dados
e o refinamento do modelo sdo apresentados nas tabelas 4 e 5.

A resolucdo da estrutura foi realizada pelo método de
substituicdo molecular (vide métodos) utilizando as coordenadas do
complexo BTCI-tripsina (cédigo pdb 2G81; Barbosa et. al, 2007) e da
quimotripsina (codigo pdb 4CHA — Tsukada et. al, 1985). Durante o
processo de substituicdo molecular foi testada a possibilidade de o
complexo ternario ser formado por 2 copias de tripsina ou de 2 copias
de quimotripsina. Nestes dois casos testados nao foi encontrada
nenhuma solucédo por substituicdo molecular. Além disso, a densidade
eletrénica mostrava claramente as cadeias laterais dos aminoacidos
correspondentes as sequéncias das duas proteases e nado de duas
cOpias de uma unica. Dessa forma, foi confirmado que o complexo
ternario é efetivamente formado por uma molécula de quimotripsina

e outra de tripsina.
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Tabela 4. Coleta de dados do complexo ternario em pH 7,5 e
estatisticas de refinamento. Os valores entre parénteses
correspondem aos dados relativos a ultima camada de resolucédo de
1,96 — 1,70 A.

A. Coleta de dados

Grupo espacial P1
a=49,48; b=54,57; c=69,29 (A);

Parametros da célula (a, b, c) (R) a=67,28. b=71.04: g=73.55

Intervalo de resolucéo (A) 19,60 — 1,70 (1,74 - 1,70)
Mosaicidade 0,6
Temperatura (K) 100
Comprimento de onda (A) 1,431
Oscilagao (°) 1.0
Distancia do detector (mm) 67
Numero de imagens 200
I/s(l) depois da fuséo 11,87 (1,28)
Completeza (%) 80,6 (27,2)
Multiplicidade 2,0 (1,2)
Rsym & 0,099 (0,370)
Numero de reflexdes 117085
NuUmero de reflexdes Unicas 57400 (1950)
B. Estatisticas de refinamento

Intervalo de resolucéo (A) 27,00 — 1,70
Numero de reflexdes 57001

Rfree 2972
NUumero de atdbmos (sem hidrogénio) 4651

Proteina 3892

Agua 723

Heteroatomos 36

C. Parametros de qualidade do modelo

Fator R (%)° 17,1
Riree (%) 21,8
Plot de Ramachandran

Regides mais favorecidas (%) 87,9

Regibes permitidas adicionais (%0) 11,2

Regifes geralmente permitidas (%) 0,9
& Rsym = S |l - <I>] / S |1], onde <I> é a intensidade média das reflexdes

equivalentes.
b Fator R =S IRl - 1Fell 7 1Rl
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Tabela 5. Coleta de dados do complexo ternario em pH 4,5 e
estatisticas de refinamento. Os valores entre parénteses
correspondem aos dados relativos a ultima camada de resolucdo de
1,69 — 1,63 A.

A. Coleta de dados

Grupo espacial P1
a=48,96; b=54,37; ¢=68,40 (A);

Parametros da célula (a, b, c) (A) a=67.93: b=72.00: g=74.10

Intervalo de resolucéo (A) 15,00 - 1,63 (1,69 - 1,63)
Mosaicidade 0,8
Temperatura (K) 100
Comprimento de onda (A) 1,431
Oscilacdo (°) 1,0
Distancia do detector (mm) 65
NUumero de imagens 410
I/s(l) depois da fuséo 28,14 (2,58)
Completeza (%) 92,4 (83,7)
Multiplicidade 4,4 (4,2)
Rsym & 0,076 (0,538)
Numero de reflexdes 309267
NUumero de reflexdes Unicas 70679 (6439)
B. Estatisticas de refinamento
Intervalo de resolucéo (A) 14,88 — 1,63
Numero de reflexdes 67104
Rfree 3392
Numero de atémos (sem hidrogénio) 4473
Proteina 3941
Agua 475
Heteroatomos 59
C. Parametros de qualidade do modelo
Fator R (%)° 16,8
Rfree(%) 19’2
Plot de Ramachandran
. . . 88,4
Regides mais favorecidas (%)
i . L . 11,3
Regifes permitidas adicionais (%) 0.2

Regifes geralmente permitidas (%)

® Rsym = S |l - <I>] / S |1], onde <I> é a intensidade média das reflexdes
equivalentes.
® Fator R = S ||R| - |F|l / |F-

O refinamento inicial foi feito por simulated annealing com o
programa CNS (Brunger et. al, 1998) e posteriormente com o
programa REFMAC (Murshudov et. al, 1999) (Pacote CCP4i) seguido
de ciclos analise da geometria e mapas de densidade utilizando o

programa WinCoot (Emsley e Cowtan, 2004).
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A cada ciclo de refinamento 0 Rictor € Rfree apresentaram
valores cada vez mais baixos e aproximados, indicando a qualidade
do modelo obtido. Esses valores foram ainda reduzidos (Tabela 4 e 5)
quando foram adicionadas as aguas, utilizando o programa ARP/wWARP
(Perrakis et. al, 1999), e os heteroatomos, seguido de mais ciclos de
refinamentos intercalados com ajustes no programa WinCoot (Emsley

e Cowtan, 2004). O modelo final esta apresentado na figura 16.

Figura 16. BTCI (verde) em complexo ternario com a tripsina (rosa —
bolsdo em preto) e a quimotripsina (ciano — bolsédo em cinza) em pH
7,5. Os sitios reativos do BTCI estdao mostrados em laranja (tripsina)

e amarelo (quimotripsina). Os residuos P1 do BTCI estdo destacados
em azul (lisina 26) e vermelho (fenilalanina 52). Em oliva estédo as

ligacBes dissulfeto do inibidor.

81



O modelo final da estrutura do complexo ternario tripsina-BTCI-
quimotripsina em pH 7,5 foi obtido apds 28 ciclos de refinamento,
seguido de analise da estrutura tridimensional associada ao mapa de
densidade eletrénica (figura 16). O modelo final do complexo inclui o
BTCI, a tripsina, a quimotripsina, além de moléculas de &gua, de
polietilenoglicol, de glicerol, de sulfatos e de 2-metil 2,4-pentanodiol
(MPD).

Todas as moléculas de aguas foram observadas e analisadas
quanto a estabilizacdo da estrutura tridimensional por ligacbes de
hidrogénio e as distancias pertinentes entre essas moléculas e as
cadeias laterais dos aminoacidos. Este modelo refinado apresentou
resolucdo méaxima de 1,7 A, Fator R de 17,1% e um Rgee de 21,8%.
As coordenadas atdmicas foram salvas em um arquivo formato pdb.
O grafico de Ramachandran, calculado para o modelo final com o
programa PROCHECK mostra que 87,9% dos residuos estdao em
regibes mais favoraveis, 11,2% em regifes adicionalmente
permitidas e 0,9% em regifes geralmente permitidas.

O melhor modelo estrutural para o pH 4,5 foi obtido apés 22
ciclos de refinamento seguido da analise da estrutura tridimensional
associada ao mapa de densidade eletrbnica, e inclui os residuos do
BTCI, da tripsina, da quimotripsina, moléculas de agua, um ion de
célcio, sulfatos e moléculas de MPD. Este modelo refinado apresentou
resolucdo méaxima de 1,63 A, fator R de 16,8% e um Rjee de 19,2%.
As coordenadas atébmicas foram salvas em um arquivo formato pdb.

O gréafico de Ramachandran, calculado para o modelo final com
o0 programa PROCHECK mostra que 88,4% dos residuos estdao em
regibes mais favoraveis, 11,3% em regifes adicionalmente

permitidas e 0,2% em regifes geralmente permitidas.
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5.9 Analise do modelo da estrutura tridimensional do

complexo ternario

No modelo do complexo ternario os dois sitios reativos do
inibidor estdo complexados com suas enzimas correspondentes e
nenhum choque estereoquimico foi encontrado entre as enzimas
(figura 17).

Figura 17. Atomos do complexo ternario do BTCI (verde - traco)
com a tripsina (rosa) e a quimotripsina (ciano) em pH 7,5. O detalhe

mostra a regiao entre as duas enzimas.
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Cada subdominio do BTCI contém um sitio reativo especifico
para cada protease cognata. No loop entre as fitas 1 e 2 estd o
residuo lisina 26, que é o residuo P1 do sitio reativo para tripsina,
engquanto que o loop entre as fitas 4 e 5 contém a fenilalanina 53,
que é o residuo P1 do sitio reativo para inibicdo da quimotripsina
(figura 18). A distancia entre os atomos de carbono da cadeia
principal entre os residuos P1 dos dois sitios reativos em pH 7,5 é de
32,86 A, e em pH 4,5 é de 33,44 A (figura 18). Este valor é
semelhante ao valor encontrado em complexo binario (32,59 A) e
proximo do valor encontrado para outros membros dessa familia, na
forma livre: para o BBl de soja o valor foi de 32,37 A (Werner e

Wemmer,1992) e para o inibidor de arroz 32,80 A (Lin et. al, 2006).

Figura 18. BTCI (verde- fitas-b numeradas) em complexo com a

tripsina (rosa) e a quimotripsina (ciano) em pH 7,5. Em preto a

distancia entre a Lisina 26 (azul) e Fenilalanina 53 (laranja).



Para analisar a flexibilidade do loop que contém os sitios
reativos no BTCI, a comparacao entre a média do fator B (fator de
temperatura) para os residuos do BTClI em complexo ternéario foi
realizada. O fator B € uma medida que reflete a flutuacdo dos atomos
em torno da sua posicdo média e fornece informacdes importantes
sobre o movimento atébmico (Yuan et. al., 2005). A média dos fatores
de temperatura de uma regiao permite avaliar se ela é rigida ou
flexivel.

O BTCI em complexo ternario em pH 7,5 exibe fator B de 18,20
A2 e em pH 4,5, 21,48 A2. Esses valores sdo semelhantes ao valor
de 20,53 A2 encontrado para o complexo binario com a tripsina.
Essas diferencas encontradas mostram pequenas Vvariagcoes
estruturais que podem ser consequéncia da acdo do pH alterando a
carga e algumas ligacdes nao covalentes no BTCI em decorréncia da
mudanca de cargas no meio.

O fator B do sitio reativo para tripsina (residuos 25-31) foi de
15,07 A2 no pH 7,5 e 18,36 no pH 4,5. Esse valor é superior ao valor
obtido para a quimotripsina (residuos 52-58) - 13,23 A2em pH 7,5 e
16,71 em pH 4,5. Estes valores baixos (menor que 20 A2) indicam
que, em ambos os sitios, a posi¢cdo dos atomos foi determinada com
precisdo, além de serem indicativos que ha pouca movimentacao
atdbmica. Os fatores B dos sitios reativos para quimotripsina em
complexo sédo muito inferiores (tabela 6 e 7) quando comparados com
o valor obtido para a quimotripsina no estado livre (29,07 A2),
indicando claramente que a flexibilidade do sitio reativo do inibidor
pode ser reduzida quando ocorre a ligacdo da enzima ao sitio reativo

do inibidor.
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Tabela 6. Valor médio dos fatores de temperatura do BTCI em

complexo ternario em pH 7,5.

Regiao Média do fator de temperatura
(A2)

BTCI 18,20

Sitio da tripsina 15,07

Sitio da quimotripsina 13,23

Tabela 7. Valor médio dos fatores de temperatura do BTCI em

complexo ternario em pH 4,5.

Regiao Média do fator de temperatura
(A2)

BTCI 21,48

Sitio da tripsina 18,36

Sitio da quimotripsina 16,71

5.9 Analise da regiao de interface da tripsina

A regido de interface da tripsina no complexo ternario é idéntica
a do complexo binario com a tripsina. O sitio antitritptico apresenta
predominancia de contatos hidrofilicos, com a presenca de vérias
ligacdes de hidrogénio. A cadeia lateral do residuo P1 fica exposta ao
solvente e disponivel para a interacdo com a tripsina.

A conformacéo interna do sitio reativo do inibidor é mantida por
uma rede de ligacbes de hidrogénio envolvendo P2 a P6 e P1’ a P5’.
Entre o inibidor e a enzima ocorrem ligacdes de hidrogénio entre o
sitio reativo e as regides 189 - 195 e 215 — 220 da enzima, sendo
que o local da interacdo esta bem proximo ao sitio catalitico da

tripsina (figura 19).
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Figura 19. Interagdo entre o BTCI (verde) mostrando as cadeias

laterais dos residuos P1-P6 e P1’ a P5 e a tripsina (magenta) no
complexo ternario mostrando as varias ligacfes de hidrogénio (preto
— tabela 8) com algumas aguas (esfera vermelha). O sitio catalitico
Histidina 57, Aspartato 102, Serina 195 esta representado em cinza.

Para melhor visualizacdo outras regides foram omitidas.

Duas importantes pontes salinas caracteristicas nos inibidores
de tripsina ocorrem mediadas por duas moléculas de 4gua, entre o
grupo amino da extremidade da lisina 26 com a cadeia lateral
carregada negativamente do residuo do bolsdo S1, aspartato 189 da
regido de especificidade da tripsina (figura 20). A 4gua nessa regiao é
fundamental para o mecanismo de hidrdlise da tripsina, sendo
necessaria para o processo de deacilacdo, que resulta na hidrolise do
peptideo. Além disso, nessa regido a maioria dos residuos sé&o

carregados e polares.
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Figura 20. Mapa de densidade eletronica da interface de interagao
entre a lisina 26 do BTCI (verde) com as aguas W1l e W2 (esfera
vermelha), o Aspartato 189 e Serina 190 da tripsina (rosa) no
complexo ternério, sitio catalitico, Histidina 57, Aspartato1l02, Serina
195 (cinza). Em amarelo uma ligacao dissulfeto no BTCI. Para melhor

visualizagdo outras regides foram omitidas.

Conforme observado pelos valores de fator-B o sitio reativo
para a tripsina apresenta pequenas alteracfes. J& foi demonstrado
que durante a interacdo da enzima apenas uma pequena mudanca
conformacional ocorre (Bolognesi et. al., 1982). Essas alteracdes
conformacionais sao decorrentes dos movimentos dos loops reativos
1 e 2, corroborando com dados reportados por De La Sierra et. al.,

(1999) e é necessaria para o ajuste preciso das duas enzimas ao
inibidor.
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A estrutura cristalografica do ternario, aqui apresentada,
mostra a predominancia de contatos hidrofilicos e rigidez
conformacional do sitio reativo para a tripsina. Essas caracteristicas
sdo responsaveis pela maior especificidade do sitio de lisina do
inibidor para a tripsina, quando comparada com a especificidade para
a quimotrispina. O mecanismo de reconhecimento da protease é
disparado pela distribuicdo de residuos hidrofilicos e nas regides de
dominio de contato com a tripsina.

Rao e Suresh (2007) mostraram que mesmo durante a
formacdo de dimeros de outro inibidor Bowman-Birk de Vigna
Unguiculata, a tripsina pode interagir com o inibidor, uma vez que a
estrutura do monémero nao sofre alteracbes conformacionais. A
rigidez conformacional desse sitio reativo € atribuida principalmente a
presenca de uma prolina conservada na posicdo P3’ para o inibidor
ativo e funcional (Brauer et al., 2002). A presenca desse loop
candnico conservado em varios inibidores naturais ou sintéticos e
potentes inibidores de tripsina da familia BBl sugere que a
manutencado da rigidez desta estrutura é essencial para a atividade
(Costa e Yalikari, 2006). Estudos computacionais mostraram que a
regido do sitio reativo para a tripsina € rigido e independente. A
substituicdo dos residuos responsaveis pela rigidez (P3 Cys, P4’ Pro,
P6’ lle e ligacbes de hidrogénio intracadeia) leva a uma perda de
atividade dos inibidores. Todos esses dados permitem concluir que o
inibidor BTCI nado sofre alteracbes conformacionais durante a
formacdo do complexo, o que é justificAvel pela rigidez do loop

reativo e pela presenca das sete ligacdes dissulfeto.
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Tabela 8. Contatos polares entre o BTCI,

selecionadas no complexo ternario.

a tripsina e aguas

BTCI Tripsina Aquas
P6

Arg21:NH1 Prol173:0

Arg21:NH1 Prol73:N

Arg21:NH1 W555
Arg21:NH1 W183
P5

Cys22:0 Ser217:0G

Cys22:0 W52
Cys22:0 W112
Cys22:NH w112
P4

Glu23:0E1 GIn175:0E1

Glu23:0E1 w202
Glu23:0E2 w831
P3 Cys24:NH Gly216:0

Cys24:NH Gly216:NH

Cys24:0 w173
P1 Lys26:NH Ser214:0

Lys26:NH Serl95:0G

Lys26:0 Gly193:NH

Lys26:0 Ser195:NH

Lys26:0 Aspl94:NH

Lys26:NZ Serl90:0

Lys26:NZ Serl90:0G

Lys26:NZ Asp189:0D2

Lys26:NZ W71
Lys26:NZ W537
P1’ Ser27:0G w122
P2’ 1le28:NH Phe41:0O

11e28:0 W263
P3’ Pro29:0 w122
P4’ Pro30:0 W97
P5’ GIn31:NE2 W95
GIn31:NE2 His57:0

GIn31:NE1 W1i72
GIn31:NE1 w251
GIn31:0 W833
P6’ Cis32:0 W36
P7’ Arg33:NH1 w831
Arg33:NH1 W703
Arg33:NH2 W703
Arg33:NE w833
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A sobreposicdo entre a tripsina em estado livre e a tripsina em
complexo ternario resultou em um RMSD de 0,91 para todos os
atomos e 0,69 para a cadeia principal. Esses valores indicam que néo
ocorrem mudancas conformacionais significativas nas enzimas
durante a formacéo dos complexos. Em especial, foram analisados
individualmente os residuos responsaveis pela interacdo entre a
enzima e o inibidor no complexo ternario (tabela 8). Conforme
indicado na figura 21, ndo foram observadas grandes mudancas nos
residuos da interface da enzima com a formacdo do complexo.

Para melhor observacdo das alteracbes conformacionais do
triptofano foram realizados o0s experimentos de fluorescéncia
dindmica, que serado discutidos na préxima secdo em conjunto com as

informacdes da estrutura tridimensional obtida.
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Ser190

Ser2l4 Ser217

Figura 21. Residuos responsaveis pela interacdao do inibidor com a enzima - sobreposicao da tripsina do complexo

ternario (magenta) com a tripsina livre (laranja — 2PTN Walter et. al., 1982).
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5.10 Analise da regiao de interface da quimotripsina

A conformacéo do sitio reativo € mantida por uma rede de ligacdes
de hidrogénio envolvendo P2 e P8, expondo a cadeia lateral de P1 para
a interacdo com a quimotripsina. A maioria dos residuos presentes na
regido de interacdo entre o inibidor e a quimotripsina é composta por
residuos apolares. Isso favorece o posicionamento da fenilalanina 53
(residuo P1) do inibidor na enzima (figura 22). Os residuos do sitio ativo
da quimotripsina (57, 102, 195) fazem parte da regido de contato com o
inibidor e sdo importantes para a interacdo entre as proteinas por
realizarem ligacdes de hidrogénio conforme a tabela abaixo. O bolséo
hidrofobico formado pelos residuos Trpl71, Trp 215, e Val225 da
quimotripsina permitem a acomodacdo da fenilalanina 53 do inibidor por

meio de interacdes hidrofdbicas (figura 23).

Tabela 9. Contatos polares entre o BTCI, a quimotripsina e aguas

selecionadas no complexo ternario.

BTCI Quimotripsina Aquas
P5 Cys49: O Ser218:0G

P3 Cys51:NH Gly216:0

Cys251:0 Gly216:NH

P2 Tre52:NH Ser214:0

Tre52:NH Ser195:0G

P1 Phe53:0 Ser195:NH

Phe53:0 Gly193:NH

Phe53:0 Aspl94:NH

Phe53:NH Ser214:0

Phe53:NH Ser195:0G

P2’ 1leb5:NH Phe41:0

P5’ GIn58:0E1 W246
GIn58:0E1 w448
GIn31:NE2 His57:0

GIn31:NE2 W175
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Figura 22. Mapa de densidade €letronica do BI1CI (verde) em complexo
ternario. Residuo P1 Phe53 (laranja) na regido de interagcdo com a
quimotripsina (cyano) e em destaque estao os residuos Trpl71, Trp215,

Val 225 (cyano) e a triade catalitica His57, Aspl102 e Serl195 (cinza).

- N .
Figura 23. Representacao estrutural em superficie de van der Waals da

interface do BTCI (verde) em complexo (ternario) com o residuo Pl
Phe53 (laranja) em destaque dentro do bolsdo da quimotripsina
(cyano). Os residuos Trpl71, Trp215, e Val225 (salmdo) e His57,
Aspl02 e Serl95 (cinza) da quimotripsina sdo mostrados. A seta
vermelha indica a regido da cadeia do inibidor a ser hidrolisada. Para
melhor visualizacdo alguns trechos das moléculas foram omitidos.
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O loop contendo o sitio reativo do BTCIl para a quimotripsina
contém uma treonina altamente conservada na posicao P2 (Thr52). A
importancia deste residuo foi confirmada por loops sintéticos de BBI. A
cadeia lateral da treonina apresenta dupla funcao: ligacao
intramolecular de hidrogénio (por meio do grupo -OH) e formacdo de
interacdes hidrofébicas com a enzima por meio da cadeia lateral do
grupo -CH3 (Song et. al., 1999; Brauer e Leatherbarrow, 2003).

O inibidor apresenta outros residuos altamente conservados: a

serina na posicdo P1’ e a prolina na posicdo P3’. A serina esta envolvida
em ligacdes de hidrogénio intramoleculares (figura 24).

Trp215 ‘ — ° / ) ®

‘ / al225 /!

\,

-—

Pro — P3’
Figura 24. Regido de interface da quimotripsina (azul) com o BTCI
(verde) em complexo ternario, com o residuo P1 Phe53 (laranja) em
destaque. As ligacdes de hidrogénio sdo mostradas em linhas pretas
tracejadas. As aguas sao exibidas como esferas. Para melhor
visualizacdo alguns trechos das moléculas foram omitidos, incluindo o

sitio catalitico da enzima.
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Aparentemente, a estrutura do inibidor ndo sofre variacbes de
forma quando esta em complexo binario com a tripsina e em complexo
ternario, nem na regido do dominio antiquimotriptico. Isso ocorre devido
a presenca das sete ligacbes dissulfeto, que conferem a rigidez da
estrutura do inibidor. Os resultados observados mostram que a rigidez
do BBIs é responsavel por manter a estrutura da proteina sem ou com
poucas mudancas conformacionais durante a formacdo do complexo. As
pequenas alteracdes conformacionais sdo decorrentes dos movimentos
dos loops reativos 1 e 2, corroborando com dados reportados por De La
Sierra et. al., 1999. Esta mobilidade é necessaria para o ajuste preciso
das duas enzimas ao inibidor.

Koepke et. al., 2000 mostraram que no complexo ternario entre
BBl de soja e duas moléculas de tripsina a conformagdo de cadeias
laterais pode mudar drasticamente no sitio reativo responsavel pela
inibicdo de quimotripsina. Neste caso, o sitio adicional para ligacdo de
tripsina esta localizado no dominio do sitio reativo de quimotripsina, no
caso do BTCI. A estrutura cristalografica do ternario, aqui apresentada,
mostra a predominancia de contatos hidrofébicos e que a flexibilidade
conformacional do sitio reativo para a quimotripsina é devida a presenca
da tripsina e que isto é quase inexistente quando a molécula original
(quimotripsina) esta presente.

A sobreposicdo entre a quimotripsina em estado livre e a
quimotripsina em complexo ternario resultou em um RMSD de 0,83 para
todos os atomos e 0,46 para a cadeia principal. Esses valores indicam
que nao ocorrem mudancas conformacionais nas enzimas durante a
formacéo dos complexos. Em especial, foram analisados individualmente
os residuos responsaveis pela interacdo entre a enzima e o inibidor no
complexo ternéario (tabela 9). Conforme indicado na figura 26, néao
foram observadas mudancas no posicionamento dos residuos da

interface da enzima com a formacado do complexo. Esses dados mostram
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que nao ha mudancas na estrutura do inibidor quando interage com as

enzimas formando os complexos binario ou ternario.

Figura 25. Residuos da quimotripsina responsaveis pela interacdo com
o inibidor - sobreposicdo da quimotripsina do complexo ternario (verde)

com a quimotripsina livre (cyano — 4cha Tsukada e Blow, 1985).
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Para melhor observacdo das alteragcdes conformacionais dos
triptofanos foram realizados os experimentos de fluorescéncia dinamica,
que serao discutidos na proxima secado em conjunto com as informacoes
da estrutura tridimensional obtida.

Conforme observado nas figuras 21 e 25, todos os residuos de
contato da tripsina e da quimotripsina que estao na regiao de interface
sofrem poucas alteragcbes conformacionais na comparacdo entre a
enzima livre e em complexo. Estes resultados confirmam que as
mudanc¢as conformacionais ocorrem nas enzimas, na regiao de interface
dos complexos.

A estrutura cristalogréafica do ternario, aqui apresentada, mostra a
predominancia de contatos hidrofilicos e rigidez do sitio reativo para a
tripsina enquanto contatos hidrofébicos e flexibilidade conformacional do
sitio reativo para a quimotripsina. Essas caracteristicas sao responsaveis
pela maior especificidade do inibidor para a tripsina comparada com a
especificidade para a quimotripsina e confirmam que o BTCI apresenta
sitios reativos independentes. Esses dados sdo inéditos uma vez que,
até a presente data, ndo existe nenhum complexo ternario envolvendo
inibidores BBl com tripsina e quimotripsina simultaneamente, nem
estruturas de um mesmo complexo ternario envolvendo BBI que

cristalizaram em diferentes pHs.

5.11 Andalise das diferencas na estrutura tridimensional

observadas com a alteracédo do pH

Para analisar as diferencas conformacionais nas estruturas
tridimensionais do complexo ternario nos pHs 4,5 e 7,5 , a sobreposicéao
das duas moléculas foi realizada. O RMSD obtido considerando apenas o
BTCI foi de 0,16 para os atomos Ca, 0,34 considerando a cadeia

principal e de 1,07 considerando todos os atomos (figura 26).
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Lys 26 & N\ ,,.\,\

Figura 26. Sobreposicdo da cadeia principal do BTCI em pH 7,5
(amarelo) e 4,5 (verde) mostrando os residuos lisina 26 e fenilalanina
53.

Figura 27. Sobreposicdo da cadeia principal do BTClI em pH 7,5

(amarelo) e 4,5 (verde) mostrando as diferencas de conformacédo das

cadeias laterais dos residuos arginina 21 e 33 e fenilalanina 60.
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Valores de RMSD com valores entre 1 a 3 indicam que as
estruturas comparadas sao similares, e com valores acima de 3 sao
consideradas estruturas com diferencas significativas na estrutura. Os
valores de RMSD estimados para a cadeia principal do BTCI nos
diferentes pHs indicaram que essa proteina nao apresenta diferencas na
sua estrutura. No entanto, a arginina 21 e fenilalanina 60 apresentam
dupla conformacdo em pH 7,5 e apenas uma conformacao foi
encontrada quando em pH 4,5. O residuo arginina 33 apresentou dupla
conformacdo em pH 4,5 e apenas uma conformacdo em pH 7,5 (figura
27). Todos esses residuos encontram-se na superficie do BTCI e néo
fazem contato com as enzimas. Portanto, a diferenca no numero de
conformacdes representa um estado no qual o residuo pode realizar
maior ou menor numero de interacfes, e, nesse caso, parecem
depender do pH do meio.

A mesma analise (comparacdo nos dois pHs obtidos) foi realizada
para as enzimas. O RMSD obtido na sobreposi¢céo da tripsina em pH 4,5
e 7,5 foi de 0,13 para os atomos Ca, 0,12 considerando a cadeia
principal e de 0,34 considerando todos os atomos (tabela 10).
Observando individualmente os residuos foi verificado que a maioria
desses residuos apresentam diferencas apenas nos rotameros (6 casos)
e 1 residuo apresenta dupla conformacdo em pH 7,5 e conformacao
simples em pH 4,5. Aléem disso, todos esses residuos encontram-se na
superficie (figura 28) e nao interagem com o BTCI (n&do estao listados
na tabela 8), e, portanto, ndo representa nenhuma diferenca estrutural

que possa influenciar a funcionalidade do inibidor.
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Tabela 10. Residuos da tripsina que apresentam diferencas

conformacionais nos pHs 4,5 e 7,5.

Residuo pH 4,5 pH 7,5

Ser 86 Diferenca de rotameros

Val 90 Diferenca de rotameros

Leu 114 Diferenca de rotameros

Asn 115 Diferenca de rotameros

Ser 147 Diferenca de rotameros

Glu 185 Conformacéao simples Dupla conformacéao
Lys 228 Diferenca de rotameros

Para a quimotripsina nos dois pHs o valor do RMSD foi de 0,40
para os atomos de Ca, 0,39 considerando a cadeia principal e de 0,65
considerando todos os atomos. Com a variacdo de pHs a quimotripsina
apresentou maior numero de mudancas conformacionais (tabela 11).
Observando individualmente os residuos foi verificado que 9 residuos
apresentam dupla conformacdo em um dos pHs (8 deles em pH 4,5) e 3
residuos apresentam diferentes rotameros. Todos os residuos analisados
estdo na superficie (figura 29) e nao participam do contato com o BTCI

(ndo estao na tabela 9).
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Figura 28. Sobreposicdo da tripsina
(magenta) em complexo em pH 7,5
(escuro) e 4,5 (claro) mostrando as
diferencas na conformacdo das
cadeias laterais dos aminoacidos. A
cadeia principal estd mostrada em
traco e foi evidenciada apenas a
superficie dos residuos selecionados.
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Tabela 11. Residuos da quimotripsina que apresentam diferencas

conformacionais nos pHs 4,5 e 7,5.

Residuo pH 4,5 pH 7,5

Glu 49 Dupla conformacao Conformacéo simples
Glu 70 Dupla conformacao Conformacéo simples
Ser 77 Diferenca de rotameros

Lys 90 Dupla conformacéao Conformacédo simples
Thr 110 Dupla conformacao Conformacéo simples
Ser 113 Dupla conformacao Conformacéo simples
Ser 125 Diferenca de rotameros

Arg 145 Diferenca de rotameros

Asn 167 Dupla conformacéao Conformacédo simples
Asp 178 Dupla conformacéao Conformacado simples
Thr 219 Conformacéao simples Dupla conformacéao
Thr 224 Dupla conformacao Conformacéo simples
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Figura 29. Sobreposicado da quimotripsina (azul) em complexo em pH 7,5 (escuro)
e 4,5 (claro) mostrando as diferencas nas cadeias laterais dos aminoacidos
indicados. A cadeia principal estd mostrada em traco e foi evidenciada apenas a
superficie dos residuos selecionados.

104



5.12 Analise do tempo de vida de fluorescéncia

Fluorescéncia dinamica permite calcular o tempo de vida de
fluorescéncia, isto é, tempo em que os elétrons do fluordforo
permanecem no estado excitado e retornam ao estado fundamental.
Com isto é possivel avaliar se uma amostra contém fluoroforos distintos
e em ambientes enterrados ou expostos ao solvente, ou se o ambiente
do fluordéforo sofre mudancas conformacionais em decorréncia da
aproximacdo de grupos carregados ou por associacdo de moléculas na
formacdo de complexos ou associacdo desses grupos com o proprio
fluoroforo. Essas analises possibilitam fazer uma previsdo da dinamica
das interacdes entre macromoléculas.

A determinacdo do modelo que melhor descreve o decaimento da
emissao de fluorescéncia para o BTCI sozinho e em complexos binario e
ternario com a a-quimotripsina e a BR-tripsina, bem como o numero
adequado de tempos de vida para essas moléculas foram analisados em
primeiro lugar. O melhor modelo obtido foi aplicado para o estudo da
interacdo entre as moléculas.

Os dados de espectroscopia de fluorescéncia dinamica (figura 30)
foram inicialmente analisados com um, dois e trés decaimentos de
emissao de fluorescéncia (tempo de vida) para os diferentes modelos
disponiveis pelo software VINCI (ISS Inc.), analisando os modelos:
Discreto, Plank, Lorentz, Gauss e Uniforme. Em todos o0s casos
analisados o modelo Uniforme nédo apresentou resultados significativos,
indicados pelos altos valores de c?.

Os dados obtidos apdés a analise dos valores ajustados de
fluorescéncia dinamica para o BTClI e seus complexos estao

apresentados na tabela 13.
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Tabela 12

. Andlise dos dados de tempo de vida de fluorescéncia do BTCI em complexo ternario

Tempos de vida (ns)

Um Dois Trés
Modelo ?? ns ?2 ?1ns ?Zns ?2 ?1ns ?Zns ?3ns ?2
? (fo ? (f2) ? (1) ? (f2) ? (fs) ?

Discret | 1,85 [0,004| 406 | 1,05 0,02 3,76 0,08 11,1 [ 3,48E-09 | 0,002 | 1,44 0,05 4,72 0,3 8,59
(0,496) | (0,01) | (0,490)| (0,01) (0,0482) |(0,005) | (0,603)| (0,02) (0,347) (0,02)

Planck | 1,85 [0,004| 406 | 1,05 0,02 3,76 0,08 11,1 |3,48E-09 | 0,002 | 1,44 0,05 4,72 0,3 8,59
(0,496)| (0,01) | (0,490)| (0,01) (0,0482) | (0,005) | (0,603)| (0,02) (0,347) (0,02)

Lorenz | 1,83 [0,008| 9,58 | 1,81 0,1 1,83E- 5 11,5 1,63 0,4 5,68 3 2,89E+03|5,00E+08| 12,6

05

(0,983)| (0,09) | (0,145) (2,0) 0,854) | (0,3) |(0,141)| (0,3) (4,13) (9E+3)

Gaus 2,06 | 0,01 |18,4| 1,59 0,1 5,28 0,6 10,1 1,58 0,1 5,27 0,7 2,40E+03 0 12,4
(0,747)| (0,05) | (0,250)| (0,05) (0,745) | (0,07) |(0,251)| (0,07) | (1,03E-8)| (0,0)

Uniform| 0,932 8 |44,9| 1,15 |3,00E+03| 3,81 |[2,00E+04| 11,2 1,73 0,9 1,76 |1,00E+03[2,26E+03 0 55
(0,498)| (2,0) | (0,493) (2,0) (0,703) | (0,3) |(0,293)| (0,2) (1,95) (3,0)
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Tabela 13. Dados obtidos dos valores ajustados de fluorescéncia dindmica para o BTCI e seus complexos

Complexos Modelo Modo 2 7 ? (ns) f1 2 2?7 (ns) f2 c?
BTCI - . . 0,839 + 4,050 = 0,713 =
quimotripsina Discreto bimodal 0.02 0,280 + 0,007 0.05 0,006 14,64
L. 1,840 + .
BTCI - tripsina Lorenz monomodal 0.007 1,00 (fixo) - - 14,47
+ +
BTCI - ternéario Discreto bimodal 1’85002_ 0,496 0,01 3’;%%_ 0,490 = 0,01 | 11,10
. 3,560 + 0,422 +
BTCI - livre pH . . 1,040 = ’ ’ 41.71
4.0 Discreto bimodal 0,02 0,556 + 0,01 0,08 0,01
. 0,578 +
BTCI - livre pH . . 1,102 = 3,227 + ’ 29 52
5.0 Discreto bimodal 0,03 0,396 + 0,02 0,08 0,02 )
) 0,710 =
BTCI - livre pH , . 1,166 + 3,651 = ’ 16.95
6.0 Discreto bimodal 0.04 0,282 + 0,02 0.06 0.01
) 0,848 +
BTCI - livre pH . . 0,711 + 2,921 + ’ 27 03
7.0 Discreto bimodal 0.05 0,130 = 0,01 0.03 0.01
. 0,585 +
BTCI - livre pH . . 1,713 + ’ 20.48
8.0 Discreto bimodal 0.06 0,414 = 0,04 | 3,979 +£ 0,1 0.03
. 0,907 =
BTCI - livre pH . . 0,618 =+ 3,450 + ’ 16,05
9.0 Discreto bimodal 0.06 0,077 = 0,006 0.03 0.006
. 0,777 =
BTCI - livre pH . . 1,049 = 3,575 = ’ 38.75
10.0 Discreto bimodal 0.05 0,186 = 0,01 0,05 0.01 )
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Figura 30. Gréafico da diferenca de fase (circulo) e da modulacdo (quadrado)
obtidas em relacdo a fase (verde) e modulacédo calculadas (azul) do modelo em
funcdo da frequéncia de modulacdo em MHz para o tempo de vida do complexo
ternario. Abaixo estdo representados os valores residuais apds o ajuste para o

modelo bimodal discreto.

Neste trabalho foi utilizado um filtro WG UV-320 para as medidas de
fluorescéncia. Este filtro corta a luz espalhada para excitagdo abaixo de 320

nm, excluindo toda luz de origem diferente da fluorescéncia e que nao

foram consideradas nos nossos calculos.
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5.12.1 Complexo binario com a tripsina

Em complexo binario com a tripsina, o ajuste para apenas um tempo de
vida apresentou resultados satisfatérios para os modelos de distribuicdo
Lorentz e de Gauss, como indicado pelos valores de c?, sendo o melhor
ajuste o tipo Lorentz. Os ajustes com dois e trés tempos de vida, apesar de
valores baixos de c?, apresentavam taxa de erro muito superior para dois
tempos de vida, ou valores incoerentes no caso de trés tempos de vida, e

por isso, ndo foram considerados.

Figura 31. Modelo do complexo binario do BTCI (verde) com a

tripsina (magenta) com os triptofanos (laranja) em evidéncia. A seta indica

a regido de localizacdo do triptofano do BTCI.
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Figura 32. Representacdo da superficie molecular da tripsina e dos

triptofanos (em laranja). Triptofanos expostos (A e B) e em interacdo com o

solvente (C a E).
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Figura 33. Representacao da superficie molecular da tripsina e triptofanos
(em laranja) evidenciando sua localizacdo na superficie (A) e sua exposicao

e interagcdo com o solvente (B).

O valor do tempo de vida obtido para o complexo binario com a
tripsina foi de 1,84 ns, o que significa que toda a populacdo de triptofanos
formada pelo uUnico triptofano do BTCI e pelos quatro triptofanos da tripsina
se comporta de maneira semelhante. O valor encontrado indica que os
triptofanos estdo expostos e acessiveis ao solvente, o que pode ser
confirmado pela estrutura tridimensional obtida por difracdo de raios X. As
mudanc¢as nas posi¢des dos triptofanos indicam mudancas conformacionais

na estrutura das moléculas.
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O residuo Trp 219 da tripsina, proximo da regido de interacdo com o
BTCI, apesar de parecer estar parcialmente enterrado esta localizado em
uma fenda que permite a interagcdo com o solvente (figura 32 B, D). Isso
pode ser confirmado observando a estrutura tridimensional, que mostra que
0s quatro triptofanos da tripsina e o unico do BTCI, expostos ao solvente,
corroborando o resultado obtido nos experimentos de fluorescéncia

dindmica.
5.12.2 Complexo binario com a quimotripsina

O complexo binario com a quimotripsina apresentou decaimento de
fluorescéncia complexo. Os ajustes para um tempo de vida foram
inadequados, sendo o melhor ajuste bimodal do tipo Discreto. Os ajustes
com trés tempos de vida, com valores de c? inferiores apresentaram uma
taxa de erro muito superior em outros casos de dois tempos de vida, ou
valores incoerentes, no caso de trés tempos de vida e, por isso, também
nao foram considerados.

Os valores dos tempos de vida obtidos para o complexo binario com a
quimotripsina foram de 0,839 ns e 4,050 ns, o que significa que toda a
populacdo de triptofanos formada pelo Unico triptofano do BTCI e pelos 8
triptofanos da quimotripsina se comportam de maneira diferente devido ao
ambiente e estado conformacional. O tempo de vida longo corresponde a
populacao de triptofanos expostos e o tempo de vida curto corresponde a
populacdo enterrada. Mais de 70% da fluorescéncia provém dos triptofanos
que estao no estado exposto, apresentando o tempo de vida mais longo. A
partir das diferencas nas posi¢cdes dos triptofanos é possivel analisar se
alteracOes significativas ocorrem durante a formacado do complexo.

Segundo Desie et. al., (1986) a alfa-quimotripsina € um exemplo
de proteina em que os 8 triptofanos podem ser divididos em trés grupos

distintos: Trpl72 e Trp215 localizados perto da superficie da enzima,
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parcialmente expostos, os Trp29, Trp51, Trp 141, Trp 207 e Trp 237 que
estdo expostos na superficie da enzima e os Trp 27 e Trp 29 que estao
enterrados no nudcleo da proteina. Esses trés grupos apresentam trés
tempos de vida distintos: 4,206, 1,375 e 0,132 ns, respectivamente, e a
contribuicdo da fluorescéncia corresponde a 70,5%, 24,2%, e 0,053%
respectivamente.

Comparando os dados do complexo com o BTCI, encontramos a
reducdo do nimero de componentes do tempo de vida para apenas dois.
Podemos concluir a partir desses dados que o tempo de vida longo do BTCI,
formado pelos triptofanos expostos, compreende o triptofano do BTCI mais
os triptofanos 51, 141, 172, 207, 215 e 237 da enzima, representando
71,3% da contribuicdo de fluorescéncia. O componente de tempo de vida
curto € formado pelos triptofanos enterrados da enzima (Trp27 e Trp29)
representando 28% da fluorescéncia. E importante lembrar que a
contribuicdo na fluorescéncia ndo é proporcional e ndo esta diretamente
ligada ao numero de triptofanos, uma vez que podem ocorrer diferentes
tipos de supressdes devido ao microambiente de cada triptofano na
molécula no estado excitado.

Essa analise pode ser comprovada a partir dos dados da estrutura
tridimensional do complexo binario com quimotripsina, obtido por
modelagem molecular (Freitas et.al., 1997) (figura 34). Por ser um modelo
obtido por modelagem molecular, as &guas cristalograficas nao estdo
presentes impossibilitando, portanto a visualizacdo da interacdo com o
solvente. Como o RMSD da sobreposicdo do modelo do complexo binario
obtido por modelagem com o modelo do complexo ternario foi de 0,67. Isso
indica que as duas estruturas, apesar de estarem representando dois
complexos diferentes, sdo semelhantes. Por essa razdo a acessibilidade dos
triptofanos ao solvente sera observada no proximo tépico, considerando o

complexo ternario obtido por difracdo de raios X.
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Figura 34. Representacdo do complexo binario com o BTCI (verde) e a quimotripsina (cyano) com 0s
triptofanos (51, 141, 172, 207, 215 e 237) da enzima coloridos em laranja, evidenciados na superficie da
molécula (PDB de Freitas et.al., 1997).
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5.12.3 Complexo ternario

Para o complexo ternario embora valores menores de ¢ tenham sido
obtidos para dois tempos de vida, o melhor ajuste foi a distribuicdo bimodal
do tipo Discreto. Os valores dos tempos de vida obtidos para o complexo
ternario foram de 1,05 ns e 3,76 ns, o0 que significa que todos os triptofanos
(13 no total) estdo localizados em ambientes distintos ou interagindo de
forma diferenciada com o solvente.

Conforme observacdo das fracdes que representam os valores dos
tempos de vida, a contribuicdo de fluorescéncia provém igualmente dos
residuos expostos e enterrados. Analisando a estrutura tridimensional do
complexo ternario (figura 35, 36 e 37) observamos que o conjunto formado
pelos 13 triptofanos, sendo 4 da tripsina, localizados todos na superficie da
enzima, e 8 da quimotripsina, além do triptofano do BTCI, pode ser
classificado em dois grupos diferentes: os mais acessiveis ao solvente,
localizados na superficie das proteinas, e o grupo dos triptofanos mais
enterrados, com pouco ou nenhum acesso ao solvente. O primeiro grupo é
composto de 11 residuos: o triptofano do BTCI, os pertencentes a tripsina e
os triptofanos 51, 141, 172, 207,215 e 237 da quimotripsina. Os demais
triptofanos enterrados seriam o0s outros dois restantes da quimotripsina. O
decaimento de fluorescéncia para esses dois grupos ¢é heterogéneo,
indicando que os triptofanos do complexo ternéario estdo em dois grupos
diferentes, um em ambientes mais acessiveis e outro mais enterrado.

As alteracfes dos ambientes estruturais dos triptofanos indicam
indiretamente mudancas conformacionais que ocorrem nas proteinas. Os
triptofanos funcionam, portanto, como sondas que permitem analisar a
dindmica dessas moléculas, principalmente na formacdo dos complexos

macromoleculares.
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Figura 35. Representacdo do complexo ternario do BTCIl (verde) com a

quimotripsina (cyano) e a tripsina (magenta) com os triptofanos coloridos
em laranja, evidenciados na superficie da molécula ou parcialmente

enterrados.
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Figura 36. Representacdo do complexo ternario do BTCI (verde) com a quimotripsina (cyano) e a tripsina

(magenta) com os triptofanos da tripsina coloridos em laranja, evidenciando sua exposicdo ao solvente.
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Figura 37. Representacdo do complexo ternario do BTCI (verde) com a quimotripsina (cyano) e a tripsina

(magenta) com os triptofanos da quimotripsina coloridos em laranja, evidenciando sua exposicdo ao solvente.
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5.12.4 BTCI livre

O BTCI apresentou decaimento de fluorescéncia complexo. Os ajustes
para um tempo de vida foram inadequados, como indicado pelo alto valor de
c2. Os melhores ajustes foram para dois tempos de vida em todos os
modelos observados, sendo os modelos Discreto e Planck aqueles que
apresentaram valores mais baixos de c?, e o discreto o melhor ajuste. A
complexidade do decaimento observado provavelmente reflete na
heterogeneidade das conformacdes da proteina, 0 que sugere que este
componente, um unico triptofano, pode apresentar-se em diferentes estados
conformacionais.

O triptofano do BTCI é o residuo de numero 82, de um total de 83
residuos de aminoacidos. Sua visualizacdo nao foi possivel no modelo de
estrutura tridimensional, porque ele esta localizado em uma regido que nao
foi resolvida por difracdo de raios X, devido a auséncia de densidade
eletrébnica. Os atomos localizados nessa regido apresentam liberdade
conformacional e ndo estdo organizados em estrutura secundaria definida.
Especialmente, a partir do residuo 69, seguinte a ultima ligacdo dissulfeto
até o final do C-terminal, a proteina apresenta maior liberdade
conformacional, uma vez que nenhuma ligacdo dissulfeto, capaz de manter
a rigidez da estrutura protéica, ocorre nessa regiao.

Os dados dos tempos de vida de fluorescéncia obtidos para as
proteinas possibilitam uma analise, no nivel atdmico, do tipo de ambiente
molecular ao qual pertencem os fluoréforos de uma macromolécula,
especialmente os triptofanos, além de fornecer informacgdes importantes
sobre modificacbes desse ambiente devido as mudancas nas condicdes do
meio provocadas por agentes externos ou por novas interacdes entre
cadeias laterais adjacentes ao fluoroforo.

Conforme Lakowicz (1999) e Bismuto et. al.(1999), residuos de

triptofanos enterrados e expostos ao solvente apresentam tempos de vida
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curto e longo, respectivamente. Mas o decaimento bi-exponencial atribuido
ao BTCI, representado pelos dois tempos de vida encontrados, nao sao
atribuidos a popula¢cdes distintas de triptofano, uma vez que esta proteina
possui somente um Unico triptofano (Morhy e Ventura, 1987). Essa
caracteristica € atribuida as formas dinamicas conformacionais desse
fluoréforo que ocorrem durante o estado excitado.

Szabo e Rayner (1980) mostraram, em estudo de fluorescéncia
dinamica de triptofanos e seus derivados em solucdo aquosa, que O0s
decaimentos desses fluoroforos sé&o descritos como modelos bimodais,
apresentando tempos de vida de 3,1 ns e 0,5 ns, em pH 7,0. Estes valores
sdo bastante proximos aos valores encontrados para o BTCI em pH 7,0. No
estudo de Szabo e Rayner (1980) em todos os derivados do grupo indol foi
encontrado apenas um unico tempo de vida, enquanto que o triptofano e
seus derivativos apresentaram dois tempos de vida. O comportamento bi-
exponencial dos triptofanos é dependente dos substituintes do carbono alfa
e da cadeia lateral, devido a diferenca na eficiéncia de supressao da
fluorescéncia do grupo indol pelos substituintes.

A formacéo de dimeros ou oligbmeros entre s moléculas de BTCI
também pode estar relacionada com a existéncia de dois tempos de vida.
Estudos de microscopia de forca atdbmica e analises computacionais (Silva
et. al., 2005), espalhamento de luz (Ventura et. al, 1981) mostraram a
auto-associacdo do BTCI em equilibrio dindmico entre a formacdo de
mondmeros-dimeros-trimeros e hexameros. Além disso, Rao e Suresh
(2007) cristalizaram e resolveram a estrutura tridimensional de uma
isoforma do BTCI, na forma de um dimero. Como mostra a figura 38,
mesmo com a formacdo de oligbmeros do BTCI, o enterramento dos
triptofanos n&o foi observado. Nos oligbmeros do BTCI, os diferentes
triptofanos estao expostos, mas podem apresentar estados conformacionais

diferentes no estado excitado.
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Figura 38. Superficie molecular dos oligbmeros formados pelo BTCI em

dimero (A), trimero (B) e hexdmero (C, D) com a regido do triptofano
colorida em laranja, evidenciando sua localizacdo na superficie da molécula

(Modelos de Silva et. al., 2005).
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Os dados obtidos da auto associacdo do BTCI e os resultados
apresentados nesse trabalho indicaram que os triptofanos nos
oligbmeros apresentam predominantemente padrdes semelhantes de
decaimento de fluorescéncia (tempo de vida de aproximadamente 5
ns), compativeis com triptofanos expostos ao solvente (Lakowicz,
1999). No entanto, tempos de vida menores foram também
observados para o BTCI na forma monomeérica, o que indica que esse
decaimento bi-exponencial esta relacionado a existéncia de
subestados conformacionais no estado excitado.

Um dnico triptofano pode apresentar decaimentos de
fluorescéncia complexo devido a heterogeneidade conformacional das
formas moleculares no estado excitado e do movimento atdmico nas
proteinas (Ferreira et. al., 1994, Frauenfelder e Gratton, 1986,
Beechem e Brand, 1985, Grinvald e Steinberg, 1976, Royer, et.
al.,1990). Alcala et. al. (1987) mostraram que proteinas com um
unico triptofano apresentaram distribuicbes de tempos de vidas
associados a varios subestados conformacionais. De acordo com este
modelo, o numero de diferentes microambientes ocupados pelos
residuos de triptofano durante o tempo de vida no estado excitado,
bem como a taxa de interconversdo entre o0s subestados
conformacionais, afetam o decaimento de fluorescéncia. Além disso,
a viscosidade, temperatura e pH afetam essa interconversao (Beece
et al., 1980; Ferreira et al, 1994).

Com o objetivo de analisar as mudancas conformacionais do
BTCI, principalmente nas regides proximas ao triptofano, medidas do
tempo de vida foram realizadas em pH variando de 4-10,
considerando-se que poucas informacdes puderam ser obtidas nessa
regido, utilizando a técnica de cristalografia de raios X. Nenhuma
alteracao significativa nos valores de tempo de vida medidos (—5 ns)
nessa faixa de pH foi encontrada, o que indica que a regiao estrutural

onde estd o0 Unico triptofano do BTClI ndo sofre alteracfes
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conformacionais sob acdo de diferentes pHs. No entanto, poucas
mudancas foram observadas em temperaturas mais baixas, e essas
mudancas sao decorrentes dos diferentes subestados
conformacionais do BTCI nessa condi¢cdo. Esses dados corroboram
com o0s previamente descritos, onde foi mostrado que o BTCI
mantém sua estrutura preservada e apresenta a mesma atividade
inibitéria independente do pH do meio (Silva et. al., 2000).

O triptofano do BTCI estd afastado da regido de interface nos
modelos associacdo oligomérica e nos modelos binario e ternario
(com as enzimas tripsina e quimotripsina) e ndo pode ser visualizado
com a técnica de cristalografia. Os dados obtidos pelo experimento
de fluorescéncia dinamica foram fundamentais para avaliar o
ambiente conformacional deste triptofano e analisar se ocorrem
alteracbes conformacionais, monitoradas pela diferenca na
acessibilidade do triptofano ao solvente, para o BTCI livre e em
complexo com as enzimas tripsina e quimotripsina. Essas
informacBes sO6 puderam ser acessadas com essa técnica de
fluorescéncia dinamica.

Em conclusdo, a fluorescéncia dinamica e a cristalografia de
raios-X permitiram analisar detalhes das estruturas protéicas em
diferentes ambientes definidos pelo solvente e mudancas
conformacionais que ocorrem durante a formacdo de complexos do
BTCI com as enzimas o que é fundamental para o entendimento da
funcdo bioldgica dessas proteinas nos organismos Vvivos onde elas

atuam.
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5.13 Dicroismo circular

A fim de investigar a estabilidade dos complexos formados
pela b-tripsina e a-quimotripsina com o BTCI, foram realizados os
experimentos de desnaturacdo térmica utilizando a técnica de
dicroismo circular na faixa distante do ultra violeta (190—260 nm). Os
valores das elipticidades na faixa de temperatura de 25-95°C medidas
em 208 nm, correspondentes a uma das bandas dicréicas
caracteristicas para estruturas em a-hélices, foram consideradas para
a analise das estruturas secundarias e céalculo dos parametros
termodindmicos que caracterizam a estabilidade térmica das

proteinas.
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Figura 39. Curvas de desnaturacdo térmica das proteinas: tripsina,

quimotripsina, BTClI em complexo binario com quimotripsina, com

tripsina e complexo ternario com ambas as enzimas, em pH 7,0.
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Figura 40. Fracdo desnaturada termicamente das proteinas: tripsina,
quimotripsina, BTCI em complexo binario com quimotripsina, com

tripsina e complexo ternario com ambas as enzimas, em pH 7,0.

A figura 40 apresenta as curvas de transicdo térmica
ajustadas segundo os valores das fracdes desnaturadas das proteinas
estudadas. A partir desses dados foram obtidas as curvas da variacédo
de energia livre com o aumento da temperatura. Os valores de Tn,
(figura 41), correspondentes ao ponto central das curvas de
desnaturacdo quando DG é igual a zero, foram calculados.

Os valores dos parametros termodinamicos obtidos das curvas
de van’t Hoff (figura 42) foram considerados para o calculo da
energia livre de Gibbs a 25°C (DG2°), que corresponde a estabilidade
termodindmica e estrutural da proteina. Todos os parametros

termodinamicos estéo apresentados na tabela 14.
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Tabela 14. Parametros termodinamicos dos complexos com o BTCI

calculados a partir das curvas de desnaturacdo térmica em tampéao 2
mM HEPES pH 7,0.

Tm ?2Hm ?Sm o

(°C) (kcal.mol'%) (cal.mol*.K")  (kcal.mol'")

Quimotripsina 53,77 128,11+ 2,79 369,69 + 7,67 17,94

BTCI —
62,04 166,90 + 4,64 470,01 + 8,73 26,83
Quimotripsina

Tripsina 70,45 60,32+ 2,18 165,77+ 5,93 10,92
BTCI -
71,17 80,19 £ 4,02 220,19 + 9,59 14,57
tripsina
Ternario 77,14 69,33+ 1,73 132,55 + 4,74 29,83

O valor de Tm encontrado para a quimotripsina foi de 53,77°C
em pH neutro, semelhante ao valor de 53,64°C encontrado por Diego
et. al., (2004) em &gua. Os valores de DH (128,11 kcal.mol') e DS
(369,69 kcal.mol*) sdo diferentes dos valores obtidos por Lee e
Timashef (1981) para a quimotripsina em pH 3,0 (DH = 90 kcal.mol*
e DS = 280 cal.mol*). Similarmente, o valor estimado nesse trabalho
de DG de 17,94 kcal.mol* em pH 7,0 (préximo ao pH 6timo da
enzima) foi maior do que o estimado pelos referidos autores (7,96
kcal.mol*) em pH 3.0. Isso indica que a estrutura tridimensional da
quimotripsina é mais estavel em pH 7,0 comparado com pH 3,0.
Esses dados foram estimados para as curvas de desnaturagao térmica
segundo o modelo de dois estados, com os valores da elipticidade

préximos de zero.
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Para o complexo formado pelo BTCI com a quimotripsina, o
valor de Tm foi de 62,04 °C, maior que o valor encontrado para a
enzima na forma livre, indicando que a associacdo do inibidor
estabiliza a enzima. De forma semelhante, o valor de DG*® aumentou
de 17,94 kcal.mol? para 26,83 kcal.mol?, reforcando o efeito
estabilizador do inibidor na enzima. Os parametros termodinamicos
obtidos no presente trabalho indicaram a alta estabilidade térmica da
quimotrispina na presenca do inibidor, em concordancia com a
maioria das proteinas globulares termofilicas que apresentam valores
de DG?® acima de 10 kcal.mol? (Kumar et al., 2000; Kumar et al.,
2001). Efeitos semelhantes de estabilizacdo da quimotripsina foram
observados apd6s a complexacdo da enzima com polimero de
colesterol (Nishikawa et. al., 1994), com preservacao da estrutura

até a temperatura de 80°C.

O processo de desnaturacdo térmica da tripsina ocorreu de
forma semelhante ao da quimotripsina, com desnaturacao completa
da enzima até a temperatura de aproximadamente 80°C. O valor de
Tm encontrado em pH neutro foi de 70,45°C proximo ao valor de
72,3°C encontrado por Donovan e Beardslee (1974) para a b-tripsina
em pH 6,7. O valor de DG?® calculado foi de 10,92 kcal.mol™.

A formacéo do complexo do BTCI com a tripsina alterou em
parte a estabilidade da enzima, indicado pela variacdo do valor de Tm
de 70,45°C para a tripsina livre e de 71,17 ©C para o complexo. O
valor estimado para o DG?® foi de 14,57 kcal.mol™?, préximo daquele
estimado para a tripsina livre (10,92 kcal.mol?), e, provavelmente,
correspondeu ao estagio intermediario desse processo de

desnaturacédo, principalmente da enzima.

O processo de desnaturacdo do complexo ternario ndo ocorreu
completamente, como indicado pelos valores da elipticidade molar

(aproximadamente - 4.000 graus.cm?.dmol™) até 95°C. O valor de
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Tm de 77,14 ©C, maior que o0s valores encontrados para o0s
complexos binarios, e DG®® de 29,83 kcal.mol!, corresponderam
provavelmente a desnaturacdo das enzimas somente ou mudancas
conformacionais nas proteinas envolvidas. Na formacdo do complexo
ternario o efeito de estabilizacdo das enzimas foi superior ao
comparado ao efeito causado na formacdo dos complexos binéarios. O
processo de desdobramento de proteinas diméricas, quando ocorre
em uma Unica transicdo, resulta em valores de DG?® no intervalo de
10-27 kcal.mol?!, que é significativamente maior do que a estabilidade
conformacional encontrada para proteinas monomeéricas (5-15
kcal.mol'!; Neet e Timm, 1994; Pace et. al, 1997). O valor encontrado
para o complexo ternario do BTCI estd acima deste intervalo,
confirmando a estabilidade do complexo, mesmo considerando o

processo de desdobramento das proteinas de mais de dois estados.

A magnitude da estabilidade conformacional esta relacionada
com o tamanho da proteina, do numero de subunidades e ¢é
dependente do tipo de interacdo na interface da estrutura de
complexos ou estruturas oligoméricas (Neet e Timm, 1994). O
complexo ternario é resultante da interacdo entre as enzimas tripsina
e gquimotripsina com o BTCI e apresenta as duas interfaces distintas
de interacdo. Os parametros termodinamicos estimados para o0s
complexos binario e o ternéario, mostraram que as interacdes ibnicas
presentes na interface da tripsina apresentam um efeito de
estabilizacdo mais pronunciado que as interagbes hidrofébicas

presentes na interface da quimotripsina.

A associacdo do BTCI com a tripsina é diferente da associacéo
com a quimotripsina. A constante de associacdo da quimotripsina
com o BTCI estd em torno de 0,32 a 1,36x10’ M (Freitas et. al,
1999) - dependentes da temperatura, enquanto que para a tripsina

na mesma faixa de temperatura e pH os valores variam de 1,5 a
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3,4x10% M (Fachetti et. al., 1984). No BTCI o sitio antitritptico
apresenta predominancia de contatos hidrofilicos, com a presenca de
varias ligacbes de hidrogénio e menor rigidez conformacional. Em
contraste, o sitio reativo para a quimotripsina ha predominancia de
contatos hidrofobicos e maior flexibilidade conformacional. Essas
diferengas estruturais sdo determinantes para a maior afinidade do
BTCI para a tripsina e, provavelmente para as diferencas na
estabilidade estrutural dos complexos binarios e do ternario formados

pelo BTCI com as respectivas enzimas.

Inibidores da familia BBl sdo conhecidos por sua estabilidade
a altas temperaturas conferidas pela presenca de ligagdes dissulfeto.
Apesar disso, poucos dados quantitativos que caracterizam essa
estabilidade sdo encontrados na literatura, excetuando um udnico
artigo (Donovan e Beardslee, 1974) que discute a estabilidade
térmica de complexo de inibidores com suas enzimas alvo, apenas
com os valores da temperatura de transicao entre o estado nativo e
desnaturado, como foi comparado com os dados aqui apresentados e

discutidos acima.

Experimentos realizados com o inibidor Bowman-Birk WSTI,
mostraram que o inibidor manteve atividade mesmo apoés
permanecer por uma hora a 90°C (Deshimaru et. al., 2002). De
forma semelhante, o inibidor BBl manteve mais de 60% da atividade
anti-triptica ap6s 3 horas de exposicdo a 100°C, em pH neutro
(Osman et. al., 2002). Similarmente, o BTCI apresenta estabilidade
conformacional, mantendo sua atividade inibitéria mesmo apods a
exposicdo a temperaturas de 95°C durante uma hora (Silva et. al.,
2001). Ensaios de desnaturacdo térmica utilizando o CD e
microcalorimetria de varredura (DSC) indicaram que esta molécula

nao desnatura, mesmo em temperaturas elevadas atingidas no
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microcalorimetro (dados ndo mostrados). Esta estabilidade é devida

em grande parte a presenca das sete ligacdes dissulfeto no BTCI.

hY

Devido a estabilidade atribuida as ligacdes dissulfeto dos
inibidores da familia Bowman-Birk, as medidas de parametros que
caracterizam a estabilidade térmica da proteina séo dificeis de serem
obtidas, sendo necessaria a realizacdo de experimentos em condicfes
que possibilitem a reducdo dessas ligacbes. Experimentos de
desnaturacao térmica com o feijdo tepari Phaseolus acutifolius) soé
foram possiveis com as ligacdes dissulfeto reduzidas (Osman et. al.,
2002). Inibidores da familia Kunitz — tipo STI, que apresentam
somente duas ligacOes dissulfeto, desnaturam na faixa que varia de
60 a 70°C (Baugh e Trowbridge, 1972; Fan et. al., 2007; Pouvreau
et. al., 2005; Roychaudhuri et. al., 2003; Yoshizaki et. al., 2007).
Esses dados sdo comparaveis aos ensaios de desnaturacdo térmica

dos complexos binarios e ternario do BTCI.

Como indicado pela figura 39, o processo de desnaturacdo das
proteinas na forma livre ocorreu em dois estados, mas foi incompleto
para os complexos BTCI-tripsina e o ternario. Esse resultado ocorreu
devido principalmente a taxa lenta de dissociacdo do BTCI dos
complexos; a permanéncia do BTCI no sitio ativo da enzima, mesmo
apos acao catalitica; e a estabilidade do BTCI devido a presenca de
sete ligacbes dissulfeto. Esses dados mostram que a associacdo do
BTCI com as enzimas aumenta a estabilidade dessas proteinas nos

complexos.

O processo de desnaturagdo de proteinas oligoméricas ou em
complexos macromoleculares tende a ocorrer de diferentes formas:
a) as proteinas podem se dissociar e entdo desnaturar; b) podem
sofrer desnaturacdo enquanto complexadas, e posteriormente se
dissociarem; c¢) ou uma das proteinas — a menos estavel - pode se

desnaturar em complexo, se dissociar, e depois a proteina mais
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estavel sofre desnaturacdo (Donovan e Beardslee, 1974; Neet e
Timm, 1994). Muitas proteinas monomeéricas e diméricas desnaturam
de acordo com o modelo de dois estados (Pace et. al, 1997),
enguanto outros apresentam intermediarios estaveis no processo. Em
proteinas oligoméricas, o processo de desnaturacdo pode ocorrer em
varios estados, sendo que o primeiro corresponde, geralmente, a
dissociacdo das subunidades, mantendo a estrutura dos mondémeros.
Posteriormente, ocorre a desnaturacdo com o desdobramento de
todas as cadeias que formam o oligbmero (Kirschner e Tanford,
1964; Neet e Timm, 1994).

Segundo Donovan e Beardslee (1974) a determinacdo do
modelo que melhor descreve 0 processo de desnaturacdo de
complexos formados com inibidores de proteases, principalmente os
membros da familia Bowman-Birk, € de dificil escolha. Isso é
justificado pelo fato de que o processo de dissociacdo do inibidor com
a enzima é lento ou nem ocorre devido a restricdo conformacional
definida por uma ligacdo dissulfeto no sitio reativo. Além disso, a
presenca das sete ligacdes dissulfeto no inibidor restringe a liberdade
conformacional da molécula e dificulta o processo de desdobramento
da estrutura tridimensional. No entanto, para os inibidores do tipo
Kunitz, que apresentam menor numero de ligacdes dissulfeto, os
complexos podem ser desnaturados seguindo modelos de dois ou
mais estados. Para o complexo STI-tripsina, um exemplo de inibidor
do tipo Kunitz, o modelo mais adequado foi aquele de dois estados
com a desnaturacdo do complexo sem a formacéo de intermediarios
(Donovan e Berdslee, 1974).

O dicroismo circular, na faixa de comprimento de onda
estudada, permite acompanhar mudancas conformacionais no nivel
das estruturas secundarias de proteinas. No entanto, o

desaparecimento das bandas dicréicas com a diminuicdo da
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elipiticidade para proximo de zero, dependentes da temperatura,
indica que a proteina desnatura nessas condicoes. Nesse trabalho, as
curvas de desnaturacdo térmica mostram que o sinal dicréico
permaneceu abaixo de -1500 graus.cm?.dmol? para as enzimas
livres, -2500 graus.cm?.dmol™ para o complexo BTCI-quimotripsina e
aproximadamente -4000 graus.cm?.dmol™® no final da transicdo
(95°C) para o complexo BTCI-Tripsina e o complexo ternario. Esses
ultimos dados indicam que parte da estrutura desses dois complexos
pode estar preservada, provavelmente devido a estrutura rigida do
BTCI definida pelas sete ligacOes dissulfeto. Para o complexo BTCI-
quimotripsina, a desnaturacdo também né&o foi total. No entanto,
diferente do complexo binario com a tripsina, essa molécula
apresentou intermediarios muito mais modificados estruturalmente,
decorrentes da ruptura de maior numero de interacées que mantém a
estrutura tridimensional das proteinas, o que esta indicado pelos
valores da entalpia e entropia apresentados na tabela 14. Para
analisar o processo de desdobramento dessas moléculas outros
experimentos que associem outros agentes desnaturantes com a
temperatura e outras técnicas, como a microcalorimetria,
desnaturacdo dos complexos com as ligacdes dissulfeto parcialmente

ou totalmente reduzidas, precisam ser realizados.

7

Para aplicacbes biotecnolégicas de enzimas e inibidores é
fundamental que os complexos entre essas proteinas permanecam
estaveis e associadas, garantindo o efeito prolongado da inibicao das
enzimas alvo. Algumas dessas acbOes, no caso dos inibidores da
familia a qual pertence o BTCI, podem ser a aplicacdo terapéutica
contra diversas doencas como a esclerose mudltipla; a acao
anticarcinogénica e a utilizacéo de inibidores no controle biolégico de

pragas.
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7 CONCLUSAO

A estrutura tridimensional cristalografica do BTCI foi resolvida
em complexo binario com a tripsina. Esta estrutura € a de maior

resolucdo desta familia ja depositado no PDB.

A estrutura tridimensional cristalografica do BTCI foi resolvida
em complexo ternario com a tripsina e a quimotripsina. Esta é a Unica
estrutura de um inibidor Bowman-Birk associados a quimotripsina e
tripsina simultaneamente e serd a primeira estrutura dessa familia de
inibidores em complexo com a quimotripsina a ser depositada no
PDB.

A estrutura tridimensional cristalografica do BTCI em complexo
ternario foi resolvida em pH neutro e acido, e mostrou que nédo héa
diferencas significativas na estrutura tridimensional dependes desses

pHSs.

Ocorrem poucas modificacbes na estrutura tridimensional
durante a formacao dos complexos, sendo a maioria delas localizadas

nas enzimas e na interface entre as proteinas.

As alteracfes conformacionais do complexo binario do BTCI
com a tripsina ocorrem principalmente na regido da interface entre as
duas proteinas, indicadas pela modificacdo do ambiente dos

triptofanos nessa regido.

Alteragdes conformacionais na interface do complexo binario
entre o BTCI e a quimotripsina ndo foram evidentes, indicadas pela

preservacao da acessibilidade dos triptofanos ao solvente.

O BTClI n&o apresentou diferengas conformacionais nos

diferentes pHs.

134



O processo de desnaturacdo dos complexos formados pelo BTCI
e as enzimas nao seguem o modelo de dois estados, sendo o um dos
estagios do desdobramento correspondente ao desdobramento inicial

das enzimas, com preservacdo do BTCI associado as mesmas.

A formacdo dos complexos binarios e o ternario promoveram
estabilizacdo das proteinas, indicadas pelo aumento das temperaturas
de transicdo durante o desdobramento das proteinas e pelos altos
valores de DG?®> estimados para os complexos comparados as

proteinas livres.
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9 ANEXOS

Fluorescéncia dinamica

A fluorescéncia dinamica € uma técnica que permite calcular o tempo
de vida da fluorescéncia, isto é, tempo em que os elétrons do fluoréforo
permanecem no estado excitado e retornam ao estado fundamental. Os
valores encontrados para o tempo de vida de fluorescéncia indicam se
uma amostra contém fluoréforos distintos e em ambientes enterrados ou
expostos ao solvente (Nakaema e Sanches, 1998); ou se o ambiente do
fluoréforo sofre mudancas conformacionais em decorréncia da
aproximacdo de grupos carregados ou por associacdo de moléculas na
formacdo de complexos ou associacdo desses grupos com o proéprio
fluoréforo. Essas analises possibilitam fazer uma previsdo da dinamica
das interacfes entre macromoléculas.

A técnica de fluorescéncia dinamica visa fornecer informacdes sobre a
dindmica das biomoléculas na escala temporal, em nanosegundos, além
de informacdes sobre a acessibilidade das moléculas fluorescentes ao
solvente. Proteinas com moléculas fluorescentes intrinsecas tém um
tempo de vida associada ao processo de emissao. Este tempo de vida
pode ser influenciado pelas interac6es com o0 meio ambiente. Por meio do
monitoramento do tempo de vida dos corantes fluorescentes, informacoes
importantes podem ser obtidas sobre as interacées moleculares e sobre o
micro-ambiente. A proximidade de atenuadores, a presenca de oxigénio,
pH, temperatura, viscosidade e mudancas conformacionais podem
alterar a emisséo de fluorescéncia, e por consequéncia, o valor do tempo
de vida.

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
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dados resolvidos no tempo podem indicar se este fluor6foro esta presente
em um ou mais ambientes distintos (ja que o tempo de vida é sensivel ao
ambiente que circunda o fluoréforo); se o fluoréforo sofre reacdes quando
no estado excitado (por exemplo, a transferéncia de energia) e dar
informacdes sobre o tamanho, forma e mobilidade das moléculas (com
medidas de anisotropia) (Nakaema e Sanches, 1998).

A medida do tempo de vida do estado excitado de uma molécula
(elétrons de seu fluoroforo) pode ser obtida por duas técnicas: no
dominio do tempo ou no dominio da frequéncia. As informacdes obtidas
com essas técnicas sdo as mesmas, e a resposta da emissao no dominio
da frequéncia pode ser analisada utilizando dados obtidos pela
transformada de Fourier da resposta interpretada da técnica do dominio
do tempo, e vice-versa (Nakaema e Sanches, 1998). No dominio do
tempo a excitacdo é feita com pulsos de um laser e o ideal € que eles
sejam bem mais curtos do que o tempo que se deseja medir. Além disso,
€ necessario fazer a deconvolucédo 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
€ necessaria a utilizacdo de um laser. Conseguem-se excelentes medidas
com uma lampada de xenoénio (Xe) que € de facil manuseio e apresenta
um amplo espectro de absorcdo em toda a regido do ultravioleta-visivel.
A frequéncia s luz no comprimento de onda de excitacdo € modulada em
megahertz e a flutuacdo da intensidade de emissdo é medida em resposta
a essa excitacao. A modulacdo de amplitude e o atraso da fase entéo séao
utilizadas para determinar o tempo de vida.

As medidas de tempos de vida sdo geralmente curtas e podem ser
determinadas com maior precisdo usando um laser ou radia¢do sincrotron
(Nakaema e Sanches, 1998). Com a radiacdo sincrotron, o sinal é mais

intenso, o que possibilita a utilizagdo de amostras bem mais diluidas do
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que se utiliza na fonte de radiacdo de xendnio. Todos os dados sao
analisados com diferentes modelos de distribuicio com um ou mais

tempos de vida. O ajuste dos dados é baseado no valor minimo do c?,

Cristalografia de raios X

A elucidacdo da estrutura tridimensional de proteinas pelo
método cristalografico esta condicionada a obtencdo de cristais de
tamanho e qualidade que possibilitem a coleta de dados em
difratbmetros apropriados. Os principais fatores que podem
influenciar e promover a cristalizacdo de proteinas séo: pH, forca
ibnica, concentracdo dos precipitantes (sal, polimero, reagente
organico volatil e nao volatil), aditivos (cations, anions, detergentes,
agentes caotropicos, e outros), temperatura e flutuacdes de
temperatura, vibragdes, volume da amostra, contaminagdo por
microorganismos, presenca de material amorfo, protedlise, pressao,
viscosidade da solucdo estoque de proteina, detergentes,
concentracdo da macromolécula, metais e outros ions especificos,
pureza da amostra, e outros. A procura da melhor condicdo
experimental para a obtencao de cristais envolve tempo e depende
de todas as variaveis acima citadas.

Dentro desse raciocinio, foi proposto o método da matriz
esparsa (Jancarick & Kim, 1991) onde diversas condicdes diferentes
sdo tentadas para se cristalizar a macromolécula biolégica. O método
da matriz esparsa possui trés categorias de parametros que afetam a
cristalizacdo como varaveis principais, sdo estes: pH e tampdes,
aditivos e agentes precipitantes, e foram escolhidos os componentes
que tinham sido provados como o0s mais adequados para a
cristalizacdo de macromoléculas em ensaios anteriores. Por tentativa
e erro a matriz foi simplificada eliminando-se as condicdes que

podem ser parcialmente representadas por resultados de outras
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condi¢cdes (Azevedo, 2004). A empresa Hampton Research, (USA)
simplificou o método original, e disponibiliza Kkits especificos de
condicbes de cristalizacdo, que foram utilizados para a realizagcao
deste trabalho. Assim, um numero limitado de condi¢cdes de
cristalizacdo foi tentado, usando-se pequenas quantidades de
proteina. Para um primeiro ensaio Sdo necessarios aproximadamente
5-10 mg de proteina.

Existem muitas técnicas para a cristalizacdo de macromoléculas
biol6gicas, todas tém como objetivo trazer a solugcdo da
macromolécula biolégica a um estado de supersaturacdo. O método
utilizado neste trabalho, e também o mais comum, foi o método de
difusdo de vapor. Neste método uma gota (sentada, pendurada ou
sanduiche) contendo a proteina a ser aistalizada em tampao com o
agente de cristalizacdo e aditivos é equilibrada contra um
reservatério contendo a solugcdo do agente de cristalizacdo a uma
concentracdo mais alta do que na gota, na fase de vapor, a
temperatura controlada, num meio completamente fechado e sem
vibragdes externas. O equilibrio prossegue lentamente por meio da
difusdo até que a pressdo de vapor 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 é trazida a um estado de supersaturacao,
um estado que é termodinamicamente instavel, no qual pode se
desenvolver uma organizacao cristalina.

O acompanhamento do experimento é realizado por meio da
observacdo das gotas em lupa, nas placas de cristalizacdo lacradas,
com a menor perturbacdo possivel. A partir da observacdo dos
resultados preliminares destes experimentos, foi possivel determinar
que tampao, aditivo e agente precipitante seriam os mais favoraveis.

A partir dai, as condicbes que apresentaram cristais foram
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submetidas a sucessivos melhoramentos até se conseguir cristais de

tamanho maior que 0,2 mm x 0,2 mm.

Coleta e processamento de dados de difracao por raios-x

A coleta de dados pode ser realizada com o uso de um
difratdbmetro ou com uso de radiacdo Sincrotron. Os cristais séo
banhados em uma solucdo crioprotetora formulada baseado nas
condicOes de obtencdo de cada cristal e s6 entdo montados em loops
de nylon. A coleta é feita com o cristal resfriado instantaneamente
num fluxo de nitrogénio gasoso a —100 K. Isto permite a reducao dos
efeitos danosos da radiacdo direta e aumenta 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 e ndo é 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 realizar varias coletas e escolher o melhor conjunto de
dados. Além disso, os dados coletados a frio apresentam melhor
qualidade, pois o resfriamento mantém o nivel de organizagéo interna
do cristal, necessaria para uma boa coleta de dados, preservacao da
rede cristalina, informacao expressa nos resultados pela mosaicidade.

Para a coleta é preciso regular a distancia do detector ao cristal
de forma a chegar o mais préoximo possivel da melhor resolucéo,
limitada pela qualidade do cristal. De posse das primeiras imagens é
possivel realizar a indexacdo e determinar o grupo espacial, as
dimensdes e orientacdo da célula unitaria, e estimar a mosaicidade. A
partir da medida da distancia e dos eixos da rede reciproca do padrao
de difracdo é possivel determinar o tamanho e os eixos do cristal no
espaco real. Esse passo é necessario para planejar uma estratégia de

coleta de dados eficiente, minimizando o tempo e maximizando 0s
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resultados. Na indexacéo ocorre a identificacdo dos pontos e a
determinacéo do indice de Miller de cada ponto.

O método de oscilacdo normalmente utilizado para a coleta,
rotaciona o cristal a cada 1° com o objetivo de coletar o maximo de
reflexbes possiveis, visando propiciar uma maior completeza de
dados. A completeza, expressa nos dados apOs a indexacao e
integracdo dos dados, representa a porcentagem do numero de
reflexdes observadas em relacdo ao numero de reflexdes possiveis
para uma determinada resolucado, que esta limitada pela qualidade do
cristal. Uma completeza de 100% € o resultado desejavel, com a
maioria das reflexdes medidas varias vezes.

No processo de integracdo é 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 como a variacdo na radiacdo incidente, absorcao
dos raios difratados ou destruicdo do cristal. Portanto, é necessario
colocar todos os pontos em uma mesma escala. Apds esse passo
pode ser realizada a fusdo dos dados: os pontos com o mesmo indice
de Miller sdo somados. Os pontos que foram agrupados como
reflexdes equivalentes simétricas de diferentes imagens terdo suas
intensidades somadas. Apds esse processo, sao ddtidos parametros
para determinar a qualidade do cristal, representado pelos
parametros da rede cristalina. Apos essa etapa os parametros de
medida de qualidade do modelo (Rmerge € 0 Rsymm) S&0 determinados.

Todas as medidas de um mesmo ponto deveriam ter a mesma
intensidade, mas na pratica isso nao 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. Rsym por sua vez, é

um parametro que relaciona, da mesma forma, as medidas de
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intensidade de reflexdes simetricamente relacionadas de imagens ou

conjunto de dados diferentes (McRee, 1993).

Construgcdo e refinamento do modelo da estrutura

tridimensional

O mapa de densidade eletrbnica é que permite a construcao
de um modelo de estrutura tridimensional. A fim de obter esse mapa
de densidade de elétrons a amplitude e fase devem ser conhecidas.
Durante um experimento de difracao a fase nao pode ser diretamente
medida: isto € conhecido como o problema de fase. A fase inicial

pode ser obtida por diversas técnicas, uma delas é a substituicdo

molecular.

Se uma estrutura relacionada é conhecida, ela pode ser usada
como um modelo de busca em substituicdo molecular para
determinar a posicdo e orientacdo das moléculas dentro da célula
unitaria. Partindo da observacdo de que moléculas com sequéncias
primarias homodlogas apresentam enovelamentos similares, o
conhecimento destas moléculas estruturalmente conhecidas, permite
simular um experimento com um modelo inicial do cristal a ser
resolvido, e deste modelo obter as informacfes necessarias sobre a
fase da radiacdo difratada pelo cristal real. Mas para isso é necessario
saber quantas moléculas estdo presentes na unidade assimétrica.

Esse dado é obtido pelo calculo do volume de Matheus.

Apoés a integracédo e indexacdo, a partir dos dados da célula
unitaria o coeficiente de Matthews é calculado. Esse dado permite
estimar quantas moléculas estdo presentes na unidade assimétrica
esse numero. Com o numero de moléculas na unidade assimétrica o

proximo passo € resolver a estrutura por substituicdo molecular, o
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que permite a obtencdo do primeiro modelo inicial da estrutura

tridimensional.

O programa utilizado para o método de substituicdo molecular
permite o calculo de fun¢des de movimentos de rotacéo e translacéao
do modelo, cujas coordenadas espaciais de seus atomos referem-se
ao seu posicionamento no proprio cristal. De posse das rotacdes e
translacdes necessarias para posicionarmos o modelo corretamente
na cela unitaria, estas transformacdes sao aplicadas e o fator de
estrutura (Fcalc) é calculado. As fases obtidas para cada reflexao sédo
assumidas como as fases correspondentes aos fatores de estrutura
observados, e esta informacdo sera utilizada como ponto de partida
de um processo de refinamento, para obtencdo da estrutura final da

molécula difratada.

ApOGs a resolucao do problema de fase e construcdo do primeiro
mapa de densidade eletrbnica, os residuos de aminoacidos diferentes
do modelo sdo substituidos pelos residuos da proteina estudada.
Posteriormente, o método de Simulated annealing (aquecimento do
sistema molecular seguido de resfriamento lento) é realizado apenas
no primeiro ciclo de refinamento, visando a acomodacgéo inicial e
energética dos atomos a densidade eletrbnica. O método de
Simulated annealing simula a dindmica molecular de um sistema,
elevando-o até altas temperaturas e resfriando o sistema
gradualmente até a temperatura ambiente. A idéia principal do
meétodo é aquecer a molécula para que os atomos adquiriram altas
velocidades e energias cinéticas suficientes para vencerem as
barreiras de potencial energético e, quando a temperatura chegar a
temperatura ambiente, a estrutura tenha alcancado o seu minimo
energético, com convergéncia maxima (McRee, 1993).

Cada refinamento realizado utilizando programas como o

Refimac do pacote CCP4 é seguido por uma intervencdo manual para
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analise da disposicdo dos atomos dentro do mapa de densidade
eletrénica, utilizando um programa de visualizacdo molecular para
ajustes da geometria da molécula, otimizacdo dos angulos das
cadeias laterais, otimizacdo das dimensdes das ligacdes covalentes,
enquadramento da cadeia principal e cadeias laterais no mapa de
densidade eletronica seguindo o padrdo das dimensodes das ligacoes,
ajustes do mapa de densidade eletronica para as densidades
negativas e positivas. Apos varios ciclos de refinamento, as moléculas
de agua e heteroatomos que estiverem presentes provenientes da
solucao de cristalizacdo sao inseridos em seus mapas de densidade
eletrénica correspondentes, seguidos de varios ciclos de refinamento.
Todas as interagdes das aguas com a interface molecular e o solvente
sdo otimizadas considerando-se as dimensdes das ligacbes de
hidrogénio.

Refinamento é o0 processo de encontrar uma melhor
concordancia entre o modelo proposto para a estrutura da molécula e
a sua estrutura real. Esta concordancia deve refletir numa igualdade
entre os fatores de estrutura calculados (Fcac) e os fatores de
estrutura observados (Fons). E necesséria a realizacdo de varios ciclos
de refinamento para que todos os atomos do modelo representem de
maneira mais fiel possivel a realidade experimental medida, e além
disso estejam no melhor posicionamento possivel levando em conta
geometria da moléculas, valores dos angulos e dimensao das ligacdes
covalentes. O processo de refinamento visa trazer o valor de (Fcac) O
mais proximo possivel de (Fops), Variando as coordenadas atdmicas e
o fator de temperatura B, porém, sempre respeitando restricoes
estereoquimicas e eletrostaticas.

O acompanhamento da qualidade deste processo € feito por
meio do célculo do fator R durante o processo. O fator R é uma
medida da similaridade entre o modelo cristalografico utilizado e os

dados experimentais da difracdo de raios-X. Em outras palavras, €
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uma medida de qudo bem a estrutura refinada prevé os dados
observados (Morris et. al., 1992). Como R pode ser minimizado
artificialmente e levando em consideracdo a redundancia dos dados
de raios X, uma pequena porcentagem das reflexdes é excluida do
refinamento e utilizada como um conjunto de teste no calculo de um
novo fator R chamado Ryee, que € isento de minimizacéo artificial.
Todas as etapas do refinamento sdo monitoradas nos arquivos com
énfase para os valores da convergéncia dos fatores de estrutura para
valores compativeis para estruturas de qualidade estrutural: fator R

abaixo de 20% e R free o mais préoximo do valor do Fator R (Rsactor)-

Analise do modelo obtido

O arquivo pdb gerado no ultimo ciclo do refinamento, com os
valores de Rractor € Riree CONVergidos para os valores padronizados para
estruturas de alta resolucao, é avaliado quanto aos varios parametros
de qualidade estereoquimica utilizando programas especificos, como
0 Procheck (Laskowisk ....ver a refe) e o site do PDB

(www.rcsb.org/pdb) com os programas de validagdo da estrutura

tridimensional. As informacdes estruturais e as condi¢cbes de
cristalizacéo, coleta e refinamento séo fornecidas ao PDB. De acordo
com a avaliacdo dos consultores do PDB as coordenadas atomicas

podem ser depositadas.
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