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Resumo

O proteassoma é um complexo enzimatico multicatalitico responsavel por processos de
degradac&o proteica e pela manutengdo da homeostase celular. A inibi¢do do proteassoma induz
a diminuicdo da progressdo de processo tumoral por induzir a apoptose das células
cancerigenas. Tém-se caracterizado os inibidores de serinoproteases da familia Bowman-Birk
como potentes agentes anticancerigenos, sendo parte desse efeito consequéncia da inibi¢do do
proteassoma 20S. O inibidor de tripsina e quimotripsina pertencente a familia Bowman-Birk
denominado black-eyed pea trypsin/chymotrypsin inhibtor (BTCI), isolado de sementes de
Vigna unguiculata, possui acdo anticancerigena as células de cancer de mama devido a
capacidade de inibir o proteassoma 20S. Neste trabalho, estudos de interacdo entre o BTCIl e 0
proteassoma, por métodos fisico-quimicos foram propostos visando caracterizar a
estequiometria e os parametros termodindmicos dessa interagdo. O BTCI foi purificado por
cromatografia de troca ibnica a partir do extrato bruto de sementes de V. unguiculata. O
proteassoma foi obtido da linhagem RJD1144 de Saccharomyces cerevisiae, por cromatografia
de afinidade a niquel, seguido de uma cromatografia de troca anionica. Foram realizados 0s
ensaios de inibi¢do da atividade proteolitica do proteassoma 20S na presenca do BTCI, anélises
de caracterizacdo fisico-quimica e estrutural do BTCI, do proteassoma 20S e do complexo
BTClI-proteassoma por ultracentrifugacdo analitica e ensaios de calorimetria com as duas
proteinas, possibilitando mensurar os pardmetros termodindmicos e a estequiometria da
interacdo do proteassoma 20S com o BTCI. Os valores de Ki obtidos pelos ensaios de inibi¢do a
31 9C, 34 °C e 46 °C foram, respectivamente, iguais a 2,72 £ 0,28 x 10-5 M, 2,97 + 0.12 x 10-5
M e 1,940 + 0,004 x 10-6 M. Resultados obtidos por ultracentrifuga¢do analitica sugerem a
formagdo do complexo BTCl-proteassoma 20S com uma estequiometria de 4,2 moléculas de
inibidor para cada proteassoma. Para 0 ensaio de calorimetria realizado a 30°C, a constante de
afinidade obtida foi 1.34 x10°® + 6.42 x10" M, e os parametros termodinamicos obtidos foram
AH, 1.888 x10° +1.191 x10* cal/mol, AS, 660 cal/mol/deg, e AG, -11,1 Kcal.mol™. A
estequiometria estimada por calorimetria foi de 5,3 moléculas de BTCI para cada molécula de
proteassoma 20S. Os valores estequiométricos obtidos por calorimetria (ITC) e
ultracentrifugacdao analitica sugerem a ideia da formag¢do do complexo molecular com 4 a 5
moléculas de BTCI para cada proteassoma, sendo formado por processo endotérmico (AH>0),
entropicamente favoravel (AS>0) e espontaneo (AG<0). A contribuigdo do fator entrépico (T.
S), maior que a variagdo da entalpia, foi determinante para a espontaneidade da reagao.

Palavras-chave: Inibidores de serinoproteases; Proteassoma 20S; Inibidores de proteassoma.
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Abstract

Proteasome is a multicatalytic enzymatic complex responsible for protein degradation and
maintenance of cellular homeostasis. Inhibition of proteasome induces a decrease in progression
of tumor process by inducing apoptosis of the cancer cells. Bowman-Birk family of serine
protease inhibitors have been characterized as potent anticancer agents, part of which is a
consequence of inhibition of 20S proteasome. The trypsin and chymotrypsin inhibitor of the
Bowman-Birk family called black-eyed pea trypsin / chymotrypsin inhibitor (BTCI), isolated
from Vigna unguiculata seeds, has anticancer action on breast cancer cells due proteasome
inhibition. In this work, interaction studies between BTCI and proteasome, by physical-
chemical methods were proposed aiming to characterize the stoichiometry values and the
thermodynamic parameters of this interaction. The BTCI was purified by ion exchange
chromatography from the crude extract of V. unguiculata. The proteasome was obtained from
the RID1144 strain of Saccharomyces cerevisiae by nickel affinity chromatography, followed
by anion exchange chromatography. Inhibition of proteolytic activity of 20S proteasome in the
presence of BTCI, physical-chemical and structural characterization of BTCI, 20S proteasome
and BTClI-proteasome complex by analytical ultracentrifugation and calorimetry assays with
this proteins were performed to measure the thermodynamic parameters and the stoichiometry
of the 20S proteasome interaction with BTCI. The Ki values obtained by the inhibition tests at
31°C,34°Cand 46 ° C were, respectively, 2.72 £ 0.28 x 10 -5 M, 2.97 £ 0.12 x 10 -5 M and
1.940 £ 0.004 x 10-6 M. Results obtained by analytical ultracentrifugation suggest the formation
of the BTCI-proteasome complex with a stoichiometry of 4.2 molecules of BTCI for each
molecule of proteasome. In calorimetry test performed at 30 ° C, the affinity constant obtained
was 1.34 x108 £ 6.42 x107 M-1, and the thermodynamic parameters obtained were AH, 1,888
x105 * 1,191 x104 cal / mol, AS, 660 cal / mol / K, and AG, -11.1 Kcal.mol-1. Stoichiometry
estimated by calorimetry was 5.3 molecules of BTCI for each proteasome molecule. The
stoichiometric values obtained by calorimetry (ITC) and analytical ultracentrifugation suggest
the formation idea of a molecular complex with 4 or 5 BTCI molecules for each proteasome,
being formed by endothermic (AH> 0), entropically favorable (AS> 0) and spontaneous (AG
<0) process. The contribution of the entropic factor (T. AS), higher than the enthalpy variation,
was determinant for the spontaneity of reaction.

Key-words: Serine proteases inhibitors; 20S proteasome; Proteasome inhibitors.
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I. Introducao

1.1 Proteases e Serinoproteases

As proteases participam de diversos processos bioldgicos como a coagulagédo
sanguinea e fibrinolise; na resposta imune; na liberacdo de horménios proteicos, a partir
de moléculas precursoras; no transporte de proteinas secretoras pela membrana; no
controle da digestdo de proteinas; na fertilizacdo e no processo de montagem de
estruturas macromoleculares, como as fibras de colageno e alguns virus (Neurath H.;
Walsh K. A. 1976; Hedstrom 2002;).

Apesar da participacdo dessas moléculas em varios processos vitais, a funcao
basica das proteases € a quebra de ligacdes peptidicas. Essa quebra da ligacdo peptidica
ocorre por meio de um ataque nucleofilico ao carbono da ligacdo carbono-oxigénio,
assistida por uma doacdo de prétons ao nitrogénio. A doacdo de prétons e o ataque
nucleofilico sdo realizados pela triade catalitica presentes no sitio ativo e cada familia
das proteases apresenta um arranjo caracteristico entre estes trés residuos de
aminoacidos. Este é o mecanismo de clivagem que ocorre mais frequentemente
(Neurath 1984). O mecanismo catalitico das enzimas é classificado de acordo com o
residuo ou elemento que realiza o ataque nucleofilico na ligacao, realizando a hidrolise
desta (Hartley B. S., 1960). De acordo com esta classificacdo, existem atualmente nove
classes mecanicistas de proteases: serina, cisteina, aspartica, treonina, glutamica,
asparagina, metal, modo misto e mecanismo catalitico desconhecido (Barrett A.,
Rawlings N., e Woessner J., 1998; Rawlings et al., 2013).

A classe das serinoproteases é assim chamada devido a presenca do residuo de
serina reativo na triade catalitica. Dentro desta classe destaca-se a familia da
quimotripsina, que é caracterizada pela triade catalitica Asp'®, Ser'®®, His*’. O
mecanismo de agdo enzimética de uma serinoprotease (Figura 1.1) consiste em dois
estagios, a acilacdo referente a formacdo da Acil-enzima (etapas 2, 3 e 4), e a
desacilacdo referente a saida do grupo abandonador (etapas 5, 6 e 7). Apos a ligacéo

com o substrato (etapa 1, Figura 1.1), a Ser'®

realiza o ataque nucleofilico ao carbono
da ligagdo carbono-hidrogénio do substrato peptidico (etapa 2, Figura 1.1).
Normalmente, para a quimotripsina e tripsina, o residuo utilizado é His’ (Berg J. M. et

al. 2002).
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A His®’, ao receber o H* da hidroxila da Ser*®

, induz a formacédo de um ion
alcoxido reativo, um nucleéfilo forte (Berg J. M. et al. 2002). O residuo de Asp'®, ao
realizar uma ligagdo de hidrogénio com a His®’, a torna um melhor aceptor de prétons,
ajudando a estabilizar a sua forma protonada, demonstrando a importancia das ligacdes

de hidrogénio entre estes aminoacidos, que formam a triade catalitica (Hedstrom 2002).
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Figura 1.1 — Mecanismo de hidrolise de peptideos pela quimotripsina. Etapa 1: Ligacdo com o
substrato. Etapa 2: Ataque nucleofilico da Ser195 ao carbono da ligacdo carbono-hidrogénio do substrato
peptidico. Etapa 3: Transferéncia de um préton da His>’ para o grupamento amino. Etapa 4: Quebra da
ligacdo peptidica com o componente amino liberado. Etapa 5: Interacdo com uma molécula de agua.
Etapa 6: Hidrolise da molécula de &gua gerando um intermediario tetraédrico. Etapa 7: Geragdo de um
acido caboxilico. Etapa 8: Regeneracdo da enzima. Imagem adaptada (Berg J. M. et al. 2002).

O ataque nucleofilico ao carbono da ligacdo C-H altera a geometria molecular de
trigonal plana para tetraédrica (Figura 1.1). O estado intermediario formado é chamado
de intermediério tetraédrico. Ele & um estado instavel devido a carga formal negativa
gerada sobre o 4&tomo de oxigénio proveniente da carbonila. Esta carga é estabilizada
por interacBes com grupos NH presentes no buraco oxi-anion. Com a transferéncia de
um préton, da His®' carregada positivamente, para o grupamento amino (etapa 3),
ocorre a quebra da ligacdo peptidica, liberando o componente de amina (etapa 4),
substituindo-o por uma molécula de agua (etapa 5). A molécula de agua ataca a

carbonila, enquanto a His>" atua como um &cido catalisador e retira um préton da &gua,
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gerando um intermediario tetraédrico (etapa 6). Por ser um estado instavel, a estrutura
decompde, gerando um produto de &cido carboxilico (etapa 7). Apoés a liberagdo deste
produto (etapa 8), a enzima pode reiniciar o processo de hidrélise do seu substrato (Berg
J. M. et al. 2002).

Entretanto, os sitios de reconhecimento de substrato ndo compreendem somente
aos sitios de ligacdo do polipeptidio, mas também inclui os bolsdes de ligacdo. No sitio
ativo, existem grupos de residuos de aminoacidos proximos aos residuos da triade que
formam bolsbes. Estes bolsdes formados pelos aminoacidos adjacentes a triade
influenciam na especificidade de cada enzima. Estudos a respeito da especificidade de
proteases geralmente focam na interacao de P4/S;.

Segundo o sistema de nomenclatura de Schechter e Berger (1967), os residuos
do substrato s&o nomeados como (N-terminal) Py ... P4, P3, P2, P1- P1’, P2, P3’, P4 ... Py’
(C-terminal). Os residuos da enzima em contato com o residuos do substrato
correspondentes sdo nomeados como S, ... S4, S3, Sz, S1 - S1°, S2°, S3°, S4 ... Sy’. Sendo
que a numeracdo dos residuos € dada a partir da ligacdo cindivel, ligacdo peptidica, em
que ocorre a hidrélise, entre os residuos P; - Py,

Ligagao Clivavel

Figura 1.2. -Representacdo esquemaética da nomenclatura proposta por Schechter e
Berger (1967). Em laranja sdo indicados os subtipos Sx da enzima em contato com os sitios
Px do substrato a ser hidrolisado. Imagem adaptada (Farady e Craik 2010).

A influéncia dos amino&cidos presentes nos bolsdes de ligacdo na especificidade
de serinoproteases pode ser observada ao comparar enzimas como a quimotripsina e a
tripsina. Os bolsbes de ligacdo de substrato de ambas as enzimas apresentam uma
estrutura semelhante, porém as sequéncias de aminoacidos sdo ligeiramente diferentes,
Ser'®, Gly*® e GIly?*® para quimotripsina e Asp*®, GIy?'® e Gly**® para tripsina. O
bolsdo de ligacdo da quimotripsina possui residuos neutros e hidrofobicos que

estabilizam as cadeias laterais dos aminoacidos apolares do substrato por meio de
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interacdes hidrofobicas. Isto acarreta na caracteristica da quimotripsina de clivar
ligacGes peptidicas do lado C-terminal de residuos hidrofébicos. J& na tripsina, o seu
bols&o de ligacdo é um ambiente negativo devido a presenca do Asp*®® que é um residuo
carregado negativamente. Assim, a tripsina cliva ligac6es peptidicas no lado C-terminal

de aminoéacidos basicos, como a arginina e a lisina (Koolman J.; Roehm K. H. 2005).

1.2 Proteassoma: complexo enzimatico tipo serinoproteases

O proteassoma € um complexo enziméatico multicatalitico expresso no nucleo e
no citoplasma de todas as células eucariotas. O proteassoma 26S é uma protease
constituida por duas unidades distintas, uma unidade catalitica (20S), e uma unidade
regulatéria (19S), sendo que esta pode estar presente em uma ou em ambas as
extremidades da unidade 20S (Figura 2.1) (Tomko RJ; Hochstrasser M. 2013).

A unidade 19S apresenta topologia semelhante a uma base e uma tampa, com
massa molecular de 700 kDa, sendo composta por 19 subunidades. A parte basal é
constituida por um anel hexamérico de ATPase, dois receptores de ubiquitina e mais
outras duas subunidades. Na parte referente a tampa existem 7 subunidades de suporte,
1 enzima deubiquitilante e a subunidade Rpn8. As principais funcGes atribuidas a
unidade 19S sdo a selecdo de substratos, reconhecendo proteinas poli-ubiquitiladas, a
preparacdo destes para a degradacdo, clivando as cadeias de poli-ubiquitina e
posteriormente participando da desnaturacdo do substrato proteico, a translocacdo destes
para o interior da unidade 20S, bem como provavelmente influenciando na natureza dos
produtos gerados pelo proteassoma 20S (Glickman H.; Maytal V. 2002; Voet, D.; Voet
J. G. 2013).

A unidade 20S apresenta topologia semelhante a um cilindro, sendo composta
por 4 anéis heptaméricos, 2 anéis B centrais e 2 anéis o nas extremidades. Os anéis a
estdo interligados com as unidades 19S, envolvendo-se com a abertura da unidade 20S e
com a translocagdao do substrato proteico para o interior desta. Os anéis [} possuem as
subunidades cataliticas do proteassoma, B1, tipo caspase, 32, tipo tripsina, e B5, tipo
quimotripsina (Figura 2.1). Em eucariotos com sistema imune adaptativo, o interferon-y
estimula a expressdo de trés tipos adicionais de subunidades B, B1i, 2i e B5i, as quais
substituem as subunidades cataliticas do proteassoma para formar o imunoproteassoma
(Zwickl P. 2002).
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Figura 2.1 — Esquema do proteassoma 26S e seus anéis. A unidade 19S de 700 kDa, € composta por 19
subunidades de um anel hexamérico de ATPase, dois receptores de ubiquitina, 7 subunidades de suporte,
1 enzima deubiquitilante e a subunidade Rpn8. A unidade 20S esta composta por 4 anéis heptaméricos, 2
anéis P centrais e 2 anéis o nas extremidades. Os anéis o estdo interligados com as unidades 19S5,
envolvendo-se com a abertura da unidade 20S e com a translocac¢do do substrato proteico para o interior
desta. Os anéis f possuem as subunidades cataliticas do proteassoma, 1, tipo caspase, 2, tipo tripsina, e
B5, tipo quimotripsina. Imagem adaptada (Adams J. 2003; Hartmann-Peterson R. et al. 2001).

Todas as 7 subunidades o e B estdo organizadas em estrutura s-sanduiche, tipica
da familia das Ntn-hidrolases. Esta estrutura é formada por duas folhas-p antiparalelas,
com camadas helicoidais, sendo as superiores compostas pelas hélices H3, H4, H5 e as
inferiores por H1 e H2 (Figura 2.2). As diferencas entre as subunidades aparecem nas
voltas, as quais variam em comprimento por um ou dois aminoacidos de diferenca, em
longas inser¢des que conectam elementos de estrutura secundaria e nas regides amino e

carbono terminais. Nas subunidades do tipo B, em um dos seus terminais, a folha-f
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encontra-se fechada por 4 hairpin loops. Ja o outro terminal encontra-se aberto, com a
formacédo de uma fenda no sitio catalitico que esté orientada para o interior da cavidade
central do proteassoma. Nas subunidades a uma extensdo N-terminal gera uma hélice

adicional que preenche esta abertura (Groll M. et al. 1997; Zwickl P. 2002).

of o2 o o4 oS ab ul ta Prp2ps ool
Figura 2.2 — Estrutura secundiria das subunidades a (a) e p (b) do proteassoma 20S de
Saccharomyces cerevisiae. As subunidades a e B sdo formadas por estrutura S-sanduiche, constituida por
duas folhas-p antiparalelas, com camadas helicoidais, sendo as superiores compostas pelas hélices H3,
H4, H5 e as inferiores por H1 e H2. Imagem adaptada (Groll M. et al. 1997).

Por apresentarem especificidade e atividade proteolitica semelhantes aos da
quimotripsina e da tripsina, estruturas como as subunidades 5 e 2 do proteassoma 20S
sdo chamadas de chymotrypsin-like, por clivar o substrato proteico apo6s residuos
hidrofobicos, e de trypsin-like, por clivar apds residuos basicos, respectivamente. Porém
o residuo reativo destas subunidades é a Thr' e ndo uma Ser, caracterizando-as como
hidrolases com nucleofilo no N-terminal, familia das Ntn-hidrolases (Groll M. et al.
1997; Huber E. M. et al., 2016).

Huber E. M. et al. (2016), mostrou as vantagens da Thr' sobre a Ser' como
nucleofilo no sitio ativo do proteassoma. Para isso, induziu a mutacdo no genoma de
1

organismos de S. cerevisiae para que o residuo de Thr! fosse substituido por uma Ser

no sitio ativo do proteassoma. Nesse caso, a atividade catalitica do mutante para Ser*
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chega a ser 45% menor do que a do proteassoma selvagem, devido a defasagem de 60°
do residuo de Ser no bolsdo catalitico, que requer primeiramente uma reorientacdo
estrutural para que ocorra o ataque nucleofilico. Considerando-se que o grupo hidroxila
da Thr! ndo necessita de uma reorientacéo antes da clivagem do substrato, este é mais
catalitico do que a Ser*. Além disso, foi observado que em temperaturas acima de 37 °C,
0 mutante para Ser ndo cresceu. Neste mesmo trabalho, também foi analisado os efeitos
da mutagdo da Thr® por Cys, onde observou-se a quebra da ligacdo de hidrogénio
existente no sitio ativo do selvagem entre a Thr' e a Lys>, o que acarretou em fortes
efeitos no crescimento da levedura mutante. Considerando estes resultados, Huber E. M.
et al. (2016) pode extrair ideias a respeito do porqué a Thr como o nucle6filo do sitio
ativo e conservado nos trés dominios.

A triade catalitica do proteassoma (Thr!, Lys*® e Asp*’/Glu'’) e a orientagdo de
cada um dos residuos, na rede de ligacdes de hidrogénio em que estes se encontram
envolvidos, também € estritamente conservada nas subunidades cataliticas (Figura 2.3-
b). A Thr! realiza ligacdo de hidrogénio com a Lys**, que por sua vez interage com o
Asp*’. O N-terminal da Thr! esta envolvido em ligagdes de hidrogénio com residuos de
Ser'?®, Asp'®®, Ser'®® e o residuo 168. (Figura 2.3-a) (Huber E. M. et al., 2016).

O ataque nucleofilico ao carbono da ligagdo cindivel durante a catélise é
realizado pela Thr!, mas antes é necessério que ocorra a maturacio do proteassoma 20S
por um processo de autdlise. A autdlise inicia-se com a desprotonacéo da Thr® pela

%% e a formagdo do estado intermediério tetraédrico. A Gly*’, na Figura 2.4-a,

Lys
estabiliza a carga negativa do buraco oxi-anion do intermediario tetraédrico. Por ser um
estado instavel, a estrutura decompde, liberando o N-terminal da Thr', que em seguida é
protonada pela Asp™®® via Ser'®. Em sequéncia, a extremidade N-terminal da Thr*
polariza uma molécula de agua para que esta realize um ataque nucleofilico a Acil-
enzima. Assim, ocorre a liberacdo do propeptideo, Gly*, e a Thr' est4 pronta para
participar da catélise (Figura 2.4 —a). A catéalise inicia-se com o ataque nucleofilico pela
cadeia lateral da Thr' ao carbono da carbonila da ligacdo cindivel e é seguida pela
doagdo de um préton ao nitrogénio, da ligagdo peptidica, pela extremidade N-terminal
da Thr!. Assim, ocorre a quebra da ligacdo peptidica e a liberacdo do componente
amina. A Thr! desprotonada ativa uma molécula de agua para que ocorra a hidrélise da
Acil-enzima, gerando um composto de &cido carboxilico e liberando o sitio ativo do

proteassoma (Figura 2.4 —b) (Huber E. M. et al. 2016).
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Figura 2.3 - Posicionamento e rede de ligacdo de hidrogénio entre os residuos envolvidos no sitio
ativo do proteassoma 20S. A triade catalitica do proteassoma (Thrl, Lys33 e Aspl7/Glul7) é
estritamente conservada nas subunidades cataliticas. A Thrl realiza ligacdo de hidrogénio com a Lys33,
gue por sua vez interage com o Aspl7, além disso, faz ligacGes de hidrogénio com residuos de Serl129,
Aspl66, Serl69 e o residuo 168. Imagem adaptada (Huber E. M. et al., 2016).
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Figura 2.4 - Mecanismos de Autolise (a) e Catélise (b) do proteassoma 20S. A autdlise inicia-se com
a desprotonacdo da Thr* pela Lys* e a formacdo do estado intermediario tetraédrico. A Gly*’ estabiliza a
carga negativa do buraco oxi-anion do intermediario tetraédrico. O N-terminal da Thr' é liberado e, em
seguida, protonado pela Asp™® via Ser'”®. Uma molécula de agua realiza um ataque nucleofilico a Acil-
enzima. Assim, ocorre a liberacdo do propeptideo, Gly*, e a Thr' est4 pronta para participar da catalise.
Imagem adaptada (Huber E. M. et al. 2016).

A degradacdo de proteinas oxidadas e o controle de proteinas regulatérias séo

duas importantes fungdes em que o proteassoma se encontra envolvido. Sendo que, ao

considerar a importancia da degradagdo de proteinas para a manutencdo da homeostase
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celular, pode-se relacionar a funcionalidade do proteassoma em diversos processos
celulares como a apoptose, a transdugéo de sinal, transcricdo de genes, reparacdo de
DNA, respostas imunes e a progressao do ciclo celular por exemplo. Células que estéo
com uma alta atividade metabolica por estarem em répido e continuo processo de
divisdo celular, como as células tumorais, dependem da atividade do proteassoma para
regular a degradacdo de proteinas como reguladores de ciclo celular, moléculas de
sinalizacdo, fatores de transcricdo, supressores tumorais e proteinas anti-apoptose.
Quando a degradacéo destas proteinas € interrompida, observa-se uma desaceleracao na
progressdo do cancer, pois a inibicdo da atividade do proteassoma induz a apoptose nas
células cancerigenas. Indicando um potencial em aplicacGes clinicas para os inibidores
de proteassoma (Sadoul R et al. 1996; Drexler HC 1997; Lopes UG et al. 1997; Jana
NR et al 2001; Adams J. 2002; Jana NR et al. 2004; Adams J. 2004).

1.3 Inibidores de Proteassoma

Diversos compostos que inibem o proteassoma tém sido descritos, 0s quais
podem ser classificados como sintéticos ou naturais e serem relacionados conforme a
maneira em que se ligam aos sitios ativos, podendo ser reversivelmente ou
irreversivelmente (Adams J. 2003).

Os primeiros inibidores de proteassoma sintéticos desenvolvidos foram os
aldeidos peptideos, pois estudos anteriores ja indicavam o potencial uso destes
peptideos como inibidores, além de obtidos a partir de processo de sintese relativamente
simples (Wilk and Figueiredo-Pereira 1993; Vinitsky et al. 1994; Harding et al. 1995;
Igbal et al. 1995).

Aldeidos peptideos como os inibidores de leupeptina, inibidores de calpaina I e
I1, assim como compostos correlatos, como os inibidores sintéticos MG-132 e MG-115,
sdo frequentemente utilizados para inibir a atividade do proteassoma, tanto in vivo
guanto in vitro. A maioria destes compostos inibem primeiramente a atividade tipo
quimotripsina do proteassoma, mas em altas concentragdes sdo capazes de modificar a
atividade das trés subunidades cataliticas (Bogyo M.; Wang E. W. 2002).

Inibidores de proteassoma sintéticos reversiveis apresentam algumas limitacdes
como ampla especificidade e instabilidade em solugdo. Portanto, para superar estes
problemas, os compostos sintetizados devem ser suficientemente potentes para em baixa

dosagem, eliminando assim problemas como reatividade cruzada e outros efeitos

27



toxicos, como trombocitopenia, hiponatremia, hipocalemia, fadiga e mal-estar (Bogyo
M.; Wang E. W. 2002; Orlowski R.Z. 2002).

Outra importante classe de inibidores de proteassoma sintéticos sdo compostos
que inativam o nucledfilo catalitico, Thr*, por formagdo de um adutor covalente
irreversivel. Estes inibidores muitas vezes sdo chamados de substratos suicidas e sua
utilizacdo é limitada a estudos laboratoriais, por ndo terem utilizacdo clinica viavel
devido a inibicdo permanente do proteassoma (Bogyo M.; Wang E. W. 2002).

Com o desenvolvimento dos estudos a respeito da estrutura e topologia do
proteassoma, surgiu uma nova classe de inibidores, 0s quais séo sintetizados com base
nos mapas detalhados da cavidade interna do proteassoma. Assim pode-se gerar
inibidores com designs especificos para cada sitio ativo, ou até inibidores que abrangem
varios sitios concomitantemente. Estes inibidores sdo chamados de inibidores sintéticos
bivalentes (Bogyo M.; Wang E. W. 2002).

Algumas moléculas encontradas na natureza, também funcionam como
inibidores de proteassoma. Sendo que, muitas delas chegam a ser muito mais
especificas e potentes do que diversos inibidores sintéticos ja produzidos. Estes
inibidores naturais podem ser moléculas pequenas como a lactacistina e a epoxomicina,
ou macromoléculas proteicas, como moduladores do proteassoma, enddgenos, e
inibidores de proteinas, exdgenos (Bogyo M.; Wang E. W. 2002).

Em alguns estudos, inibidores de serinoproteases tém sido reportados com
potencial para inibir o proteassoma, que pode levar a alteracGes de processos vitais,
como ciclo celular, mitocondrial, 0 que os caracterizam como potencias moléculas que
podem atuar como agentes anti-carcinogénicos (Chen Y.W. et al. 2005; Souza L.C.. et
al. 2014; Mehdad A. et al. 2016). Inibidores da familia Bowman-Birk (BBI)
apresentaram efeitos de inibicdo mais potentes sobre o proteassoma do que alguns
inibidores comumente utilizados como ALLN e MG132. Especificamente, em células
de MCF-7 intactas, o BBI suprimiu mais a atividade tipo quimotripsina do proteassoma
do que o inibidor ALLN, além de demonstrar ser capaz de inibir as outras atividades
cataliticas do complexo, 25% para atividade tipo tripsina e apenas 10% para tipo
caspase (Chen Y.W. et al. 2005). Outro inibidor da mesma familia, o BTCI (do inglés
black-eyed-pea trypsin/chymotrypsin inhibitor), objeto de estudo da presente
dissertagdo, apresentou inibicdo similar ao MG132 para as atividades tipo caspase e
quimotripsina do proteassoma, mas em relacéo a atividade tipo tripsina, este inibidor foi

mais potente do que MG132. Além disso, ao ser utilizado a uma concentracdo de 20
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uM, o BTCI inibiu praticamente 100% das trés atividades cataliticas do proteassoma
(Souza L.C. et al. 2014), demonstrando que inibidores de serinoproteases também séo

funcionalmente ativos como inibidores de proteassoma.

1.4 Inibidores de Serinoproteases

Assim como j& mencionado, serinoproteases estdo envolvidas em diversos
processos fisioldgicos. O estudo de inibidores destas enzimas tem sido relacionado com
respostas imunoldgicas e acbes pro-inflamatédrias (Safavi F.; Rostami A. 2012).
Inibidores de serinoproteases podem ser responsaveis pela supressdo de citocinas
inflamatdrias, podem estar envolvidos na ativacdo e na regulacdo do sistema
complemento, podem apresentar efeitos supressores em doencas alérgicas inflamatorias
do sistema respiratério, podem demonstrar efeitos anti-inflamatérios e
imunoregulatérios e podem ter potencial terapéutico para doengas autoimunes
(Maryanoff et al. 2010; Karpuzoglu et al. 2011; Lewis 2012). Além do efeito anti-
inflamatdrio, recentemente foi verificado o potencial anti-HIV do BBI, que bloqueou a
entrada do virus em macréfagos (Ma TC et. al. 2018).

Sobre os principais efeitos farmacoldgicos dos inibidores da protease de planta
(Figura 3.1), estd a inducdo da apoptose em células de leucemia (A), os efeitos
anticancerigenos in vitro na iniciacdo (B), proliferacdo (C) e progressdo (D) de
diferentes tipos de cancer (cancer gastrico, colon, pulméo, ovério e préstata), os efeitos
anti-inflamatorios (E) e anti-coagulantes (F), a acdo contra doencas cardiovasculares
atuando contra a formacéo de placa em um vaso sanguineo(G), atividade antibacteriana
(H) e antifungica (I). Contudo, o potencial terapéutico mais estudado a respeito de
inibidores de serinoproteases, mais especificamente os da familia Bowman-Birk, esta
relacionado com o tratamento de diversos tipos de cancer e carcinomas (Kennedy 1994;
Srikanth and Chen 2016).
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Figura 3.1 — Esquema dos principais efeitos farmacoldgicos dos inibidores de protease extraidos de
plantas. Inducdo da apoptose de células de glébulos vermelhos saudaveis e leucemia células sanguineas
(A), efeitos anticancerigenos in vitro na iniciacdo (B), proliferacdo (C) e progressdo (D) de diferentes
tipos de cancer como cancer gastrico, colon, pulmao, ovario e prdstata, efeitos anti-inflamatérios (E) e
anti-coagulantes (F), a a¢do contra doencas cardiovasculares atuando contra a formacdo de placa em um
vaso sanguineo(G), atividade antibacteriana (H) e antiflngica (1). Imagem adaptada (Srikanth and Chen
2016).

Inibidores da familia Bowman-Birk (IBBF) sdo frequentemente encontrados em
sementes de espécies de leguminosas (Laskowik; Kato, 1980; Clemente et al. 2011;
Srikanth; Chen 2016) e foram primeiramente isolados e caracterizados em 1946 e 1963
pelos pesquisadores que nomearam a familia, Bowman e Birk. Os membros desta
familia sdo pequenas moléculas, com massa molecular entre 8 a 10 kDa, que inibem
principalmente a atividade da tripsina e da quimotripsina. A interacdo dos inibidores,
por ligacbes ndo-covalentes, leva a inativacdo da protease, sendo que os sitios reativos
dos inibidores adotam uma conformacgdo semelhante a do substrato proteico desta.
(Bode et al., 2000; Clemente et al., 2006).
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Geralmente, os IBBFs tém dois sitios reativos, um para quimotripsina e outro
para tripsina, que apresentam capacidade de atuarem independentes e simultaneamente,
devido a interacdo em regifes opostas na estrutura da enzima. Os dois subdominios de
ligacdo sdo compostos por grampos 3 em folhas B antiparalelas, que sdo estabilizadas
por 5 a 7 ligacOes dissulfeto que conferem uma maior estabilidade, rigidez e simetria a
molécula. Os Loops contendo os sitios reativos estdo presentes na superficie da
molécula, o que facilita 0 acesso ao sitio ativo da protease. Em IBBFs, é comum a
presenca de partes hidrofébicas expostas ao solvente, caracteristica que influencia na
associacdo entre eles, frequentemente formando dimeros, trimeros ou outros oligbmeros
mais complexos (Gennis, L.S.; Cantor C.R. 1976; Odani S.; lkenaka T. 1978; Terada, S.
et al. 1994; Voss, R. H. et al. 1996; de Freitas S. M. et al. 1997; Koepke, J. et al. 2000;
Silva et al. 2005; Barbosa J. A. R. G. et al 2007).

O Bowman-Birk Inhibitor (BBI) é o inibidor mais estudado dessa familia e é
obtido a partir de sementes de Glycine max, a soja. Ele é uma proteina pequena com 71
aminoéacidos e massa molecular equivalente a 8 kDa. Apresenta atividade inibitoria para
tripsina e quimotripsina e uma alta estabilidade em diferentes pHs e temperaturas (Birk
1985).

Assim como a soja, outras espécies de leguminosas também ja foram utilizadas
para a extracdo e purificacdo de diferentes IBBFs, por exemplo, a lentilha (Lens
culinaris), o feijdo (Phaseolus vulgaris), a ervilha (Pisum sativum) e o feijao-de-corda
(Vigna unguiculata) (Ventura M. M. and Xavier-Filho J. 1966; Xavier-Filho J. and
Ventura M. M. 1988; Clemente et al. 2011; Srikanth and Chen 2016).

1.5 O inibidor Black-eyed-pea Trypsin and Chymotrypsin Inhibitor (BTCI)

O BTCI é um inibidor pertencente a familia Bowman-Birk, obtido a partir de
sementes de Vigna unguiculata. O BTCI é uma proteina globular estavel, com massa
molecular de 9.1 kDa, contendo 83 residuos de aminoacidos, sendo 14 de cisteina que
formam sete ligacdes dissulfeto (Morhy L. and Ventura MM. 1987; Xavier-Filho and
Ventura M. M. 1988; de Freitas S. M. et al. 1997; da Silva L. P. et al. 2001; Barbosa
JAR.G. et al. 2007). A atividade inibitéria do BTCI praticamente ndo varia com
mudancas de pH e temperatura (da Silva L. P. et al. 2001). A atividade inibitoria de
96% do BTCI foi mantida apds um aquecimento a 95 °C por 60 minutos, e com
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variacbes de pH entre 3 a 11, o que demonstrou a alta estabilidade estrutural da
molécula.

O BTCI apresenta potencial diverso com aplicagcbes em areas de saude e com
aplicacdes biotecnoldgicas na agricultura. Em 2003 (Franco et al.) demonstrou-se o
potencial do BTCI para o controle de pragas, como a do bicudo-do-algodoeiro
(Anthonomus grandis). As larvas deste inseto apresentaram alteragcdes na morfologia do
tecido intestinal e uma reducdo de aproximadamente 46% do peso apds serem
submetidos a ingestdo do BTCI. J& os insetos adultos, apresentaram uma taxa de
mortalidade de 62% na concentra¢do de 100 uM de BTCI administrado (Franco et al.
2003).

O potencial biotecnolégico do BTCI em éareas da saude foi demonstrado em
ensaios in vitro e in vivo, tendo como foco os efeitos natriuréticos, cardiovasculares e,
principalmente efeitos anticarcinogénicos. O BTCI apresentou efeitos na regulacéo da
homeostase de fluidos e eletrolitos devido seu papel potencializador do efeito
natriurético da guanilina, aumentando o fluxo urinario e a excrecdo de Na* (Carvalho et
al. 2008). O BTCI também potencializa a acdo hipotensora de bradicinina, atuando
como molécula carreadora e moduladora de bradicinina (Alvares A. C. M. et al. 2014).
Além disso, o BTCI apresentou efeitos anticarcinogénicos em células de céncer de
mama. O tratamento de células MCF-7 com este inibidor a uma concentracdo de 200
uM por 72 horas induziu uma reducdo significativa da viabilidade e da proliferagdo
celular, bloqueando as células nas fases S e G2/M. Modificacbes morfologicas como
fragmentacdo da membrana plasmatica, presenca de vesiculas com membrana dupla,
aumento do tamanho dos lisossomos, alteragdes no nucleo e o inchago das mitocondrias
foram observados, além de detectar o aumento do numero de células anexina V', a
acidificacdo do citoplasma, reducdo do potencial de membrana e a fragmentacdo do
material genético. Estes resultados demonstram o efeito citotoxico do BTCI que induz a
morte celular programada associada com a permeabilizagdo da membrana lisossomal
nas células de linhagem proliferativa, indicando seu potencial terapéutico contra o
cancer (Joanitti et al. 2010; Mehadad A. et al. 2016). Apesar dos mecanismos pelos
quais o BTCI atua nos processos acima referenciados ndo estarem ainda completamente
elucidados, a atividade inibitoria contra as proteases tripsina e quimotripsina deve ser o
principal fator responsavel por sua agdo em amplo espectro.

Assim como o BBI, o BTCI apresenta dois sitios reativos distintos e

independentes para tripsina e quimotripsina, sendo Lys? e Phe os respectivos residuos
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P1 (Voss, R. H. U. et al 1996; Koepke, J. U., et al 2000; Barbosa J. A. R. G. et al.
2007). A interacdo das serinoproteases, tripsina e quimotripsina, com este inibidor
ocorre por processos endotérmicos, espontaneos e entropicamente favoraveis, com
constantes de ligacdo respectivas a 10° M™ e 10’ M, segundo Fachetti H. C. S. et al.
(1984) e de Freitas S. M. et al. (1999). Em Brand G. D. et al. (2017), a formacdo do
complexo do BTCI com a a-quimotripsina também é entropicamente favoravel, mas,
diferente dos resultados previamente descritos, apresentou uma interacdo exotérmica.
Os resultados para as constantes de ligacdo para tripsina e quimotripsina com este
inibidor sdo 10 M™* e 10'° M (Brand G. D. et al. 2017). E os complexos binarios e
ternarios formados apresentam maior estabilidade em pH 7,0 (Ventura M.M. et al.
1975), embora ndo haja diferencas significativas na estrutura tridimensional do

complexo ternario entre pHs neutro e acido (Esteves et. al. 2010).

O BTCI possui residuos aromaticos que contribuem para a formacéao
oligomérica, pois ficam expostos ao solvente (Ventura et al. 1984). Foram identificados,
por espalhamento de luz e por microscopia de forca atbmica, diferentes estados
multiméricos do BTCI, em equilibrio entre mondémeros, dimeros, trimeros e hexameros
(Ventura et al. 1981; Silva et al. 2005).

A estrutura do BTCI consiste em dois subdominios, com aproximadamente 30
residuos de aminoacidos cada, € uma regido entre os subdominios. Os subdominios
possuem 3 fitas-p, formando folhas-f antiparalelas. Um loop conservado associado a
duas destas fitas-B formam o sitio reativo. Sendo, o sitio reativo para tripsina, o loop
entre as fitas 1 e 2 contendo o residuo reativo de Lys*® e, o sitio reativo para
quimotripsina, o loop entre as fitas 4 e 5 contendo o residuo reativo de Phe>® (Figura
4.1) (Barbosa J.A.R.G. et al. 2007).

Na regido entre os subdominios, 0 BTCI possui um conjunto de aminoacidos
carregados que ficam enterrados na estrutura (Asp®®, Arg® e His*®), sendo que a Asp®™,
tambem pertencente a esse conjunto de aminoacidos, realizando ligag6es de hidrogénio
mediadas por moléculas de &gua (Barbosa J.A.R.G. et al. 2007). O BTCI tém trés
aminoécidos arométicos posicionados numa geometria ortogonal (His*®, Phe®” e Tyr®) e
esta caracteristica associada com a rede de ligagdes de hidrogénio e as 7 ligacdes
dissulfeto tém sido utilizadas para justificar a alta estabilidade conferida aos IBBFs
(Barbosa J.A.R.G. et al. 2007; Burley S. K.; Petsko. G. A. 1985; Catalano, M., L. et al.
2003) (Figura 4.1).
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Figura 4.1 — Estrutura tridimensional do BTCI. Os residuos reativos e aminoacidos da regido entre os
subdominios estdo indicados com suas respectivas cadeias laterais.. O sitio reativo para inibicdo da
tripsina contém o residuo Lys26 e o sitio para inibi¢do da quimotripsina contém o residuo Phe53. Imagem
adaptada (Barbosa J.A.R.G. et al. 2007).

Em Esteves G.F. (2010) verificou-se que os complexos binérios e ternarios entre
BTCI, tripsina e quimotripsina favoreceram a estabilizagéo das estruturas, aumentando a
temperatura de transicdo dos complexos durante o desdobramento das proteinas. Além
disso, observou-se modificacdes estruturais localizadas nas enzimas e na interface
proteica durante a formacdo dos complexos. O complexo ternario contém uma molécula
de quimotripsina, outra de tripsina e do BTCI e isto é confirmado pela densidade
eletrbnica corresponder a sequencia das duas proteases e ndo de duas copias da mesma,
além de nenhum choque estereoquimico ser encontrado entre as enzimas.

Na estrutura representada na Figura 4.2, pode-se observar o residuo reativo Lys*®
, entre as fitas 1 e 2, interagindo com uma molécula de tripsina (magenta) e o residuo
Phe™ | entre as fitas 4 e 5, com a molécula de quimotripsina (azul). A distancia entre os
atomos de carbono da cadeia principal dos residuos P1 dos dois sitios reativos
apresentou distancia semelhante no complexo ternario (32,86 A) e binario (32,59 A)
(Esteves et. al. 2010).
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Figura 4.2 — Complexo ternario do BTCI com Tripsina e Quimotripsina. O residuo reativo Lys26
interage com uma molécula de tripsina (cor magenta) e o residuo Phe53 com a molécula de quimotripsina
(cor azul). A distancia entre os atomos de carbono da cadeia principal dos residuos P1 dos dois sitios
reativos apresentou uma distancia de 32,86 A. Imagem adaptada (Esteves et. al. 2010).

1.6 BTCI e proteassoma 20S

Devido aos efeitos anticarcinogénicos do BTCI e a relacdo de inibidores naturais de
proteassoma 20S com os efeitos citotdxicos as células de cancer, Souza L.C. et al.
(2014) relatou os efeitos deste inibidor com o proteassoma 20S, purificado de eritrocitos
de cavalo, e realizou experimentos de imunocolocalizagdo de BTCI e proteassoma em
ceélulas de mama MCF-7.

A imunocolocalizacdo de BTCI e o proteassoma em células de cancer de mama
MCF-7 mostrou que as duas moléculas co-localizam no citoplasma e no nicleo ap6s
duas horas de incubagdo, mostrando a permeabilidade celular ao BTCI (Souza L.C. et
al. 2014).

Em analises por DLS do complexo BTCI-proteassoma, demonstrou-se a influéncia
da presenca do inibidor na estrutura do proteassoma, indicando uma mudanca

conformacional que levou o aumento do didmetro hidrodindmico do complexo de 21,8
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nm a 22,7 nm. O complexo também foi caracterizado termicamente estavel a pH 7,5 e
até 55 °C. Sendo que a 60 °C ocorreu a dissociacdo do complexo, levando a agregacédo
(Souza L.C. et al. 2014).

Em ensaios de atividade proteolitica, o BTCI inibiu a acdo do proteassoma tipo
quimotripsina, tipo tripsina e tipo caspase, com 0s respectivos valores de constantes de
inibicdo de 7,0x107 M, 1,0x107 M e 14,0x107 M. O BTCI apresentou uma inibic&o
mais potente para atividade tipo tripsina do que o inibidor de proteassoma classicamente
utilizado, MG132. Além disso, o BTCI foi o primeiro inibidor de sua familia a inibir as
trés atividades proteoliticas do proteassoma. Supde-se que a inibicdo da atividade tipo
caspase seja devido a um impedimento estérico (Souza L.C. et al. 2014).

O BTCI, como inibidor de proteassoma, influencia na via de degradacdo de
proteinas ubiquitina-proteassoma (Mehdad A. et al. 2016). Assim, encontra-se
associado a efeitos citotoxicos, citostaticos e a interferéncia na progressao do ciclo
celular em células de cancer de mama, como fragmentacdo de DNA, permeabilizacéo da
membrana lisossomal e apoptose. (Joanitti et al, 2010; Mehdad A. et al. 2016). Em
Mehdad et al. (2016) demonstrou um rapido aumento de ROS e a perda do potencial de
membrana da mitocondria induzido pelo BTCI, provavelmente devido a inibicdo do
proteassoma por essa molécula. Isto pode justificar a inducdo da morte celular
programada na presenca do inibidor devido a provavel influéncia da disfuncdo do
proteassoma e a geracdo de ROS sobre a regulacdo génica associada ao crescimento

celular, diferenciacéo e a apoptose (Mehdad A. et al. 2016).
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1. Justificativa

Um dos objetivos nas pesquisas relacionadas a cancer é a busca de novas moléculas
que impedem o desenvolvimento da doenca e que apresentam efeitos colaterais
diminuidos ou com uma menor gravidade para os pacientes. Uma alimentacdo baseada
em leguminosas, plantas que possuem inibidores de protease, tem sido relacionada com
a baixa incidéncia de cancer em certas popula¢cdes humanas. Isto atribui aos inibidores
de protease o efeito de reduzirem o indice do desenvolvimento de cancer nesses
individuos (Messina M.; Barnes S. 1991; Kennedy AR. 1993; Messina MJ et al. 1994).

Tendo isto como principio, aumentaram-se 0 nimero pesquisas sobre a relagdao de
inibidores de protease e o cancer. Estes estudos tém sido atribuidos a capacidade dos
inibidores de protease de interferir na clivagem de proteinas, principal atividade do
proteassoma que estd relacionada ao desenvolvimento de neoplasias (Kennedy AR.
1998; Deryugina et al. 2002; , Zucker et al. 2003). Mais estudos sobre a via de indugao
da morte celular de células cancerigenas pela utilizacédo de inibidores de protease foram
desenvolvidos e estabeleceu-se estes inibidores como agentes anticancerigenos em
varios tipos de cancer como o hepético, colorretal, oral, mamario, prostatico, esofagico,
do trato gastrointestinal, do coldn, leucemia de células Jurkat e leucoplasia oral
(Messadi D. V. et al. 1986; Clair W.H.S.. et al. 1990; Billings P. C. et al. 1990; Von
Holf E. et al. 1991; Kennedy A. R. et al. 1993; An W.G. et al. 2000; Armstrong W. B.
et al. 2000; Armstrong W. B.; Jensen J. et al. 2000; Malkowicz S. B.et al. 2001; Chen
Y. W., et al. 2005; Clemente A. et al. 2010; Joanitti G. A. et al. 2010; Armstrong W. B.
et al. 2013; Mehdad A. et al. 2016).

Existem cerca de 20 familias de inibidores de protease naturais, (Laskowski M.;
Qasim M.A. 2000; De Leo F. et al. 2002) sendo a familia do Bowman-Birk Inhibitor
(BBI) uma das mais estudadas. O BBI, principal inibidor desta familia, é obtido a partir
da purificacdo de sementes de soja e apresenta atividade inibitoria sobre a quimotripsina
e a tripsina, atuando na prevencéo e supressdo de cancer em diferentes orgaos e tecidos
in vitro e in vivo, como exemplo célon, figado, pulmé&o, esdfago, epitélio oral, ovério,
préstata, células hematopoiéticas, e do tecido conjuntivo (Kennedy AR. 1998; Kennedy
AR.; Wan X. S. 2002; Chen Y. W., et al. 2005; Saito H. et al. 2007). O extrato de soja
enriquecido em BBI, denominado concentrado de BBI (BBIC), esta sendo testado como
nova droga pela US Food and Drug Administration (FDA) e esta na fase clinica 11/11B
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para ser utilizado na prevencao de leucoplasia oral, na fase clinica I para prevencéo de
hiperplasia prostatica e em ensaios clinicos randomizados, duplo-cego e controlado por
placebo para estudos de colites ulcerativas (Armstrong et al., 2000; Armstrong;
Meyskens et al. 2000; Malkowicz et al. 2001; Lichtenstein GR et al. 2008; Meyskens et
al. 2010). Outro membro desta familia é o BTCI, que apresenta também atividade
inibitdria a tripsina e quimotripsina e é extraido do feijdo de corda (Vigna unguiculata)
(Ventura M.M., Xavier-Filho J., 1966). O BTCI é capaz de induzir efeitos citostaticos e
citotoxicos significativos em células de cancer de mama, afetando a viabilidade e
proliferacdo de células cancerigenas, MCF-7, sem afetar células normais da mama,

reduzindo os efeitos colaterais (Joanitti G. A. et al. 2010).

Sabendo que o proteassoma 20S apresenta atividades cataliticas semelhantes a
tripsina, quimotripsina e caspase, e que, ao ser inibido, ocorre a indugdo da apoptose em
células cancerigenas, foram testados os efeitos de inibicdo do BTCI ao proteassoma,
para relacionar a inibicdo do proteassoma pelo BTCI com os efeitos citotdxicos deste
em células de cancer de mama (Joanitti G. A. et al. 2010; Souza L.C. et al. 2014). Em
Mehdad A. et al. (2016), demonstrou-se que a citotoxicidade do BTCI a células de
cancer deve-se, diretamente, a inibicdo do proteassoma 20S e, indiretamente, a geracao

de moléculas intermediarias responsaveis pelo estresse oxidativo.

O BTCI, diferentemente de outros BBIs, inibiu as trés atividades cataliticas do
proteassoma, demonstrando o seu grande potencial como alternativa para os tratamentos
de cancer (Souza L.C. et al. 2014). Mais estudos sobre a interacdo do BTCI com o
proteassoma necessitam ser realizados para que o BTCI possa vir a ser utilizado em
terapias contra o cancer. Portanto, no presente trabalho, foi priorizado o estudo fisico-
quimico, termodinamico e estrutual do proteassoma e do complexo proteassoma com 0
BTCI, visando contribuir para compreensdo da relacdo estrutura e funcdo destas

moléculas asssociadas aos processos antitumorais.
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Objetivos

1) Objetivo geral

Caracterizar e analisar os aspectos fisico-quimicos, termodindmicos e estruturais
do complexo BTCI-proteassoma 20S, visando contribuir para a compreensdo da

relacdo estrutura e funcdo destas moléculas associadas aos processos antitumorais.

2) Obijetivos especificos

a) Expressar e purificar o proteassoma 20S em linhagem RJD1144 de
Saccharomyces cerevisiae.

b) Purificar o BTCI a partir do extrato bruto de sementes de V. unguiculata.

c) Analisar a atividade proteolitica do proteassoma 20S na presenc¢a do inibidor
(BTCI) por fluorescéncia.

d) Realizar e analisar ensaios de caracterizacdo fisico-quimica, termodinamica e
estrutural do complexo do proteassoma 20S com o BTCI por fluorescéncia,

calorimetria e ultracentrifugacéo analitica.
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1. Materiais e Métodos

1.1 Extracéo e purificacdo do BTCI

I11.1.1 Preparacdo do extrato bruto de sementes de feijdo-de-corda.

O BTCI foi purificado a partir do extrato bruto de sementes de feijdo-de-corda
(Vigna unguiculata- variedade Seridd). As sementes foram obtidas do banco de
sementes mantido pelo Departamento de Biogquimica da Universidade de Fortaleza e
estdo sendo cultivadas na Estacdo de Biologia Experimental da Universidade de
Brasilia. Apos trés meses do plantio, as vagens maduras foram colhidas e os gréos
selecionados manualmente e estocados a 4 °C até a producdo do extrato bruto.

O extrato bruto foi obtido segundo a metodologia descrita por Ventura e Xavier-
Filho (1966). As sementes de V. unguiculata coletadas foram trituradas e, a partir de
500 g destas, iniciou-se 0 processo de extracao. Primeiramente, as 500 g de sementes de
V. unguiculata trituradas foram dissolvidas em 2 litros de dgua destilada na presenca de
inibidor de protease sintético, fldor fenilmetilsulfonil (PMSF), 1x10™ M. Esta suspensdo
foi mantida sob agitacdo constante a 4 °C por 12 horas e, ap6s este periodo, foi
homogeneizada em liquidificador, filtrada em fralda de tecido de algodao e centrifugada
a 8.000 g por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi submetido a precipitacdo com
acido tricloroacético (TCA) 2,5% e mantido a 4 °C sob agitacdo por 1 hora. A
suspensdo foi filtrada e submetida a precipitacdo com sulfato de amdnio, na forma
solida, a 50%. Essa mistura foi mantida & agitagdo constante por 1 hora e depois foi
centrifugada a 8.000 g por 40 minutos a 4 °C. O precipitado foi ressuspenso em agua

destilada, dialisado por 12 horas e armazenado a -20 °C até o uso.

I11.1.2 Purificacdo do BTCI

O BTCI foi purificado, a partir do extrato bruto de sementes de V. unguiculata, por
cromatografia de troca iénica em uma coluna de DEAE-Celulose (3,5 x 23 cm). A
ativacdo prévia da coluna foi realizada por lavagens sucessivas de 150 mL de HCL 0,2
M, 500 mL de &gua destilada, 150 mL de NaOH 0,2 M, 500 mL de agua destilada, 50
mL de tampéo fosfato 100 mM (10X), pH 7,3 e 500 mL de tampé&o fosfato 10 mM (1X),
pH 7,3. Antes de passar o extrato bruto pela coluna, o pH do sobrenadante foi

equilibrado com o tampéo fosfato para uma concentragédo final de 10 mM. A amostra foi
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aplicada na coluna, lavada com 700 mL do mesmo tampédo (1X) e submetida a um
gradiente linear de 0 a 800 mM de NaCl, para um volume de gradiente total de 800 mL,
em um fluxo aproximado de 3,0 mL/min. Os primeiros 150 mL a partir do inicio do
gradiente foram descartados e a partir dai a coluna de DEAE-Celulose foi acoplada ao
sistema AKTA prime (GE Healthcare, EUA) para monitoramento da eluicdo das
proteinas, mediante leituras da absorbéancia a 280 nm. Como o gradiente ndo é
realizado pelas bombas do préprio sistema AKTA, o gradiente foi monitorado pelo
aumento da condutividade proporcionado pelo aumento gradual da concentracao de sal.
As fragdes que correspondem ao pico de eluicdo de BTCI foram dialisadas com agua

destilada por 12 horas e liofilizadas. .

1.2 Analise da pureza do BTCI por espectrometria de massa - MALDI-
TOF

Os componentes moleculares obtidos das purificacbes do BTCI foram analisados,
em colaboracdo com o professor Marcelo Ramada na Universidade Catdlica de Brasilia,
utilizando-se um espectrémetro de massa MALDI-TOF/TOF UltraFlex 111 sob controle
do programa computacional Flex Control 3.3 (BrukerDaltonics, Alemanha), para
verificagdo de sua pureza por meio da identificagdo da massa molecular. A amostra do
BTCI liofilizado foi dissolvida em agua ultrapura (10-20 pL). Apés isto, em um
parafilme, 1,0 uL. da amostra analisada foi misturado com 3 pL de uma solugdo de
matriz saturada de acido a-Cyano-4-hidroxicinamico contendo 5 mg de acido a-Cyano-4-
hidroxicinamico, 200 pL de agua ultrapura, 250 uL de acetonitrila e 50 pL de acido
trifluoroacético). Ao ser realizada a mistura, 1 pl desta foi depositado sobre uma placa
de MTP AnchorChip 600/384 e em temperatura ambiente, e esperou-se a secagem
completa das amostras para que as analises por meio da espectrometria de massa fossem
realizadas.

Os espectros foram adquiridos a partir de 200 disparos de laser tipo SmartBeam a
frequéncia de 100 Hz em modo linear. Para as analises foi realizada a calibragdo externa
com uma mistura padrdo de proteinas em uma faixa m/z 4000 a 20000, sendo que a
faixa molecular do calibrante foi escolhida devido a massa do BTCI, aproximadamente
9100 Da.
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1.3 Determinacéo da concentracéo do BTCI

A determinacdo da  concentragdo do BTCI  foi  realizada

espectrofotometricamente de acordo com a seguinte equacao:

A x 10
C(M) = (M’L> + 9200

Azsonml%

Sendo A280nm1% a absorbancia do BTCI a 1% no comprimento de onda de 280 nm:
Azsonml% = 8,23

1.4 Eletroforese em géis de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes e
nao desnaturantes

.41 Eletroforese em condicdes desnaturantes

A confirmacéo da expressao e purificacdo do proteassoma 20S e do BTCI foram
feitas a partir de ensaios de eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE). O gel separador foi preparado com poliacrilamida 15% m/v, de
acordo com Laemmli (1970), (sendo acrilamida 14,5% e bisacrilamida 0,5%), tris-HCI
250 mM pH 8,8, SDS 0,3% ml/v, persulfato de amonia (PSA) 0,1% e 3 ul
tetrametiletilenodiamina (TEMED). O gel concentrador foi preparado com
poliacrilamida 5% m/v (sendo acrilamida 4,85% e bisacrilamida 0,15%), tris-HCI 140

mM pH 6,8, SDS 0,3% m/v, PSA 0,1% m/v e 3 ul TEMED.

As amostras de proteassoma 20S analisadas por SDS-PAGE consistiram de
aliquotas de 50 ul a 100 pl das fracBes resultantes da purificacdo, precipitadas com
volumeis iguais de uma solucéo de acetona:metanol (1:1), incubadas a -20 °C durante 1
h e centrifugadas a 14 000 g por 20 min. Estas foram ressuspensas em 25 pl de tampdao
de amostra Laemmli (SDS 2% m/v, B-mercaptoetanol 2 mM, azul de bromofenol 0,01%
m/v, glicerol 40% e tris-HCI 40 mM pH 6,8) e aquecidas a 95 °C por 10 min.

O procedimento de eletroforese foi executado utilizando uma fonte de
eletroforese EPS301 (Amersham Pharmacia Biotech, Suica) e tampdo de corrida
contendo Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1% m/v e pH~8,3, conforme
Laemmli (1970). A corrente para cada gel e tensdo aplicadas foram limitadas a 35 mA e

220 V, respectivamente. Para os geis em que foram aplicadas apenas as amostras de
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BTCI, a coloracdo foi em Coomassie brilliant blue R-250 0,1% m/v, metanol 50% v/v e
acido acético 10% v/v) e descorados em acido acético 20% v/v, para 0s géis com
amostras de proteassoma 20S foi realizado coloracdo por nitrato de prata (Oakley,
Kirsch e Morris 1980).

111.4.2 Eletroforese em condicdes ndo desnaturantes

O gel separador foi preparado com poliacrilamida 5% m/v (sendo acrilamida
4,85% e bisacrilamida 0,15%), Tris-HCI 250 mM pH 8,8, persulfato de amdnia (PSA)
0,1% e 3 pl tetrametiletilenodiamina (TEMED). O gel concentrador foi preparado com
poliacrilamida 5% m/v (sendo acrilamida 4,85% e bisacrilamida 0,15%), Tris-HCI 140
mM pH 6,8, SDS 0,3% m/v, PSA 0,1% m/v ¢ 3 ul TEMED. O procedimento de
eletroforese foi executado utilizando uma fonte de eletroforese EPS301 (Amersham
Pharmacia Biotech, Suica) e a corrente para cada gel e tensdo aplicadas foram limitadas

a 35 mA e 220 V, respectivamente. A coloracéo realizada foi por nitrato de prata.

1.5 Expresséo e purificacdo do proteasoma 20S

11.5.1 Expressdo: curva de crescimento e cultura celular.

Para a expresséo do proteassoma 20S, foi utilizada a linhagem RJD1144 (MATa
his3 200 leu2-3,112, lys2-801 trpl_63 ura3-52 PRE1 ™ :: YiIplac211 URA3) de
Saccharomyces cerevisiae que nos foi gentilmente cedida pela Dra. Marilene Demasi do
Laboratério de Bioquimica e Biofisica, Instituto Butantan, S&o Paulo, Brasil. Esta
linhagem possui uma cauda de polihistidina e a sequéncia do peptideo Flag (Asp-Tyr-
Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys) fusionadas a subunidade B4 do proteassoma. As leveduras
cresceram em meio rico padrdo YPD, contendo dextrose 4% (1% de extrato de
levedura, 2% de peptona e 4% de dextrose) e foram coletadas apés 60 horas de
incubacdo a 30 °C sob agitacdo. As células, para a curva de crescimento celular,
cresceram até chegarem a absorbancia a 600 nm (DO gonm) igual a 0,1. A partir disso,
as medicgdes de absorbancia foram feitas nos intervalos: 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 24, 36,
48 e 60 horas. Com os dados obtidos, construiu-se um grafico para a analise da curva de
crescimento celular. O contetdo de proteinas totais das células a diferentes tempos de
crescimento foram analisados por gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE a
15%) para quantificar a expressao das subunidades de proteassoma e determinar o

tempo Otimo para a expressao.
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11.5.2 Purificacdo do proteassoma 20S de levedura.

As células coletadas apds 60 horas de incubacdo a 30 °C, foram ressuspendidas em
tampé&o Tris-HCI (50 mM pH 7,5, 5 mM de MgCI2 e KCI 20 mM) contendo NaCl 500
mM e imidazol 20 mM. As células foram rompidas por sonicacdo, repousando a cada 6
min sobre o gelo, por um tempo total de 24 min. Em seguida o extrato celular foi obtido
por centrifugacdo a 11.100 g por 15 minutos a 4 °C. A purificacdo do proteassoma
contido no extrato protéico foi realizada utilizando colunas de afinidade a niquel
HisTrap™ HP (GE Healthcare, EUA), de acordo com o manual do fabricante, a um
fluxo de 1 mL/min. A eluicdo do proteassoma foi realizada em gradiente linear de
imidazol de 20 mM até 400 mM no sistema AKTA prime (GE Healthcare, EUA). Uma
segunda etapa de purificacdo utilizando uma coluna de troca anidénica Mono Q 4.6/100
PE (GE Healthcare, EUA) foi realizada no sistema AKTA pure (GE Healthcare, EUA)
a um fluxo de 2 mL/min. Nesta etapa o proteassoma foi eluido com um gradiente linear
de NaCl de 0 até 1 M. A pureza das amostras foi avaliada por gel de poliacrilamida
desnaturante (SDS-PAGE 15%) e nativo. Posteriormente, a determinacdo da atividade

proteolitica do proteassoma foi avaliada.

111.6 Determinacdo da concentracdo do proteassoma 20S

A concentragdo do proteassoma 20S foi determinada espectrofotometricamente,
com base no coeficiente de extincdo molar que foi determinado experimentalmente.
Para isso, foi construido um gréfico da correlagdo da absorbéncia a 280 nm pela
concentracdo da amostra, que foi determinada pelo método de quantificagdo de proteina,
Bradford (1976). Neste método utilizou-se albumina sérica bovina — BSA (Sigma-
Aldrich, Alemanha) como padrdo. A cada 1 ml de reagente de Quick Start Bradford 1x
reagente (Bio-Rad, EUA) adicionou-se 20 pl de amostra. O tempo de incubacéo foi de 5
min a temperatura ambiente, com leitura a 595 nm em cubetas de plastico de 1 cm de

caminho odptico.

1.7 Ensaio de atividade peptidasica do proteassoma 20S

A atividade catalitica tipo-quimotripsina do proteassoma em relacdo ao tempo foi
determinada utilizando-se do peptideo fluorogénico Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amino-4-
metilcoumarina (s-LLVY-MCA) como substrato. Aliquotas de proteassoma foram
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incubadas com 62,5 ug/ml do substrato fluorogénico em tampéo Tris-HCI 20 mM pH
7,5 com 500 mM de NaCl por 60 minutos a 25 °C e a emissdo de fluorescéncia foi
medida a cada 15 min a 480 nm (excitacdo a 380 ym) em um espectrofluorimetro
JASCO FP-6500 (Jasco Analytical Instruments, Japdo), acoplado a um sistema Peltier

JASCO ETC-273T (Jasco Analytical Instruments, Japdo) com circulacdo de agua.

1.8 Ensaio de inibi¢do da atividade peptidase do proteassoma 20S

Nesse ensaio, a atividade enzimatica do proteassoma 20S foi medida em relacdo
atividade tipo-quimotripsina na presenga do BTCI em diferentes concentragdes. Para o
controle negativo, foram utilizados somente o substrato do proteassoma (62,5 pg/ml): s-
LLVY-MCA, dissolvido previamente em dimetilsulfoxido (DMSQO). O ensaio
correspondente a amostra “controle positivo” foi realizado com 2 pg/mL de
proteassoma e 62,5 pug/ml de substrato. Os testes de inibicdo do proteassoma foram
realizados da mesma maneira, mas com o BTCI nas concentracfes de 1,5 - 30 uM. A
reacao ocorreu por 60 minutos, com temperaturas variaveis, e foi interrompida com a
solucdo de parada (&cido acético 6%). As amostras foram lidas em um
espectrofluorimetro JASCO FP-6500 (Jasco Analytical Instruments, Japdo), acoplado a
um sistema Peltier JASCO ETC-273T (Jasco Analytical Instruments, Japdo) com
circulacdo de agua, no comprimento de onda de excitagdo de 380 nm e de emisséo de
480 nm para o substrato fluorogénico. Os ensaios foram realizados em triplicata.

O célculo das constantes de inibicdo (K;) do BTCI para a atividade tipo
quimotripsina do proteassoma 20S em cada temperatura foi realizado a partir das curvas
ajustadas utilizando o programa GRAFIT (versdo 3.0.1.0) e segundo a equacdo de
Morrison (1969).

VilVo = 1 — {E+ It + Ki — [(E¢ + It + Ki)? — 4 El]} 1 2,

Onde V; e V, sdo as velocidades na presenca e na auséncia do inibidor,
respectivamente; E; corresponde a concentracdo total de enzima e I; corresponde a

concentragéo total do Inibidor.

Os parametros termodindmicos foram calculados por meio da equacgdo de Van’t
Hoff:
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AH 1 AS
In(Ka) = ~ [ +

Pode-se estabelecer uma relacdo linear entre InK; e 1/T da qual a inclinacdo da reta
(@) pode ser usada para determinar o valor da variagdo de entalpia (AH) ¢ a intercepgdo
com o eixo y (b) pode ser utilizada para determinar o valor da variagdo de entropia
(AS). Assim, com as constantes de inibi¢do das diferentes temperaturas analisadas nos
ensaios de atividade catalitica do proteassoma 20S, pode-se construir um gréafico da
relacdo do logaritimo natural da constante de associacdo (Ka) pelo inverso da
temperatura (K). Considerando a equacdo da reta ajustada, os valores dos parametros
termodindmicos foram obtidos da seguinte maneira:

~AH AS
a= — e b= —
R

R
E baseando-se na relagdo de Gibbs-Helmholtz:
AG = AH —TAS
Obteve-se uma estimativa preliminar dos parametros termodindmicos e da constante
da interacdo entre proteassoma e BTCI, visando auxiliar na concepcdo das medidas

experimentais de calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC).
1.9 Determinacdo de parametros hidrodinamicos do BTCI e

proteasssoma 20S por ultracentrifugacdo analitica e espalhamento
dinamico de luz (ELD)

111.9.1 Ultracentrifugacdo analitica

Os experimentos de ultracentrifugacdo analitica por velocidade de sedimentagdo
(UCA-SV) foram realizados em uma ultracentrifuga analitica ProteomeLab XL-A/XL-I
(Beckman Coulter, EUA), equipada com um rotor de titdnio An-60 Ti de quatro
posicdes (Beckman, EUA). Ceélulas de aluminio padrdo com uma peca central de duplo

canal e janelas de quartzo foram utilizadas.

As analises de BTCI foram realizadas a 50 000 rpm a 20 °C e os dados de varredura
de absorbancia foram adquiridos a 280 mm com resolucdo radial de 20 um, em
intervalos de 5 minutos para cada leitura da amostra. As analises foram realizadas

usando a proteina purificada que foi ressuspendida em tampéao Tris-HCI 20 mM (pH
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7,5) com NaCl 500 mM. As concentracdes das amostras de BTCI foram 213,52 uM,
154,52 pM e 66,59 pM.

Para as amostras de proteassoma 20S, as andlises foram realizadas a 42 000 rpm a
20 °C e os dados de varredura de absorbancia foram adquiridos a 216 nm com resolucéo
radial de 20 um, em intervalos de 5 minutos para cada leitura da amostra, durante 48
horas. As analises foram realizadas usando a proteina resultante da etapa de purificacao
por cromatografia de troca aniénica em tampéo Tris-HCI 20 mM (pH 7,5) com NaCl
500 mM. As concentracfes das amostras do proteassoma foram 213,7 nM, 173,3 nM e
147,5 M.

Por final, as analises do complexo BTCI-proteassoma foram realizadas a 25 000
rpm a 20 °C e os dados de varredura de absorbancia foram adquiridos a 220 nm com
resolucéo radial de 20 um, em intervalos de 5 minutos para cada leitura da amostra,
durante 48 horas. As analises foram realizadas utilizando as proteinas resultantes das
analises de calorimetria, estando em tampéo Tris-HCI 20 mM (pH 7,5) com NaCl 500
mM. O complexo BTCI-proteassoma foi analisado a partir de amostras previamente

utilizadas nas anélises de calorimetria e concentradas.

O volume especifico parcial proteico (v), a densidade (p) e a viscosidade do tampao

(n) foram estimados por meio do software SEDENTERP (http://www.rasmb.bbri.org).

O software SEDFIT v14.7 foi utilizado considerando o modelo de analise de
distribuicdo continua do coeficiente de sedimentacéo [C ()] e as varreduras radiais
coletadas. Utilizando o modelo global de analise de espécies do software SEDPHAT,
calculou-se a distribuicdo de massa molecular e ¢ (5 das proteinas. Todas as variaveis
foram permitidas flutuar livremente durante o calculo dos parametros acima citados. Em
seguida, estes dados foram submetidos a analises estatisticas por regressao nao-linear de
Monte Carlo, com pelo menos 200 iteracbes e um nivel de confianca de 0,68. A
porcentagem de espécies moleculares foi obtida por meio da integracdo da gama de
coeficientes de sedimentacéo, dos picos identificados pelo software SEDFIT. Usando a
correcdo apropriada para a viscosidade e densidade da agua a 20 ° C (S 20, w), 0 C (s) foi
calculado e a distribuigéo c (s) foi convertida em c (S 9 w) usando o software SEDFIT e
SEDPHAT.

111.9.2 Espalhamento de Luz Dindmico (ELD)
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As medicdes de ELD foram feitas em um Zetasizer Nano Series Nano-ZS (Malvern
Instruments, Reino Unido) para determinacdo do tamanho de particula/moléculas a 20
°C. Um laser He-Ne com A = 633 nm foi usado para medic¢des, em angulo de 173°, com
deteccdo de retrodispersdo, usando a cubeta de plastico. Os experimentos foram
realizados com a proteina em tampao Tris-HCI 20 mM (pH 7,5) com NaCl 500 mM. As
amostras de proteassoma 20S purificadas foram centrifugadas a 10 000 g durante 15
min a 4 °C antes das medi¢Ges. O ELD foi utilizado para avaliar as populacbes das
proteinas em solucdo, verificando a polidispersividade, a massa molecular e diametros

hidrodinamicos.

111.10 Calorimetria (ITC)

Com o objetivo de analisar a interacdo do BTCI com o proteassoma 20S foram
realizadas duas analises de calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) a 25 °C e 30 °C
com diferentes parametros. Amostras do inibidor e proteassoma foram adicionadas ao
injetor e célula do microcalorimetro ITC, apds preparacdo em uma solucdo tampdao
(Tris-HCI 20 mM pH 7,5 com 500 mM de NaCl) para equilibrio do pH em ambas
solugbes. Estas amostras foram preparadas na mesma solucdo tampdo por uma
cromatografia de dessalinizagdo em uma coluna HiTrap de 5 mL, a um fluxo de 3
mL/min. As fracOes de eluicdo de 1 mL foram coletadas em um sistema de
cromatografia AKTAprimer (GE Healthcare, EUA).

A primeira analise foi realizada com amostras de BTCI 30 uM e proteassoma 20S
175 1M, a 25 °C. Vinte e nove injecdes de 10 pL do proteassoma a 0,5 ul/seg foram
feitas automaticamente, da seringa para a célula do microcalorimetro, com intervalos
regulares de 462 seg. A segunda analise foi realizada com amostras de BTCI 2 uM e
proteassoma 20S 40 nM, a 30 °C. Vinte e nove injec¢Ges de 10 uL do BTCI 0,5 plL/seg
foram feitas automaticamente, da seringa para a célula do microcalorimetro, com
intervalos regulares de 462 seg. O calor absorvido, resultante da interacdo entre as
proteinas, foi registrado. Os dados foram ajustados, considerando o calor de diluigéo do
tampado, e as curvas de titulagdo (isotérmas), usando o software ORIGIN v7 (OriginLab,
Northampton, EUA) fornecido com a MicroCal VP-ITC (GE Healthcare Corporation,
EUA). Os dados foram analisados para determinar a estequiometria de ligagdo, o
numero de moléculas envolvidas na ligacdo (N), a constante de afinidade da ligacao
(K), a entalpia de ligacdo (AH) entre outros parametros termodindmicos da reacao,

como as mudangas na entropia (AS) e na energia livre de Gibbs (AG).
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V. Resultados e Discussao

V.1 Purificacdo do BTCI

O BTCI foi purificado do extrato bruto de sementes de Vigna unguiculata, conforme
demonstrado no cromatograma obtido na purificacdo por cromatografia de troca idnica
(Figura 5.1). O gréafico representa o tempo em minutos das fracdes coletadas, a partir do
inicio da coleta no sistema AKTA prime (GE Healthcare, EUA), pela leitura da
absorbancia a 280 mm, conforme aumentava o valor da condutividade. O aumento
gradual da condutividade esta associado a presenca de um gradiente linear de NaCl. No
cromatograma pode-se visualizar a presenca de trés picos (1, 11, e I11), sendo que o BTCI

puro é encontrado a partir da descida do terceiro pico (96,1-120 min).
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Figura 5.1. Purificacdo do BTCI a partir do extrato bruto obtido de sementes de Vigna unguiculata.
A elui¢do dos picos I, Il e Il foi realizada com um gradiente linear de concentra¢cdo de NaCl
(condutividade linha pontilhada) de 0 a 800 mM de sal. Inserto: Andlise da purificacdo por SDS-PAGE
15%: 1- extrato bruto, 2 e 3- fracdes de proteinas ndo fixadas a coluna, 4 e 5- fracfes de proteinas da
lavagem da coluna, 6- fracfes de proteinas do inicio do gradiente, 7- fragdes de proteinas do pico I, 8-
fracOes de proteinas do pico I, 9- fragbes de proteinas do pico Ill.

A pureza do BTCI foi analisada em gel de poliacrilamida de SDS-PAGE 15% (Insert
Figura 5.1) e por espectrometria de massa (Figura 5.2). No Insert da Figura 5.1, esta

mostrado o perfil eletroforético de fragdes obtidas no processo de purificagdo do BTCI.
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A banda em aproximadamente 10 kDa, poc¢os 1, 6 a 9, corresponde ao BTCI e mostra
que o BTCI ficou ligado a resina sem saturé-la, ndo aparecendo nos pocos 2 a 5. Além
disso, outras proteinas ndo se ligaram a coluna de DEAE-Celulose e, consequentemente,
foram eluidas durante a passagem de extrato bruto na coluna e nos processos de
lavagens (pogos 2 a 5). Também pode-se observar que, do inicio até a metade do
gradiente de eluicdo, o BTCI é eluido com proteinas contaminantes a baixas
concentragdes de sal (pocos 6 a 8). Além disso, foi observado que as fragGes iniciais do
pico Il (85-96 min) possuem proteinas contaminantes além do BTCI, indicando ser
necessaria uma recromatografia destas fracbes. No poco 9, € observavel uma banda
majoritaria de 9 kDa, correspondente a estrutura monomérica do BTCI. Uma banda
minoritaria observada a 18 kDa poderia ser o dimero de BTCI, o qual tem sido descrito
por outros autores em amostras purificadas pelo mesmo procedimento (Freitas S. M. et
al. 1997; Silva L. P. et al. 2005). Na figura 5.2 pode-se observar o espectro de massa do
BTCI, onde os dois picos representam a massa do inibidor ionizado (9118.791) e a
massa do inibidor duplamente carregado (4563.893). Este padrdo comprova o alto grau

de pureza do inibidor, possibilitando a sua utilizacdo nos demais ensaios.
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Figura 5.2. Analise da pureza e da massa molecular do BTCI por espectrometria de massas
(MALDI-TOF). A massa do inibidor ionizado é 9118.791 Da e a massa do inibidor duplamente
carregado é 4563.893 Da.
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V.2 Expressao e purificacdo do proteassoma 20S

V.21 Curva de crescimento e cultura celular

Para analisar o tempo de expressdo 6tima em que séo alcancados os mais altos niveis
de expressdo das subunidades que compdem o proteassoma 20S, uma curva de
crescimento celular foi construida com as células da linhagem RJD1144. As células,
para a curva de crescimento celular, cresceram até chegarem a densidade 6ptica a 600
nm (DO eoonm) igual a 0,1. A partir disso, as medi¢es de absorbancia foram feitas nos
intervalos: 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 24, 36, 48 e 60 horas. Com os dados obtidos,
construiu-se um grafico de crescimento celular em relacdo ao tempo (Figura 6.1A).
Observou-se, que assim como em Leme J. M. M. (2016), a fase de crescimento
exponencial do numero de células (fase log), foi durante as primeiras 12 hrs e que ap6s
isto até o fim do experimento as células se encontraram na fase estacionaria de
crescimento. Para preparacdo das amostras, baseando-se na DO gooqm Mensurada para
curva de crescimento, as amostras foram diluidas para que ficassem na mesma
proporcdo de células antes de serem preparadas para a corrida de eletroforese. O
proteassoma 20S é mais expresso durante a fase estacionaria (Chen Q. et al. 2004),
assim, o tempo para a expressdo de proteassoma 20S, selecionado no presente trabalho,
foi de 60 horas.
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Figura 6.1. Curva de crescimento e perfil eletroforético da cultura celular. (A) O crescimento foi
acompanhado de duas em duas horas nas primeiras 14h e depois num intervalo de 12 em 12 h até
completar-se no tempo final de 60 h. Os dados referem-se & média com desvio padrdo de uma
triplicata. (B) As amostras coletadas e avaliadas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15% séo de 2,
4, 6, 8 e 60 h de crescimento, sendo respectivamente os nimeros dos pocos 2, 3, 4, 5 e 6. O pogo 1
refere-se ao padrdo de massa molecular. A chave indica a regido de bandas do proteassoma 20S a ser
observada (22-33 kDa).
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V.22 Purificacdo do proteassoma 20S

A purificacdo do proteassoma 20S por cromatografia de afinidade a niquel foi
realizada em colunas HisTrap HP no sistema de AKTA prime (GE Healthcare, EUA). A
cromatografia foi monitorada pela absorbancia a 280 nm (Ao nm ) € 0 pico de proteina
eluida foi verificado a partir de 68%, tendo seu valor maximo (Azgo ym = 387,63 mAu)
préximo a 70% do tampéo B (indicado pela seta). (Figura 7.1)

2000 — - — 100
[
A | [ i
! 1
! | - 80
__ 1500 Fo
I )
i 1 \O
p Q
£ S L 60 —
i 1 o
(5]
‘G 1000 - / ! ! o
c I | .-E
s o e E
o ! !
(7] ' | L
L 500 , ¢ !
] ]
L= ¢ ' I - 20
! |
E ! |
! I o
I I
!
0 T I T I T I T I T T I T I T I T I T T 0

I I
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
Fracdes (mL)

- - 1 2 3
116.0 kDa -
66.2kDa  W—_
- -
— -
_—
45.0kDa Wy - -
Bt
35.0 kDa ~ -
- P
oy
—
25.0kDa

l

Figura 7.1. Perfil cromatogréafico do proteassoma 20S purificado em coluna de afinidade a niquel.
A: eluicdo realizada com um gradiente continuo de concentracao de imidazol (porcentagem do tampédo B
na linha pontilhada) de 20 a 400 mM. B: Andlise da purificagdo por SDS-PAGE 12%: No primeiro pogo
estd 0 marcador de massa molecular. Nos pocos indicados pelos nimeros, 1- extrato celular de S.
cerevisiae, 2- fragdes de proteinas ndo fixadas a coluna e 3- fragBes de proteinas do pico indicado pela
seta.
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Figura 7.2 Segunda etapa de purificacdo do proteassoma 20S de levedura.(A) Perfil de cromatografia
de troca anibnica com concentracdo de sal inicial menor e (C) maior durante a injecdo da amostra. Linha
vermelha referente a condutividade, o que esta diretamente proporcional ao gradiente linear de Cloreto de
sodio, e linha preta referente a absorbancia a 280 mm. Setas vermelhas referentes a elui¢cdo do
proteassoma 20S e preta a eluicdo da proteina contaminante. (B) e (D) SDS-PAGE 12% de
poliacrilamida e (E) Gel Nativo. Em (B), poco 1: fracdo da elui¢do do proteassoma 20S; poco 2: fracdo
da eluicdo da proteina contaminante (indicada pela seta amarela); poco 3: fragdes que sairam da coluna
durante a lavagem prévia a eluicdo com o gradiente linear de sal; po¢o 4: fragcdes de proteinas nao fixadas
a coluna; pogo 5: aliquota da amostra injetada e pogo 6: marcador de massa molecular. Em (D), poco 1:
fracdo da eluicdo do proteassoma 20S; poco 2: a mesma fracdo do poco 1, porém submetida ao
procedimento de precipitagdo com acetona e metanol; pogo 3: fragfes de proteinas ndo fixadas a coluna
(proteina contaminante indicado pela seta verde) e pogco 4: marcador de massa molecular. Em (E), poco
1: fragdo da eluicdo da proteina contaminante; pocos 2, 3 e 4: fracBes de diferentes eluigdes do
proteassoma 20S e poco 5: marcador de massa molecular.
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A presenca de proteassoma foi posteriormente confirmada nas fracbes por gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 12% (B na Figura 7.1). Na figura 7.1 podem ser observadas
as diversas subunidades proteassomais, caracterizando o padrdo de bandas do
proteassoma 20S (22-33 kDa) (Tanaka et al. 1988). As amostras foram aplicadas ao gel
de poliacrilamida SDS-PAGE 12% na seguinte ordem: Poc¢o 1, extrato celular de S.
cerevisiae, em 2 - fragdes de proteinas ndo fixadas a coluna e em 3- fragdes de proteinas
do pico indicado pela seta.

Ao comparar o padrdo de bandas dos trés pocos pode-se verificar a presenca de
proteassoma 20S apenas nos pocos 1 e 3 e atestar que diversas outras proteinas ndo se
ligaram a coluna de HisTrap e, consequentemente, foram eluidas durante o processo de
lavagem com o tampdo A com imidazol 20 mM(etapa referente ao intervalo de 110 ml a
150 ml na Figura 7.1).

Uma segunda etapa de purificacdo foi realizada, uma cromatografia de troca anibnica
(Figura 7.2) em uma coluna Mono Q 4.6/100 PE - GE Healthcare, monitorada a 280
nm. Nesta etapa o proteassoma foi eluido com um gradiente linear de NaCl, tendo o
pico respectivo ao proteassoma eluido (indicado pelas setas vermelhas) préximo a 50%
do tampdo B (tampéao contendo NaCl a 1M). A amostra proveniente da purificacdo por
afinidade a niquel encontrava-se em tampdo com NaCl 500 mM e para realizar a
cromatografia de troca i6nica, esta amostra foi diluida de forma arbitraria, diminuindo
assim a concentracdo de sal. Foi observado que ao ser diluida em um volume maior
(Figura 7.2- A), mantendo a condutividade da amostra proxima a 18 mS/cm, o primeiro
pico do cromatograma (seta preta) apresenta uma absorbancia maior, porém, ao ser
observado no gel de poliacrilamida (Figura 7.2- B), ndo é equivalente ao perfil proteico
do proteassoma e, sim, de alguma outra proteina contaminante. Também é observado
que o pico equivalente ao proteassoma (seta vermelha) nesta situacdo apresentou uma
baixa absorbancia. Porém, quando a amostra injetada apresenta condutividade
semelhante a condutividade que o primeiro pico eldi (Figura 7.2- C), préximo a 25
mS/cm, a absorbancia equivalente ao pico do proteassoma (seta vermelha) aumenta
significativamente, enquanto que a absorbancia relativa ao pico da proteina
contaminante dimindi (seta preta), tornando o processo de purificacdo mais eficiente,
aumentando o rendimento.

Isto demonstra que esta modifica¢do no protocolo de purificacdo auxilia a diminuir a
competitividade das duas proteinas (o proteassoma e a proteina contaminante) pela

coluna Mono Q. Em Leme J. M. M. (2016) foi observada a competitividade da proteina
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Pncl (pyrazinamidase/nicotinamidase 1) com o proteassoma durante 0 processo de
purificacdo por afinidade a Niquel. Nestas condicGes, a Pncl apresenta ponto isoelétrico
e tamanho semelhante as subunidades do proteassoma, eluindo concomitantemente com
0 proteassoma. O problema na competicao de Pncl e proteassoma é que esta possui uma
maior afinidade a niquel do que o proteassoma (Leme J. M. M. 2016), reduzindo o
rendimento no processo de purificacdo do proteassoma. Pncl apresenta 26 kDa
(Ghishain M., Talla E. and Francois J. 2002), tamanho semelhante a banda proteica
eluida da proteina contaminante (Figura 7.2 —B, seta amarela).

Na Figura 7.2 — B, esta apresentado o perfil eletroforético do proteassoma 20S (22-
33 kDa). As amostras estdo na seguinte ordem: poco 1: fracdo da purificacdo indicada
pela seta vermelha (em A); pogo 2:, fracdo da purificagdo indicada pela seta preta (em
A); poco 3:, fracbes que sairam da coluna durante a lavagem prévia a eluicdo com o
gradiente linear de sal; poco 4:, fracGes de proteinas ndo fixadas a coluna; poco 5:,
aliquota da amostra injetada e pogo 6:, marcador de massa molecular.

Na Figura 7.2 — D, observa-se o perfil eletroforético do proteassoma 20S (22-33
kDa) na seguinte ordem: poc¢o 1: fracdo da purificacdo indicada pela seta vermelha (em
C); poco 2: a mesma fracdo do poco 1, porém submetida ao procedimento de
precipitacdo com acetona e metanol; poco 3: fragdes de proteinas ndo fixadas a coluna e
poc¢o 4: marcador de massa molecular.

Ao comparar o perfil proteico dos géis de poliacrilamida SDS-PAGE 12% (B) e (D),
observa-se que, 0 aumento da concentracdo de sal na amostra a ser injetada mantém a
condutividade da solugdo proxima a que a proteina contaminante é eluida, e, dessa
forma, esta praticamente nem interage com a coluna. Nas fracBes de proteinas nao
fixadas a coluna na primeira cromatografia (poco 4 da Figura 7.2 — B), ndo é observado
banda de proteina proximo a 26 kDa, significando que a proteina contaminante interagiu
com a coluna. J& na segunda cromatografia, nas fracdes de proteinas ndo fixadas a
coluna (pogo 3 da Figura 7.2 — D), observa-se uma banda proteica equivalente a 26 kDa
(seta verde), indicando que a interacdo da proteina contaminante com a coluna foi
afetada pelo aumento da condutividade inicial da amostra.

Este resultado sugere que as proteinas contaminantes provavelmente competem com
0 proteassoma na unido com a matriz e contribuem para sua saturacdo. Desta forma, a
modificagdo feita no procedimento cromatografico de purificacdo, reduz a

competitividade do proteassoma e as proteinas contaminantes pela coluna Mono Q, e
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garante a captura mais eficaz do proteassoma, tornando o processo de purificagdo mais
eficiente e com melhores rendimentos de purificagéo.

Na Figura 7.2 — E esta apresentado o gel de eletroforese ndo desnaturante, onde
observa-se a presenca de apenas uma banda, na mesma altura, nas fragdes respectivas a
eluicdo do proteassoma 20S (pocos 2, 3 e 4) e uma banda em altura distinta na fracao
respectiva a fragdo da proteina contaminante (poco 1). O poco 5 refere-se ao marcador
de massa molecular. A mobilidade das proteinas ndo desnaturadas em um gel de
poliacrilamida depende da sua conformacéo, do seu tamanho, da relacdo carga/massa
(Wittig and Schégger, 2008). Logo, para estimar a massa de uma proteina nao
desnaturada, é necessaria a realizacdo de diferentes géis de poliacrilamida em
concentragdes distintas, conforme descrito no protocolo da empresa do kit do marcador
de massa molecular para géis nativos (Amersham, GE Healthcare). O gel apresentado
(em E) é de concentracdo Unica, o que justifica as bandas citadas anteriormente nao
terem ficado de acordo com a massa molecular do padrdo. O importante a se ressaltar é
a pureza das amostras de proteassoma 20S, onde todas apresentaram uma banda Gnica o
que indica que todas as bandas das subunidades do proteassoma observadas em SDS-
PAGE (poco 1 Figura 7.2 — B e pocos 1, 2 Figura 7.2- D) sdo oligomerizadas na
estrutura do proteassoma. A proteina contaminante teve uma maior migragdo

eletroforética do que o proteassoma 20S (poco 1 Figura 7.2 — B e poco 1 Figura 7.2- E).
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V.3 Coeficiente de extingdo molar do proteassoma 20S

A concentracdo do proteassoma 20S foi determinada espectrofotometricamente, com
base no coeficiente de extingdo molar que foi determinado experimentalmente. Para
isso, foi construido o grafico da correlacdo da absorbancia a 280 nm pela concentragdo
da amostra (Figura 8.1) previamente determinada pelo método de quantificacdo de

proteina, Bradford (1976). Sabendo que pela lei de Lambert-Beer, a absorbancia a 280
nm ¢ igual a concentragdo multiplicada pelo coeficiente de extingdo molar (€280nm) €

pelo caminho Optico, e, sendo este Gltimo equivalente a 1 cm, podemos afirmar que a
inclinacdo da reta (Figura 8.1) corresponde ao valor do coeficiente de extingdo molar

1%

do proteassoma 20S estudado (€g0qm= 1,22 ml.mg™.cm™ ou €1%, = 12,2). Em 1988,

Tanaka et al. observou-se €%,

igual a 12,3, para proteassoma 20S de ra, 10,8, para
frango, 9,6, para rato, 11,2 para humano e 7,4 para levedura. A variacdo no coeficiente
de extingdo molar do proteassoma 20S de levedura encontrado por Tanaka et al. (1988)
e do valor estimado nas amostras analisadas nesta dissertacdo pode ser explicada pelos
acréscimo da cauda de polihistidina e da seqliéncia do peptideo Flag (Asp-Tyr-Lys-
Asp-Asp-Asp-Asp-Lys) a subunidade B4 do proteassoma. Neste caso, a tirosina e as

histidinas acrescentadas podem influenciar no valor da absorbancia a 280 nm,

contribuindo para o aumento do coeficiente de extincdo molar, assim como fora

observado. 0.28
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Figura 8.1. Correlacio da absorbincia a 280 nmm pela concentracio de proteassoma 20S. A
concentragdo de proteassoma foi previamente determinada pelo método de quantificacdo de proteina,
Bradford (1976). Inserto: Curva padrdo de BSA.
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V.4 Parametros hidrodinamicos do proteassoma 20S por espalhamento
de Luz dinédmico (ELD)

A pureza das aliquotas de proteassoma 20S também foi atestada por analises de
ELD, indicado pelo baixo valor da polidispersividade de 11,3%, correspondendo a
presenca de uma unica forma molecular (monodispersa). A massa molecular
aproximada obtida foi de 697,3 kDa, proximo ao valor reportado para essa estrutura
molecular (~ 700 kDa) e seu diametro hidrodinamico observado foi de 19,54 nm (raio
de Stokes 9,77 nm) (Figura 9.1), préximo aos observados por Tanaka et al. (1988) que
obteve raios de Stokes proximos a 9,8 nm, para proteassoma 20S de ra, 10,6 nm, para

frango, 8,5 nm, para rato, 9,4 nm para humano e 8,2 nm para levedura.
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Figura 9.1. Porcentagem do volume pelo didmetro hidrodindmico do proteassoma 20S

Saccharomyces cerevisiae. A massa molecular estimada foi de 697,3 + 182,4 KDa e a polidispersividade
de 11,3% (monodispersa).

V.5 Parametros hidrodindmicos do BTCI e do proteassoma 20S por
ultracentrifugacéo analitica

A massa molecular e o coeficiente de sedimentacdo para o BTCI e o proteassoma
20S foram obtidos por experimentos de ultracentrifugacdo analitica pela técnica de

velocidade de sedimentacdo. Para analisar os dados, o volume especifico parcial
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proteico (v), a densidade (p) e a viscosidade do tampdo (1) foram estimados por meio
do software SEDENTER, obtendo os seguintes valores, 0.687283, para o BTCI,
0,738196, para o proteassoma 20S e 1,0192, 0,0105396, para a densidade e viscosidade
do tampdo, respectivamente. Usando a correcdo apropriada para a viscosidade e
densidade da agua a 20 ° C (S 20, w), 0 C (5 foi calculado e a distribui¢éo c (s) foi
convertida em ¢ (S 20, w)-

Nas andlises de BTCI (Figura 10.1 - A e C), a massa molecular estimada foi
equivalente a 9286 Da, valor proximo ao obtido por MALDI-TOF (9118.791 Da, Figura
5.2), e o coeficiente de sedimentacdo a 20 °C em agua (S 20 w) foi estimado em 1,57 S,

sendo o coeficiente de sedimentacdo experimental préximo a 1,42 S.
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Figura 10.1. Parametros hidrodinamicos do BTCI e do proteassoma 20S de Saccharomyces
cerevisiae por ultracentrifugacdo analitica. Perfis de sedimentacdo do BTCI a 280 nm (A) e do
proteassoma 20S a 216 nm (B). Curvas de distribui¢ao dos coeficientes de sedimentacéo do BTCI (C) e
do proteassoma 20S (D).
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Nas analises de proteassoma 20S (Figura 10.1 - B e D), a massa molecular estimada
foi equivalente a 689 207 Da, valor proximo aquele obtido por EDL (697,3 + 182,4
KDa, Figura 9.1), e o coeficiente de sedimentacdo a 20 °C em agua (S 20, w) foi estimado
em 22,65 S, sendo o coeficiente de sedimentacdo experimental préximo a 20,27 S. Os
valores do coeficiente de sedimentacdo do proteassoma 20S estimado foi proximo aos
observados por Tanaka et al. (1988), sendo o valores de S 50w proximos a 19,6 S, para
rd, 20 S, para frango, 19,8 S, para rato, 21,8 S para humano e 20 S para levedura.

V.6 Ensaio de atividade peptidasica do proteassoma 20S

A atividade catalitica tipo-quimotripsina do proteassoma em relacdo ao tempo
foi determinada utilizando-se do peptideo fluorogénico s-LLVY-MCA como substrato
(Figura 11.1). Foi observado que a intensidade de fluorescéncia aumentou com o passar
do tempo, significando que o proteassoma 20S purificado estava ativo, clivando o
peptideo fluorogénico ao longo do tempo. Além disso, o ponto de maior emissdo de
fluorescéncia foi o tempo final de 60 min, indicando que durante todo o intervalo de
tempo o substrato esteve em concentraces disponiveis, ndo sendo esgotado durante o

ensaio enzimatico.
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Figura 11.1. Curva da atividade catalitica tipo quimotripsina do proteassoma 20S de
Saccharomyces cerevisiae pelo tempo a temperatura de 25°C. Aliquotas de proteassoma 2 pg/ml foram
incubadas com 62,5 pg/ml do substrato fluorogénico em tampao Tris-HCI 20 mM pH 7,5 com NaCl 500
mM por 60 minutos a 25 °C e a emissdo de fluorescéncia foi medida a cada 15 min a 480 nm (excitacdo a
380 nm).
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V.7

Ensaio de inibi¢do da atividade peptidase do proteassoma 20S

Os ensaios de inibicdo da atividade peptidasica do proteassoma 20S, similar a

quimotripsina, foram realizados na presenga do BTCI variando as temperaturas de 25 a

46 °C (Figuras 12.1 e 12.2). O BTCI inibiu a atividade tipo quimotripsina em todas as

temperaturas testadas.
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Figura 12.1. Curvas de inibicdo da atividade catalitica tipo quimotripsina do proteassoma 20S de Saccharomyces
cerevisiae com o0 aumento da concentragdo do BTCI nas temperaturas de 25 °C (A), 31 °C (B), 34 °C (C), 40 °C (D),
43 °C (E) e 46 °C (F). As barras mostram o desvio padrédo do ensaio realizado em triplicata.
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Atividade Residual (%)

Atividade Residual (%)

O caélculo das constantes de inibicdo (K;) do BTCI para a atividade tipo

quimotripsina do proteassoma 20S em cada temperatura foi realizado a partir das curvas

ajustadas (Figura 12.2 — A, B e C). Os valores de K; foram obtidos a partir do ajuste

somente para as temperaturas 31 °C, 34 °C e 46 °C, considerando que houve um erro

instrumental nos ensaios em outras temperaturas (Figura 12.1 — A, D e E). Os valores de

Ki para as temperaturas acima citadas foram: 2,72 + 0,28 x 10° M, para 31 °C, 2,97 +
0.12 x 10™ M, para 34 °C e 1,940 + 0,004 x 10° M, para 46 °C. Os ajustes das curvas

foram satisfatorios, indicados pelos valores de Chi quadrado (Xz) iguais a 0,00204,

0,00177, 0,00139, respectivamente.
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Figura 12.2. Curvas de inibicdo da atividade catalitica tipo quimotripsina do proteassoma 20S de Saccharomyces
cerevisiae com o aumento da concentracdo do BTCI nas temperaturas de 31 °C (A), 34 °C (B) e 46 °C (C). Curvas
ajustadas utilizando o programa GRAFIT (versdo 3.0.1.0) e segundo a equacdo de Morrison (1969). O ajuste das curvas
resultaram em valores de Ki de 2,72 + 0,28 x 10° M, para 31 °C, 2,97 + 0.12 x 10 M, para 34 °C e 1,940 + 0,004 x 10° M,

para 46 °C.
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A distincéo entre os valores das constantes de inibicdo obtidas neste trabalho para a
constante de inibicdo da atividade tipo quimotripsina observada por Souza, L. C. et al.
(2014), K; = 7,0 x 10”7 M, pode ser explicada pela influéncia da concentragdo de sal nos
tampdes utilizados. No trabalho de Souza, L. C. (2010), também foi observado a
influéncia da forca idnica sobre a estabilidade do complexo BTCI-proteassoma 20S por
Espalhamento de Luz dindmico (ELD). Observou-se que a partir de 2 mM de NaCl
ocorreu a dissociacdo do complexo, justificada pelo NaCl alterar a conformacgédo do
proteassoma 20S, aumentando a flexibilidade da molécula, colaborando para a
dissociacdo do inibidor do complexo (Souza, L. C. 2010). Nos ensaios de inibicdo
realizados por Souza, L. C. et al. (2014), optou-se por utilizar um tampé&o sem sal. Neste
presente trabalho, o tampéo utilizado para os ensaios de inibi¢cdo continha 500 mM de
NaCl, uma concentracdo superior do que a anteriormente testada por Souza, L. C. et al.
(2014). Assim, a forca ibnica do tampdo e a sua influéncia sobre a estabilidade do
complexo BTCI-proteassoma 20S, justifica a menor inibi¢do do proteassoma 20S pelo
BTCI neste presente trabalho, se comparado ao trabalho anteriormente realizado. Os
valores das constantes de inibicdo da atividade tipo quimotripsina do proteassoma sdo
menores em condi¢cdes de maior forca idnica devido ao acréscimo de NaCl na solucao
tamp&o, o qual promove a dissociagdo do complexo BTCI-proteassoma 20S. Vale
ressaltar que mesmo na presenca de sal, ocorreu a inibicdo do proteassoma 20S,
indicando que no organismo humano, que possui em média 150 mM de sal, esta
concentracdo ndo seria suficiente para impedir a formacdo do complexo BTCI-

proteassoma, ocasionando a inibicdo das atividades proteoliticas destes.

Também é possivel observar um aumento na inibicdo da atividade proteolitica
tipo quimotripsina do proteassoma 20S de acordo com 0 aumento da temperatura.
Conforme observado em Souza, L. C. (2010), a estabilidade estrutural do complexo
BTCI-proteassoma € até a temperatura de 55 °C, pois a esta temperatura, as subunidades
do proteassoma 20S estdo propensas a dissociarem. Além disso, foi observado em
Souza, L. C. (2010) a diminuicdo do didmetro hidrodindmico do complexo BTCI-
proteassoma 20S entre as temperaturas de 40 °C a 55 °C, devido a perda de moléculas
de agua da camada de solvatagéo. Isto também pode estar relacionado a maior inibigdo

observada neste trabalho ocorrer na temperatura de 46°C.
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V.8 Célculo dos parametros termodinamicos do complexo BTCI-
proteassoma 20S de forma indireta

Para fazer uma estimativa preliminar dos parametros termodinamicos e da constante
da interacdo entre proteassoma e BTCI, visando auxiliar na concepcdo das medidas
experimentais de calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC), foi estabelecida a relagédo
linear entre logaritimo natural da constante de associacdo (InK,) e inverso da
temperatura (1/T) (Figura 13.1).

13
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- —m— Série de dados -
X Linha de tendéncia
c 10 ~ .
3 Equacao da reta:

y =-18493x + 71,045
94 R2=0,9478
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8 1 AG= -5,319 Kcal/mol
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Figura 13.1. Aproximacdo de van't Hoff para os ensaios de ligacdo do BTCI ao proteassoma 20S.
Os valores dos parametros termodindmicos estdo mostrados in set sendo o valor de AG estimado para 25
°C.

Por meio da equacdo de Van’t Hoff pode-se determinar a inclinacdo da reta (a), a
qual € utilizada para determinar o valor da variagdo de entalpia (AH), e a intercepgao
com o eixo y (b), que é utilizada para determinar o valor da varia¢ao de entropia (AS).
Assim, com as constantes de inibi¢do das diferentes temperaturas analisadas nos ensaios
de atividade catalitica do proteassoma 20S, pode-se construir um grafico da relagdo do
logaritimo natural da constante de associagdo (Ka) pelo inverso da temperatura (K)
(Figura 13.1). Considerando a equacéao da reta ajustada, os valores de a e b foram iguais
a-18493 e 71,045; repectivamente. Com a constante universal dos gases R=1,987 cal. K"
Y mol™ o valor da entalpia e da entropia foram AH= 36745,6 cal.mol™ ¢ AS= 141,156

cal. K™ .mol™, respectivamente. Estes dados indicam que a interacdo do BTCI com o
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proteassoma 20S é endotérmica e entropicamente favoravel. Além disso, verificou-se
que a interacdo do proteassoma 20S com o BTCI é esponténea, indicado pelo valor
negativo da variacio da energia livre de Gibbs-Helmholtz AG= -5,319 Kcal.mol™.

V.9 Calorimetria (ITC)

Com o objetivo de analisar a interacdo do BTCI com o proteassoma 20S e
calcular os parametros termodindmicos e sua estequiometria, foram realizadas duas
andlises de calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) a 25 °C e 30 °C com diferentes
concentragdes. A primeira analise foi realizada com amostras de BTCI 30 pM e
proteassoma 20S 175 nM, a 25 °C. Vinte e nove inje¢Oes do proteassoma foram feitas
automaticamente, da seringa para a célula do microcalorimetro, de injecbes de 10 pL a
0,5 ul/seg, com intervalos regulares de 462 seg. O calor absorvido ou liberado,
resultante da interacdo entre as proteinas, foi registrado e os dados foram ajustados,
considerando o calor de dilui¢do do tampdo, e as curvas de titulacdo (isotérmas) (Figura
14.1). Segundo a anélise dos dados, o numero de moléculas envolvidas na ligacdo (N)
foi igual a 5,68 x10™ + 2.94 x10° sitios, a constante de afinidade da ligacdo (Ka) foi
4,73 x10° + 1,47 x10® M, a entalpia de ligagdo (AH), 5,115 x10° + 0,3765 x10°
cal/mol, a variagdo de entropia (AS), 1,72 x10* cal/mol/K, e a energia livre de Gibbs
(AG), -10,6 Kcal.mol™® (Figura 14.1). Estes dados corroboram novamente que a
interacdo do BTCI com o proteassoma 20S €é um processo endotérmico e
entropicamente favoravel. Além disso, verificou-se novamente, e similar aos resultados
de inibicdo por emisséo de fluorescéncia, que é uma interacdo espontanea, indicado pelo
valor negativo da variacdo da energia livre de Gibbs-Helmholtz.

A segunda andlise foi realizada com amostras de BTCI 2 uM e proteassoma 20S
40 nM, a 30 °C. Vinte e nove injecdes do BTCI foram feitas automaticamente, da
seringa para a célula do microcalorimetro, de 10 uL a 0,5 uL/seg, com intervalos
regulares de 462 seg. O calor absorvido ou liberado, resultante da interagéo entre as
proteinas, foi registrado e os dados foram ajustados, considerando o calor de dilui¢cdo do
tampdo, e as curvas de titulacdo (isotérmas) (Figura 14.2). Segundo a analise dos dados,
0 numero de moléculas envolvidas na ligacdo (N) foi igual a 5,31 + 0.247 Sitios, a
constante de afinidade da ligacdo (Ka) foi 1.34 x10° + 6.42 x10" M™, a entalpia de
ligagdo (AH), 1,888 x10° + 0,1191 x10° cal/mol, a variacio de entropia (AS), 660
cal/mol/K, e a energia livre de Gibbs (AG), -11,1 Kcal.mol™® (Figura 14.2). Estes

65



resultados corroboram novamente que a interacdo do BTCI com o proteassoma 20S €

um processo endotérmico, entropicamente favoravel, e espontaneo.
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Figura 14.1. Dados calorimétricos da interacdo do BTCI com proteassoma 20S de Saccharomyces
cerevisiae a 25 °C. Dados brutos (A) e isotémas de ligagdo (B) de vinte e nove injecfes (10ul) do
proteassoma 20S a 175 nM sobre o BTCI a 30 uM.
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Figura 14.2. Dados calorimétricos da interacdo do BTCI com proteassoma 20S de Saccharomyces
cerevisiae a 30 °C. Dados brutos (A) e isotémas de ligacéo (B) de vinte e nove inje¢Ges (10ul) do o BTCI
a 2 uM sobre o proteassoma 20S a 40 nM.

Em ambos os ensaios de calorimetria a interagdo do BTCI com o proteassoma
20S foi endotérmica (AH>0), entropicamente favoravel (AS>0) e espontanea (AG<0),
assim como o observado por Fachetti H. C. S. et al. (1984) e de Freitas S. M. et al.
(1999) para a interagdo do BTCI com a tripsina e a quimotripsina, respectivamente. Em
Brand G. D. et al. (2017), a formacdo do complexo do BTCI com a tripsina tambem é

endotérmica, entropicamente favoravel e espontdanea. A Figura 14.3 mostra a
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contribuicdo dos componentes entalpicos e entropicos para a espontaneidade na reacéo.
Mostrando que, considerando o valor positivo para o AH, a reag¢do s6 € espontanea uma
vez que o valor do fator entropico (T.AS) ¢ maior que a variagdo de entalpia. Além
disso, € perceptivel que os valores dos parametros termodinamicos variam
consideravelmente entre os dois ensaios calorimétricos e no ensaio por fluorescéncia. O
primeiro ensaio de calorimetria ndo tem o0s seus parametros termodindmicos
considerados, apenas considerou-se que neste ensaio o processo dirigido corroborou

com o segundo ensaio por ser endotérmico, entropicamente favoravel e espontaneo.
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Figura 14.3. Parémetros termodindmicos da interagdo do BTCI com proteassoma 20S de
Saccharomyces cerevisiae. Energia livre, AG, entalpia de ligacdo, AH, e fator entropico, T.AS, para cada
uma das analises realizadas: o primeiro ensaio de calorimetria, o qual foi injetado o proteassoma 20S a
175 nM sobre o BTCI a 30 uM, o segundo ensaio de calorimetria, o qual foi injetado o BTCl a 2 uM
sobre o proteassoma 20S a 40 nM e o ensaio de inibi¢do, com valores dos parametros termodindmicos
estimados segundo a equacgdo de Van’t Hoff.

V.10 Parametros hidrodinamicos e estequiometria do complexo BTCI-
proteassoma 20S por ultracentrifugacdo analitica.

A massa molecular e o coeficiente de sedimentagdo para o complexo BTCI-
proteassoma 20S foram obtidos por experimentos de ultracentrifugacdo analitica pela
técnica de velocidade de sedimentacdo. Para analisar os dados, o volume especifico

parcial proteico do complexo (v), a densidade (p) e a viscosidade do tampao (1) foram
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estimados por meio do software SEDENTER, obtendo os seguintes valores,
v=0,737483, p=1,0192 L/g, e p=0,0105396. Usando a correcdo apropriada para a
viscosidade e densidade da agua a 20 °C (Szow), 0 C(s) foi calculado e a distribuicéo c (s)
foi convertida em ¢ (Szow).

Nas analises de complexo BTCI-proteassoma (Figura 15.1), apresentaram um
coeficiente de sedimentacdo a 20 °C de 19,05 S e o corrigido respeito a agua (Szow) foi
estimado em 21,29 S (Figura 15.1 - B). A massa molecular estimada para o complexo
foi equivalente a 728 029 Da (Figura 15.1 - B), maior do que o valor previsto para o
complexo bimolecular BTCI-proteassoma (1:1). Se levarmos em consideracdo as
massas moleculares de BTCI e proteassoma determinadas por ultracentrifugacdo neste
trabalho, equivalente a 9 286 Da e 689 207 Da, respectivamente (Figura 10.1 - C e D);
podemos estimar uma estequiometria para 0 complexo BTCI-proteassoma igual a 4,2
moléculas de BTCI por proteassoma 20S. Esta estequiometria demonstra, assim com 0s
valores determinados pelos ensaios de calorimetria, que foram equivalentes a 5,3
moléculas de BTCI por proteassoma (Figura 14.2), que a interacdo BTCI-proteassoma
20S ocorre com mais de uma molécula, tendo a estequiometria entre 4 a 5 moléculas de
inibidor por proteassoma. Isto corrobora com os resultados preliminares do docking do
BTCI com o proteassoma 26S (comunicacdo pessoal, resultados ndo publicados, Figura
16.3), que mostram a interacdo de 4 moléculas de BTCI com a regido central respectiva

ao proteassoma 20S.
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Figura 15.1. Parametros hidrodindmicos e estequiometria do complexo BTCI-proteassoma 20S
Saccharomyces cerevisiae por ultracentrifugagdo analitica. Perfis de sedimentagdo do BTCI-proteassoma

20S a 220 nm (A). Curvas de distribui¢do dos coeficientes de sedimentagéo (B).
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V.Consideragdes finais: termodinamica, estrutura e
estequiometria da interacdo BTCI-Proteassoma.

A inibicdo por BTCI das atividades semelhantes a tripsina, quimotripsina e caspase
do proteassoma 20S foi determinada indiretamente por meio de ensaios de inibigcdo da
atividade enzimaética por técnicas espectroscopicas (Souza et al, 2014). Os valores das
constantes de inibicdo foram na ordem de 10°-10° M, que so semelhantes aos valores
da maioria dos inibidores da familia Bowman-Birk (Ikenaka e Norioka, 1986) e as
constantes de inibicdo de BTCI nas atividades das enzimas tripsina e quimotripsina
(Ventura et al., 1975; Fachetti et al., 1984; Freitas et al., 1999; Brand et al., 2017). No
entanto, até a presente data, nenhum trabalho foi realizado para demonstrar com
metodologias diretas a interacdo do proteassoma com o BTCI e estimar a estequiometria
de formacdo dos complexos moleculares. Os resultados obtidos na presente dissertacdo
possibilitaram descrever a termodindmica do processo global de interacdo BTCI-
proteassoma 20S, a estequiometria molecular, bem como propostas hipotéticas da
interacdo estrutural para explicar a inibicdo da atividade proteolitica do complexo

multienzimatico.

Na estrutura do proteassoma 20S existem duas subunidades (B1) com atividade
semelhante a caspase, duas (B,) com atividade semelhante a tripsina e duas (Bs) com
atividade semelhante a quimotripsina (Figura 16.1). Ou seja, cada molécula de
proteassoma 20S possui seis potenciais sitios de inibicdo. Os pardmetros
termodinamicos do processo global de interacdo BTCI-proteassoma foram obtidos por
calorimetria de titulacdo isotérmica a 30 °C (Figura 14.2) usando um modelo de
interacdo simples de formacdo de complexo, onde N moléculas de BTCI interagem com
uma molécula de proteassoma. Os resultados mostraram um comportamento
monofasico, indicando que o processo de associacdo do BTCI ocorreu mediante a
ocupacdo de sitios no proteassoma com a mesma afinidade aparente, definida pelo
valor da constante de associacdo, Ka, de Ka=1,34 x10® M™. Além disso, foi
demonstrado que a formacdo do complexo BTCI-proteassoma é mediada por um
processo endotérmico (AH=1,888 x10° cal/mol), entropicamente favoravel (AS=660
cal/mol/K), e espontaneo (AG=-11,1 Kcal.mol™). A interacdo BTCI com proteassoma

corrobora com o descrito para as interagdes de inibidores de proteases da familia
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Sub. 5
Tipo

Quimotripsina ,

Bowman-Birk com proteases, sendo um mecanismo orientado pelo aumento da entropia
(Freitas et al., 1999).

Inibigao direta

i;"bc; E:s ase Tipo Quimotripsina
P ' P Tipo Tripsina
1 Sub. BZ

Tipo Caspase

X Tipo Tripsina

:ﬂ' Complexo
1 BTCl-proteassoma 20S
proteassoma BTCI
20S

Inibigdo direta e/ou
Inibigao estérica

Figura 16.1. Esquema de formacdo do complexo molecular entre quatro moléculas de BTCI e uma de
proteassoma 20S.
As subunidades do proteassoma 20S estdo representadas em branco, exceto aquelas com atividade catalitica: duas
subunidades ; com atividade semelhante & caspase (em azul), duas 3, com atividade semelhante a tripsina (em verde)
e duas Bs com atividade semelhante a quimotripsina (em vermelho). Os sitios cataliticos de cada subunidade estdo
indicados com esferas coloridas. No modelo proposto, a direita e acima, a formac&o dos complexos ocorre entre 4 a 5
moléculas de BTCI que interagem diretamente com os sitios cataliticos das subunidades Bi, B, € Bs. No modelo
proposto, a direita e abaixo, 0 complexo pode ser formado por inibicdo estérica concomitante devido a interagdo das
moléculas de BTCI com subunidades a que bloqueiam o acesso do substrato ao canal catalitico do proteassoma. A
figura foi feita usando os PDBs do proteassoma de levedura ID: 3mg0 e BTCI ID: 2r33.

A ligacdo de BTCI ao proteassoma foi impulsionada pela entropia e essa
contribuicdo entropica para a ligacdo esta relacionada aos efeitos do solvente. Este
processo ¢ conhecido como “efeito hidrofobico”, onde a mudancga positiva de entropia
geralmente é uma forte indicacdo de que as moléculas de agua foram liberadas da
superficie de interacdo das proteinas (interface do complexo) para o solvente (Durr,
Jelesarov e Bosshard, 1999). Por outro lado, sugeriu-se que a 4gua que permanece na
interface apos a ligacdo também pode contribuir positivamente para a entropia total da
interacdo (Fischer e Verma, 1999). A diminuicdo da area superficial acessivel a agua,
apos o evento de ligacdo, deve resultar na liberacdo de moléculas de agua confinadas ou
interfaciais para o solvente, e isso deve contribuir favoravelmente para o aumento da

entropia total da interacdo. Essa contribuicdo entropica favoravel da desolvatacdo do
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bolso de ligacgdo do BTCI no proteassoma pode ser prevista como uma interacao

hidrofébica classica.

Os resultados de ITC obtidos nesta dissertacdo apresentaram processos dirigidos de
maneira semelhante ao que foi obtido por fluorescéncia (Figura 3.12), sendo processos
endotérmicos, entropicamente favoraveis e espontaneos, assim como o observado para
os complexos bimoleculares a-quimotripsina-BTCI e tripsina-BTCI, com alteracdo de
entalpia endotermica e um aumento entropico moderado (Fachetti et al., 1984, de
Freitas et al., 1999; Brand et al., 2017). Porém, um estudo de inibicdo de tripsina e
quimotripsina pelo BTCI, mediante imobilizacdo em superficie combinado com a
ressonancia de plasmones de superficie, e a calorimetria de titulacdo isotérmica,
mostraram que o0 aumento da concentragdo do inibidor (ordem micromolar), comegam
a prevalecer eventos endotérmicos secundarios que afetam a cinética, a termodinamica e

a estequiometria das associa¢cdes moleculares (Brand et al., 2017).

O inibidor BTCI forma homomultimeros (mon6émeros, dimeros, trimeros e
hexameros) dependentes da concentragdo, como foi demonstrado por disperséo de luz e
microscopia de forca atbmica (Ventura et al., 1981; Silva et al., 2005). Portanto, ndo
pode ser descartado que as entidades oligoméricas do BTCI interagem com o
proteassoma envolvendo intera¢des secundarias nos locais cataliticos. Nao obstante,
segundo a analise dos dados da calorimetria, 0 nimero de moléculas de BTCI
envolvidas na ligacdo foi de aproximadamente 5 (Figura 14.2). Adicionalmente, a
analise do complexo de proteassoma BTCI por ultracentrifugacdo analitica, por
velocidades de sedimentacdo, mostrou uma estequiometria de 4 moléculas BTCI por
proteassoma (Figura 15.1), que é muito semelhante ao determinado pelo ITC. Dada a
semelhanca dos resultados obtidos por duas metodologias biofisicas moleculares com
diferentes principios, podemos assumir que a estequiometria de interacdo do BTCI:

proteasoma € 4 ou 5:1.

Paralelamente, um modelo de complexo entre BTCI e proteassoma foi obtido por
simulacdo computacional (“docking”), em colaboragdo com o Ms. Caio de Souza
(comunicagdo pessoal, ndo publicado, metodologia em Anexo 1). Para esta simulagéo
foi utilizada a estrutura cristalografica (codigo PDB 1FNT) de uma quimera do
proteassoma (subunidade 11S de tripanossoma e subunidade 20S de levedura),
considerando que esta forma o complexo completo 26S, além de manter a sua atividade

catalitica. A busca foi realizada com diversas caixas de dimensdes de 160A x 160A x
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100A e centro com a coordenada Z variando em 10A, de modo a varrer todo o
complexo do proteassoma. A Figura 16.2 mostra as varias solucbes encontradas para
interacdo do BTCI com o proteassoma, ao longo das subunidades 11 e 20S. Em detalhe,
observa-se que o BTCI ocupa inicialmente a entrada da subunidade 11S e adentra por

todo o canal do proteassoma.

Figura 16.2. Nuvens de solucdes de docking com o BTCI. O BTCI (ocre) ocupa toda a extensdo da

cavidade central do proteassoma via entrada pela subunidade 11S (seta).

Estas varias solucdes obtidas foram analisadas segundo o padrdo de colocalizagdo
entre as solugdes de docking de menores energias, considerando um “cut off” de —15

Kcal/mol. Estas solucBes estdo representadas na Figura 16.3, onde se observa uma e

73



quatro moléculas de BTCI nas regifes das subunidades 11S e catalitica do proteassoma,

respectivamente.

Figura 16.3. Docking entre proteassoma 26S e BTCI. Colocalizagdo entre as solu¢des de docking de
menores energias de ligacdo (ocre) com os residuos do proteassoma que apresentaram maior ocupancia
(quantidade de solugdes em contato com um de seus atomos) com as regides inibitérias do BTCI.
Residuos com 8 a 15 contatos em ciano, residuos com 16 a 23 contatos em verde, residuos com 24 a 31
contatos em amarelo, residuos com 32 ou mais contatos em vermelho. Os residuos em vermelho
encontram-se na cavidade catalitica do proteassoma. O padrdo de dispersdo entre a coordenada Z,
referenciada do centro geométrico para as bordas do complexo, foi analisado mediante a amostragem dos
valores da energia de ligacdo para formacdo do complexo, considerando-se o “cut off” de -15 Kcal/mol
(Figura 16.4). Observa-se que a energia tende a diminuir durante a entrada do BTCI no proteassoma 11S
e durante a passagem do mesmo para a subunidade 20S do proteassoma, tornando a cavidade central uma
regido propicia para a acomodacdo do BTCI. As solugdes de menor energia encontraram-se préximas ao

centro da proteina.
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Figura 16.4. Padrdo de dispersdo entre a coordenada Z do centro geométrico de cada solucdo de
docking e a respectiva energia de ligagdo. A origem da coordenada Z encontra-se no centro geométrico

da proteina. As solugdes de menor energia encontraram-se proximas ao centro da proteina.

Portanto, todos os resultados apresentados nesta dissertacdo permitem propor que,
na estrutura do proteassoma 20S, 4 a 5 moléculas de BTCI podem interagir diretamente
e com similar afinidade com os sitios cataliticos das subunidades B, inibindo a
atividade semelhante a tripsina, com a Bs, inibindo a atividade semelhante a

quimotripsina, e também com as B, inibindo a atividade semelhante a caspase (Figura
16.1).

De acordo com uma previsao teodrica por simulagdo computacional (“docking”) entre
BTCI e proteassoma, foi sugerido que a maioria das solugdes obtidas indicava a
acomodacdo de pelo menos 4 moléculas de BTCI no interior do proteassoma
(comunicacdo pessoal, resultados ndo publicados, Figura 16.3). De acordo com a
previsdo duas moléculas do BTCI interagem diretamente com as subunidades cataliticas
B e duas com subunidades ndo cataliticas o (Figura 16.3). A partir desse resultado

preditivo, outra variante de interacdo do BTCI com o proteassoma pode ser proposta.
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Além das interacdes inibitorias do BTCI com o proteassoma nos centros cataliticos,
uma inibicdo estérica concomitante pode estar presente devido a interacdo das
moléculas de BTCI com subunidades a que bloqueiam a acesso do substrato ao canal
catalitico do proteassoma (Figura 16.1). Para demonstrar essas hipoteses de interacdo
molecular, estudos estruturais de maior resolucdo combinados com previsdes de
“docking” moleculares mais robustas deveram ser realizados. No entanto, nossos
resultados mostram que a interacdo do BTCI com o proteassoma € espontanea,
endotérmica, entropicamente favoravel e provavelmente com uma estequiometria de 4-
5:1.
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VI.

Conclusofes

O proteassoma 20S de Saccharomyces cerevisiae foi purificado a partir de
uma cromatografia de afinidade a niquel combinada a uma cromatografia de
troca anionica (Mono Q). Os melhores rendimentos do processo de
purificacdo foram obtidos com a otimizacdo da interagdo do proteassoma
20S a matriz da coluna de troca aniénica (condutividade aproximada de 25
mS/cm), reduzindo a competicdo com proteinas contaminantes e a saturacéo
da coluna. Portanto, as modificacbes no método de purificacdo do
proteassoma de levedura, realizadas neste trabalho, foram relevantes para

rendimento e eficiéncia do processo.

A inibicdo da atividade tipo quimotripsina do proteassoma 20S pelo BTCI,
em tampédo Tris-HCI 20 mM, pH7,5 e NaCl 500 mM, aumentou com o
incremento da temperatura. O aumento da temperatura favoreceu a interagcdo
do BTCI com o proteassoma, provavelmente por promover mudancas
conformacionais na estrutura oligomérica do proteassoma. Os parametros
termodindmicos determinados indiretamente pela aproximag&o de van't Hoff
indicaram que o processo de interacdo do BTCI com o proteassoma é
endotérmico e entropicamente favoravel. Estes parametros, apesar de terem
sido calculados indiretamente, possibilitaram o desenho racional dos ensaios

de microcalorimetria de titulacdo isotérmica.

A inibicdo da atividade tipo quimotripsina do proteassoma € menor em
condicdes de alta forca ibnica, a qual favorece mudancas conformacionais e

dissociacdo do complexo BTCI-proteassoma 20S.

Segundo os experimentos de calorimetria (ITC), a interacdo do BTCI com o
proteassoma 20S de Saccharomyces cerevisiae € um processo endotérmico,
com AH igual a 1.888 x10° cal/mol, entropicamente favoréavel, com AS igual
a 660 cal/mol/deg, e espontaneo, com AG igual a -11,1 Kcal.mol™. A
contribuicao do fator entropico (T.AS), maior que a variacao da entalpia, foi

determinante para a espontaneidade da reacdo. A estequiometria do
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complexo BTCI-proteassoma 20S foi de 5,3 moléculas de inibidor para cada

proteassoma. Isto demonstra a formacéo deste complexo molecular.

Os estudos de ultracentrifugagdo analitica sugerem a formagéo do complexo
BTClI-proteassoma 20S com uma estequiometria de 4,2 moléculas de
inibidor para cada proteassoma. Resultado que coincide com os valores
obtidos por calorimetria (ITC), corroborando a ideia da formacdo do

complexo molecular.

78



VIl. Referéncias Bibliograficas

ADAMS, Julian. Potential for proteasome inhibition in the treatment of cancer. Drug
discovery today, v. 8, n. 7, p. 307-315, 2003.

ADAMS, Julian. Proteasome inhibitors as new anticancer drugs. Current opinion in
oncology, v. 14, n. 6, p. 628-634, 2002.

ADAMS, Julian. The proteasome: a suitable antineoplastic target. Nature Reviews
Cancer, v. 4, n. 5, p. 349-360, 2004.

ALVARES, Alice da Cunha M. et al. Bowman-birk protease inhibitor from Vigna
unguiculata seeds enhances the action of bradykinin-related peptides. Molecules, v. 19,
n. 11, p. 17536-17558, 2014.

AN, W. G. et al. Protease inhibitor-induced apoptosis: accumulation of wt p53,
p21WAF1/CIP1, and induction of apoptosis are independent markers of proteasome
inhibition. Leukemia, v. 14, n. 7, p. 1276, 2000.

ARMSTRONG, William B. et al. Bowman birk inhibitor concentrate and oral
leukoplakia: a randomized phase llb trial. Cancer Prevention Research, v. 6, n. 5, p.
410-418, 2013.

ARMSTRONG, William B. et al. Clinical modulation of oral leukoplakia and protease
activity by Bowman-Birk inhibitor concentrate in a phase Ila chemoprevention
trial. Clinical Cancer Research, v. 6, n. 12, p. 4684-4691, 2000.

ARMSTRONG, William B. et al. Single-dose administration of Bowman-Birk inhibitor
concentrate in patients with oral leukoplakia. Cancer Epidemiology and Prevention
Biomarkers, v. 9, n. 1, p. 43-47, 2000.

BARBOSA, Jodo Alexandre RG et al. Crystal structure of the Bowman-Birk inhibitor
from Vigna unguiculata seeds in complex with p-Trypsin at 1.55 A resolution and its
structural properties in association with proteinases. Biophysical journal, v. 92, n. 5, p.
1638-1650, 2007.

BARRETT, Alan J.; WOESSNER, J. Fred; RAWLINGS, Neil D. (Ed.). Handbook of
proteolytic enzymes. Elsevier, 2012.

BERG, Jeremy M.; TYMOCZKO, John L.; STRYER, Lubert. Lipids and cell
membranes. Biochemistry, fifth edition. New York: WH Freeman, v. 1050, 2002.

BILLINGS, Paul C.; NEWBERNE, Paul M.; KENNEDY, Ann R. Protease inhibitor
suppression  of colon and anal gland carcinogenesis induced by
dimethylhydrazine. Carcinogenesis, v. 11, n. 7, p. 1083-1086, 1990.

BIRK, Yehudith. The Bowman-Birk inhibitor. Trypsin-and chymotrypsin-inhibitor
from soybeans. Chemical Biology & Drug Design, v. 25, n. 2, p. 113-131, 1985.

79



BODE, Wolfram; HUBER, Robert. Structural basis of the endoproteinase—protein
inhibitor interaction. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Protein Structure and
Molecular Enzymology, v. 1477, n. 1, p. 241-252, 2000.

BOGYO, M.; WANG, E. W. Proteasome inhibitors: complex tools for a complex
enzyme. Current topics in microbiology and immunology, v. 268, p. 185-208, 2002.

BRADFORD, Marion M. A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram  quantities of protein utilizing the principle of protein-dye
binding. Analytical biochemistry, v. 72, n. 1-2, p. 248-254, 1976.

BRAND, G. D. et al. Oligomerization affects the kinetics and thermodynamics of the
interaction of a Bowman-Birk inhibitor with proteases. Archives of biochemistry and
biophysics, v. 618, p. 9-14, 2017.

BURLEY, S. K.; PETSKO, Gregory A. Aromatic-aromatic interaction: a mechanism of
protein structure stabilization. Science, v. 229, p. 23-29, 1985.

CARVALHO, A. F. et al. BTCI enhances guanylin-induced natriuresis and promotes
renal glomerular and tubular effects. Brazilian Journal of Biology, v. 68, n. 1, p. 149-
154, 2008.

CATALANO, M. et al. Anticarcinogenic Bowman Birk inhibitor isolated from snail
medic seeds (Medicago scutellata): solution structure and analysis of self-association
behavior. Biochemistry, v. 42, n. 10, p. 2836-2846, 2003.

CHEN, Qinghua et al. Proteasome synthesis and assembly are required for survival
during stationary phase. Free Radical Biology and Medicine, v. 37, n. 6, p. 859-868,
2004.

CHEN, Yu-Wen et al. Bowman-Birk inhibitor abates proteasome function and
suppresses the proliferation of MCF7 breast cancer cells through accumulation of MAP
kinase phosphatase-1. Carcinogenesis, v. 26, n. 7, p. 1296-1306, 2005.

CLAIR, William H. St et al. Suppression of dimethylhydrazine-induced carcinogenesis
in mice by dietary addition of the Bowman-Birk protease inhibitor. Cancer research, v.
50, n. 3, p. 580-586, 1990.

CLEMENTE, Alfonso et al. The cytotoxic effect of Bowman-Birk isoinhibitors, IBB1
and IBBD2, from soybean (Glycine max) on HT29 human colorectal cancer cells is
related to their intrinsic ability to inhibit serine proteases. Molecular nutrition & food
research, v. 54, n. 3, p. 396-405, 2010.

CLEMENTE, Alfonso; DOMONEY, C. Biological significance of polymorphism in
legume protease inhibitors from the Bowman-Birk family. Current protein and peptide
science, v. 7, n. 3, p. 201-216, 2006.

80



CLEMENTE, Alfonso; SONNANTE, Gabriella, DOMONEY, Claire. Bowman-Birk
inhibitors from legumes and human gastrointestinal health: current status and
perspectives. Current Protein and Peptide Science, v. 12, n. 5, p. 358-373, 2011.

DA SILVA, Luciano et al. Stability of a black eyed pea trypsin chymotrypsin inhibitor
(BTCI). Protein and Peptide Letters, v. 8, n. 1, p. 33-38, 2001.

DE FREITAS, Sonia M. et al. Analysis of the black-eyed pea trypsin and chymotrypsin
inhibitor-a-chymotrypsin complex. FEBS letters, v. 409, n. 2, p. 121-127, 1997.

DE FREITAS, Sonia M.; IKEMOTO, Hiroaki; VENTURA, Manuel M.
Thermodynamics of the binding of chymotrypsin with the black-eyed pea trypsin and
chymotrypsin inhibitor (BTCI). Journal of protein chemistry, v. 18, n. 3, p. 307-313,
1999.

DERYUGINA, Elena I.; SOROCEANU, Liliana; STRONGIN, Alex Y. Up-regulation
of vascular endothelial growth factor by membrane-type 1 matrix metalloproteinase
stimulates human glioma xenograft growth and angiogenesis. Cancer research, v. 62, n.
2, p. 580-588, 2002.

DREXLER, Hannes CA. Activation of the cell death program by inhibition of
proteasome function. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 94, n. 3, p.
855-860, 1997.

DURR, Eberhard; JELESAROQV, Ilian; BOSSHARD, Hans Rudolf. Extremely fast
folding of a very stable leucine zipper with a strengthened hydrophobic core and lacking
electrostatic interactions between helices. Biochemistry, v. 38, n. 3, p. 870-880, 1999.

ESTEVES, Gisele Ferreira. Resolucdo da estrutura tridimensional do inibidor triptico e
quimotripico de Vigna unguiculata em complexos binario e ternario. 2010. 163 f.,il.
Dissertacdo (Mestrado em Biologia Molecular)-Universidade de Brasilia, Brasilia,
2010.

FACHETTI, H. C. S.; MIZUTA, K.; VENTURA, M. M. Thermodynamics of the
association of trypsin with the black-eyed pea trypsin and chymotrypsin
inhibitor. Anais-Academia Brasileira de Ciencias, 1984.

FARADY, Christopher J.; CRAIK, Charles S. Mechanisms of macromolecular protease
inhibitors. Chembiochem, v. 11, n. 17, p. 2341-2346, 2010.

FISCHER, Stefan; VERMA, Chandra S. Binding of buried structural water increases
the flexibility of proteins. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 96, n.
17, p. 9613-9615, 1999.

FRANCO, Octavio L. et al. Effects of soybean Kunitz trypsin inhibitor on the cotton
boll weevil (Anthonomus grandis). Phytochemistry, v. 65, n. 1, p. 81-89, 2003.

GENNIS L.S., CANTOR C.R. Double-headed protease inhibitors from black-eyed peas.
I11. Subunit interaction of the native and half site chemically modified proteins. J. Biol.
Chem. 251:747-753, 1976.

81



GHISLAIN, Michel; TALLA, Emmanuel; FRANCOIS, Jean M. Identification and
functional analysis of the Saccharomyces cerevisiae nicotinamidase gene, PNC1. Yeast,
v. 19, n. 3, p. 215-224, 2002.

GLICKMAN, M. H.; MAYTAL, V. Regulating the 26S proteasome. In: The
Proteasome—Ubiquitin Protein Degradation Pathway. Springer Berlin Heidelberg,
2002. p. 43-72.

GROLL, Michael et al. Structure of 20S proteasome from yeast at 2.4 A
resolution. Nature, v. 386, n. 6624, p. 463, 1997.

HARDING, Clifford V. et al. Novel dipeptide aldehydes are proteasome inhibitors and
block the MHC-I antigen-processing pathway. The Journal of Immunology, v. 155, n. 4,
p. 1767-1775, 1995.

HARTLEY, B. S. Proteolytic enzymes. Annual review of biochemistry, v. 29, n. 1, p.
45-72, 1960.

HEDSTROM, Lizbeth. Serine protease mechanism and specificity. Chemical reviews,
v. 102, n. 12, p. 4501-4524, 2002.

HUBER, Eva M. et al. A unified mechanism for proteolysis and autocatalytic activation
in the 20S proteasome. Nature communications, v. 7, 2016.

IKENAKA ,T.; NORIOKA, S. Bowman-Birk family serine proteinase inhibitors. In:
Barrett A. J.; Salvesen, G. (eds). Proteinase Inhibitors, Wagenigen, Elsevier Science,
cap. 9, p. 361 — 371, 1986.

IQBAL, Mohamed et al. Potent inhibitors of proteasome. Journal of medicinal
chemistry, v. 38, n. 13, p. 2276-2277, 1995.

JANA, Nihar Ranjan et al. Altered proteasomal function due to the expression of
polyglutamine-expanded truncated N-terminal huntingtin induces apoptosis by caspase
activation through mitochondrial cytochrome c¢ release. Human molecular genetics, v.
10, n. 10, p. 1049-1059, 2001.

JANA, Nihar Ranjan et al. Inhibition of proteasomal function by curcumin induces
apoptosis through mitochondrial pathway. Journal of Biological Chemistry, v. 279, n.
12, p. 11680-11685, 2004.

JOANITTI, Graziella Anselmo; AZEVEDO, Ricardo Bentes; FREITAS, Sonia Maria.
Apoptosis and lysosome membrane permeabilization induction on breast cancer cells by
an anticarcinogenic Bowman-Birk protease inhibitor from Vigna unguiculata
seeds. Cancer letters, v. 293, n. 1, p. 73-81, 2010.

82



KARPUZOGLU, Ebru; GOGAL, Robert M.; AHMED, S. Ansar. Serine protease
inhibitor, 4-(2-aminoethyl)-benzene sulfonyl fluoride, impairs 1L-12-induced activation
of pSTAT4B, NFkB, and select pro-inflammatory mediators from estrogen-treated
mice. Immunobiology, v. 216, n. 12, p. 1264-1273, 2011.

KENNEDY, Ann R. Anticarcinogenic Activity of Protease Inhibitors Overview.
In: Protease inhibitors as cancer chemopreventive agents. Springer US, 1993. p. 9-64.

KENNEDY, Ann R. Chemopreventive agents: protease inhibitors. Pharmacology &
therapeutics, v. 78, n. 3, p. 167-209, 1998.

KENNEDY, Ann R. Prevention of carcinogenesis by protease inhibitors. Cancer
Research, v. 54, n. 7 Supplement, p. 1999s-2005s, 1994.

KENNEDY, Ann R.; WAN, X. Steven. Effects of the Bowman-Birk inhibitor on
growth, invasion, and clonogenic survival of human prostate epithelial cells and prostate
cancer cells. The Prostate, v. 50, n. 2, p. 125-133, 2002.

KOEPKE, Jirgen et al. Crystal structure of cancer chemopreventive Bowman-Birk
inhibitor in ternary complex with bovine trypsin at 2.3 A resolution. Structural basis of
Janus-faced serine protease inhibitor specificity. Journal of molecular biology, v. 298, n.
3, p. 477-491, 2000.

KOOLMAN, Jan et al. Color atlas of biochemistry. Stuttgart: Thieme, 2005.

LAEMMLLI, Ulrich K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head
of bacteriophage T4. nature, v. 227, n. 5259, p. 680, 1970.

LASKOWSKI, Michael; QASIM, M. A. What can the structures of enzyme-inhibitor
complexes tell us about the structures of enzyme substrate complexes?. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA)-Protein Structure and Molecular Enzymology, v. 1477, n. 1, p.
324-337, 2000.

LEME, Janaina de Moraes Maciel. Mutacdo sitio-especifica de cisteinas glutationiladas
na subunidade o5 do proteassomo 20S da levedura Saccharomyces cerevisiae:
implicagcbes no metabolismo de proteinas oxidadas e na longevidade celular. Tese de
Doutorado. Universidade de S&o Paulo, 2016.

LEO, F. De et al. PLANT-PIs: a database for plant protease inhibitors and their
genes. Nucleic Acids Research, v. 30, n. 1, p. 347-348, 2002.

LEWIS, Eli C. Expanding the clinical indications for al-antitrypsin therapy. Molecular
medicine, v. 18, n. 1, p. 957, 2012.

LICHTENSTEIN, Gary R. et al. Bowman-Birk inhibitor concentrate: a novel
therapeutic agent for patients with active ulcerative colitis. Digestive diseases and
sciences, v. 53, n. 1, p. 175, 2008.

LOPES, Ulisses Gazos et al. p53-dependent induction of apoptosis by proteasome
inhibitors. Journal of Biological Chemistry, v. 272, n. 20, p. 12893-12896, 1997.

83



MA, Tong-Cui et al. Soybean-derived Bowman-Birk inhibitor (BBI) blocks HIV entry
into macrophages. Virology, v. 513, p. 91-97, 2018.

MALKOWICZ, S. Bruce et al. Effects of Bowman-Birk inhibitor concentrate (BBIC)
in patients with benign prostatic hyperplasia. The Prostate, v. 48, n. 1, p. 16-28, 2001.

MARYANOFF, Bruce E. et al. Dual inhibition of cathepsin G and chymase is effective
in animal models of pulmonary inflammation. American journal of respiratory and
critical care medicine, v. 181, n. 3, p. 247-253, 2010.

MEHDAD, A. et al. A Bowman-Birk inhibitor induces apoptosis in human breast
adenocarcinoma through mitochondrial impairment and oxidative damage following
proteasome 20S inhibition. Cell death discovery, v. 2, 2016.

MESSADI, Diana Victor et al. Inhibition of Oral Carcinogenesis by a Protease Inhibitor
2 3. Journal of the National Cancer Institute, v. 76, n. 3, p. 447-452, 1986.

MESSINA, Mark J. et al. Soy intake and cancer risk: a review of the in vitro and in vivo
data. Nutrition and cancer, v. 21, n. 2, p. 113-131, 1994,

MESSINA, Mark; BARNES, Stephen. The role of soy products in reducing risk of
cancer. J Natl Cancer Inst, v. 83, n. 8, p. 541-6, 1991.

MEYSKENS, Frank L. et al. Abstract CN02-05: Phase IlIb randomized clinical
chemoprevention trial of a soybean-derived compound (Bowman-Birk inhibitor
concentrate) for oral leukoplakia. 2010.

MORHY, Lauro; VENTURA, Manuel Mateus. The complete amino acid sequence of
the Vigna unguiculata (L.) Walp. seed trypsin and chymotrypsin inhibitor. Anais da
Academia Brasileira de Ciencias, v. 59, n. 1-2, p. 71-81, 1987.

NEURATH, Hans. Evolution of proteolytic enzymes. Science, v. 224, p. 350-358, 1984.

NEURATH, Hans; WALSH, Kenneth A. Role of proteolytic enzymes in biological
regulation (a review). Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 73, n. 11, p.
3825-3832, 1976.

OAKLEY, Berl R.; KIRSCH, Donald R.; MORRIS, N. Ronald. A simplified
ultrasensitive silver stain for detecting proteins in polyacrylamide gels. Analytical
biochemistry, v. 105, n. 1, p. 361-363, 1980.

ODANI, Shoji; IKENAKA, Tokuji. Studies on Soybean Trypsin Inhibitors: XIII.
Preparation and Characterization of Active Fragments from Bowman-Birk Proteinase
Inhibitor. The Journal of Biochemistry, v. 83, n. 3, p. 747-753, 1978.

ORLOWSKI, Robert Z. et al. Phase | trial of the proteasome inhibitor PS-341 in
patients with refractory hematologic malignancies. Journal of Clinical Oncology, v. 20,
n. 22, p. 4420-4427, 2002.

RAWLINGS, Neil D. et al. MEROPS: the database of proteolytic enzymes, their
substrates and inhibitors. Nucleic acids research, v. 42, n. D1, p. D503-D509, 2013.

84



SADOUL, Remy et al. Involvement of the proteasome in the programmed cell death of
NGF-deprived sympathetic neurons. The EMBO Journal, v. 15, n. 15, p. 3845, 1996.

SAFAVI, Farinaz; ROSTAMI, Abdolmohamad. Role of serine proteases in
inflammation: Bowman-Birk protease inhibitor (BBI) as a potential therapy for
autoimmune diseases. Experimental and molecular pathology, v. 93, n. 3, p. 428-433,
2012.

SAITO, Teruyoshi et al. Negative growth control of osteosarcoma cell by Bowman-—
Birk protease inhibitor from soybean; involvement of connexin 43. Cancer letters, v.
253, n. 2, p. 249-257, 2007.

SCHECHTER, Israel; BERGER, Arieh. On the size of the active site in proteases. |.
Papain. Biochemical and biophysical research communications, v. 27, n. 2, p. 157-162,
1967.

SCHRADER, Jil et al. The inhibition mechanism of human 20S proteasomes enables
next-generation inhibitor design. Science, v. 353, n. 6299, p. 594-598, 2016.

SILVA, Luciano P. et al. Oligomerization states of Bowman-Birk inhibitor by atomic
force microscopy and computational approaches. Proteins: Structure, Function, and
Bioinformatics, v. 61, n. 3, p. 642-648, 2005.

SOUZA, Larissa C. et al. Effects of an anticarcinogenic Bowman-Birk protease
inhibitor on purified 20S proteasome and MCF-7 breast cancer cells. PLoS One, v. 9, n.
1, p. 86600, 2014.

SOUZA, Larissa da Costa. Associacdo entre 0 proteassoma e o inibidor de protease
BTCI: caracterizacdo fisico-quimica e efeitos moleculares em células de céancer de
mama (MCF-7). 2010. xiii, 123 f., il. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Molecular)—
Universidade de Brasilia, Brasilia, 2010.

SRIKANTH, Sandhya; CHEN, Zhong. Plant Protease Inhibitors in Therapeutics-Focus
on Cancer Therapy. Frontiers in pharmacology, v. 7, 2016.

TANAKA, K. et al. Proteasomes (multi-protease complexes) as 20 S ring-shaped
particles in a variety of eukaryotic cells. Journal of Biological Chemistry, v. 263, n. 31,
p. 16209-16217, 1988.

TERADA, Shigeyuki et al. Purification and characterization of three proteinase
inhibitors from Canavalia lineata seeds. Bioscience, biotechnology, and biochemistry,
v. 58, n. 2, p. 371-375, 1994.

TOMKO JR, Robert J.; HOCHSTRASSER, Mark. Molecular architecture and assembly
of the eukaryotic proteasome. Annual review of biochemistry, v. 82, p. 415-445, 2013.

VENTURA M.M., MARTIN CO, MORHY L. A trypsin and chymotrypsin inhibitor
from black-eyed pea (Vigna sinensis L.). VI. Isolation and properties of complexes with
trypsin and chymotrypsin. An Acad Brasil Cienc 47: 335-346, 1975.

85



VENTURA, M. M.; MIZUTA, K.; IKEMOTO, H. Self-association of the black-eyed
pea trypsin and chymotrypsin inhibitor in solution-a study by light-scattering. An Acad
Brasil Cienc, v. 53, n. 1, p. 195-201, 1981.

VENTURA M.M., XAVIER-FILHO J., A trypsin and chymotrypsin inhibitor from
black-eyed pea (Vigna sinensis). I. Purification and partial characterization, Ann. Acad.
Bras. Cienc. 38, 553-566, 1966.

VINITSKY, Alexander et al. Inhibition of the proteolytic activity of the multicatalytic
proteinase complex (proteasome) by substrate-related peptidyl aldehydes. Journal of
Biological Chemistry, v. 269, n. 47, p. 29860-29866, 1994.

VOET, Donald; VOET, Judith G. Bioquimica. Artmed Editora, 2013.

VON HOFE, Eric; NEWBERNE, Paul M.; KENNEDY, Ann R. Inhibition of N-
nitrosomethylbenzylamine-induced esophageal neoplasms by the Bowman-Birk
protease inhibitor. Carcinogenesis, v. 12, n. 11, p. 2147-2150, 1991.

VOSS, R. et al. Crystal Structure of the Bifunctional Soybean Bowman-Birk Inhibitor
at 0.28-nm Resolution. The FEBS Journal, v. 242, n. 1, p. 122-131, 1996.

XAVIER-FILHO, J. and VENTURA, M. M. Trypsin inhibitors in Cowpea: a
review. Comments Agric. Food Chem, v. 1, p. 239-314, 1988.

WILK, Sherwin; FIGUEIREDO-PEREIRA, Maria E. Synthetic inhibitors of the
multicatalytic proteinase complex (proteasome). Enzyme and Protein, v. 47, p. 306-313,
1993.

WITTIG, Ilka; SCHAGGER, Hermann. Features and applications of blue-native and
clear-native electrophoresis. Proteomics, v. 8, n. 19, p. 3974-3990, 2008.

ZUCKER, Stanley et al. Membrane type-matrix metalloproteinases (MT-
MMP). Current topics in developmental biology, v. 54, p. 1-74, 2003.

ZWICKL, Peter; BAUMEISTER, Wolfgang (Ed.). The Proteasome—UDbiquitin Protein
Degradation Pathway. Springer Science & Business Media, 2012.

86



VIIl. Apéndice

Durante o desenvolvimento deste mestrado, outras atividades académicas/
cientificas foram realizadas, visando obtencdo de dados relacionados a atividade
inibitéria do BTCI em linhagens bacterianas, bem como para formacdo complementar.

Os resultados estdo apresentados a seguir.

VI Efeito inibitorio do BTCI em linhagens de bactérias

Estdo apresentados a seguir, resultados de pesquisa realizada em colaboragdo com a
Profa Dra. Tatiana Amabile de Campos e a aluna de mestrado Laura Fernandes, com o
objetivo de determinar o efeito inibitorio do BTCI sobre linhagens bacterianas, como

Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli.

VIILILI  Introducdo

Infeccdo hospitalar e resisténcia a antibioticos por patdgenos relacionados a estas
infeccdes tem sido assuntos bastante discutidos e de grande preocupacdo, por ser a
principal causa da morte para pacientes em estado critico de saude (Mulvey e Simor,
2009; Becker et al., 2012; Ramsamy et al., 2013). Assim, ha extrema necessidade em
desenvolver novos farmacos como alternativa para o tratamento de infeccBes por
mircroorganismos multirresistentes (Fitzgerald-Hughes et al., 2012). Neste contexto,
estudos sobre compostos biologicamente ativos extraido de plantas tem sido realizados
(Savoia 2012), visando o desenvolvimento de novos farmacos antibacterianos com alta

eficacia e menor toxicidade (Ngo et al. 2013).

Proteases bacterianas desempenham papéis fundamentais na fisiologia celular,
replicacéo e sobrevivéncia, estando envolvidas na viruléncia, por regularem a producéo
e secrecdo de fatores de viruléncia, coordenarem as respostas ao estresse importantes
para a sobrevivéncia no hospedeiro e por serem responsaveis pela destrui¢do do tecido
hospedeiro e a degradacéo das proteinas de defesa do hospedeiro (Culp e Wright 2017).
Isto torna as proteases bacterianas alvos para o desenvolvimento de medicamentos

antivirulentos e antibioticos (Culp e Wright 2017).
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Diversos trabalhos tém demonstrado a toxicidade de inibidores de tripsina sobre
fungos e bactérias (Giudici, Regente e Canal 2000; Chilose et al. 2000; Yang, Sugio e
White 2006; Wang 2006; Kim et al. 2006; Lima et al. 2011), atuando também sobre
microorganismos patogénicos (Kim et al. 2006; Backer 2009; Costa H. P. S. et al.
2014). Estudos tém sido realizados para o possivel uso de inibidores de proteases de
plantas como antimicrobianos (Kim et al. 2006; Backer 2009; Costa H. P. S. et al. 2014;
Rehman S. 2016), sendo observado a inibicdo de crescimento bacteriano por um
inibidor de tripsina extraido de pinhdo-manso. Outros estudos também relacionam os
inibidores de proteases de plantas com efeitos contra a resisténcia bacteriana e fungica
(Rehman S. 2016).

O BTCI é um inibidor pertencente a familia Bowman-Birk, obtido a partir de
sementes de Vigna unguiculata. Este inibidor apresenta um potencial com aplicacdes
biotecnoldgicas na agricultura, tendo apresentado potencial para o controle de pragas,
como a do bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis), e em areas da saude,
demonstrando efeitos natriuréticos, cardiovasculares e, principalmente efeitos
anticarcinogénicos em ensaios in vitro e in vivo (Franco et al. 2003, Carvalho et al.
2008; Alvares A. C. M. et al. 2014; Joanitti et al. 2010; Mehadad A. et al. 2016).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito inibitério do BTCI em linhagens
bacterianas, visando investigar seu papel como agente antimicrobiano e reconhecer uma

nova aplicabilidade potencial para este inibidor.

VIIL1Lii Materiais e Métodos

Para avaliar a atividade antibacteriana do BTCI foi empregado o método de inibicao
de crescimento em meio liquido. Para tanto, foram utilizadas duas bactérias gram-
negativas: Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031) e Escherichia coli (ATCC J96). As
bactérias foram incubadas em caldo Mueller-Hinton numa estufa a 37 °C. Para o ensaio

a suspensdo de células utilizada tinha 10° UFC/mL.

O ensaio foi conduzido em placas de microtitulagdo (96 pogos) por meio da
adicdo do BTCI autoclavado e ressuspenso em meio Mueller-Hinton de acordo com a
proporcdo da concentragdo indicada para cada poco. O experimento foi realizado com
K. pneumoniae e E. coli variando a concentra¢do de BTCI em 0 uM, 50 uM, 100 uM,
200 pM, 300 uM e 400 uM. Como controle positivo foi utilizado pocos com apenas 0
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meio Mueller-Hinton, e negativo foram utilizados 100 pL da suspensédo de células com
100 pL de meio. Em cada poco foi colocado 100 pL da suspensdo de células com 10°
UFC/mL. O volume final de cada poco foi de 200 pL.

As leituras de absorbancia foram realizadas no espectrofotdbmetro (BioTeK-
Synergy™ HT) no comprimento de onda de 630 nm a cada 30 min por um periodo total
de 4 h. Entre os intervalos de leitura a placa ficava incubada em estufa a 37 °C. Para a
interpretacdo das leituras 0s pocos que continham apenas meio foram considerados
como o branco da absorbancia, subtraindo assim os valores da absorbancia de cada poco

pela media do valor dos pocgos do controle negativo.

VIII.11.iii Resultados
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Figura Al. Efeito do inibidor BTCI no crescimento de Klebsiella pneumoniae a diferentes
concentracdes. Experimento realizado em triplicata para cada concentra¢do do inibidor. Desvio padréo
menor que 10%.
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Figura A2. Efeito do inibidor BTCI no crescimento de Escherichia coli a diferentes concentragdes.
Experimento realizado em triplicata para cada concentragdo do inibidor. Desvio padréo menor que 10%.
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Figura A3. Percentual do crescimento relativo de Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli variando

as concentracdes do inibidor BTCI.
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VIIIL.1l.iv Discussao

O apéndice deste trabalho apresenta ensaios de inibicdo do crescimento bacteriano,
em meio liquido, pelo inibidor de serinoprotease BTCI. Os resultados obtidos nos
ensaios com K. pneumoniae e E. coli (Figuras Al e A2) demonstram que a presenca de
BTCI no meio de cultura influencia diretamente no crescimento destas bactérias,
reduzindo em 68,16% e 74,82% o crescimento relativo de K. pneumoniae e E. coli,
respectivamente, na presenca de BTCI a 400 uM (Figura A3). Segundo o regulamento
técnico para produtos com acdo antimicrobiana presente em anexo na RDC n° 14 da
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria), uma droga bacteriostética, inibe o
crescimento do microorganismo sem chegar necessariamente a produzir-se a morte do
mesmo. Aparentemente, 0 comportamento apresentado assemelha-se a uma droga
bacteriostatica nas primeiras 3 h, para K. pneumoniae e 2 h, para E. coli, onde nos
ensaios com maiores concentracfes de BTCI ocorreu um retardo no crescimento
microbiano, se comparado aos ensaios sem inibidor. Mas, para comprovacdo destes
resultados, seriam necessarios outros experimentos elevando as concentracdes do
inibidor.

Seria muito simples relacionar a conexdo existente entre o trabalho principal e o
apéndice apresentado apenas pela presenca do mesmo inibidor de serinoprotease em
ambos os trabalhos. Ou até ir um pouco além, como correlacionar as funcionalidades
biologicas e aparéncias estruturais semelhantes do proteassoma 20S com um dos
complexos proteoliticos bacterianos (Kessel et al. 1995). Mesmo sem os a totalidade
dos resultados necessarios, pode-se hipotetizar a correlacdo dos efeitos induzidos por
BTCI em células de cancer MCF-7 como o rapido aumento de ROS e a perda do
potencial de membrana da mitocondria, que foram relatados por Mehdad et al. (2016) e

Joanniti et al. (2010), com a inibicdo do crescimento bacteriano por BTCI.

Proteases mitocondriais humanas sdo ortologas da maioria dos complexos
proteoliticos encontrados em bactérias e muitas delas sdo estudadas como potenciais
alvos para drogas anticancer (Goard e Schimmer 2014). Em Cole et al. (2015), estudou-
se a inibicdo da protease mitocondrial ClpP (Proteolytic subunit of bacterial
caseinolytic protease) como estratégia de tratamento para leucemia mieloide aguda
(LMA). E neste trabalho foi observado o efeito citotoxico de inibidores de ClpP a

células de LMA, o prejuizo a fosforilagdo oxidativa pela inibi¢cdo do ClpP. Além disso,
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em camundongos knockdown para o gene de ClpP foi observado a reducdo do
crescimento e da viabilidade de células LMA, mostrando a importancia dessa protease
mitocondrial para a viabilidade celular durante o stress. Em Mehdad et al. (2016) foi
discutido que o BTCI induziu a apoptose em adenocarcinoma mamario por danos a
mitocondria e stress oxidativo por meio da inibicdo ao proteassoma 20S por este
inibidor.

Com os resultados existentes, s6 € possivel atribuir a citotoxicidade do BTCI a
inibicdo do proteassoma 20S (Mehdad et al. 2016). Mas, podemos instigar estudos a
serem feitos sobre a possivel inibicdo do ClpP por BTCI. Talvez os danos a mitocondria
apresentados em Mehdad et al. (2016) e Joanitti et al. (2010) ndo sejam gerados
diretamente pela inibicdo do proteassoma 20S, mas como em Cole et al (2015), podem
ter influencia da inibicdo da ClpP. O inibidor sintético de proteassoma, MG132,
apresentou inibicéo contra a atividade de hidrolise da ClpP de C. elegans (Haynes C.M.
et al. 2007), o que leva a questdo, ‘0 que poderia ser consequéncia da inibi¢ao do
proteassoma 20S e o que poderia ser consequéncia da inibicdo da ClpP na reducdo da
viabilidade celular?’ ‘Sera que, os testes em camundongos knockdown para o gene ClpP
terem apresentado uma reducdo no crescimento e na viabilidade celular de LMA, como
visto em Cole et al. (2015), seriam indicios de que o funcionamento ineficiente de ClpP
influencia na viabilidade celular de forma independente da inibicdo do proteassoma
20S? “‘Serad que o inibidor de serinoprotease BTCI, também teria agdo inibitoria sobre
essa protease mitocondrial que possui 14 sitios de serinoproteases (Culp e Wright
2017), ou a possivel inibicdo da ClpP, além do proteassoma 20S, poderia influenciar os

os efeitos citotdxicos nas células de MCF-7?’

Estudos relatam a ortologia entre a ClpP de bactérias e eucariotos (Maurizi et al.
1990). Assim, espera-se que os inibidores de proteases possam ter efeitos semelhantes
em seus ortélogos (Culp e Wright 2017). O BTCI apresentou um efeito inibidor do
crescimento de Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli, reduzindo a sua taxa de
crescimento em proporgdo ao aumento da concentracdo do inibidor. Outros inibidores
de protease de plantas foram estudados como possiveis antimicrobianos (Kim et al.
2006; Backer 2009; Costa H. P. S. et al. 2014; Rehman S. 2016). Em Costa H. P. S. et
al. 2014 a inibicdo do crescimento bacteriano por JcTI, um inibidor de tripsina extraido
de pinh&o-manso, tambem foi proporcional ao aumento da concentracdo do inibidor,

com excessao a S. aureus que foi completamente inibida em todas as concentragdes de
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inibidor testadas. Rehman S. 2016 ressalta sobre a correlacdo de inibidores de proteases

em plantas apresentarem efeitos contra a resisténcia bacteriana e fungica.

Algumas proteases intracelulares sdo importantes para viabilidade e a viruléncia
de microorganismos (Gaillot et al. 2000). Regulagdo da producéo e secrecdo de fatores
de viruléncia, e o0 gerenciamento das respostas importantes ao stress para a
sobrevivéncia no hospedeiro sdo fungdes atribuidas a algumas proteases intracelulares e
que as tornam alvos de desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas (Culp e
Wright 2017). ClpP tem sido o complexo proteico mais estudado (Culp e Wright 2017).
ClpP esta envolvido com processos de regulacdo, divisdo celular, tolerancia ao stress,
viruléncia, diferenciacdo morfoldgica e resisténcia a antibiéticos (Culp e Wright 2017).
A inibicdo da ClpP em S. aureus apresentou uma atenuacao na producao de fatores de
viruléncia, 0 que sugeriu uma atrativa estratégia de neutralizacdo do patdgeno para
auxiliar o sistema imune do hospedeiro a combaté-lo (Bottcher T. e Sieber S. A. 2008).
Mas seria a possivel inibicdo de ClpP que explicaria o aparente efeito bacteriostatico do
BTCI? Ndo é possivel responder ainda a estas perguntas, pela inexisténcia de estudos
relacionados a estas duas proteinas associadas. Mas, vale ressaltar a importancia dos
estudos relacionados ao desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas, assim como
estudos de potenciais alvos para drogas anti-cancer, que podem estar atrelados com a
ortologia existente entre os complexos proteicos bacterianos e 0s mitocondriais

humanos.
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1 X. Anexo 1

o Metodologia: simulagdo computacional

A metodologia a seguir é referente a simulagdo computacional “docking” para
predizer as inimeras possibilidades de interacdo do BTCI com a molécula do
proteassoma de levedura, realizada em colaboracdo com o aluno de doutorado Caio

Souza, com anuéncia de seu orientador, Dr. Werner Treptow.

A estrutura cristalografica do proteassoma (codigo PDB 1FNT) foi utilizada como
receptor em uma série de calculos de “docking” molecular com o BTCI. Inicialmente, a
estrutura cristalografica do BTCI foi complementada com &atomos que faltavam,
incluindo os hidrogénios, e foi submetida a dindmica molecular em solugdo aquosa
explicita com o programa NAMD a fim de minimizar a energia dessa estrutura. Foram
escolhidas aleatoriamente 120 estruturas diferentes dos 6 ns finais dessa simulacéo para
levar em consideracdo a flexibilidade inerente as proteinas.

Os calculos de “docking” foram realizados em série, mantendo-se 0s atomos de
hidrogénio, utilizando o programa AutoDock Vina. Cada simulacdo foi repetida com
diferentes caixas de busca de modo a englobar a totalidade do proteassoma. As
solucBes com RMSD menores que 0,5 A foram desconsideradas. O valor do pardmetro
“exhaustiveness” foi fixado em 200 e foram coletadas as 50 melhores solugdes de cada
simulacdo. Apds as simulagdes, foram consideradas as 50 melhores solucbes para a
interacdo de cada uma das estruturas do BTCI no proteassoma. As solugdes de todas as
simulacdes foram agrupadas e classificadas segundo os valores da energia de ligacdo
fixada em até -15 kCal/mol, calculada segundo a distancia do centro geométrico do

proteassoma a superficie molecular.
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X.Anexo 2

o Resumo submetido em congresso — SBBq 2018

Thermodynamics Parameters of the Interaction between 20S Proteasome from
Saccharomyces cerevisiae with a Black-eyed Pea Trypsin and Chymotrypsin
Inhibitor (BTCI) from Vigna unguiculata

Luisa Meneghettit, Azadeh Mehdad*, Aisel Valle Garay?, Jodo Alexandre R. G.
Barbosa® and Sonia Maria de Freitast

Laboratory of Molecular Biophysics, Department of Cell Biology, Institute of Biological
Sciences, University of Brasilia, Brasilia, DF — Brazil — 70910900.%

Introdution: The Bowman-Birk Inhibitor named black-eyed pea trypsin/chymotrypsin
inhibitor (BTCI) was isolated from Vigna unguiculata seeds. Bowman-Birk family of
serine protease inhibitors has been described as a potent anticarcinogenic agent, part
of which is a consequence of inhibition of the 20S proteasome. The proteasome is a
multicatalytic enzymatic complex present in all eukaryotes responsible for protein
degradation and, consequently, for the maintenance of cellular homeostasis.
Proteasome inhibition decreases tumor progression by inducing apoptosis in cancer
cells. BTCI was characterized as a potent anticarcinogenic agent on breast cancer
cells mainly due to 20S proteasome inhibition. Objectives: In this work,
thermodynamic parameters characterizing the BTCI-20S proteasome interaction were
estimated by physical-chemical methods. Materials and methods: BTCI was purified
by ion exchange chromatography and 20S proteasome was obtained by heterologous
expression and purified by nickel affinity chromatography, followed by ion exchange
chromatography. Results and conclusions: Inhibition assays of 20S proteasome
proteolytic activity in the presence of BTCI at 31 °C, 34 °C and 46 °C were performed
and K; values were 2.72 x 10° M, 2.97 x 10° M, and 1.94 x 10°® M, respectively. The
thermodynamic parameters indirectly estimated by van't Hoff approximation were AH =
36745.6 cal.mol*, AS = 141.156 cal.K*.mol* e AG = -5.319 Kcal.mol™. Isothermal
titration calorimetry assays were performed in order to calculate the thermodynamic
parameters directly. Association constants, K,, values at 25 °C and 30 °C were 4.73
x10® M™* and 1.34 x10® M*, respectively. The thermodynamic parameters at same
temperatures were, AH, 5.115 x 10° cal.mol™ and 1.888 x 10° cal.mol*, AS, 1.72 x 10*
cal.mol™*.deg™ and 660 cal.mol*.deg™, and AG, -10.6 Kcal.mol™ and -11.1 Kcal.mol™,
respectively. All together these results showed that the interaction of BTCI with the 20S
proteasome is endothermic (AH> 0), entropically favorable (AS> 0) and spontaneous
(AG <0).

Key-words: Serine proteases inhibitors; 20S proteasome; Proteasome inhibitors.
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