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Resumo

O inibidor de serinoproteases da familia Bowman-Birk Black eyed-pea
Trypsin/Chymotrypsin Inhibitor (BTCI), encontrado em graos de feijdo de corda Vigna
unguiculata, € uma proteina com enorme potencial biotecnoldgico, sendo destacado seu
aspecto farmacoldgico. Sua estrutura possui sete ligacdes dissulfeto que estendem sua
acao a condicdes mais extremas de temperatura e pH. Toda sua aplicabilidade decorre
do fato de inibir as enzimas tripsina e quimotripsina. Neste trabalho, buscou-se encontrar
metodologia semi-empirica que fosse capaz de extrair informagdes quimicas sobre o
processo inibitério que ocorre entre o BTCI e a tripsina, bem como a constru¢do de um
sistema que permita um olhar mais detalhado sobre os fenbmenos que ocorrem na
interface entre o inibidor e a enzima a ser inibida. Neste sentido, as propriedades
avaliadas foram os orbitais de fronteira e seus quatro vizinhos imediatos. Nao obstante,
também foi mensurada a for¢ca de cada uma das sete ligacdes dissulfeto. Observou-se
gue, para o estudo do BTCI no vacuo, diferentes metodologias semi-empiricas
forneceram resultados adversos. Conclusdo semelhante foi observada para o caso do
BTCI complexado com a tripsina. Todavia, quando se analisou a interface entre essas
duas proteinas, os métodos em questdo tiveram grande correspondéncia entre si,
indicando que a Cys?? é um dos residuos mais importantes na interface, provavelmente
ajudando a manter a conformacdo durante o processo de ancoragem. Quanto as
ligacdes dissulfeto, ndo foi possivel afirmar sobre qual delas maior impacta a estrutura
do BTCI. Contudo, verificou-se que as ligacdes entre os residuos Cys3* e Cys?®, e Cys®!

e Cys?*® foram as de menor contribuicdo energética.



Abstract

The Bowman-Birk Trypsin/Chymotrypsin inhibitor from Vigna unguiculata seeds (BTCI) is
a protein with high biotechnological potential, especially due to its pharmacological
aspects. Its structure has seven disulfide bonds which extends BTCI working range to
some severe temperature and pH conditions. All BTCI applicability is due to its trypsin
and chymotrypsin inhibition. This way, we tried to find some semi-empirical methodology
capable to give chemical information about the inhibition process between BTCI and
trypsin, as well as to construct a system that allows a closer look about what happens
within those proteins interface. To accomplish this objective, we looked to the frontier
orbitals and their four immediate neighbors. Likewise, each of its seven disulfide bonds
had their energy determined. We conclude that the study of BTCI in vacuum with different
methodologies give different results. Similar conclusion was seen for BTCI complexed
with trypsin. However, when we analyzed the interface between those two proteins all
methods are in agreement, pointing that Cys?? is responsible to maintain the interface
conformation during the enzyme-inhibitor docking. About the disulfide bonds, it wasn’t
possible to confirm which one has the greatest impact on BTCI structure. Nevertheless,
we saw that bonds between Cys3* and Cys?!% and Cys®! and Cys?* residues had the

lowest energy contribution.
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Parte |

Introducao

1 Proteases e seus inibidores

Proteases sdo enzimas que atuam na clivagem de ligagBes peptidicas. O
mecanismo pelo qual este processo de clivagem ocorre quase sempre envolve
moléculas de agua, e o processo como um todo é denominado hidrélise. De uma certa
maneira, proteases também sao classificadas como hidrolases, haja vista que atuam
como catalisadores em uma reacao hidrolitica.

A funcdo das proteases em um organismo € variada. A principal acdo dessas
enzimas é a participacdo em processos de degradacao e sintese de nutrientes. Deste
modo, contribuem ativamente para o metabolismo celular ao serem artifices do sistema
digestivo. Pode-se citar como exemplo as enzimas tripsina e quimotripsina, ambas
sintetizadas pelo pancreas.

Todavia, tdo importante quanto a atividade anteriormente descrita € a sua atuacao
em realizagbes que podem servir como vias de auxilio ao sistema imunoldgico. Isso
reside no fato que uma quantidade consideravel de virus expressa seu conjunto proteico
essencial em somente uma longa cadeia polipeptidica. Com isso, faz-se necessario um
agente que ndo s6 reconheca as unidades proteicas — ou seja, suas partes terminais -,
como também clive as ligacdes responsaveis pela juncédo das proteinas singulares. Este
€ o0 papel das proteases no ciclo celular viral. De uma maneira geral, estas proteases sao
vitais para a existéncia e manutencao de virus, microrganismos e seres eucariotos em
geral.

Sabendo disso e tendo em vista que o controle reprodutivo visando o decréscimo
populacional, bem como o controle do metabolismo celular sdo de extrema importancia
para o controle de funcdes vitais nas células, uma maneira de conter sua proliferagéo é
por meio da obtencdo de moléculas que atuem como inibidores de proteases. Um

exemplo da importancia dos inibidores de proteases é no controle da propagacéo do
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virus Human Immunodeficiency Virus (HIV). Uma das formas de controlar a doenca
provocada por esse virus € a utilizacdo de medicamentos que foram desenvolvidos com
o intuito de inibir proteases, como: indinavir, nelfinavir, lopinavir e saquinavir. Estas
drogas séo classificadas como inibidores de aspartil proteases, visto que inibem enzimas
gue apresentam no sitio catalitico um ou mais residuos de aspartato.

Além dos inibidores de aspartil proteases, também existem os inibidores de serino
proteases, cisteino proteases e metaloproteases, todos diferindo por meio do sitio ativo

enziméatico a ser suprimido.

2 O inibidor de proteases Black eyed-pea Trypsin/Chymotrypsin
Inhibitor (BTCI)

by

Inibidores pertencentes a familia Bowman-Birk (BBI) tém sido testados
massivamente nos mais diversos tipos de ensaios, visando uma potencial aplicacao
biotecnolégica. Ja é sabido que inibidores da familia Bowman-Birk podem controlar a
proliferacdo do HIV por meio da inibicdo da transcriptase reversa com uma taxa de
eficiéncia compativel com varios antirretrovirais naturais.?’

O inibidor de proteases Black eyed-pea Trypsin/Chymotrypsin Inhibitor —
abreviado pelo acronimo BTCI — € um BBI extraido de graos de feijdo de corda Vigna
unguiculata. Este inibidor vem sendo estudado desde a década de 60. Um dos pioneiros
que isolou esta molécula € o professor Manuel Mateus Ventura, o qual, além de purificar,
caracterizou extensivamente o BTCI sob o ponto de vista fisico-quimico e estrutural.?®
Esta proteina tem se destacado como uma molécula com potencial para aplicacfes
biotecnolégicas em varias éareas do conhecimento, especialmente na area
farmacoldgica, onde foi descrito como agente anticarcinogénico de cancer de mama?>,
como potencializador de efeitos natriuréticos e cardiovasculares em modelos in vivo.?®

Toda essa gama de aplicacdes esta relacionada com a capacidade de o BTCI
inibir a agéo da tripsina e da quimotripsina, bem como de outras enzimas cujo sitio reativo

€ semelhante ao das duas enzimas supracitadas. Desde j4, tem-se claro a importancia
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de se observar de maneira mais pormenorizada a estrutura do BTCI, bem como suas

propriedades fisico-quimicas, a fim de se melhor entender o processo inibitorio.

3 Estabilidade conformacional do BTCI

A estabilidade de uma proteina pode ser aferida observando-se como a variacao
de parametros fisico-quimicos altera sua atividade, usualmente em relacéo as condicdes
metabdlicas normais. Neste contexto, o BTCl apresenta propriedades néo usuais quando
comparado com outros inibidores de serino proteases.

Parte destas propriedades foram estudadas por da Silva et al e suas conclusdes
sdo, no minimo, interessantes.? O BTCI é estavel em uma ampla faixa de pH e sua
atividade inibitéria € altamente conservada para valores entre 3 e 10. Igualmente estavel
€ seu comportamento sob elevadas variacdes de temperatura. Em pH 3, a capacidade
inibitoria se mantém constante entre uma faixa de 20°C a 95°C. O BTCI se mostrou
sensivel a uma variacdo conjunta de extremos de temperatura e pH. A partir de 75°C em
pH 8,2 sua atividade cai em 20%. Entretanto, ainda assim o processo inibitério se mostra
eficaz. Por fim, comprovou-se que a variacdo de temperatura também ndo gera
mudanc¢as em sua conformacao.

Tal estabilidade conformacional € uma das caracteristicas mais marcantes do
BTCI. Mesmo formando um sistema com a tripsina, por meio do residuo Lys?%, a distancia
entre os carbonos alfa de seus dois sitios reativos (32,5 A) é similar a sua forma livre, o
gue aponta para a ndo ocorréncia de mudancas conformacionais significativas em sua
estrutura mediante a formagdo de um sistema binario.* Além disso, a formacédo de um
sistema ternario envolvendo a quimotripsina, mediado pelo fragmento Phe®3, revela que,
mesmo apods a ocorréncia do binario, complexacfes posteriores ocorrem de maneira
independente a primeira e geram complexos que, quando cristalizados, formam sélidos
de morfologia prismatica e triangular, igualmente estaveis.* A localizacédo dos residuos
responsaveis pelas ligacdes que formam o complexo ternario e que, consequentemente,
desencadeiam o processo inibitorio, estdo representadas na figura 1 a seguir.

Esta di-valéncia de regides inibitérias homdélogas do BTCI ja foi testada em

condi¢cBes extremas e um dos estudos mais reveladores neste aspecto foi realizado por
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Odani et al®, utilizando o inibidor de proteases BBI isolado de soja. Nele, por meio de
clivagens quimicas e enzimaticas, foi realizada uma cisdo de algumas ligacOes
peptidicas, gerando fragmentos com sitios potencialmente ativos. O que se viu a seguir

foi a conservacao da capacidade inibitéria de todos os subsistemas.

Figura 1. Residuos responsaveis pela formagédo do complexo ternario

gerados - em relacdo a forma nativa-, a qual se manteve em niveis altos quando
comparadas com o inibidor em sua forma natural. Aproximadamente 84% das interagdes
inibidor-tripsina foram efetivas, indicando o quao estaveis sdo os subdominios do BTCI.

A resisténcia a variacdes de pH e temperatura, a conservacao da distancia entre
os carbonos alfa, a versatilidade de formacéo de sistemas binéarios e ternarios, bem como
a manutencao da atividade inibitéria apds clivagem, corroboram, dentre outros fatores, a
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estabilidade conformacional do BTCI. Portanto, é necessaria maior elucidacao a respeito

dos fatores geradores de tal estabilidade.

3.1 Estabilizagcdo conformacional por residuos arométicos

Ao se estudar a maneira com a qual grupos funcionais se organizam, para dar forma
as disposicdes espaciais secundarias e tercidrias de uma proteina, percebe-se que anéis
aromaticos podem formar clusters confinados na parte mais interna da macromolécula.
Estes clusters, juntamente com outros residuos apolares pertencentes a cadeia lateral,
dao origem a um centro hidrofébico ndo acessivel aos solventes mais comumente
utilizados por sistemas biolégicos. Termodinamicamente, esta € a configuracdo de menor
energia para uma proteina em estado nao ligado, pois sua estrutura é contrabalanceada
por fragmentos hidrofilicos estabilizados pelo meio, minimizando os efeitos entrdpicos.

Entretanto, dados espectroscopicos revelam que os residuos aromaticos do BTCI
se dispdem de maneira a formar interacGes explicitas com o solvente.?* Além disso,
existem aminoacidos, cuja cadeia lateral possui grupos aromaticos, localizados na parte
externa da macromolécula. A exposi¢ao desses grupos hidrofébicos favorece o processo
de auto-associacao, tanto no estabelecimento de uma estrutura oligomérica (quaternaria),
guanto na tendéncia de agregacao.

Para ser corretamente interpretada, essa abordagem deve levar em consideracao
as possibilidades de auto-associacdo protéica. E verdade que a presenca de sitios
aromaticos sobre a superficie da proteina enfraquece as forcas de van der Waals
intermoleculares oriundas da interacdo entre o solvente e a proteina. Todavia, a
capacidade multimérica destas macromoléculas faz com que outras configuracdes
termodinamicamente viaveis passem a existir.

Neste sentido, um estudo pioneiro foi realizado por Burley e colaboradores.2 Como
se sabe, a estrutura molecular de um anel aromatico toma forma a partir do
estabelecimento de ligacbes covalentes. Estas ligacdes apresentam elevada forca
interatbmica, conferindo rigidez a conformagdo adotada. Contudo, sua organizacao
supramolecular é totalmente determinada por interacdes eletrostaticas, cuja ordem de

grandeza é consideravelmente menor do que uma ligagao quimica.
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Se observado o mapa de distribuicao eletrénica para o benzeno, percebe-se que a
ligacdo carbono-hidrogénio é polarizada, sendo que a disposicdo mais negativa €
localizada sobre o carbono. Isso por sua vez favorece a formacgédo de interacdes
intermoleculares a partir de uma aproximacéao ortogonal entre 0s anéis, onde o hidrogénio
da extremidade de uma molécula se posiciona rente a face da molécula adjacente.

Burley conseguiu entéo identificar o mecanismo de estabilizac&o protéica pelo efeito
de interagdes estritamente aromaticas. Estas eram caracterizadas por uma distancia de
4,5 A a7 A entre o centro dos anéis. Além disso, os angulos de diedro residiam entre 30°
e 90°; e a energia de formacdo limitada a uma faixa de -0,6 kcal/mol a -1,3 kcal/mol.
Dentre todas as interagdes aromaticas por ele estudadas, aproximadamente 80% delas
ligavam diferentes estruturas secundarias, o que o levou a concluir que tal efeito era
responsavel por estabilizar a estrutura terciaria da proteina. Nao obstante, notou-se
também a auséncia de interacfes entre grupos aromaticos em regidoes onde a cadeia
polipeptidica é distorcida. Esses resultados indicam que as ligacbes aromaticas
promovem a formagéao de sitios de nucleagdo durante o enovelamento, fazendo com que
0s peptideos sejam mantidos em uma conformacgédo compacta, contribuindo assim para
a manutencao da estabilidade conformacional protéica.

O BTCI possui um cluster formado por trés anéis aromaticos ortogonais altamente
conservados, 0s quais estdo localizados em loops nos seguintes residuos: Phe®’, Tyr®®
e His*3. A presenca de grupos aromaticos na cadeia lateral do BTCI favorece a formacéo
de oligbmeros, o que, além de aumentar a area superficial, reduz as taxas de
degradacéo.’

Um fato que embasa e comprova a oligomerizacéo do BTCI é a discrepancia entre
a massa molecular de sua forma livre e em solucdo.® Também ja é conhecido o
estabelecimento de um equilibrio termodinamico entre suas organiza¢cdes monomeéricas,
diméricas, triméricas e hexaméricas. A estruturacéo destas formas poliméricas se da de
maneira espontanea e gera estruturas bem definidas.’ Outrossim, ha estudos mostrando
gue os trés aneéis aromaticos de um BBI correlato formam um cluster cujas geometrias,
ao serem avaliadas em pares, sdo ortogonais entre si; ndo obstante, a distancia entre os

centros é inferior a 7 A, tracando assim um perfil claro de estabilizacio aromatica.®
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Em suma, pode-se dizer que, ao contrario do que se esperava, a presenca de um
grupo hidrofébico na superficie do BTCI tende a estabilizar sua estrutura terciaria por
meio de interacdes intramoleculares fracas; assim como proporcionar a formac¢ao de um

arranjo supramolecular oligomérico.

3.2 Estabilizacdo conformacional por ligagdes dissulfeto

Uma das caracteristicas mais marcantes do BTCI é o fato sua estrutura conter 14
residuos de cisteina, estabelecendo sete ligacdes dissulfeto, conforme representado na
figura 2 abaixo. Para se entender a maneira pela qual estas ligacdes estabilizam as

cadeias peptidicas do inibidor, é preciso mapear sua localizacéao e funcao estrutural.

Figura 2. Ligag@es dissulfeto do BTCI



O BTCI contém folhas beta antiparalelas formando p-hairpins facilmente
distinguiveis em sua estrutura. Estas B-hairpins sdo analogas e em seus S-turn estao
localizados os sitios reativos para a tripsina e quimotripsina (Lys?*® e Phe®3,
respectivamente). A estabilidade de cada S-hairpin € um dos fatores que vao gerar todas
propriedades peculiares do BTCI citadas anteriormente no inicio deste capitulo. A
estrutura toda, como se pode perceber, possui duas B-hairpins.

As ligacOes dissulfeto exercem um papel decisivo nesta estabilizagéo, haja vista
gue estao localizadas em duas regides altamente conservadas e bem definidas de um
mapa de densidade eletronica. Estas ligagées envolvem os residuos Cys?* e Cys® para
o subdominio 1, bem como Cys®! e Cys®® para o subdominio 2, como pode ser observado
por meio das figuras 3 e 4, logo abaixo. Esses residuos fazem uma ponte direta entre as

fitas intrinsecas de cada B-hairpin.

Figura 3. Ligacao dissulfeto entre os residuos Cys?* e Cys®?
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Figura 4. Ligacao dissulfeto entre os residuos Cys®! e Cys®®

Além desse fator de estabilizacéo interna da folha beta, outros quatro conjuntos de
ligacbes andlogas ddo origem a uma estabilizagdo externa que proporciona a
organizacdo da estrutura terciaria. Sdo elas: Cys??-Cys®® e Cys3*-Cys?'® para a por¢édo do
inibidor que mais interage com a tripsina; tal como Cys*°-Cys*? e Cys®-Cys* para a
porcdo que mais interage com a quimotripsina. Estas ligaces sdo analogas no sentido
de ligarem uma fita de B-hairpin a um loop. Da primeira folha beta, a Cys?? liga uma fita
e a Cys®, a outra; da segunda, a Cys* liga uma fita e a Cys®?, outra. Todavia, os loops
com os quais elas se ligam ndo sdo equivalentes. Os loops do subdominio 1 sdo
terminais e distintos entre si, enquanto ambas as cadeias da S-hairpin do subdominio 2
se ligam ao mesmo loop. Por sua vez, este loop esta contido em um terceiro subdominio
localizado entre os dois sitios cataliticos. As figuras 5, 6, 7 e 8, a seguir, melhor ilustram

estas disposicoes.
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Figura 5. Ligacao dissulfeto entre os residuos Cys?? e Cys®®

Figura 6. Ligacdo dissulfeto entre os residuos Cys3* e Cys'®
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Figura 7. Ligacao dissulfeto entre os residuos Cys* e Cys*

Figura 8. Ligacao dissulfeto entre os residuos Cys®! e Cys*®
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Por fim, a Cys®® gera uma ligacdo dissulfeto com a Cys’?, como mostra a figura 9
abaixo. Cada qual integra um loop terminal da proteina, levando a crer que a ligacao
estabelecida entre eles faz o BTCI ndo possuir terminais muito flexiveis, mantendo
razoavel grau de compactacdo. Esta hipOtese € sustentada pelos resultados de
Richardson, os quais mostram que os angulos torcionais X1 € X2, bem como a distancia
entre os carbonos alfa, sdo as caracteristicas estruturais mais bem conservadas em

ligacdes dissulfeto.

Figura 9. Ligacao dissulfeto entre os residuos Cys'® e Cys™?
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Por possuirem tais ligacdes assumindo fun¢des estruturais diferentes, pressupde-
se que cada uma nao contribua de maneira equitativa para a estabilizacédo da estrutura.
Corroborando esta proposicdo, pode-se afirmar que as ligagOes dissulfeto entre as
cadeias de uma folha beta mais influenciam a organizagdo secundaria da proteina,
enquanto a ligacéo entre os loops terminais esta mais relacionada a distribui¢éo terciaria
da mesma. Um estudo de Katz e Kossiakoff também aponta para esta contribuicdo ndo
igualitaria ao propor que loops e folhas melhor se adequam as mudancas
conformacionais advindas da formacéo de ligacdes dissulfeto do que hélices.'® Ou seja,
sao estruturas mais aptas a dissiparem energia de deformacao.

Uma consequéncia importante da presenca destas ligacées no BTCI diz respeito
as suas interacdes intermoleculares. A julgar pela ndo polaridade da ligacao, € notorio
que interacdes dissulfeto conferem um carater hidrofébico ao meio que as circunda. Por
isso, a regido em torno dela geralmente é inacessivel ao solvente,!? e isso deriva do fato
de que os dois enxofres sdo unidos covalentemente, formando um centro apolar.
Juntamente com a estabilizacdo por residuos arométicos, este € um outro fator crucial

que explica a tendéncia do BTCI em formar sistemas oligoméricos.

3.2.1 Propriedades fisico-quimicas e metabdlicas

Por serem ligacOes fortes, pode-se dizer que a presenca de ligacdes dissulfeto
melhora a estabilidade estrutural de uma macromolécula ao conferir maior rigidez
conformacional. Por sua vez, a alteracdo desta disposicdo espacial traz consigo
modificagBes importantes nas caracteristicas fisico-quimicas do sistema, as quais estdo
diretamente relacionadas com o metabolismo de proteinas.

Um estudo que mostra claramente o impacto destas variagdes foi realizado por
Natalia et al.1° Nele, uma enzima derivada da espécie Saccharomycopsis fibuligera, a a-
amilase R64 (Sfamy01), foi modificada geneticamente de modo que dois residuos de
aminoéacidos se convertessem em cisteinas, formando uma nova enzima contendo uma
ligacdo dissulfeto na regido entre seus dominios (Sfamy02).

Na primeira etapa de caracterizacdo, foi evidenciada uma clara e magnificente

diferenca entre as massas moleculares. A espécie Sfamy01 apresentou um déficit de
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4096 Da, evidenciando uma perda de aminoéacidos a ponto de indicar que a variante em
questdo sofreu clivagem proteolitica. Esta constatacdo sugere que a presenca de
ligac6es dissulfeto pode prevenir a protedlise.

Ambas amilases mantiveram 90% de sua atividade quando aquecidas a 60°C.
Entretanto, a 65°C a variante Sfamy01 perdeu boa parte de seu desempenho, enquanto
a Sfamy02 manteve 60% de sua capacidade catalitica. Aparentemente, o aumento da
estabilidade térmica da enzima ndo compromete sua acdo. Além disso, a Sfamy02
manteve sua funcionalidade em valores de pH entre 4,5 e 7,5; 0 que, comparado com 0
intervalo de 5,4 a 6,8 da Sfamy01, aponta para uma maior versatilidade em relacdo a
diferentes solventes. Ou seja, seu uso pode ser adequado para sistemas biol6gicos mais
diversificados.

Quanto ao produto gerado pelas duas amilases, tanto uma quanto outra
produziram quantidades similares de maltotriose, maltose e glucose, esbocando que a
especificidade da enzima ndo se altera. Ademais, o Tm para a forma natural &
aproximadamente 1,5°C menor que o relativo a expressao modificada. Isso também é

compativel com o aumento do IC50 mediante a elevacéo de temperatura.

3.2.2 Implicagbes estruturais

A caracteristica mais marcante dos inibidores de proteases da familia Bowman-
Birk € a presenca de 7 liga¢cfes dissulfeto. Entretanto, o que mais chama a atencédo é a
maneira como estas ligacdes estdo distribuidas espacialmente. Em 6 modelos de
inibidores amplamente conhecidos (identificados pelos PDB 1H34, 1BBI, 1PBI, 1IMVZ,
1PI2, 1DF9), a localizagcédo destas interacdes é exatamente a mesma, dando origem a
importantes implicacfes estruturais para o sistema como um todo.

De um modo geral, a distribuicdo espacial das ligagbes dissulfeto indicam o grau
de ordenamento conformacional para uma dada proteina.’® Um sistema protéico
desordenado tende a apresentar suas ligacbes dissulfeto distribuidas de maneira
aleatoria. Por outro lado, quanto mais ordenada uma proteina for, mais bem conservada
serd a disposicao espacial de suas ligacdes dissulfeto.

Este ordenamento € expresso na forma de todas as fungdes estruturais citadas no
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inicio desta sec¢éo, as quais sdo comuns aos 6 modelos observados. Obviamente, tal
ordenamento nao é justificado em si mesmo, mas originario de algum fator decisivo para
0 enovelamento protéico.

Ora, foi observado que somente as ligagbes dissulfeto nativas (presentes na
configuracéo funcional da proteina) ddo origem a uma estrutura terciaria estavel.'> Além
disso, somente a estrutura terciaria nativa é obtida quando do processo de enovelamento
oxidativo. Dado o inicio do processo oxidativo, a proteina se equilibra rapidamente para
a formacéo de uma distribuicdo na qual as ligagbes dissulfeto nativas sao favorecidas.
Entretanto, é claro que muitas das espécies ndo-nativas também se fazem presentes,
pois as interacdes individuais que estabilizam as ligacdes nativas ndo sao tdo maiores a
ponto de favorecer uma em detrimento de outra. De fato, ligagbes nativas e ndo-nativas
apresentam forca similar.

O que gera tamanho favorecimento da forma nativa € a conformacéo adotada
durante o processo de enovelamento. Ela, por sua vez, isola estericamente as ligacdes
dissulfeto nativas de agentes redutores provenientes do solvente ou da propria proteina.
Deste modo, ligacOes dissulfeto nativas ndo séo formadas por serem extremamente
favorecidas, mas por serem menos expostas a reducdo ou rearranjo intramolecular,
explicando ndo so6 o fato de os inibidores da familia Bowman-Birk possuirem residuos de
cisteina extremamente conservados, como também tais residuos serem, em grande

parte, inacessiveis ao solvente.

3.3 Estabilizacdo conformacional por ligacdes de hidrogénio

O BTCI possui um cluster formado por 4 residuos cujas cadeias laterais sao
polares e carregadas. Sao eles: Asp®, Arg®, His*® e Asp®. Este cluster é frequentemente
encontrado em inibidores da familia Bowman-Birk,6'” e sua ocorréncia possibilita a
formac&o de ligacbes de hidrogénio mediadas por agua.l E importante salientar que os
aminoacidos deste cluster dispdem suas cadeias laterais de maneira que o cerne da
proteina seja exposto a um potencial eletrostatico, o que da origem a um razoavel
confinamento de moléculas de adgua em seu interior, formando um verdadeiro reduto

hidrofilico.
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Outrossim, as interacdes eletrostaticas sao tdo importantes para a bioguimica do
BTCI que sua ancoragem a molécula de tripsina se da por meio de um contato polar
formado pela Lys?®, o qual conta com a participacéo de duas moléculas de &gua, as quais,
por meio de ligacdes de hidrogénio, mediam a estabilizacdo da carga positiva no terminal
amino da Lys?®,

A presenca destas ligacbes de hidrogénio compde a lista dos fatores que
contribuem para a estabilidade conformacional do BTCI. Em um estudo realizado por Vogt
et al, foi demonstrado que de 16 familias de proteinas observadas, em mais de 80% delas
constatou-se um aumento da termoestabilidade em virtude do acréscimo da quantidade
de ligacdes de hidrogénio entre os atomos de uma mesma proteina.'® Ndo obstante, o
crescimento do numero de atomos de nitrogénio e oxigénio na superficie também
contribuiu para o aumento de ligacdes de hidrogénio com o solvente e com outras
proteinas.

Mecanisticamente, o estudo de Vogt ndo é revelador. Todavia, outros estudos
envolvendo moléculas pequenas e proteinas cristalizadas revelaram que o angulo da
ligacéo de hidrogénio Ri—O—H---O—R2 adota preferencialmente valores préximos de
180°.1° Sendo ainda, ligacdes de hidrogénio envolvendo doadores com hibridizacéo sp?
tendem a apresentar uma distribuicdo geométrica com seus receptores situados no plano
da espécie sp? e vice-versa.?° Isso explica em parte a localizacdo das moléculas de agua
dentro da cavidade interna do BTCI e na interface formada por ele e as respectivas
proteases.

Stickle et al também mostraram que grande parte das ligacBes de hidrogénio
presentes em uma proteina se ddo entre os atomos da cadeia principal.'® Mais
especificamente, envolvem elementos provenientes da estrutura secundaria, sendo que
guase a totalidade delas ocorrem entre residuos adjacentes ou muito proximos em relacéo
a sequéncia de aminoacidos.

Concomitantemente, ligacdes de hidrogénio cooperativas sdo mais fortes do que
as nao-cooperativas. De modo que a carboxila de um residuo com ligagéo de hidrogénio
formada a partir do grupo amina do mesmo residuo sera fortalecida ao ter todo peptideo
polarizado.?® Este fato, quando analisado em um contexto global, faz com que a

contribuicdo das ligacbes de hidrogénio para a estabilidade conformacional de uma
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proteina seja ainda mais acentuada devido a presenca de uma rede de ligacbes de
hidrogénio.

Por si sO, os elementos das quatro cadeias laterais dos residuos citados
anteriormente (residuos Asp?®, Arg®, His*® e Asp®), sendo polares e formando ligacGes
de hidrogénio, séo, entéao, parte dos agentes que conferem estabilidade conformacional
ao BTCI. Contudo, a contribuicdo energética destas ligacbes de hidrogénio para o
enovelamento protéico como um todo ainda € pequena, abrindo espago para
indagamentos sobre quéao essencial o sdo. Dado que a energia de uma ligacado de
hidrogénio é da ordem de 2 a 10 kcal/mol, em uma conjuntura local sua contribuicdo é
desprezivel. Todavia, h4 de se expandir o escopo observado e se levar em conta a
cooperatividade destas ligagcbes, as quais, polarizando o peptideo e o ambiente ao redor,
favorecem a formacao de outras ligagdes que por sua vez originam uma verdadeira rede
gue confere certa rigidez a proteina. De maneira semelhante, como existe uma grande
extensdo de residuos cujas cadeias laterais polares estdo confinadas no interior da
proteina, o estabelecimento de ligacdes de hidrogénio intramoleculares € crucial para
regular o potencial eletrostético interno.

3.3.1 Efeito hidrofdbico

Conforme tem sido descrito, € nitida a existéncia de uma correlacdo entre as
ligacdes de hidrogénio e o ambiente quimico. Neste sentido, um estudo de Duan et al
explicitou os fatores ambientais que afetam e se deixam afetar pela presenca destas
ligactes.?

Segundo ele, a for¢a das ligacdes de hidrogénio presentes na cadeia principal se
vincula com o ambiente eletrostatico local. O modo para se aferir este potencial elétrico
esta intimamente ligado com a quantidade de moléculas de agua presentes na primeira
camada de solvatacdo. Desta maneira, as ligacdes de hidrogénio tém sua forca
acentuada em um ambiente hidrofobico em detrimento do aumento da solvatagéo por um
solvente aquoso; sugerindo que tais ligacdes sao mais fortes em ambientes apolares do
gque em ambientes polares. Concomitantemente ao efeito citado, para um melhor

entendimento do efeito hidrofébico, deve-se levar consideracdo a competicdo da ligacéo
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de hidrogénio pelas moléculas do solvente

Os efeitos da polarizabilidade do ambiente foram explorados por Gao et al em um
estudo gque revelou a contribuicdo energética deste fator.?3 De acordo com ele, ao diminuir
a polarizabilidade do microambiente em torno de uma ligacdo de hidrogénio, a
estabilidade desta ligacdo pode ser aumentada em até 1,2 kcal/mol. Também, a
introducdo de cadeias laterais hidrofébicas na superficie de uma proteina gera certa
estabilizagcdo energética da molécula devido a tendéncia de auto associagao.

Todos estes fatores aumentam a forca das ligagdes de hidrogénio em seu estado
nativo. Quando combinados, ddo origem a um grande fator estabilizador que reforca
amplamente o estado nativo em relacdo a um possivel desenovelamento protéico.

E interessante notar que estes resultados foram verificados em ambientes cujas
estruturas secundarias adotam a forma de folha ou hélice. Infere-se entdo que a
dependéncia existente entre a forca das ligacdes e 0s aspectos microambientais é um
fator crucial para se entender ndo s6 a maneira pela a qual uma estrutura terciaria é
formada, como também para um estudo pormenorizado da acéo das forcas responsaveis

pelo enovelamento protéico.
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Parte Il
Objetivos

1 Objetivo geral

O principal objetivo deste trabalho é avaliar as propriedades fisico-quimicas que
determinam a estabilidade estrutural do inibidor de proteases BTCI, bem como deste
inibidor associado com a tripsina. Estas propriedades serdo avaliadas por metodologias
computacionais que representem um sistema macromolecular em detalhe atdmico. E de
interesse que os resultados gerados permitam prever quais residuos sdo mais propicios
a participarem de uma reacao quimica, além de avaliar qualitativamente a importancia de

cada ligacado dissulfeto para a estabilidade conformacional do BTCI

2 Objetivos especificos

a. Avaliar a eficacia dos métodos semi-empiricos AM1, PM3 e PM6 para o estudo
do BTCI no vacuo;

b. Avaliar a eficacia dos métodos semi-empiricos AM1, PM3 e PM6 para o estudo
do complexo BTCI-tripsina no vacuo;

c. Avaliar a eficacia dos métodos semi-empiricos AM1, PM3 e PM6 para o estudo
da interface entre o BTCI e a tripsina no vacuo e

d. Determinar a forca de cada ligacao dissulfeto do BTCI.
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Parte IlI
Metodologia

1 Software

Para se lograr éxito no cumprimento dos objetivos outrora descritos, a abordagem
computacional utilizada foi baseada em métodos semi-empiricos. A escolha desta
abordagem se deu pelo fato de ser a mais robusta que pode ser utilizada em um sistema
com as dimensfes de uma proteina. Em todos os casos estudados foram realizados
calculos de energia.

Dentro do hall dos métodos semi-empiricos, escolheu-se as rotinas Austin Model
1 (AM1), Parameterized Model 3 (PM3) e Parameterized Model 6 (PM6) pelo fato de
serem as mais comumente implementadas nos softwares de modelagem molecular.

Todos os calculos foram realizados por meio do programa Gaussian09. As
imagens aqui apresentadas foram geradas com os programas GaussView 5.0 e Visual
Molecular Dynamics 1.9.2 (VMD). A metodologia adotada para cada objetivo especifico

é detalhada a seguir.

2 Preparacao da estrutura

Para o estudo do BTCI no vacuo, extraiu-se do Protein Data Bank a estrutura
2G8L1. A partir dela, gerou-se uma estrutura sem moléculas de 4gua e demais solventes
originalmente contidos. Por fim, excluiu-se a enzima tripsina. O mesmo procedimento foi
adotado quando do estudo do complexo BTCI-tripsina no vacuo, com excec¢ao da etapa
de excluséo da tripsina.

Ja para o estudo da interface entre o inibidor e a enzima a ser inibida, foram
mantidos os residuos do BTCI que estavam a 5 A de distancia da tripsina e da tripsina
que estavam a 5 A de distancia do BTCI.

Com o intuito de se determinar a for¢ca de cada ligacéo dissulfeto do BTCI, foram
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realizados sete céalculos. Em cada um deles dada ligacdo dissulfeto era excluida de
maneira que o atomo de enxofre da cisteina era substituido por um grupo CHs. A energia

de ligacao foi calculada por meio da seguinte expressao:

Onde EL é a energia de ligagéo, Ec a energia do sistema completo (com todas as
ligacOes dissulfeto) e Ecorr a energia corrigida do sistema sem a ligacao dissulfeto em
guestao. A energia corrigida foi obtida da seguinte maneira:

Ecorr =E — (2 % ECHB) + (2 % ES)

Onde E € a energia do sistema sem a ligacdo dissulfeto, Ecnz a energia da
molécula CHs fornecida pelo método semi-empirico utilizado e Es a energia de um atomo
de enxofre, também fornecida pelo mesmo método semi-empirico.

E importante ressaltar que os valores obtidos para a energia de ligacdo s&o

estimativas simplificadas em ralacéo ao seu real valor.
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Parte IV

Resultados e Discussoes

1 Propriedades de estrutura eletrénica do BTCI no vacuo

O BTCI em sua forma livre foi avaliado por meio de trés métodos semi-empiricos -
AM1, PM3 e PM6 — a fim de se averiguar qual deles melhor se adequa para a obtencgéo
de propriedades eletrénicas e estruturais. O uso de tais metodologias torna possivel a
elucidacdo de caracteristicas que, em principio, poderdo ser um forte suporte para
estudos experimentais; tais como a energia dos orbitais de fronteira e a obteng&o da carga
eletrostatica de cada atomo. O intuito de utilizar esses métodos deve-se ao tamanho dos
sistemas estudados, que comprometeriam o tempo computacional com metodologias
mais rigorosas, em muitos casos inviabilizando completamente o uso de tais métodos.
Portanto, os orbitais de fronteira poderiam ser de ajuda para a avaliagdo entre o tempo

computacional e o método usado.

1.1 AM1

O método AML1 representa um avanco em relacdo as primeiras abordagens semi-
empiricas criadas, tal como a MNDO. Esse tipo de abordagem melhor avalia as repulsdes
atdbmicas e, consequentemente, a representacdo das energias de ativacdo também é
superior. Outrossim, a forca das ligacdes de hidrogénio predita por essa metodologia é
igualmente razoavel com o que se é esperado. Sendo assim, o método AM1 é um bom
ponto de partida para obtengcdo das propriedades de estrutura eletrénica do BTCI. A
Tabela 1, abaixo, sumariza os resultados para os orbitais de fronteira e seus vizinhos,
bem como os respectivos valores de seus conteudos energéticos, obtidos por meio de um

calculo de energia.
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Tabela 1. Principais contribuicdes dos residuos de aminoacidos do BTCI no vacuo e as

respectivas energias dos orbitais de fronteira, avaliados pelo método AM1

Orbital | Energia (eV) | Residuo
HOMO -4 -6,702 Lys’®
HOMO -3 -6,540 Cys3
HOMO -2 -6,347 Asp®®
HOMO -1 -6,196 Cys*?

HOMO -5,929 Cys*

LUMO -4,752 Cys®®
LUMO +1 -4,188 Cys®?
LUMO +2 -4,088 Cys’?
LUMO +3 -4,045 Cys®®
LUMO +4 -3,910 Cys*

Este método localiza os orbitais de fronteira, bem como os mais préximos destes,
principalmente em residuos cujas cadeias laterais sdo neutras e ndo polares. Além disso,
ainda que pequena, ha uma contribuicdo de fragmentos polares carregados tanto
positivamente quanto negativamente, caracterizados como terminais basicos e acidos na
molécula (Lys’® e Asp®®, respectivamente).

Ambos orbitais HOMO e LUMO foram ocupados por fragmentos de cisteina e a
diferenca de energia entre eles foi de 1,177 eV. E importante notar que tanto a Cys*®
guanto a Cys®® estdo associadas com duas ligagGes dissulfeto interligando duas fitas B
para formar o motivo B-hairpin em dois subdominios distintos. A Cys® faz parte do
subdominio 1, ligando uma fita a um loop terminal juntamente com a Cys??; enquanto a
Cys?* faz parte do subdominio 2, formando uma ligacdo dissulfeto com a Cys®'. Ambos
residuos estdo localizados entre os dois sitios reativos do inibidor (Lys26 e Phe53).

Ao localizar majoritariamente os orbitais de fronteira e seus vizinhos em residuos
contendo enxofre, 0 método aponta claramente as cisteinas como fatores cruciais de
contribuicdo energética. De fato, como exposto na introducdo, este € um importante
agente de estabilizacdo conformacional, e o0 método AM1, para este sistema, o explicita
de maneira satisfatoria. Em uma analise preliminar, este resultado sugere que as ligacoes
dissulfeto entre fitas ndo sdo as mais energeticamente favoraveis, tampouco entre loops
terminais.

Entretanto, a eficacia do método pode ser questionada, visto que os orbitais HOMO
e LUMO se dispuseram distantes entre siem 11,90 A (distancia aferida entre os carbonos
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alfa dos aminoacidos que mais contribuem para a formacéo do orbital), como pode ser
visto na Figura 9. Este resultado tanto pode sugerir que os orbitais ndo foram
adequadamente representados quanto que existem duas regides energeticamente
propensas a realizarem ligagdes quimicas - como é o caso do BTCI.

Figura 10. Residuos contidos nos orbitais HOMO e LUMO no BTCI no vacuo e sua

respectiva distancia, avaliada pelo método AM1

Também é interessante perceber que todos os orbitais de fronteira ndo ocupados
sdo formados por espécies neutras, enquanto que o carater polar dos residuos
pertencentes aos orbitais de fronteira ocupados comeca a ser mais pronunciado. E
relevante perceber que a Cys® integra o orbital LUMO do BTCI, visto que este residuo se
encontra dentro do subdominio responsavel por se ligar a tripsina e a sua presenca é
essencial para o estabelecimento de uma ligacdo dissulfeto que colabore para a
manutencédo da configuracao da B-hairpin, além de direcionar o sitio reativo para a ligacao

com a enzima.
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1.2 PM3

Contrastando com a abordagem anterior, a metodologia PM3 localiza os orbitais
de fronteira e seus vizinhos quase que exclusivamente em residuos cujas cadeias laterais
sdo polares, conforme pode ser observado na Tabela 2 abaixo. A Unica exce¢do ocorreu
no orbital LUMO +3 — localizado no residuo Cys*°. Este fato em si pode vir a representar
uma vantagem em relacdo ao modelo anterior, pois a interface entre o BTCI e a tripsina

é formada basicamente por contatos polares.*

Tabela 2. Principais contribuicdes dos residuos de aminoacidos do BTCI no vacuo e as

respectivas energias dos orbitais de fronteira, avaliados pelo método PM3

Orbital | Energia (eV) | Residuo
HOMO -4 -6,784 Lys?#’
HOMO -3 -6,583 Arg3
HOMO -2 -6,408 Asn®
HOMO -1 -6,162 Asn*0

HOMO -5,970 Ser#

LUMO -4,795 Asp®®
LUMO +1 -4,430 Gluz
LUMO +2 -4,238 Tyr
LUMO +3 -4,080 Cys*
LUMO +4 -3,963 Lys*

Acerca das cargas eletrostaticas localizadas nesta macromolécula, o presente
método ndo apontou uma tendéncia explicita. A quantidade de orbitais formados por
residuos eletricamente carregados e por residuos neutros foi idéntica. Vale a pena
ressaltar que, mesmo sem indicar uma clara propensdo a manutencdo ou ndo da
eletroneutralidade nos residuos que formam os orbitais de fronteira, a quantidade de
fragmentos ndo neutros foi consideravelmente maior do que a resultante pelo método
AML1. Sabendo que o BTCI possui um cluster composto por residuos eletricamente
carregados e que o equilibrio entre sua forma monomeérica e dimérica é também guiado
por interacbes eletrostaticas, a utilizacdo do método PM3 pode, em principio, melhor

descrever os fatores que conduzem a estas observagoes.?
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Um dos orbitais detectados é formado por um importante aminoacido polar que
compde o cluster dos anéis aromaticos ortogonais altamente conservados, incluindo a
Tyr69. Contido no orbital LUMO +2, este residuo é um dos responsaveis por estabilizar a
estrutura terciaria do BTCI por meio do estabelecimento de interagdes intramoleculares
fracas, e sua ocorréncia enriquece ainda mais a gama das propriedades que podem ser
extraidas pelo método PM3.

Os orbitais HOMO e LUMO foram igualmente ocupados por fragmentos polares,
sendo neutro e negativo respectivamente. A diferenca de energia entre eles foi de 1,175
eV, o que nao divergiu do resultado obtido anteriormente. O HOMO foi localizado em uma
regido entre os dois sitios reativos; enquanto o LUMO foi encontrado em uma fita terminal,
conforme mostra a Figura 10. A distribuicdo espacial dos orbitais de fronteira nao fornece
contribuicdo substancial para explicar a reatividade do BTCI, uma vez que estéo distantes
dos dois sitios reativos (Lys26 e Phe53). Além disso, a distancia entre os dois orbitais de

fronteira aumentou, estando a uma distancia de 17,23 A um do outro.

4

Figura 11. Residuos contidos nos orbitais HOMO e LUMO no BTCI no vacuo e sua

respectiva distancia, avaliada pelo método PM3



1.3 PM6

O método PM6 avalia a tendéncia de localizar os orbitais de fronteira e seus
vizinhos em residuos nao carregados eletricamente, como observada utilizando o método
AM1. Todavia, ao contrério de todas as abordagens anteriores, a metodologia PM6 néo
os localiza em residuos majoritariamente polares ou apolares. H4 uma ligeira tendéncia
em distribui-los em fragmentos polares - haja vista que neles foram distribuidos 6 orbitais
de fronteiras -, mas néo a ponto de indicar uma propensao explicita, como pode ser visto
na Tabela 3, logo abaixo. Este comportamento revela um equilibrio ndo encontrado nas
representacdes anteriores, o qual pode ser adequado para a condu¢éo de um estudo cujo
foco néo seja a obtencdo de propriedades pontuais altamente atreladas a polaridade

molecular.

Tabela 3. Principais contribuicdes dos residuos de aminoacidos do BTCI no vacuo e as

respectivas energias dos orbitais de fronteira, avaliados pelo método PM6

Orbital | Energia (eV) | Residuo
HOMO -4 -7,265 Sers®
HOMO -3 -7,243 His*3
HOMO -2 -7,137 Cys®®
HOMO -1 -7,012 Cys68

HOMO -6,807 Lys*

LUMO -5,629 Tyr6?
LUMO +1 -4,897 Thr5?
LUMO +2 -4,768 Lys26
LUMO +3 -4,746 Cys®?
LUMO +4 -4,731 Ala®°

Os orbitais HOMO -3, HOMO e LUMO +2 foram ocupados pelos residuos His*?,
Lys*” e Lys?, respectivamente. E relevante pontuar que estes aminodacidos apresentam
uma importante caracteristica em comum: todos séo basicos. N&o obstante, estes foram
0s Unicos fragmentos que apresentaram alguma tendéncia em a relagdo a acidez ou
basicidade do sistema. Sendo eles singulares neste sentido, pode-se afirmar que o
método PM6 para o BTCI no vacuo foi a unica abordagem capaz de explicitar alguma

tendéncia quanto ao comportamento acido ou basico desta macromolécula, dado que em
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todos métodos anteriores a quantidade de orbitais de fronteira localizados em residuos
acidos foi semelhante a encontrada em residuos basicos.

O orbital LUMO foi ocupado por um fragmento de grande valor energético, cuja
importancia ja foi destacada na secéo anterior. A Tyr%, fazendo parte do cluster de anéis
aromaticos que estabilizam a estrutura terciaria do BTCI, ndo pode deixar de ser
mencionada. E de extrema importancia salientar que na abordagem anterior, pelo método
PM3, a Tyr® ocupou o orbital LUMO +2, conforme pode ser visto na Tabela 2; enquanto
a metodologia empregada nesta secao a localizou em um orbital de menor energia, o
LUMO. Esta reducdo energética pode ser interpretada como uma corroboracdo da
importancia que este cluster formado por anéis aromaticos ortogonais altamente
conservados exerce para as propriedades fisico-quimicas do BTCI.

A Lys* apresentou um comportamento ambiguo na metodologia anterior,
ocupando ao mesmo tempo os orbitais HOMO -4 e LUMO +4. Aqui, sua participacao é
claramente acentuada ao ser localizada em um orbital de fronteira, conforme
representado na Figura 11, abaixo; e sua reatividade inequivocamente revelada por fazer
parte exclusivamente do orbital HOMO.

O método PM6 foi o Unico a identificar um dos quatro residuos cujas cadeias
laterais polares e carregadas formam um outro cluster cuja ocorréncia torna possivel a
formacédo de ligacdes de hidrogénio mediadas por agua. A His*3, disposta no orbital
HOMO -3, é um dos amino&cidos que colaboram para a estabilizacdo conformacional do
BTCI.

Também é interessante notar que esta abordagem dispds trés vizinhos de orbitais
de fronteira em cisteinas, o que representa um meio termo entre os 8 fragmentos
localizados pelo método AM1 e a Cys*, Unica encontrada pelo PM3. Ndo s6 isso, mas
ambas Cis®? e Cys® também foram pontos comuns entre a metodologia AM1 e PM®6.
Essas, por sua vez, fazem parte do subdominio 1, local onde ocorre a ligacdo com a
tripsina. A Cis® é responsavel pelo estabelecimento de uma ligacéo dissulfeto entre as
duas fitas do motivo B-hairpin deste subdominio, enquanto a Cis®® liga uma destas fitas a
um loop terminal. Em uma analise preliminar, a ocorréncia destes fragmentos especificos
do subdominio 1 nos vizinhos imediatos dos orbitais de fronteira pode apontar para uma

maior relevancia, em termos mecanisticos, deste subdominio em relacéo aquele.
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Figura 12. Residuos contidos nos orbitais HOMO e LUMO no BTCI no vacuo e sua

respectiva distancia, avaliada pelo método PM6

Assim como o método anterior, os orbitais HOMO e LUMO foram igualmente
ocupados por residuos polares. Todavia, 0 HOMO € ocupado por um residuo cuja cadeia
lateral € carregada positivamente; enquanto a cadeia lateral do residuo que ocupa o
LUMO é neutra. A diferenca energética entre eles foi de 1,178 eV e um respectivo
distanciamento de 13,42 A, compativel com os resultados obtidos anteriormente. A
localizacdo espacial destes orbitais de fronteira ainda n&o contribui significativamente
para explicar a reatividade do BTCI. A Lys*’, ainda que pertencente ao subdominio 2, esta
distante da interface entre o BTCI e a quimotripsina. A Tyr®, contudo, mesmo fazendo
parte de uma cadeia terminal e distante de ambos sitios cataliticos, é importante para a
cavidade hidrofilica do BTCI, dado que esta regido € limitada por residuos hidrofébicos.
Sua ocorréncia formando o orbital LUMO é um resultado que pode e revelar o quéo crucial
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séo estes limites hidrofobicos para a manutencéo de uma cavidade que confina moléculas

de agua, importantes do processo de interacdo desse inibidor com as proteases.

2 Propriedades de estrutura eletréonica do complexo BTCI-Tripsina no

Vacuo

Para escolher uma metodologia semi-empirica capaz de retratar a interacao entre
o BTCI e a tripsina, a mesma metodologia aplicada anteriormente para o BTCI isolado no
vacuo foi aplicada para o complexo. Com isso, a seguir sdo apresentados o0s resultados

e a posterior analise dos mesmos.

2.1 AM1

A metodologia AM1 localizou os orbitais de fronteira e seus vizinhos mais proximos
majoritariamente na tripsina, conforme pode ser observado na Tabela 4 a seguir. Este
resultado em si ndo é adequado para se avaliar a eficacia do método quanto a percepcao
de caracteristicas fisico-quimicas. Todavia, caso fosse adotado para um estudo posterior
visando a obtencéo de propriedades moleculares mais detalhadas, poderia dificultar a
observacéo de dados referentes ao inibidor, haja vista que somente 20% dos orbitais de
fronteira foram localizados no BTCI.

Dos poucos orbitais de fronteira notados para o BTCI, a Cys* chama atencéo, haja
vista de nela é contido um atomo de enxofre que realiza uma das importantes ligacdes
dissulfeto responsaveis pela estabilidade conformacional do BTCI. Esta ligacéo dissulfeto
é estabelecida entre a préopria Cys* e a Cys*°, as quais ligam uma folha beta a um loop.
Este fato pode indicar a possivel prevaléncia desta ligacdo em relacéo as outras.

Se for comparada com os resultados do BTCI no vacuo, a amplitude das energias
dos orbitais foi menor para o complexo BTCI-tripsina. De fato, la, a amplitude foi de 2,792
eV; engquanto aqui encontrou-se 1,466 eV. Pode-se entdo afirmar que, de acordo com
metodologia AM1, a complexacao torna os orbitais de fronteira, de um ponto de vista

energético, mais homogéneos. Outro dado que corrobora esta afirmacdo € o desvio
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Tabela 4. Principais contribuicdes dos residuos de aminoacidos do complexo BTCI-
tripsina no vacuo e as respectivas energias dos orbitais de fronteira, avaliados pelo
método PM6

Orbital | Energia (eV) | Residuo | Proteina
HOMO -4 -4.960 Cys?*? BTCI
HOMO -3 -4.944 Pro!®? | Tripsina
HOMO -2 -4.886 Phe!8 | Tripsina
HOMO -1 -4.724 Trp2*® | Tripsina

HOMO -4.614 Lys'®® | Tripsina

LUMO -4.306 Lys'®® | Tripsina
LUMO +1 -3.846 lleb4 BTCI
LUMO +2 -3.767 Trp?> | Tripsina
LUMO +3 -3.745 Phe'8! | Tripsina
LUMO +4 -3.494 Lys'>® | Tripsina

padrdao do conjunto das energias. Para o BTCI isolado no vacuo, o desvio padrdo das
energias dos orbitais de fronteira e de seus vizinhos mais proximos foi de 1,192. Ja para
o BTCI complexado com a tripsina, 0,569.

Quanto a polaridade, o método AML1 localizou os orbitais de fronteira e seus
vizinhos majoritariamente em residuos apolares, dado este que foi de encontro ao
percebido para o BTCI isolado. Este conjunto representou 70% dos orbitais computados.
Somente 30% residiram em aminoacidos polares. Nestes, a carga eletrostatica da cadeia
lateral foi, em sua totalidade, positiva. Por fim, observou-se que estas mesmas cadeias
laterais apresentavam um carater basico.

Outro fator relevante a ser notado diz respeito a aromaticidade dos residuos. Como
se pode inferir pela Tabela 4, 40% dos orbitais de fronteira foram localizados em
aminoacidos aromaticos. Este € um contraponto muito importante em relacdo ao BTCI
isolado analisado pelo método AM1, visto que & nenhum orbital de fronteira, tampouco
seus vizinhos, foram observados em residuos arométicos.

Um dado que chama atencéo é o fato de que ambos os orbitais HOMO e LUMO
se dispuseram na tripsina. Também vale a pena ressaltar que os orbitais HOMO e LUMO
se dispuseram em residuos polares basicos carregados positivamente (Lys'>® e Lys%9
respectivamente), mesmo os aminoacidos néo polares neutros representado 70% dos
aminoacidos observados. A diferenca energética entre eles foi de 0,308 eV,

consideravelmente menor que o BTCI isolado calculado pelo método AM1, o que mais
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uma vez confirma a hip6tese de que a complexacao torna os orbitais de fronteira mais
homogéneos em relacédo a energia. Todavia, a distancia entre os orbitais HOMO e LUMO
mais que dobrou, como pode ser notado pela Figura 12 abaixo: 27,02 A. De certo modo,
este resultado ndo é por todo estranho tendo em conta que o sistema como um todo

aumentou consideravelmente.

Figura 13. Residuos contidos nos orbitais HOMO e LUMO do complexo BTCI-tripsina

Nno vacuo e sua respectiva distancia, avaliada pelo método AM1

2.2 PM3

Quando o sistema € analisado por uma perspectiva originada da metodologia
PM3, tem-se uma situacdo que ndo muito se difere da abordagem anterior. Conquanto,
aqui os orbitais de fronteira e seus vizinhos se dispuseram mais preponderantemente

BN

em residuos pertencentes a tripsina, como pode-se notar pela Tabela 5.
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Estatisticamente, a proporcdo foi ainda mais discrepante: somente 10% dos orbitais
computados se localizaram em aminoacidos do BTCI. Deste modo, de uma maneira
preliminar pode-se afirmar que a metodologia PM3 tende a acentuar o comportamento
observado pela rotina AM1.

O orbital de fronteira detectado que pertence ao BTCI foi localizado somente no
residuo lle®4. Contudo, ha de se fazer uma ressalva: o fator energético néo foi o0 mesmo.
Mesmo ocupando um orbital idéntico (LUMO +1), houve um decréscimo de 0,168 eV em

energia.

Tabela 5. Principais contribuicdes dos residuos de aminoacidos do complexo BTCI-
tripsina no vacuo e as respectivas energias dos orbitais de fronteira, avaliados pelo
método PM3

Orbital | Energia (eV) | Residuo | Proteina
HOMO -4 -5.162 Ser?’” | Tripsina
HOMO -3 -5.099 Phe'8! | Tripsina
HOMO -2 -5.088 Asp!®3 | Tripsina
HOMO -1 -4.875 Trp?> | Tripsina

HOMO -4.754 Lys®®® | Tripsina

LUMO -4.194 Lys'®® | Tripsina
LUMO +1 -4.014 lleb4 BTCI
LUMO +2 -3.996 Trp®” | Tripsina
LUMO +3 -3.948 Phe'8! | Tripsina
LUMO +4 -3.941 Trp2*® | Tripsina

Ao comparar estes resultados com os advindos da metodologia anterior, nota-se
de um decréscimo sistematico nas energias dos orbitais de fronteira e seus vizinhos. Com
efeito, 14, a média das energias era de -4,329 eV; enquanto aqui, -4,507 eV. E bem
verdade que este decréscimo ndo € de elevada magnitude. Todavia, o fator energético
ainda assim é relevante, pois se for analisada a amplitude dos valores, constata-se que
também aqui ha certa diminuicdo: 1,221 eV face dos 1,466 eV do método anterior. Ou
seja, também pode-se observar uma tendéncia de homogeneizacdo energética, ainda
gue em menor escala, dos orbitais de fronteira e seus vizinhos ao se avaliar o sistema
BTCI-tripsina no vacuo pelas rotinas AM1 e PM3. Esta afirmacdo também encontra
respaldo nos desvios padrdes: 0,532 em face dos 0,569 estimados a partir da metodologia

utilizada anteriormente.
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Visando uma comparacao entre os diferentes sistemas, a amplitude das energias
do BTCI no véacuo foi de 2,885 eV. Ja para o complexo BTCI-tripsina, no vacuo, obteve-
se 1,221 eV. Mais uma vez vé-se que a complexagdo do BTCI com a tripsina torna os
orbitais de fronteira e seus vizinhos mais homogéneos. O outro fator que secunda esta
afirmacéo € o desvio padrdo. Este, para o BTCI no vacuo, foi valorado em 1,172. Ja para
o complexo BTCI-tripsina este valor foi de 0,532.

A polaridade das cadeias laterais dos residuos, nos quais os orbitais de fronteira e
seus vizinhos foram localizados, variou consideravelmente em relacdo ao BTCI no vacuo
analisado pelo método PM3. La, 80% desses orbitais residiram em aminoacidos polares;
enguanto aqui, apenas 40% mantiveram tal tendéncia. Nestes, nem o carater acido nem
basico apresentou uma prevaléncia de elevada magnitude. A cadeia lateral de dois deles
era bésica; de um outro, acida; e do ultimo, neutra.

Em relacdo a quantidade de residuos contendo anéis aromaticos, houve um
avanco notorio mediante complexacéo. Pela Tabela 2, percebe-se que o BTCI no vacuo
possui somente um orbital localizado em residuo cuja cadeia lateral € aromatica. Para o
BTCI complexado com a tripsina, esta quantidade quintuplicou-se. Tendo em vista que a
presenca de grupos aromaticos na estrutura protéica pode apontar para um possivel
aumento da rigidez conformacional, este é um fato relevante e a sua ocorréncia pode
reforcar a importancia da presenca desses grupamentos.®

Tanto o orbital HOMO quanto o orbital LUMO foram dispostos nos mesmos
residuos polares basicos encontrados pela metodologia AM1 (Lys'™ e Lys!®
respectivamente). A diferenca de energia entre eles foi de 0,560 eV, maior que o gap
encontrado pela rotina AM1 (0,308 eV) e extensamente menor que a diferenca tendo em
vista o célculo do BTCI no vacuo com o mesmo método PM3 (1,175 eV). Este ultimo
paralelo serve para evidenciar o que outrora fora dito: complexacdo do inibidor com a
enzima a ser inibida evidencia uma tendéncia de homogeneizacdo dos orbitais de
fronteira. Conforme se nota pela Figura 13, a distancia entre esses orbitais de fronteira foi
de 27,02 A, representando uma mudanca significativa em relagio ao BTCI no vacuo
(17,23 A); contudo, essencialmente igual & distancia do complexo BTCI-tripsina aferida
pelo método AM1, sendo este um elemento que pode indicar certa compatibilidade entre

0S métodos.
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Figura 14. Residuos contidos nos orbitais HOMO e LUMO do complexo BTCI-tripsina

Nno vacuo e sua respectiva distancia, avaliada pelo método PM3

2.3 PM6

O produto da analise feita pela abordagem PM6 serve para ratificar os outros
resultados obtidos anteriormente e respaldar algumas tendéncias observaveis quando
do processo de complexacéo. No que diz respeito a questédo dos orbitais localizados em
fragmentos do inibidor, pela Tabela 6 nota-se que, de maneira analoga a metodologia
AM1, foram encontrados somente 20% no BTCI. Juntamente com as outras duas
conclusdes obtidas neste sentido, ha necessidade de se buscar um outro tratamento
que permita uma melhor distribuicdo dos orbitais de fronteira e seus vizinhos para

propiciar uma distribuicdo mais igualitaria do mesmo.
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Tabela 6. Principais contribuicdes dos residuos de aminoacidos do complexo BTCI-
tripsina no vacuo e as respectivas energias dos orbitais de fronteira, avaliados pelo
método PM6

Orbital | Energia (eV) | Residuo | Proteina
HOMO -4 -5.972 Cys?*? Tripsina
HOMO -3 -5.844 Cys* | Tripsina
HOMO -2 -5.82 Cys?® BTCI
HOMO -1 -5.667 Cys?? | Tripsina

HOMO -5.557 Cys®® Tripsina

LUMO -4.791 Cys®® Tripsina
LUMO +1 -4.705 Cys* | Tripsina
LUMO +2 -4.674 Cys®® BTCI
LUMO +3 -4.585 Cys'®” | Tripsina
LUMO +4 -4.517 Lys'®® | Tripsina

Os resultados gerados pela rotina PM6 apresentaram uma certa semelhanga com
os fornecidos pela técnica AM1 para o BTCI no vacuo. Tal como eles, percebe-se uma
tendéncia acentuada para a localizacdo dos orbitais de fronteira e seus vizinhos em
cisteinas. Ora, bem se sabe que a formacao de ligaces dissulfeto a partir destes grupos
€ um fator crucial para a estabilidade conformacional de uma proteina. Posicionar os
orbitais de fronteira nesses fragmentos é ressaltar esta importancia.

Dentre todas as metodologias utilizadas para se avaliar o BTCI complexado com a
tripsina no vacuo, a PM6 foi a que menor quantificou a energia do sistema. A média das
energias para esta abordagem foi -5,213 eV - menor que os -4,329 eV e -4,507 eV
referentes ao AM1 e PM3 respectivamente. Este ndo € um decréscimo magnanimo;
todavia, € o maior percebido nesta perspectiva. A amplitude dos valores energéticos
representa um meio termo entre as duas outras rotinas. Aferida em 1,455 eV, esta a frente
do menor valor encontrado — 1,211 eV pelo PM3 - e atrds do maior valor contabilizado —
1,466 eV pelo AM1. O desvio padrao do conjunto de dados referentes a energia de cada
orbital apresentou um comportamento singular: foi o maior dentre os trés desta série.
Avaliado em 0,603, se destacou rente os 0,569 do AM1 e os 0,532 do PM3.

Se for considerada uma comparacao entre as amplitudes do conjunto das energias
dos orbitais de fronteira em relagdo ao BTCI no vacuo e ao BTCI complexado com a
tripsina, constata-se uma clara diminuigéo: 1,455 eV frente 2,534 eV. Logo, pode-se

concluir que as trés metodologias semi-empiricas utilizadas apontam para uma tendéncia

48



de homogeneizacao dos orbitais de fronteira mediante o processo de complexacéo do
inibidor com a enzima a ser inibida.

Observa-se também que em 90% dos casos, eram apolares as cadeias laterais
dos fragmentos nos quais os orbitais de fronteira e seus vizinhos foram localizados. Nessa
I6gica, essa foi a maior porcentagem de cadeias laterais ja encontrada. Juntamente com
0S outros trés conjuntos de dados, este resultado mostra que ha uma preferéncia por locar
os orbitais de fronteira e seus vizinhos em residuos apolares. Assim como o conjunto de
dados anterior, este resultado representou um forte contraponto ao que foi avaliado para
o BTCI no vacuo, onde 40% estiveram sob aminoacidos apolares.

A respeito da presenca de anéis aromaticos na cadeia lateral dos fragmentos
avaliados, houve aqui um resultado adverso em relagédo ao que ja vinha sendo observado.
Nenhum grupamento deste tipo foi detectado, o que leva a crer que outra metodologia
devera ser tida como preferencial se o intuito do calculo for avaliar as consequéncias
decorrentes de um mr-stacking.

Diferentemente das outras duas abordagens anteriores, 0o método PM6 revelou um
mesmo aminoacido preferencial para a localizacdo de ambos orbitais HOMO e LUMO, a
Cys®8, confirmando a tendéncia deste método de alocar os orbitais de fronteira e seus
vizinhos em residuos preponderantemente apolares. A diferenca energética entre eles foi
de 0,766 eV, a maior dentre os calculos do complexo BTCI-tripsina. Todavia, é
consideravelmente menor que todos os gaps encontrados tendo em vista o BTCI no
vacuo. Juntamente com os resultados referentes as metodologias AM1 e PM3, observa-
se uma tendéncia clara a homogeneizacdo dos orbitais de fronteira mediante
complexacédo. Pela Figura 14 a seguir, vé-se o residuo no qual os orbitais HOMO e LUMO
se dispuseram. Como ambos se dispuseram no mesmo fragmento, ndo foi mensurada
nenhuma distancia entre eles.

De uma maneira geral, o uso destas trés metodologias semi-empiricas forneceu
resultados diversos entre si, tanto para o BTCI no vacuo quanto para o complexo BTCI
tripsina no vacuo. De fato, ha sim alguns pontos que convergem entre si. Nao obstante,
0s residuos nos quais os orbitais de fronteira de seus vizinhos foram localizados
divergiram para as trés metodologias e para os dois sistemas. Com o intuito de se

estabelecer um protocolo capaz de detectar as transformac¢des quimicas que ocorrem
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durante o processo inibitério, ha de se estabelecer uma abordagem que néao proporcione

resultados tdo adversos.

Figura 15. Residuo contido nos orbitais HOMO e LUMO do complexo BTCI-tripsina no

vacuo, pelo método PM6

3 Propriedades de estrutura eletronica da interface BTCI-Tripsina no

vacuo

Na busca de um modelo a ser utilizado pelos diversos métodos semi-empiricos até
agui abordados, se almeja obter resultados compativeis e ndo tdo discrepantes entre si.
Esta secdo traz consigo alguns produtos deste esforco. Como se podera perceber, o

calculo realizado na interface foi o que melhor alcangou os objetivos supracitados.
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3.1 AM1

O uso do protocolo AM1 representou um avango no que diz respeito a distribuicéo
dos orbitais de fronteira e seus vizinhos ao longo do inibidor e da enzima a ser inibida. Ao
se comparar com o0 que foi observado anteriormente, esta alocagéo foi realizada de
maneira mais equanime. Como se nota pela Tabela 7, abaixo, no BTCI foram localizados
40% dos orbitais detectados. Face os 20, 10 e 20% referentes ao complexo BTCI-tripsina
computados pelos métodos AM1, PM3 e PM6, respectivamente, é notério o
melhoramento dessa alocacao. Este resultado € interessante pelo fato de representar um
sistema que, acoplado a uma metodologia adequada, permite um estudo representativo

de ambas proteinas.

Tabela 7. Principais contribuicbes dos residuos de aminoacidos da interface BTCI-
tripsina no vacuo e as respectivas energias dos orbitais de fronteira, avaliados pelo
método AM1

Orbital | Energia (eV) | Residuo | Proteina
HOMO -4 -4,910 Cys® | Tripsina
HOMO -3 -4,638 Cys* | Tripsina
HOMO -2 -4,293 Cys??° | Tripsina
HOMO -1 -4,142 Cys® | Tripsina

HOMO -3,742 Cys* | Tripsina

LUMO -2,877 Cys?? BTCI
LUMO +1 -2,237 Cys®l | Tripsina
LUMO +2 -1,770 Arg?t BTCI
LUMO +3 -1,413 Arg?t BTCI
LUMO +4 -0.615 Arg3? BTCI

Como se pode perceber pela tabela acima, ha uma preferéncia de ocupacéo por
parte da tripsina pelos orbitais de energia mais baixa. Por sua vez, o BTCI expressa uma
clara propenséo aos orbitais mais energéticos, haja vista que nenhum dos orbitais do
grupo HOMO foi alocado em residuos pertencentes a este inibidor.

No caso de uma analise referente a amplitude do conjunto de energias dos orbitais
de fronteira e seus vizinhos, constata-se uma discrepancia em relacdo a todos os

resultados ja observados. O encontrado valor para o calculo em questéo foi 4,295 eV, o
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gual é consideravelmente maior que o valor mais elevado ja computado por todas as
metodologias e sistemas até aqui utilizados — 2,885 eV referente ao BTCI no vacuo
avaliado pelo método PM3. Entretanto, este resultado ndo pode ser interpretado
isoladamente. Ha de se notar que a média das energias dos orbitais de fronteira e seus
vizinhos foi a maior ja detectada: -3,004 eV. Percebe-se que a rotina AM1 superestima 0s
valores referentes as energias, fato este corroborado pelo elevadissimo desvio padréao
deste conjunto de dados: 2,486. Este também € o maior valor ja detectado para esta
propriedade.

Quanto a questao da polaridade das cadeias laterais, em 70% dos fragmentos nos
guais os orbitais de fronteira e seus vizinhos foram alocados, as cadeias laterais sé&o
apolares. Nao obstante, interessante foi o fato destes 70% corresponderem a cisteinas.
Este resultado vai de encontro ao que foi obtido pelo método AM1 para o BTCI no vacuo.
Também 14, 70% dos orbitais de fronteira e seus vizinhos foram alocados em cisteinas,
fortalecendo mais uma vez a importancia destes aminoacidos para as proteinas em
guestao.

Se pela rotina AM1 as cisteinas tiveram sua importancia real¢ada, os fragmentos
aromaticos foram completamente ignorados: nenhum deles foi detectado. Em
contrapartida, residuos derivados de arginina foram realcados, a julgar pelos outros
fragmentos ocupados pelos orbitais de fronteira e seus vizinhos, 0os quais sdo, em sua
totalidade, oriundos de tal aminoécido. Esses residuos foram o0s responsaveis pela
elevacao do fator polar em relacdo ao que foi visto para o célculo do BTCI no vacuo
avaliado pelo método AM1. L4, 20% dos fragmentos eram polares; aqui, 30%.

Se forem comparados os orbitais de fronteira da interface com os referentes ao
complexo BTCI-tripsina, emerge ai uma importante diferenga: o HOMO e o LUMO néo
foram dispostos na mesma proteina. O orbital de fronteira de menor energia foi a Cys*?,
pertencente a tripsina; enquanto o de maior energia foi a Cys??, presente no BTCI. Este
resultado evidencia ainda mais a tendéncia que foi exposta anteriormente: ha uma nitida
preferéncia, por parte do BTCI, pelos orbitais mais energéticos; enquanto a tripsina exibe
propensao por orbitais de energia inferior. A dissemelhanca energética entre os orbitais
HOMO e LUMO foi da ordem de 0,865 eV. Mesmo as energias do conjunto dos orbitais

avaliados serem superestimadas, esse gap energético € um valor intermediario entre o
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gue foi observado para o BTCI no vacuo — onde os valores foram de 1,175 a 1,178 — e
para o complexo BTCI-tripsina — onde os valores foram de 0,308 a 0,766. A distancia entre
os orbitais de fronteira foi de 20,17 A, como pode ser constatado pela Figura 15. E
importante salientar que a Cys* se encontra literalmente na interface formada pelo
inibidor e pela enzima a ser inibida, o que pode indicar uma propensao a realizacéo de

interacdes covalentes.

Figura 16. Residuos contidos nos orbitais HOMO e LUMO da interface BTCI-tripsina no

Vacuo e sua respectiva distancia, avaliada pelo método AM1
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3.2 PM3

No que diz respeito a distribuicdo dos orbitais de fronteira e seus vizinhos nos
residuos de ambas proteinas, percebe-se que a metodologia aqui utilizada adota a
mesma tendéncia revelada na rotina anterior, como se pode perceber pela Tabela 8,
logo abaixo. No inibidor, foram alocados 40% dos orbitais computados; enquanto na
enzima a ser inibida, 60%. Estes dados corroboram a tendéncia ja observada de, para
um sistema mais reduzido, referente a interface na qual ocorre o processo inibitorio,
distribuir os orbitais de fronteira e seus vizinhos de maneira mais igualitaria entre o BTCI

e a tripsina.

Tabela 8. Principais contribuicbes dos residuos de aminoacidos da interface BTCI-
tripsina no vacuo e as respectivas energias dos orbitais de fronteira, avaliados pelo
método PM3

Orbital | Energia (eV) | Residuo | Proteina
HOMO -4 -4,899 Cys® | Tripsina
HOMO -3 -4,382 Cys* | Tripsina
HOMO -2 -4,306 Cys??° | Tripsina
HOMO -1 -4,174 Cys®® | Tripsina

HOMO -3,752 Cys* | Tripsina

LUMO -3,023 Cys?? BTCI
LUMO +1 -2,293 Cys®l | Tripsina
LUMO +2 -2,266 Arg?t BTCI
LUMO +3 -2,117 Arg?t BTCI
LUMO +4 -1,192 Arg?t BTCI

A Tabela 8 revela um fato muito interessante. Se for comparada com a Tabela 7,
analisando tdo somente a alocacdo dos orbitais de fronteira e seus vizinhos, constata-se
uma semelhanca de 90%. Houve divergéncia apenas no orbital LUMO +4. Outra
importante correspondéncia a ser notada € a igual tendéncia de ocupacgéao dos orbitais
mais energéticos pelo BTCI e dos menos energéticos pela tripsina. De certo modo, a
metodologia PM3 consolida a inclinagéo dos orbitais LUMO se disporem no fragmento
Arg?l, De fato, para o protocolo AM1, 40% dos orbitais LUMO foram dispostos nesse

fragmento. Em contrapartida, a rotina PM6 alocou 60% dos orbitais LUMO na mesma
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Arg?l. Tal aumento, juntamente com o fato desse fragmento ser adjacente ao residuo no
gual o orbital LUMO foi disposto, pode indicar uma propensao desta regido a estabelecer
interagOes covalentes.

O conjunto de dados referente as energias dos orbitais de fronteira e seus vizinhos
confirma e acentua o que outrora fora evidenciado pela metodologia AM1, utilizada
anteriormente. A média dos valores das energias foi ainda maior: 3,24 eV. Ha entéo a
mesma propensao a superestimar as energias destes orbitais, a julgar por ndo haver em
nenhum dos sistemas e em nenhuma das metodologias até aqui utilizadas, média téo alta
guanto. Contudo, a amplitude deste conjunto de dados foi menor do que a encontrada na
secao anterior. Avaliada em 3,707 eV, indica uma maior coesao entre as energias dos
varios orbitais computados. Esta interpretacao € secundada pelo valor do desvio padréo
deste grupo de dados. Mensurado em 1,233, aponta para uma melhor representagéo dos
orbitais de fronteira e seus vizinhos em uma comparacao direta com a metodologia
anterior.

No que se refere a polaridade das cadeias laterais, também aqui houve identidade
com os resultados da interface fornecidos pela rotina AM1. Residuos apolares
corresponderam a 70% de todos os detectados. Todavia, hd uma diferenca na analise.
Se com o0 uso da técnica AM1 os resultados para o BTCI no vacuo e para o BTCI
complexado se equivaleram, para a metodologia PM3 ocorreu o oposto. O célculo com
esta técnica para o inibidor no vacuo revelou que apenas 10% dos fragmentos nos quais
0s orbitais de fronteira e seus vizinhos se alocaram eram apolares. Houve entdo uma
divergéncia na comparacdao direta entre 0s sistemas.

De maneira analoga a se¢do anterior, igualmente foram ignorados fragmentos com
grupos aromaticos. A sua total ndo deteccdo evidenciou ainda mais as cisteinas como
fator essencial as propriedades fisico-quimicas das proteinas em questdo por meio do
estabelecimento de ligacdes dissulfeto. Mais especificamente para o BTCIl, a Cys?
destaca-se em meio aos outros 13 residuos derivados de cisteinas. Por estar localizada
no dominio responsavel pela ancoragem com a tripsina, sua simples deteccéo pela
metodologia AM1 e PM3 pode indicar uma maior propensao desta regido face a outra.

Na tentativa de se tracar um paralelo com a abordagem da sec¢éo anterior, percebe-

se gque a alocacao dos orbitais HOMO e LUMO se deu nos mesmos residuos. Este, na
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Cys?%; enquanto aquele, na Cys*2. De maneira idéntica, tal fato explicita a tendéncia de o
BTCI ocupar os orbitais mais energéticos, enquanto a tripsina, os de energia inferior.
ldéntica também ndo poderia deixar de ser a distancia entre os orbitais de fronteira: 20,17
A, como pode ser observado na Figura 16. A diferenciacdo energética foi da ordem de
0,729 eV, valor semelhante ao aferido para a metodologia anterior. Todos estes dados
indicam uma elevada compatibilidade entre as rotinas AM1 e PM3 para o caso da interface
entre o inibidor e a enzima a ser inibida. Esse € um aspecto muito relevante, pois mostra
que o sistema adotado gera resultados ndo discrepantes quando analisado sob a ética de

metodologias semi-empiricas.

Figura 17. Residuos contidos nos orbitais HOMO e LUMO da interface BTCI-tripsina no

VAacuo e sua respectiva distancia, avaliada pelo método PM3
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3.3 PM6

A distribuicdo dos orbitais de fronteira e seus vizinhos acompanhou a tendéncia
gue ja vinha sido observada anteriormente. De fato, o sistema formado pela interface
entre o inibidor e a enzima a ser inibida aloca, nessas proteinas, os orbitais de maneira
mais equanime. Contudo, se for comparado com modelo criado a partir do BTCI
complexado com a tripsina, essa distribuicdo ndo foi tdo destoante. Aqui, 30% dos
orbitais computados foram localizados no BTCI como pode ser contatado pela Tabela
9, logo abaixo. O maior resultado para o complexo BTClI-tripsina foi 20%, referente as
metodologias AM1 e PM6.

Tabela 9. Principais contribuicbes dos residuos de aminoacidos da interface BTCI-
tripsina no vacuo e as respectivas energias dos orbitais de fronteira, avaliados pelo
método PM6

Orbital | Energia (eV) | Residuo | Proteina
HOMO -4 -5.283 Cys® | Tripsina
HOMO -3 -5.084 Cys??0 | Tripsina
HOMO -2 -5.022 Cys® | Tripsina
HOMO -1 -4.619 Cys* | Tripsina

HOMO -4.488 Cys* | Tripsina

LUMO -3.602 Cys?? BTCI
LUMO +1 -2.986 Cys®l | Tripsina
LUMO +2 -2.311 Cys?? BTCI
LUMO +3 -1.781 Cys?? BTCI
LUMO +4 -1.234 Asn®’ | Tripsina

Os dados apresentados nessa tabela revelaram um resultado de elevada
importancia. Os residuos nos quais os orbitais de fronteira e seus vizinhos foram alocados
coincidiram nas trés metodologias utilizadas para a avaliacdo da interface formada pelo
BTCI e pela tripsina - com excecdo do Asn%, detectado somente nos resultados desta
secdo. Concomitantemente, também é notoria a ratificagdo da tendéncia de a tripsina
hospedar os orbitais menos energéticos — muito embora dois orbitais do grupo LUMO
foram nela localizados. O BTCI também n&o se desviou do comportamento exibido

outrora e alocou nele os orbitais de energia superior.
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Na analise do conjunto correspondente as energias dos orbitais de fronteira e seus
vizinhos, a metodologia PM6 representou um meio termo entre o que foi observado nas
rotinas AM1 e PM3. Bem é verdade que a média das energias, avaliada em -3,641 eV, foi
a maior para esta série de dados, explicitando a predisposi¢cdo que 0os métodos semi-
empiricos apresentam de superestimar as energias dos orbitais em questdo. No entanto,
a amplitude deste conjunto, mensurada em 4,049 eV, ficou entre a encontrada por meio
das abordagens AM1 e PM6 — valores estes, 4,295 eV e 3,707 eV respectivamente.
Mesmo elevando a energia dos orbitais de fronteira e seus vizinhos, também aqui é
observada certa semelhanca nesses valores, haja vista que o desvio padrédo desse
conjunto nao foi tdo alto quanto o aferido para a metodologia AM1: 1,484 face os 2,486.

No que diz respeito a polaridade das cadeias laterais dos residuos nos quais 0s
orbitais de fronteira e seus vizinhos foram alocados, também aqui 90% delas foram
apolares. A andlise desta propriedade vai de encontro com as outras duas técnicas ja
utilizadas, corroborando a aptidao que os métodos semi-empiricos apresentam de alocar
os orbitais em fragmentos preponderantemente apolares. Porém, se comparado com 0s
resultados do BTCI no vacuo, a resposta fornecida pelo BTCI divergiu, pois la, somente
40% dos fragmentos possuiam cadeia lateral apolar.

De modo analogo ao que ja foi constatado nas duas outras se¢des anteriores,
também aqui os residuos contendo fragmentos aromaticos foram completamente
ignorados. N&@o obstante, as cisteinas corresponderam a 90% de todos os fragmentos
avaliados. Este € o maior indice ja encontrado e acentua ainda mais a dimensao que
esses aminoacidos tém para as propriedades fisico-quimicas do BTCI e da tripsina. Pode-
se destacar mais uma novamente a Cys*?, detectada 2 vezes; além da Cys??, detectada
3 vezes. Estas reiteracdes podem ser indicios da elevada importancia desses residuos
para ambas proteinas.

Por fim, a ocupacado dos orbitais de fronteira expressou um resultado que muito
acrescenta a regularidade dos métodos semi-empiricos para o estudo da interface
formada pelo inibidor e pela enzima a ser inibida. Tal-qualmente as abordagens AM1 e
PM3, a abordagem PM6 alocou os orbitais HOMO e LUMO nos residuos Cys*? e Cys?,
respectivamente. Também aqui é reafirmada a disposicdo de o BTCI ocupar o orbital

LUMO, concomitantemente a ocupacéo do orbital LUMO por fragmentos provenientes da
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tripsina. A diferenca energética entre estes dois orbitais de fronteira foi de 0,886 eV. A
distancia entre eles obviamente ndo divergiu do resultado obtido nas duas secdes

anteriores: 20,17 A, como se nota por meio da Figura 17.

Figura 18. Residuos contidos nos orbitais HOMO e LUMO da interface BTCI-tripsina no
Vacuo e sua respectiva distancia, avaliada pelo método PM6

Conclui-se entdo que o emprego das trés metodologias semi-empiricas escolhidas
proporciona resultados compativeis entre si. H& de se salientar que existem pontos de
divergéncia dentro das trés secdes abordadas para a interface estabelecida entre o
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inibidor e a enzima a ser inibida. Todavia, estes pontos sdo pormenores que nao ofuscam
o fato de as propriedades dos orbitais de fronteira e seus vizinhos convergirem. O sistema
agui investigado pode servir de base para estudos mais pormenorizados dos fenbmenos
gue ocorrem quando da ancoragem do BTCI com a tripsina.

4 Andlise das ligacfes dissulfeto

Com o intuito de se avaliar a contribuicdo de cada ligacado dissulfeto para a
estabilidade conformacional do BTCI, nomeou-se cada uma de acordo com a Tabela 10,

abaixo.

Tabela 10. Nomenclatura atribuida as ligac6es dissulfeto

Orbital | Residuos
M1 | Cys?? e Cys®®
M2 | Cys?* e Cys®?
M3 | Cys® e Cys®
M4 | Cys®* e Cys!®
M5 | Cys* e Cys*?
M6 | Cysfl e Cys?®
M7 | Cys'® e Cys’?

Essas ligacdes sdo evidenciadas em seus respectivos subdominios na Figura 17
a seguir, extraida de Barbosa et al.t

As Tabelas 11, 12 e 13, logo a seguir, exibem os resultados encontrados por meio
do uso das metodologias AM1, PM3 e PM6, respectivamente, em ordem crescente. Nelas,
o dominio diz respeito a sua localizacéo na estrutura do BTCI no tocante a parte que pode
ser ligar a tripsina ou a quimotripsina. A estrutura secundaria indica quais formas séo

conectadas por meio do estabelecimento da ligacéo dissulfeto.

60



b . _
// 7 \ ) 7 / Y ) e SN
BTCI I 17 PCCDRCE [CT sfpp:: QénésovaSCHSAcKséA CTrSIPA|QCFCGDINDFCYKPC 72
1H34 A 17 PCCDHCS |CT#SIPP |QCRCTDLRLDSCHSACKSCI |CT1.SIPA |QCVCDDIDDFCYEPC 72
1BBI 7 PCCDQCA |CT“SNPP | QCRCSDMRLNSCHSACKSCI [CALSYPA |QCFCVDITDFCYEPC 62
1PBI A 7 ACCDTCL |CT SNPP;TCRCVDVG-ETCHSACLSCI CA'SNPP | KCOCFDTQEFCYEQC 61
IMVZ A 7 ACCDFCP |CT SIPP?QCQCTDVRE—KCHSACKSCL CTHSFPP |QCRCYDITDFCYPSC 61
1PI2 6 PCCDLCM |CTHSMPP | QCSC-EDRINSCHSDCKSCM | CTHSQPG | QCRCLDTNDFCYKEC 60
1DF9 11 PCCDSCD |CTXSIPP|QCHCANIRLNSCHSACKSCI |CT:SMPG|KCRCLDTDDFCYKEC 66
* *
Subdomain 1 Subdomain 2 Subdomain 1

Figura 19. Ligag@es dissulfeto e seus respectivos subdominios

Tabela 11. Fator energético referente a cada ligacdo dissulfeto avaliado pelo método
AM1

Energia Dominio Estrutura
(kJ/mol) Secundéria

M5 -775,848 | Quimotripsina Fita a um loop

M3 -744,274 | Quimotripsina | Fitas de uma B-hairpin

Ligacao

M7 -742,357 Terminal Loops terminais
M2 -740,244 Tripsina Fitas de uma B-hairpin
M1 -721,764 Tripsina Fita a um loop

M6 -716,591 | Quimotripsina Fita a um loop

M4 -711,228 Tripsina Fita a um loop
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Tabela 12. Fator energético referente a cada ligacédo dissulfeto avaliado pelo método
PM3

Ligacéo Energia Dominio Estrutu}ra_l
(kJ/mol) Secundaria
M1 -656.161 Tripsina Fita a um loop
M7 -651.093 Terminal Loops terminais
M2 -640.814 Tripsina Fitas de uma B-hairpin

M3 -635.792 | Quimotripsina | Fitas de uma B-hairpin

M5 -624.072 | Quimotripsina Fita a um loop
M4 -594.840 Tripsina Fita a um loop
M6 -587.352 | Quimotripsina Fita a um loop

Tabela 13. Fator energético referente a cada ligacdo dissulfeto avaliado pelo método
PM6

Ligacéo Energia Dominio Estrutu,rz?l
(kJ/mol) Secundaria
M2 -367.859 Tripsina Fitas de uma B-hairpin
M7 -366.722 Terminal Loops terminais

M3 -363.959 | Quimotripsina | Fitas de uma B-hairpin
M1 -359.041 Tripsina Fita a um loop
M4 -357.966 Tripsina Fita a um loop
M5 -356.554 | Quimotripsina Fita a um loop
M6 -342.271 | Quimotripsina Fita a um loop

Os métodos semi-empiricos em questdo ndo foram capazes de apontar um
resultado consensual no que diz respeito ao dominio que mais se abala com a perda de
uma ligagdo dissulfeto. Pela avaliagdo do dominio referente as trés menores energias, a
técnica AM1 indicou majoritariamente o dominio responsavel pela ligagdo com a
guimotripsina como sendo o mais afetado; enquanto a rotina PM3, a tripsina. A
metodologia PM6 representa um meio termo entre estes dois extremos, tendo em vista
gue tanto a tripsina quanto a quimotripsina foram ai constatadas.

De maneira semelhante, também né&o foi possivel encontrar consonancia sobre os
efeitos da auséncia de ligacOes dissulfeto para as estruturas secundarias. As técnicas
AM1 e PM3 mostraram que as ligagdes de maior impacto energético ligavam uma fita a
um loop e fitas de uma mesma B-hairpin. Ja a rotina PM6 indicou majoritariamente as fitas
de uma mesma B-hairpin. Pode-se afirmar que as metodologias AM1 e PM3 expressaram

certa concordancia. Contudo, este fato tem sua importancia atenuada tendo em vista que
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estas metodologias foram as que mais superestimaram os valores de energia, a qual
corresponde a energia de uma ligacdo dissulfeto, avaliada em aproximadamente 251
kJ/mol.

Houveram alguns pontos de convergéncia que merecem ser discutidos. As
ligacdes M6 e M4 possuiram, nas trés abordagens utilizadas, as menores energias de
ligacdo. Nao obstante, para todos os célculos realizados, as trés ligacdes de menor
impacto energético ligavam uma fita a um loop. Por fim, ha de se citar que a ligacao
dissulfeto existente nas proximidades dos terminais do BTCI foi, por todas as

metodologias adotas, tida como uma das mais fortes.
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Parte V

Conclusodes

O estudo do BTCI no vacuo revelou que os orbitais de fronteira e seus vizinhos, de
acordo com a metodologia AM1, se localizam preferencialmente em residuos cujas
cadeias laterais sdo apolares. As técnicas PM3 e PM6 divergiram neste sentido,
apontando que a posicao preferencial € em fragmentos cujas cadeias laterais sdo polares.
Jéa para o sistema formado pelo complexo BTCI-tripsina, os resultados foram unéanimes e
apontaram majoritariamente para os residuos apolares, muito embora a porcentagem
deles tenha variado consideravelmente em uma comparacao entre os diferentes métodos.
Os resultados referentes a interface formada pelo inibidor e pela enzima a ser inibida
foram de encontro ao que foi observado para o complexo BTCI-tripsina. Todavia, a
variacao das porcentagens foi ligeiramente melhor.

Quanto a analise da distribuicdo dos orbitais de fronteira e seus vizinhos entre as
duas proteinas, o sistema formado pelo BTCI e pela tripsina ndo gerou resultados
satisfatérios. Dentro desse contexto, estes orbitais foram distribuidos quase que
exclusivamente na tripsina. Este ndo € um fato desejavel, pois acarretaria em dificuldade
de se observar propriedades de estrutura eletrénica na parte referente ao BTCI. Contudo,
observou-se uma distribuicdo mais igualitaria para a interface. Por sinal, esse foi o Unico
sistema no qual os orbitais de fronteira foram alocados nos mesmos fragmentos: Cys*? e
Cys?? respectivamente. A Cys?? provavelmente mantém a conformacédo da interface
durante o processo de ancoragem. Todos esses resultados mostram que a interface
gerada pode ser um modelo adequado para um estudo futuro - a partir das metodologias
AM1, PM3 e PM6 - dos fenbmenos que ai ocorrem mediante o processo de complexacao,
e que aligacdo entre a Cys?? e a Cys®® é de elevada importancia para uma futura sintese
de peptideos derivados do BTCI.

O estudo das energias das ligagbes dissulfeto ndo forneceu resultados
expressivos. Os métodos ndo foram consensuais quanto a expressao da prevaléncia de

um conjunto de ligacdes. No entanto, todas as técnicas apontaram as ligacbes entre a
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Cys** e Cys!9 e entre a Cys®! e Cys* como sendo as de menor energia; e a ligagdo entre

a Cys!® e Cys’? como sendo uma de energia elevada.

65



Bibliografia

1) G Barbosa, J. A. R. G, Silva, L. P., Teles, R. C. L., Esteves, G. F., Azevedo, R. B.,
Ventura, M. M., & de Freitas, S. M. (2007). Crystal Structure of the Bowman-Birk Inhibitor
from Vigna unguiculata Seeds in Complex with B-Trypsin at 1.55 A Resolution and Its
Structural Properties in Association with Proteinases. Biophysical Journal 92:1638-1650.
2) Silva, Luciano Paulino da; Leite, José Roberto de Souza A.; Bloch Junior,
Carlos ; Freitas, S. M. (2001). Stability of a Black-eyed pea trypsin/chymotrypsin inhibitor
(BTCI). Protein and Peptide Letters 8:33-38.

3) Freitas, S. M., H. Ikemoto, and M. M. Ventura. (1999). Thermodynamics

of the binding of chymotrypsin with the black-eyed pea trypsin and chymotrypsin
inhibitor (BTCI). J. Protein Chem. 18:307-313.

4) Gaier, J. R., A. Tulinsky, and I. E. Liener. (1981). Formation,

crystallization, and preliminary crystallographic data of the ternary complex of a
chymotrypsin, b-trypsin, and the Bowman-Birk inhibitor. J. Biol. Chem. 256:11417-11419.
5) Odani, S. & Ikenaka, T. (1973). Scission of soybean Bowman-Birk proteinase
inhibitor into two small fragments having either trypsin or chymotrypsin inhibitory
activity. J. Biochem. (Tokyo) 74:857-860.

6) Catalano, M., L. Ragona, H. Molinari, A. Tava, and L. Zetta. (2003). Anticarcinogenic
Bowman Birk inhibitor isolated from snail medic seeds (Medicago
scutellata): solution structure and analysis of selfassociation  behavior. Biochemistry
42:2836-2846.

7) Silva, L. P., R. B. Azevedo, P. C. Morais, M. M. Ventura, and S. M. de Freitas.
(2005). Oligomerization states of Bowman-Birk inhibitor by atomic force microscopy and
computational approaches. Prot. Struct. Funct. Bioinformat. 61:642—-648.

8) Burley, S. K., and G. A. Petsko. (1985). Aromatic-aromatic interaction: a

mechanism of protein structure stabilization. Science 229:23-28.

9) Ventura, M. M., C. O. Matrtin, and L. Morhy. (1975). A trypsin and chymotrypsin
inhibitor form black-eyed pea (Vigna sinensis L.). VI.

Isolation and properties of complexes with trypsin and chymotrypsin.

An. Acad. Bras. Cienc. 47:335-346.

10) Natalia D, Vidilaseris K, Ismaya WT, Puspasari F, Prawira I, Hasan K, Fibriansah G,
Permentier HP, Nurachman Z, Subroto T, Dijkstra BW, Soemitro S. (2015). Effect of
introducing a disulphide bond between the A and C domains on the activity and stability
of Saccharomycopsis fibuligera R64 a-amylase. J Biotechnol 195:8-14.

11) Betz, S. F. (1993). Disulfide bonds and the stability of globular proteins. Protein
Science 2:1551-1558.

12) Srinivasan N, Sowdhamini R, Ramakrishnan C, Balaram P. (1990). Conformations
of disulfide bridges in proteins. Int J Peptide Protein Res 36:147-155.

13) Katz B, Kossiakoff AA. (1990). Crystal structures of subtilisin BPN’ variants
containing disulfide bonds and cavities: concerted structural rearrangements induced by
mutagenesis. Proteins 7:343-357.

14) Richardson, J.S. (1981). The anatomy and taxonomy of protein structure. Adv.
Protein Chem. 34:167-339.

66


http://lattes.cnpq.br/5424781102486268
http://lattes.cnpq.br/7300036595890838
http://lattes.cnpq.br/5649236321441309
http://lattes.cnpq.br/5649236321441309

15) William J. Wedemeyer,Ervin Welker,Mahesh Narayan, and, and Harold A.
Scheraga. (2000). Disulfide Bonds and Protein Folding. Biochemistry 39:4207-4216.
16) Vogt, G., Woell, S., and Argos, P. (1997). Protein thermal stability, hydrogen bonds,
and ion pairs. J. Mol. Biol. 269:631-643.

17) Werner MH, Wemmer DE: (1992). Three-dimensional structure of soybean
trypsin/chymotrypsin Bowman-Birk inhibitor in solution. Biochemistry 31:999-1010.

18) Stickle DF, Presta LG, Dill KA, Rose GD. (1992). Hydrogen bonding in globular
proteins. J Mol Biol. 226:1143-59.

19) C. Ceccarelli, G.A. Jeffrey, R. Taylor. (1980). A survey of O-H:--O hydrogen bond
geometries determined by neutron diffraction. J. Mol. Struct. 70:255-271.

20) R. Taylor, O. Kennard, W. Versichel. (1983). Geometry of the imino-carbony! (N-
H...O:C) hydrogen bond. 1. Lone-pair directionality. J. Am. Chem. Soc. 105:5761-5766.
21) Jeffrey, G. A. & Saenger, W. (1991). Hydrogen Bonding in

Biological Structures, Springer-Verlag, New York.

22) Li L. Duan, Ya Gao, Chang G. Ji, Ye Mei, Qing G. Zhang, Bo Tang, John Z. H.
Zhang. (2014). Energetics of protein backbone hydrogen bonds and their local
electrostatic environment. Science China Chemistry 57:1708-1715.

23) Gao, J., Bosco, D. A., Powers, E. T., & Kelly, J. W. (2009). Localized
Thermodynamic Coupling between Hydrogen Bonding and Microenvironment Polarity
Substantially Stabilizes Proteins. Nature Structural & Molecular Biology 16:684—690.
24) Ventura, M. M., K. Mizuta, and H. lkemoto. (1984). Solvent perturbation and
surface accessibility of the tryptophyl and tyrosyl groups in black-eyed pea trypsin and
chymotrypsin inhibitor. An. Acad. Brasil. Ciénc. 56:217-220.

25) Souza L. C., Camargo, R., Demasi, M., SA, Cezar Martins de., Freitas, S.M. (2014).
Effects of an Anticarcinogenic Bowman-Birk Protease Inhibitor on Purified 20S
Proteasome and MCF-7 Breast Cancer Cells. Plos One 9:e86600.

26) Alice da Cunha Morales Alvares, Elisabeth Schwartz, Nathalia Amaral, Neidiane
Trindade, Gustavo Pedrino ; Luciano Silva, Sénia de Freitas. (2014). Bowman-Birk
Protease Inhibitor from Vigna unguiculata Seeds Enhances the Action of Bradykinin-
Related Peptides. Molecules 19:17536-17558.

27) Ho, VS; Ng, TB. (2008). A Bowman-Birk trypsin inhibitor with antiproliferative activity
from Hokkaido large black soybeans. J PeptSci 14(3):278-82.

28) Ventura, M.M., Xavier-Filho, J. (1966) A trypsin and chymotrypsin inhibitor from
black-eyed pea (Vignasinensis). |. Purification and partial characterization. Anais da
Academia Brasileira de Ciéncias 38: 553-566.

67



