UNIVERSIDADE DE BRASILIA

= INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS "’ N
L O (JE °
Programa de Pds-Graduagdo em Biologia Molecular \}:1“.';

Departamento de Ciéncias Fisioldgicas

=

Laboratoério de Toxinologia

CAROLINE BARBOSA FARIAS MOURAO

NOVA CLASSE DE INIBIDOR DE
SERINOPEPTIDASE PRESENTE NA PECONHA
DO ESCORPIAO Tityus obscurus

Brasilia

2016



CAROLINE BARBOSA FARIAS MOURAO

NOVA CLASSE DE INIBIDOR DE
SERINOPEPTIDASE PRESENTE NA PECONHA
DO ESCORPIAO Tityus obscurus

Tese apresentada ao Programa de Pds-
Graduacao em Biologia Molecular do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade de Brasilia como requisito
parcial a obtenc¢ao do titulo de Doutora

em Biologia Molecular.

Orientadora: Dra. Elisabeth Ferroni Schwartz

Brasilia

2016



BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Elisabeth Ferroni Schwartz — Presidente da banca examinadora
Universidade de Brasilia

Prof. Dr. Ricardo Bentes de Azevedo — membro interno
Universidade de Brasilia

Prof. Dr. Jodo Alexandre R. G. Barbosa — membro interno
Universidade de Brasilia

Profa. Dra. Ana Marisa Chudzinski Tavassi — membro externo
Instituto Butantan

Prof. Dr. Paulo Cezar Vieira — membro externo
Universidade Federal de Sao Carlos

Profa. Dra. Marcia Renata Mortari — membro suplente
Universidade de Brasilia



Dedico essa tese

a minha mde, Jaqueline Barbosa,

ao meu aconchego, Lucas Caridade,

a minha mentora, Elisabeth Ferroni,

e a todas as pessoas incriveis que me inspiraram nessa trajetoria.



Agradecimentos

Agradeco imensamente a minha querida mae, Jaqueline, por ser minha
referéncia de forca e independéncia, pelo amor, suporte e por ter sempre apoiado
minhas escolhas académicas. A minha familia, pelo carinho, diversdo e por estarem

sempre na torcida.

Ao Lucas Caridade, pelo amor, companheirismo e motivacdo. Obrigada por me
ajudar a superar muitas dificuldades ao longo desse caminho, tornando tudo mais leve.
A sua familia, que me adotou t3o bem e fez a torcida ainda maior.

A Dra. Elisabeth Ferroni, pela orientacdo, incentivo, sugestdes, inspiracdes e pela
confianca depositada em mim, sempre estimulando minhas ideias e me dando todo o
espaco cientifico que eu pude ter. Obrigada por me ensinar tanto nesses nove anos de
colaboracdo, pela companhia nos congressos nos pontos mais extremos desse planeta,
pela oportunidade de conhecer novos pesquisadores e pelos aprendizados que

carregarei para a vida.

Ao Dr. Carlos Bloch Jr., do Laboratdrio de Espectrometria de Massa — EMBRAPA
Recursos Genéticos e Biotecnologia - Brasilia, por permitir livre acesso ao laboratoério e
auxiliar nos processos envolvendo espectrometria de massa e anadlises quimicas. A ele
devo a afei¢do pela quimica de proteinas, sempre ensinada de forma muito entusiastica
e rica em detalhes. A Dra. Maura Prates pelo auxilio com a sintese quimica e
cromatografias e pelos eventuais lanchinhos e chocolates. Ao Dr. Thiago Mattos e ao
Marcelo Ramada pela ajuda com a montagem e uso do espectropolarimetro de
dicroismo circular. A todos os alunos, pesquisadores e funcionarios do Laboratério de
Espectrometria de Massa, pela amizade e colaboragdo em diversos momentos. Tive o
prazer de té-los como “segundo laboratdrio” e poder realizar varias etapas da minha
pesquisa em colaboracao.

Ao Dr. Guilherme Brand, do Departamento de Quimica Organica da Universidade
de Brasilia - UnB, pelo acompanhamento nos experimentos de Ressonancia Plasmonica
de Superficie (SPR), pela ajuda com os experimentos, analises e pelas significativas
conversas sobre cinética enzimatica e termodinamica.

A Dra. Sonia Freitas, do Laboratdrio de Biofisica Molecular, no Departamento de
Biologia Celular - UnB, pelo auxilio nos experimentos com espectroscopia de dicroismo

circular.

Ao Dr. Ricardo Bentes de Azevedo, do Departamento de Genética e Morfologia,
IB—UnB, por permitir o uso de seu laboratorio e por ceder as células usadas nos ensaios
antitumorais. A Dra. Graziella Joanitti, pelo acompanhamento durante a realiza¢io dos



ensaios antitumorais in vitro e por me ensinar 0s primeiros passos com ensaios

enzimaticos.

Ao Dr. Lourival Possani, do Instituto de Biotecnologia da Universidad Nacional
Autonoma de México (UNAM), pela colaboracdo e por me receber tdo gentilmente em
seu laboratdrio. A Dra. Rita Restano-Cassulini, pela amizade, carinho, e pelo auxilio na
realizacdo dos ensaios eletrofisiolégicos em sistema patch clamp. A todos los amigos do

laboratodrio, que tornaram minha estada mais divertida e calorosa.

A Dra. Marcia Mortari, sempre t3o querida e disposta a ajudar, e aos alunos do
Laboratério de Farmacologia - UnB, em especial a Juliana de Castro e a Flavia Medeiros,

pela ajuda na realizacdo do ensaio em camundongos.

Ao Dr. Jodo Alexandre Barbosa, a Dra. Cristiane Ano Bom e ao Dr. Francisco
Gomes-Neto, pela colaboragdo com os experimentos de caracterizagdo estrutural, ainda
em andamento. A Dra. Simone Fonseca pelos experimentos de atividade antirretroviral,

também em fase de realizacdo.

A Brenda Camargo, pela assisténcia com os calculos de velocidade enzimética.
Ao Dr. Daniel Ardisson e ao César Prias, pela ajuda com o microscépio e processamento
de imagens. Ao Daniel Machado, por inUmeras vezes me ajudar a sanar minhas duvidas
guanto a escrita do manuscrito.

Aos demais professores que influenciaram direta ou indiretamente esse projeto,
em especial ao Prof. Carlos Schwartz pelos ensinamentos e carinho. A equipe de técnicos
do LTx, em especial ao Adolfo Souza, pela ajuda e amizade. A todos os amigos do LT,
gue juntos me deram uma familia magnifica com a qual tive o prazer de estar ao lado

por todos esses anos. Vocés sao incriveis!

Aos meus queridos estagiarios e alunos de Iniciacdo Cientifica Alessa Bembom,
Luisa Coelho e Diogo Tibery, pela amizade, companhia, por estarem sempre dispostos e
me ajudarem em diversas etapas. Vocés me permitiram estar em mais de um lugar ao
mesmo tempo e sou eternamente grata por essa extensao corporal.

A todos meus estimados amigos que torceram tanto para a conclusdo desse
trabalho, em especial a Luiza Prado e o clube da Lulu, Barbara, Humberto, Carol Carrijo,

Dani e muitos outros queridos. Obrigada pela forga, incentivo e pelo carinho.

As agéncias de fomento CNPq e FAPDF pela concessdo de apoio financeiro para
a realizagao desse projeto.

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA) — Recursos Genéticos

e Biotecnologia, por permitir o uso de suas instalagées.

A Universidade de Brasilia e ao Programa de Pés-Graduagio em Biologia

Molecular, por possibilitarem a execuc¢do desse projeto.



Sumario

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS .......ceiieiiiiteereirerencrectosressesseocrassessescsassassessssssassansanes X
TABELA DE AMINOACIDOS .....uveieueiieneeeieersseeesseeessesessessssessssessssssssessssessssessssessssessasesss Xl
LISTA DE FIGURAS......coiiiiieiieiieiiiiieiiteeiaietescsesiasiassessssssassassesssastassasssssssssassassanssnnss Xl
LISTA DE TABELAS......cuctiiiiiiitiiiteiieiteeresieianteestsstastastessssstassasssssssssassassasssnssassassanss Xvii
RESUIMO ......ceiiiiieiiiienireeteteneeestecsansessescrassassassssssassassassesssassassasessssassasssssenssassassanssnnse XIX
ABSTRACT ... ciiiiiteiriirettnereererestrestacsassessesessssassassssssassassassesssassassassssssassassassesssnssnssanene XX
PREFACIO .....occueeueereereeeessesseeeessesssessesseessessessessesssessesssessessessesssessessesssessesssssessessasnes XXI
1.1, INTRODUGAD ...cccuvrieerrrerenrerissreesssseeessssesssssessssssssssssesssssesssssesssssassssssesssssessssnes 25
3t R SO 1 74 1 Y XU 25
1.1.1.1. Determinag¢@o das Constantes de Afinidade................ccceevcvveeeecviveeeesiiiieaeiiveeannnns 26
O O R -4 4 1o [0 LY =X S UUSNt 30

1.1.2. INIBIDORES DE PEPTIDASES . ..uuietttueeeettuaeeeettneeeertneeeessneeeessneeeessnnaeesssnneeeessnneeesssnnnnns 32
1.1.2.1. Tipos de INibiga0 ENZIMGALICQ...........cceeeueeeeecieieeesiieeeeciieeesccitaeeesteeessitaaeesesaaeaesaaes 35
1.1.2.2. Inibidores de Peptidase de Venenos e Pegonhas Animais ..............cccccevuveevcvveeanns 38
1.1.2.3. Céncer, Peptidases e Inibidores de Peptidases............cccceeeevvueeeecviveeeesiiiieesiiveaenanns 41
1.1.2.4. Inibidores de Peptidase com A¢dio em Canais de POtdsSiO..........ccceeeevveeeecvivenannns 46

1.1.3. ESCORPIAO TITYUS OBSCURUS E ESTUDOS COM SUA PECONHA ....covvvuiiieeeieeeeeiiiccee e eeeeeees 53
1.2, OBJETIVOS....coceuiieiierenereererenceestosrassessescsassassesersssassassssssassassassesssassassasssassansanens 58
1.2.1. OBIETIVO GERAL..uetttuueieeitieeeetttaeeeettuaeeesttneeesetnnaeesssnneeessnaseersnnaesessnneeeessnneeesssnnnnns 58
1.2.2. OBIETIVOS ESPECIFICOS.....etvtttuiieeeeeeeieeettiieeeeeeeeeeersateaeeeeereeessssnaeeeeessssssssnniaeeeessseenns 58
1.3, IMATERIAL..... .ot reietecreerecrectettecrenressescsassassasesassassassssssassassassesssassassesssassansanens 59
1.3.1. SOLVENTES PARA CROMATOGRAFIA LIQUIDA (HPLC E UFLC)..cceueiiieeeieeeeeeee e 59
1.3.2. COLUNAS CROMATOGRAFICAS ..uuuueeeeeerreruruunaseeeeeseeetsnnnaaeeeesssessssnnaseeessssssssnnnaseesessennes 59
1.3.3. ESPECTROMETRIA DE MASSA (MALDI TOF/TOF IMS)....uviiiiicieee et 59
1.3.4. SINTESE QUIMICA AUTOMATICA ..uieeeeeeeeiiiieee e e e e eeeettiteeeeeeeeeeeettnnaeeeeeeseeassnnnnseeaassenens 60
1.3.5. SOLUGAO PARA FORMAGCAO DAS PONTES DISSULFETO .evuuuueeeeeeeeerennniieeeeeeeeenennnnneseeeaenenens 61
1.3.6. ENZIMAS E SUBSTRATOS ...eeevtrruuureeeeerreessnnnaeeeeesesessnnnnaseeessssssssnnaessessssssssnnnaseeeesssnnns 61
1.3.7. MEIOS E SOLUCOES PARA ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR ....cevvvvevtnieeeeeeeeeeennnneeeeeeeennens 63
1.3.8. SOLUCOES PARA ENSAIOS ELETROFISIOLOGICOS ...cvvvveneirrrrnneerrenneerrerneeerennneeerenneesnsnnnnes 63
1.4, IMIETODOS......ccueeeerreereeeesseeseessessesssessesssessessessessssssessesssessessessssssessasssessessessssnses 64
1.4.1. DESENHO EXPERIMENTAL evvuuieettueeeettuaeeeettneeeessnneeesssnneeesssnneeeessnnaeesssnneeeessnnseesssnnnnns 64
1.4.2. LICENGAS, ANIMAIS E OBTENGAO DA PECONHA.....coiueiiiiiee ettt e e e eeen s 65
1.4.3. FRACIONAMENTO DA PECONHA E PURIFICACAO DO PEPTIDEO TOPI1......ceevvveeiiieeeeeeeeeees 65
1.4.4. ESPECTROMETRIA DE IMIASSA ... iiiieieetiee e e et e et e e ettt e e e etee e e e eate e e eeaneeeeseneeesannnnas 66
1.4.5. DETERMINACAO DA SEQUENCIA PRIMARIA E BUSCA POR SIMILARIDADE.........ccvvvueieeeeeeenennns 67
1.4.6. SINTESE QUIMICA EM FASE SOLIDA E FORMAGAO DAS PONTES DISSULFETO....ccvvvueeeeeeeeennnns 68
1.4.6.1. PurificacGo do Peptideo SiNtELiCO...........ccceeviueeeeiiiieeeciiieeeeciieeeeseeeeesseeaessiaeaa e 70



1.4.7. ENSAIO DE INIBICAO DE PEPTIDASES....uuiituniiriiiiiiertieeerieertieeerteerstersnnersneerssneessneessnnens 74

1.4.7.1. Ensaio de InibigGo de TriSiNG ..........cccoueeeeciveeeeiiiieeeeiiieeeesiteeeeesitveeessiseeeesssiaeaasanns 74
1.4.7.2. Mecanismo de A¢do e Constante de Afinidade para Tripsing.............cccccceevuveeenn. 76
1.4.7.3. Ensaio de Inibigdo de QUIMOLIIPSING ..........cc.eeeeecviveeeesiieeessiieeeeiiieeeesiveeesssiaeaaeanns 77
1.4.7.4. Ressondncia Plasménica de Superficie (SPR)...........coccvueeeeeviveeeesiiieeesiieeeeciveeeeanns 78
[aaTe] o1 1FZ=Tor: {0 e =18 d a1 o 1Y [ o - [P PUPS 78

Transporte de Massa € Reag0es Cruzadas........cccuvveeeeeeeeeciniiieeeeeeeccirreeee e e e e eecnrnneens 80

Interacao do complexo TOPIL:triPSIiNG .....uviviiieieiecciiieeee e e e e e 80

ANAlise termMOdiNAMICA ...ociiiiiee e ettt e e e are e e e eare e e e anes 82

Analise do sitio de 1igagdo do TOPILS ......cceiiuiiieeecieee et 82

1.4.8. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR ....eeeeeeeettutieeeeeeereeetsnnnseeesesesessnnnnnasesessssssssnnnnsessessennns 83
1.4.8.1. CUItIVO A CEIUIAS. ........veeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeettee et e et e e ettt aeestaeaeessaaaeeasaaaaeaaes 83
1.4.8.2. Tratamento das CEIuIAs COM TOPIL ..........c..eeeeeeeceeeeeeiieeeesctieeeesetveeeeseteeeeesitaeaeeaans 85

1.4.9. ENSAIOS ELETROFISIOLOGICOS .....uuuuvrereeeeeeeeaaeinrreteeeeesesssnnnrneeeeesesssannsneneeeeessessannnnnens 87
1.4.9.1. CUItIVO 0@ CEIUIAS. ........veeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e ettt e e ettt a e e sttaaeessaaaesssaaaeeaans 87
e B Yo [V Lol =2 87
1.4.9.3. REQISIIOS € ANGIISES .......eveeeveeeeeeteeeeeeeeeeeteteeeetteeeetteae e s st e e e e ssseaeesssseaesasasaeeaaes 88
1.4.10. ANALISE COMPORTAMENTAL EM CAMUNDONGOS.....cceeeereerrunrrrerreeeesssannrnereeeeesssssannnneens 89
1.5, RESULTADOS ....cuiituiiiuiiiuiiniiiniiaiieniiamiirsisissiasisstosstossssssssssssssssssssssssasssansssnses 91
1.5.1. FRACIONAMENTO DA PECONHA BRUTA E PURIFICACAO DO TOPI1 NATIVO ..ccvvvvvrnreenneennnens 91
1.5.1.1. Sequenciamento e Similaridades............cccccccuueeeeeeeeesiiiiiieiieeeeesccitteeaa e e e eecccaaeeeeas 94

1.5.2. SINTESE E PURIFICAGAOD ...ccutuiiiietiieiieetin e eeeteeeeeetieeeeeetreeeseanseessanaeeesranaseenerasesnsnnnnss 96
1.5.3. ENSAIO DE INIBIGAO DE PEPTIDASES....cettttetiiiiriereeeeeseeeseinrreteeeeessssnnnnereeeeesssssannnnnens 105
1.5.3.1. Ensaios Cromogénicos com ToPl1s, ToPl1s-Met* e ToPl1s reduzido ................... 106
1.5.3.2. Ensaios CromogénicoS COM BPTI ...........uueeeecueeeeeeieeieeiiieeeeeseeeeseiaeeeessvesaesssenaen 114
1.5.3.3. Ressondncia Plasmonica de SUPEIfiCie ............oouccueeeeecuereeeiieeeeeiieeeeeciieeeeairenann, 116

1.5.4. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR ....eeeeevitttnieeeeeeeeertttnieeeeeesesssssnnnnseeeessessnsnnnnseeessssenes 124
1.5.5. ENSAIOS ELETROFISIOLOGICOS ...evvieiiirriieiiiiirieeiiitieessiirtee s sinneeessinseesssnnseessnnneessans 126
1.5.6. ANALISE COMPORTAMENTAL EM CAMUNDONGOS....cceeeeersriunrrereeeeesessnnrrereeeeesssssannnsnens 128
1.6.  DISCUSSAD .....ccctrrerernernerresnessessessessestessessessessssessessessessessessessassessessssssssssessassass 129
Caracteriza¢do da sequéncia primaria do ToPI1 e similaridades..........ccccccuveeenneee. 130

Atividade inibidora de peptidases .......ccceeeviiieccciiiie e 132

Viabilidade CRIUIAT .. .ueiiie e e e et re e e e e e e e e 141

Atividade em €anais de K ... e e e e 143

Analise comportamental em camuNAONEOS .......cccuveeeeiiieeeeiirieee et e e 146

Sintese quimica e oXidagdo dO TOPIL.......cccviieiiiiee et 147

2.1, INTRODUGAD ...ooeeeuerrieinreieinreiessressssseesssssesssssessssssssesssesssssessssssssssssesssssesssssseses 152
2.1.1. ESPECTROSCOPIA DE DICROISMO CIRCULAR....cetteeerierurnrrereeeeeeesanrrrreeeeeeesssannrreneeeeens 153
2.1.2. MOTIVOS ESTRUTURAIS DE INIBIDORES DE PEPTIDASE DE PECONHAS ANIMAIS ........ccvunneeens 156
2.1.3. BLOQUEIO DE CANAIS Ky POR TOXINAS DE ESCORPIOES.......uuuuuuuuiuinininniiniiiniiinieieieeeees 165
2.2, OBIETIVOS.....iiiiiiiiiiiiiiieiieiiiesieiiaiieesiesisiiestssssestostassssssesssssassssssessassassssssassas 168
2.2. 1. OBIETIVO GERAL...iiittttituueeeeeeeteetttiiaaeeseeesettastaasseeeesersmsaaeseseesesssssnesessseseessssnnnns 168
2.2.2. OBIJETIVOS ESPECIFICOS. .. uuuuuuuuuuunuuunuunuuuiiuuiuuunsaannnanannaaaaanaaeararaaanaaanaaaeaaaaaeaaaaa———————.. 168
2.3. MATERIAL E METODOS ......cccouiiiuieriuieiieresssnessseessessssessssessssessssesssssssssssssessssasans 169



2.3.1. ESPECTROSCOPIA DE DICROISMO CIRCULAR.....ccvtuuieeettneeeeitneeeeetrnaeeeeesneeeesesneeeesssnaeaeees 169
2.3.2. SINTESE QUIMICA EM FASE SOLIDA E FORMACAO DAS PONTES DISSULFETO DE DOIS ANALOGOS

170

2.3.3. PURIFICACAO DOS ANALOGOS SINTETICOS ...cevvvvvrruieeeeeeererrrnnnieeeeeeereesssnneeeeesesessssnnnnns 172
2.3.4. ESPECTROMETRIA DE IMIASSA ceuuitniitiititt ettt eteeteessen st et esneesnsssnseaesensssnsesnsennsens 173
2.3.5. ENSAIOS DE INIBICAO DE TRIPSINA COM ANALOGOS ......ccceeverrrinieeeeeeereeersnieeeeeeereressnnnnns 173
2.3.6. ENSAIOS ELETROFISIOLOGICOS COM ANALOGOS ..uvvvneirneeenerernneetneseesnesesneseenesessnsessneees 173
2.4, RESULTADOS ...cuttieititerereeeneerereessserersssssssessssssssessssssssessssssssesessssssesessssssesesssnnes 174
2.4.1. ESTRUTURA SECUNDARIA E ESTABILIDADE QUIMICA E TERMICA DO TOPI1S....cevvvviveneennnees 174
2.4.2. SINTESE E PURIFICAGCAO DOS ANALOGOS ...cvuuriirrrnreereinreerrrnereerernereerssnesessssnesessssneseenes 181
2.4.3. COMPARAGAO DA ESTRUTURA SECUNDARIA ....cvvvuriirtiiireeeiriereereriereeeesnseeresnnessssnenennes 184
2.4.4. ENSAIOS DE INIBICAO DE TRIPSINA COM ANALOGOS ....cvuurierrrnreereriereeeeriereeresnereeresneneenes 185
2.4.5. ENSAIOS ELETROFISOLOGICOS COM ANALOGOS ...uuivvunirrnnerrneernneersrersnseesnseesnesersnsersnsens 186
2.5, DISCUSSAD ......euteiiereiesreerissreressreesssseesssssesssssesssssessesssesssssessssssssssssesssssssssssseses 188
Caracterizacdo estrutural e estabilidade do peptideo TOPI1s.......ccccccveeeeevieeennnnee. 188

Relagdo estrutura-fuNCa0.......ccuuiieii it e e e e 194
CONCLUSAO E PERSPECTIVAS ..eeveeeeeeiieeeeeessssseesssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssnnsns 199
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........eeeeeeieieeeeeeeeeesseeeesessseessssssssessesssssesssssssssesssssssseses 201
APENDICE.......ccctevtrerersessessessestestesesesessessessessessessesseseessssessessessessessessessessassssessessesses 228



Abs
ACN
ATCC
BBI
BLAST
Cch

Cs

Cs- a/p
DEso

ES
E:
HPLC

|
I/lm:{\x
IC
1Cso0
ISD
Ka
Ko
Ki
KPP
Ki
Ky
Km

KTI
KTx
Kv

hKy

rky
kiou ka
k-1 ou kg
MALDI

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

absorbancia

acetonitrila

American Type Culture Collection

inibidor Bowman-Birk

Basic Local Alignment Search Tool

Circular Dichroism / dicroismo circular

concentragao final

calor especifico sob pressao constante

Cysteine-Stabilized a/8 motif / motivo a/p estabilizado por cisteina
dose efetiva média, capaz de produzir o efeito em 50% da populagdo
enzima

complexo enzima-substrato

enzima total

High-performance liquid chromatography / cromatografia liquida de alta
eficiéncia

inibidor

amplitude da corrente em fung¢do da corrente maxima

intervalo de confianca

concentragdo de inibidor necessaria para atingir metade da inibigao maxima
in-source decay / fragmentacdo na fonte

constante de associagao ou afinidade

constante de dissociacao

constante inibitoria

constante inibitoria aparente

constante de equilibrio para a ligagdo do inibidor a enzima livre (E)
constante de equilibrio para a ligacdo do inibidor ao complexo ES

constante de Michaelis, concentracdo de substrato para atingir % Vmax de
acordo com o modelo cinético de Henri-Michaelis-Menten

Kunitz-type inhibitor / inibidor do tipo Kunitz

toxina com agao em canal de potassio

canal de potassio dependente de voltagem

coeficiente de Hill

canal de potassio dependente de voltagem isolado de humanos

canal de potassio dependente de voltagem isolado de ratos

constante de velocidade para as rea¢des de formacdo do complexo ES
constante de velocidade para as reagdes de dissociacdo do complexo ES

Matrix Assisted Laser Desorption/lonization / dessor¢do/ionizacdo a laser
auxiliada por matriz



MM massa molecular

MRW Mean Residue Weight / massa residual média

MS Mass Spectrometry [ espectrometria de massa

MS/MS Tandem Mass Spectrometry / espectrometria de massas sequencial
m/z relacdo massa/carga

NaScTx toxina de escorpido com a¢do em canal de sddio / Na*-scorpion toxin
P produto

PDB Protein Data Bank

R? coeficiente de determinacgdo

RMN Ressondncia Magnética Nuclear

RP Reversed-phase / fase reversa

Rt Retention time / tempo de retengdo

S substrato

SPR Surface Plasmon Ressonance / Ressonancia Plasmdnica de Superficie
T temperatura

TFA acido trifluoroacético

Tm temperatura de desnaturacao

TOF Time of flight / tempo de voo

ToPI1 Tityus obscurus peptidase inhibitor 1

ToPI1s ToPI1 sintético

UFLC Ultra fast liquid chromatography / cromatografia liquida ultra rapida
Vo velocidade inicial

Vi velocidade inicial na presenca do inibidor

Vimix velocidade maxima

AG energia livre de Gibbs

AH variagao de entalpia

AS variacao de entropia

AGt,0ulAGty energia de Gibbs de ativagdo na fase de associagdo (a) ou dissociagao (d)
AHt,0uAHt4 entalpia de ativacdo na fase de associacdo (a) ou dissociacdo (d)
ASt,o0uASty entropia de ativacdo na fase de associacdo (a) ou dissociacdo (d)

Xi



TABELA DE AMINOACIDOS

Aminoacido Simbolo de uma letra  Simbolo de trés letras  Massa monoisotodpica
Acido aspartico D Asp 115,026
Acido glutamico E Glu 129,042

Alanina A Ala 71,0371
Arginina R Arg 156,101
Asparagina N Asp 114,042
Cisteina C Cys 103,009
Fenilalanina F Phe 147,068
Glicina G Gli 57,0214
Glutamina Q GlIn 128,058
Histidina H His 137,058
Isoleucina I Iso 113,084
Leucina L Leu 113,084
Lisina K Lys 128,094
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RESUMO

O interesse na caracterizacdo de novos inibidores de peptidases (Pls) tem
aumentado nas ultimas décadas devido a seu potencial uso na prevencao e tratamento de
diversas doengas humanas. Muitos Pls ja foram caracterizados de animais venenosos e
peconhentos, como anémonas, serpentes, anuros e, mais recentemente, escorpides e
aranhas. Nesse estudo apresentamos uma nova classe de inibidor de serinopeptidase
isolado da pegonha do escorpido Tityus obscurus (Buthidae), responsdvel por muitos casos
de envenenamento na regido Amazoénica. Denominado ToPI1, ele foi purificado da peconha
bruta por RP-HPLC, e sua sequéncia foi determinada por MALDI-ISD e pela analise de seu
precursor, obtido da biblioteca de cDNA da glandula de pegonha do T. obscurus. O ToPI1
compartilha menos de 45% de similaridade com outros peptideos descritos em bancos de
dados publicos. Ainda assim, todas eles sdo bloqueadores ou possiveis bloqueadores de
canais de K*, ndo havendo similaridade com nenhum Pl descrito até o momento. O
peptideo sintético oxidado (ToPI1s), obtido usando a estratégia Fmoc/t-butila, foi ativo
contra tripsina em ensaios cromogénicos, mostrando-se do tipo tight-binding, e também
por Ressonancia Plasménica de Superficie (SPR), em um biossensor Biacore 3000, onde
apresentou afinidade picomolar por tripsina imobilizada. Os resultados indicaram que a
formacdo do complexo ToPl1:tripsina é espontanea, endotérmica e favorecida por um
aumento de entropia. Experimentos em SPR indicaram que o ToPI1s se liga ao sitio ativo
da tripsina, semelhante aos inibidores canonicos. O ToPl1s ndo inibiu quimotripsina mesmo
em concentracdes elevadas. Também nado reduziu a viabilidade de células tumorais Hela
(de cancer cervical humano) e B16F10 (de melanoma murino) nem de fibroblastos murinos
ndo tumorais (NIH-3T3). Seu efeito foi minimo ou nulo nas correntes de diferentes subtipos
de canais de K*. O ToPI1s ndo causou alteragdes comportamentais e/ou fisioldgicas visiveis
em camundongos. A potente atividade inibidora de tripsina do ToPI1ls em conjunto com
esses resultados negativos o tornam um candidato atrativo para futuras aplicagbes
terapéuticas. Andlises por dicroismo circular (190-260 nm) sugerem auséncia de diferencgas
de estrutura secundaria entre o ToPI1 nativo e o ToPI1s, com predominancia de estruturas
do tipo B (folhas-B e voltas-B) e desordenadas, e menor quantidade de a-hélice. O ToPl1s
mostrou-se bastante estavel, ndo desnaturando na faixa de pH 3,0-9,0 mesmo a 95°C. Dois
analogos do ToPl1l foram sintetizados, os quais estdo sob processo de protecdo a

propriedade intelectual.

Palavras-chave: inibidor de tripsina; tight-binding; peconha de escorpiao; Tityus obscurus; SPR.
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ABSTRACT

The interest in the characterization of new peptidase inhibitors (Pls) has increased
in recent decades due to their potential use in the prevention and treatment of several
human diseases. Many Pls from poisonous and venomous animals such as sea anemones,
snakes, anurans and, more recently, scorpions and spiders have been characterized. In the
present study we present a new class of serinopeptidase inhibitor isolated from Tityus
obscurus scorpion venom. This species (Buthidae) is responsible for many cases of
envenomation in the Amazon region.

Named ToPI1, it was purified from the crude venom by RP-HPLC and its sequence
was determined by MALDI-ISD and by the analysis of its precursor, obtained from the cDNA
library of T. obscurus venom gland. ToPI1 shares less than 45% sequence similarity with
other peptides described in public databases. Still, they are all blockers or potential
blockers of K* channels, with no similarity to any Pl described so far. The oxidized synthetic
peptide (ToPI1s), obtained by using the Fmoc/t-butyl strategy, was active against trypsin in
chromogenic assays, displaying tight-binding inhibition, and also by Surface Plasmon
Resonance (SPR) in a Biacore 3000 biosensor, where it showed picomolar affinity to
immobilized trypsin. The results indicated that the formation of the bimolecular complex
ToPI1:trypsin is spontaneous, endothermic and favored by an entropy increase.

SPR experiments indicated that ToPl1s binds to the active site of trypsin, similar to
the canonical inhibitors. ToPI1s did not inhibit chymotrypsin even at high doses. In addition,
it reduced neither the viability of the tumor cells HeLa (from human cervical cancer) and
B16F10 (from murine melanoma) nor of non-tumor murine fibroblasts (NIH-3T3). It showed
minimal or null effect on the currents of different subtypes of K* channels. The ToPl1s did
not cause any visible behavioral and/or physiological changes in mice. The potent trypsin
inhibitory activity of ToPIls together with these negative results make it an attractive
candidate for future therapeutic purposes. Analysis by circular dichroism (190-260 nm)
suggests the absence of differences in secondary structures between ToPl1s and the native
ToPI1, with predominance of B-type structures (B-sheets and B-turns) and randon coil, and
a smaller amount of a-helix. The ToPI1s proved to be very stable, non-denaturing at the
range of pH 3.0 to 9.0 even at 95 °C. Two ToPI1 analogues were synthesized, which are

under process of intellectual property protection.

Keywords: trypsin inhibitor; tight-binding; scorpion venom; Tityus obscurus; SPR.
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PREFACIO

A vida depende de uma série de reagdes cataliticas, as quais, no geral, ocorreriam
tao lentamente por si sé que inviabilizariam o processo vital. Nesse contexto, o poder
catalitico das enzimas é fundamental, estando elas presentes em todos os organismos vivos
e virus. A primeira referéncia que se tem conhecimento do uso comercial de enzimas
remonta ao CAdigo de Hammurabi (Babilonia antiga, cerca de 1800 a.C.), relativa a
producdo de vinhos. Outras referéncias podem ser encontradas em textos de civiliza¢cGes
antigas, onde microorganismos eram usados como fonte de enzimas para a fermentagao,
produzindo vinagres, queijos, paes, bebidas alcdolicas e para a tenderizacdo de carnes
(Copeland, 2000). Atualmente, enzimas ainda sdo usadas para esses processos e para
inUmeros outros produtos industrializados, além de serem fundamentais na industria
farmacéutica e pesquisas cientificas, visto que muitas doengas estao relacionadas com

alteragdes na atividade de enzimas ou na sua regulagao.

Ainda que varias das enzimas envolvidas na fisiologia humana sejam bem
conhecidas, muitas ainda ndo foram isoladas ou caracterizadas. Assim, quanto mais a
respeito dessas enzimas for elucidado, mais novos inibidores se fardo necessarios para
regular sua acdo, satisfazendo as novas demandas médicas. Além disso, o estudo de
inibidores enzimaticos tem ajudado a compreender os mecanismos enzimaticos e a definir

algumas vias metabdlicas.

Devido a grande variedade de compostos de alta especificidade nos venenos e
peconhas de animais, esses complexos coquetéis de moléculas bioativas tém sido alvo de
estudos para isolamento e caracterizacdo de novos inibidores de peptidases (Pls) ha cerca
de quatro décadas, sendo os inibidores de serpentes e anémonas marinhas os mais
estudados até entdo. Embora haja muitos estudos caracterizando a atividade de toxinas
peptidicas isoladas da peconha de escorpides em canais i0nicos, principalmente os de K*,
Na* e Ca?*, pouco se sabe sobre Pls encontrados na peconha dos mesmos, sendo que os
primeiros trabalhos com a caracterizacdo funcional destes datam do final de 2011 (ver
revisdao por Mourdo & Schwartz (2013)). Em estudos prévios realizados no Laboratério de
Toxinologia da Universidade de Brasilia (LTx-UnB) com a peconha do escorpido Tityus

obscurus, foi isolado um peptideo que apresentou atividade inibidora de tripsina em
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ensaios preliminares (Mourdo CBF, dados ndo publicados). Denominado ToPI1, esse
peptideo compartilha algumas caracteristicas com toxinas de escorpides especificas para
canais de K* (KTxs) e, diferente da maioria dos Pls obtidos de venenos e peconhas animais,
gue possuem cerca de 60 residuos de aminoacidos, o ToPI1 possui tamanho e sequéncia
Unicos.

Embora exista uma vasta literatura documentando a associacdo de peptidases com
cancer, muitos aspectos ainda sdo desconhecidos, como: o papel das peptidases na
progressdao neoplasica; o papel de inibidores de peptidases, ativadores e receptores
enddgenos; principais substratos para essas peptidases; assim como quais peptidases
seriam alvos terapéuticos efetivos nas lesdes pré-malignas em comparagdo com os estagios
terminais de cancer, ou entre dois tipos de cancer distintos, por exemplo (Moin et al., 2012;
Sloane et al., 2006). Visto que Pls compdem a base para muitos estudos de atividade
anticarcinogénica, e que o crescimento e invasdo de alguns canceres tém sido associados
a alteragdes funcionais de canais ibnicos, em especial canais de K*, um peptideo com
atividade inibidora de peptidase e bloqueadora de canais de K* pode ser um potencial
agente anticarcinogénico.

Com base nessas consideracdes, o Capitulo 1 do presente trabalho apresenta a
caracterizacdo quimica e biolégica do ToPI1, com uso de ferramentas protedmicas e
transcritdmicas para a caracterizagcdo de sua sequéncia primdria. Apresenta também as
estratégias de sintese e purificacdo do ToPI1 e todos os ensaios de caracterizacdo da sua
atividade biolégica. Sua atividade inibidora de tripsina é testada por meio diferentes
ensaios, a fim de compreender melhor seu mecanismo de a¢do e caracterizar suas
constantes de afinidade e termodindmica de formacdao do complexo bimolecular
enzima:inibidor. Além disso, foram realizados ensaios de viabilidade com células tumorais
e ndo-tumorais, ensaios eletrofisiolégicos com diferentes subtipos de canais de K* e ensaios
de alteracdo comportamental em camundongos. Esses experimentos de caracteriza¢do do
ToPI1 s3o essenciais para avaliar seu potencial como possivel agente terapéutico, uma vez
gue, embora muitos Pls sejam frequentemente descritos, poucos se tornam agentes
terapéuticos, devido a diversos requisitos que vdo além da inbicdo do alvo molecular,
relacionados também a solubilidade, permeabilidade, ligagdao proteica, seletividade,

metabolismo e perfil de toxicidade.
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Um dos critérios para se estabelecer uma nova familia de inibidores de
serinopeptidases é a homologia de sequéncia entre os membros, de forma que a
localizacdo do sitio reativo e o alinhamento das pontes dissulfeto sdo essenciais (Laskowski
& Kato, 1980). Apesar disso, em membros de uma mesma familia, ja foi mostrada a
possibilidade de compostos com diferentes tamanhos ou quantidades de pontes dissulfeto.
Nessas variantes, porém, o sitio reativo permanece inalterado (Mourdo & Schwartz, 2013).
Atualmente, o motivo estrutural para os representantes da maioria dessas familias de Pls

ja é conhecido, diferindo bastante de uma familia para outra (Krowarsch et al., 2003).

Uma vez que a identificacdo da familia de Pls a que o ToPI1 pertence por meio da
homologia de sequéncia primaria é dificultada pela sua sequéncia Unica — o que por si sé ja
poderia sugerir que ele represente uma nova familia —, a caracterizacdo de sua
conformacao estrutural pode fornecer novas informacgdes para essa classificacdo. Assim, o
Capitulo 2 versa sobre a caracterizacdo estrutural do ToPI1 e sua estabilidade frente a
alteracdes de pH e temperaturas, e apresenta um breve estudo da relacdo estrutura-

funcdo.

Visando identificar os residuos de aminodcidos essenciais para a atividade inibidora
de tripsina do ToPI1, presentes no denominado sitio reativo do inibidor, optou-se pela
sintese de dois andlogos com muta¢Ges pontuais de residuos de aminoacidos e pela
realizacdo de estudos comparativos em relacdo ao peptideo selvagem. Dessa forma, com
base em alinhamentos de sequéncias — ainda que com baixo grau de identidade — com
outros inibidores de peptidase e bloqueadores de canais de K*, e com experimentos
realizados com os andlogos mutados, o Capitulo 2 visa identificar também os principais
residuos essenciais as atividades em questdo. Espera-se que nessa breve andlise de
estrutura-funcdo do ToPI1 consigamos compreender melhor ndo somente os sitios de
interacdo do peptideo ToPl1l com peptidases, mas fornecer novos dados para a
compreensao dessas proteinas receptoras frente a uma possivel nova classe de molécula.
Além disso, uma das vantagens dos estudos da relacao estrutura-funcao é poder identificar
0 nucleo ativo da molécula e reduzir seu tamanho, simplificando-a para uma estrutura
minima de alta afinidade, o que torna mais viavel sua producdo caso venha a se tornar um

agente terapéutico.
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Capitulo 1

Caracterizacao quimica e biologica de um
polipeptideo inibidor de serinopeptidase isolado da

peconha do escorpiao Tityus obscurus
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1.1. INTRODUCAO

1.1.1. ENZIMAS

Com exceg¢do de um pequeno grupo de moléculas de RNA com propriedades
cataliticas, todas as enzimas sao proteinas, sendo sua conformagdo nativa essencial para a
atividade catalitica. Enzimas catalisam a transformacdo quimica de uma molécula, o
substrato (S), em um composto molecular distinto, o produto (P), sem serem consumidas
na reacdo, e atuam aumentando a velocidade da rea¢do pela diminuicdo da energia de
ativacdo. Elas sdo altamente especificas, tanto para o substrato como para o tipo de reacao
efetuada sobre o substrato. A especificidade inerente das enzimas reside em uma cavidade
favoravel a ligagdo ao substrato, denominada sitio ativo, o qual consiste em um arranjo de
certos residuos de aminoacidos da enzima que interagem com o substrato e catalisam sua
transformacdo quimica. Muitas vezes, os residuos de aminoacidos que formam o sitio ativo
ficam em regides distantes na sequéncia primaria, mas proximos no sitio ativo, devido ao

enovelamento de cadeia polipeptidica (Copeland, 2000; Nelson & Cox, 2006).

Ainda que os grupos funcionais cataliticos de uma enzima possam realizar uma
ligacdo covalente transitéria com o substrato (para ativa-lo para a reacdo ou para transferir
um grupo transitoriamente do substrato para a enzima), a maioria das interagdes entre
enzima e substrato requeridas para reduzir a energia de ativacdo sdo interacoes fracas,
ndo-covalentes. A energia de ligagdo, resultante dessa interagdo, é a principal fonte de

energia livre usada para diminuir a energia de ativacdo (Nelson & Cox, 2006).

A atividade de uma enzima é sensivel a diferentes condi¢cdes, como concentracdo
do substrato, concentracdo e tipo de ativadores e inibidores, pH e temperatura da solucdo
enzimatica (Copeland, 2000). Até certo ponto, quanto maior a concentracao de substrato
disponivel, maior é a velocidade de colisdo e ligacdo entre as moléculas da enzima e
substrato. O pH da solucdo atua nos grupos ionizaveis, podendo alterar a conformacao
enzimatica e, portanto, sua atividade. Quanto a temperatura, no principio, seu aumento
resulta no aumento da velocidade de reacdo, por aumentar a energia cinética das
moléculas do sistema; porém, aumentos elevados levam a desnaturacdo térmica da

enzima, inativando-a.
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1.1.1.1.  Determinag¢do das Constantes de Afinidade

Constantes de afinidade sdo representacdes quantitativas da forca com que duas
moléculas interagem. Assim, elas fornecem dados essenciais no estudo de reacdes
enzimaticas. A interacdo mais fundamental na Biologia é a reacdo de interagdo bimolecular

(Goodrich & Kugel, 2007):

kﬁ
A+B k:' AB (1.1)

d

onde A e B representam duas moléculas distintas que interagem e AB representa o
complexo resultante. A seta superior representa a associacdo entre A e B, a qual é regida
pela constante cinética de associacao ka, enquanto a seta inferior representa a dissocia¢do
do complexo AB, a qual é regida pela constante cinética de dissociacdo kq4. As constantes ka
e kq sdao frequentemente referidas por ki1 e k.1, respectivamente. A afinidade entre as duas
moléculas pode ser descrita pela constante de associacdo Ka ou pela constante de

dissociacdo Kp, as quais sdo inversamente relacionadas:

_ka_ [A]B] 1
o= = Bl ~ K -2

sendo [A], [B] e [AB] as concentracdes molares dos componentes A, B ou AB em equilibrio.

Conforme essa relacdo, a afinidade relativa (por exemplo, forca de ligagcdo) de um
complexo AB é inversamente proporcional a seus valores de Kp — interagdes de maior
afinidade terdo menores valores de Kp, estando o equilibrio favoravel a formacdo do
complexo AB. Por outro lado, quando Kp € numericamente grande, o equilibrio esta a favor
das formas A e B livres (baixa afinidade) (Nelson & Cox, 2006). Em rela¢do as constantes
cinéticas, uma interacdo com baixo Kp tera k, elevada e kq reduzida, ou seja, A e B irdo se
associar rapidamente e o complexo AB terd lenta dissociagdo. O contrario ocorre para
valores altos de Kp, ou seja, uma reacao com k, baixa e kg alta, de forma que A e B irdo se
associar lentamente e o complexo AB tera rdpida dissociacdo (Goodrich & Kugel, 2007). No
caso particular da interacdo enzima-inibidor, a constante de dissociacdo é geralmente

referida como constante inibitdria (Kj).

As constantes de velocidade (k¢ e ki) e de equilibrio (Kb e Ka) podem ser

determinadas experimentalmente de diversas formas, como métodos espectroscopicos e
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cromatograficos, e, mais recentemente, com a utilizacdo de técnicas baseadas na
tecnologia de Ressonancia Plasménica de Superficie (SPR), como o sistema Biacore

(Cooper, 2002; Copeland, 2000; Jelesarov, 2010).

Os biossensores opticos baseados em SPR, como o Biacore, se destacam na
investigacao de interagdes moleculares devido a alta seletividade e sensibilidade, e devido
ao curto tempo de resposta de andlise da amostra, sem necessidade de marcac¢do das
moléculas. O chip sensor consiste em uma lamina de vidro revestida com um fino filme
metalico, comumente de ouro, no qual uma matriz de dextrana esta ligada covalentemente
(Figura 1.1). Outras configuragdes diferentes da matriz de dextrana também sdo possiveis
(Carvalho et al., 2003). Para que haja a interacdo, uma molécula alvo é imobilizada na
matriz (ligante), e um fluxo constante de solucdo tampdo contendo o analito soluvel é
injetado na célula de fluxo em velocidade e temperatura definidas. Entdo, um feixe de luz
plano-polarizada passa por um prisma ligado a superficie inferior do chip e é refletida para
um detector (Cooper, 2002; Wilson, 2002). Em um determinado angulo de incidéncia e
comprimento de onda, os fétons de luz refletidos criam um campo elétrico na superficie
de ouro, o qual interage com os elétrons livres oscilantes (plasma) do filme metalico. Dessa
forma, os fotons de luz incidentes sao convertidos em plasmons de superficie no filme de
ouro, caracterizando o fenémeno de ressonancia plasmonica de superficie (Carvalho et al.,
2003; Markey, 1999). Em consequéncia, parte da energia da luz incidente é perdida para o
filme metalico, resultando na redugao da intensidade da luz refletida a ser detectada. Da
mesma forma, plasmons na superficie do filme de ouro criam um campo elétrico que se
estende para o meio voltado para a célula de fluxo. A velocidade desse campo depende das
propriedades do meio, as quais, no caso de ondas de luz, estdo relacionadas com o indice
de refracdo do meio. Se o indice de refracdo imediatamente acima da superficie do metal
sofre alguma alteracgdo, devido a adsorcdao de moléculas, uma alteracdo no angulo de
incidéncia é requerida para que haja o fendbmeno de SPR. Essa variacdao do angulo no qual
ocorre a ressonancia, durante um processo de adsorcdao em funcdo do tempo, é registrada
em unidades de ressonancia (RU). A associa¢do leva a um aumento em RU, e a dissocia¢do
— obtida pela injecdo de solucdo tampao na auséncia de analito — leva a uma reducao

(Carvalho et al., 2003; Cooper, 2002).
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Figura 1.1. Representagao esquematica de um biossensor baseado em Ressonancia Plasmonica
de Superficie (SPR). A tecnologia baseada em SPR detecta varia¢des no indice de refragdo do meio
nas imedia¢Oes da camada de superficie do chip sensor. A SPR é observada como uma sombra na
luz refletida do chip em um angulo dependente da massa de material adsorvido na superficie. O
angulo muda (de | para Il, no diagrama inferior esquerdo) quando as moléculas se ligam a matriz
e alteram a massa da superficie. Essa alteracdo no angulo de ressonancia pode ser monitorada em
tempo real em um grafico de sinal de ressonancia (proporcional a variagdo da massa) em fungéo
do tempo (diagrama inferior direito). Adaptado de Cooper (2002).

Visto que a resposta SPR é dada em funcdo do tempo, esse experimento permite

obter

informacdes cinéticas da

interacdo analito:ligante (Figura 1.2). Medidas

concomitantes em uma célula fluxo de referéncia (sem a presenca do ligante) permitem a

subtracdo dalinha de base, e a verificacdo da especificidade da ligacdo (Borch & Roepstorff,

2004). O ciclo de ligacdo, apresentado na Figura 1.2, € normalmente repetido varias vezes,

em diferentes concentrac¢des de analito, para gerar dados robustos para uma andlise global

e aplicacdo de um algoritimo de ligacdo apropriado (Cooper, 2002). A afinidade da

interacdo é dada pela razdo das constantes de velocidade, como apresentado pela equacdo

1.2.
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Figura 1.2. Sensorgrama tipico de um ciclo de liga¢do. Estdo apresentadas as fases de associagdo,
dissociacdo e regeneracdo. No tempo t =0 s, o tampdo entra em contato com o ligante na célula
de fluxo. Em t = 100 s, uma solucdo de analito soltvel no tamp3o passa pelo receptor. A medida
gue o analito se liga a superficie, o indice de refracdo do meio adjacente a superficie do chip sensor
aumenta, levando a um aumento no sinal de ressonancia. Sabendo-se a concentra¢do do analito,
a anadlise dessa parte da curva fornece a constante da taxa de associacdo (ka) da interacdo. No
equilibrio, por defini¢cdo, a quantidade de analito em associa¢do e dissociagdo com o receptor é a
mesma. Em t = 320 s, a solugdo com analito é substituida por apenas tampao, iniciando a etapa
de dissociacdo do complexo ligante:analito. Analise dessa parte da curva fornece a constante da
taxa de dissociacdo (kq) da interacdo. Em casos de dissociacdo lenta (maior tempo de meia-vida
do complexo), é necessario aplicar um pulso de solucdo de regeneragdo (como alta concentragao
salina ou baixo pH), em t = 420 s, para romper o complexo e regenerar o ligante em seu estado
livre. Adaptado de Cooper (2002).

Além de determinar as constantes de afinidades de interacdo e cinética enzimatica,
analises termodinamicas de uma interagao bimolecular também podem ser obtidas a partir
de experimentos de SPR. Isso é realizado aplicando as rela¢des de van’t Hoff as constantes
cinéticas de uma interacdo obtidas em diferentes temperaturas (Day et al., 2002; Jelesarov,
2010). Assim, dados podem ser obtidos sobre a energia livre de Gibbs (AG) e seus
componentes entalpicos (AH) e entrdpicos (AS) da associacdo. Esses parametros sdo
sensiveis a muitos fatores, como temperatura, pressdao e composicdo quimica do sistema

(concentracdo de protons, sais e outras substancias de baixa massa molecular).
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1.1.1.2.  Peptidases

Enzimas proteoliticas, também conhecidas como peptidases ou proteases, sdo
responsaveis pela hidrélise de proteinas e sdao uma das mais abundantes classes de
enzimas, correspondendo a cerca de 2-4% dos genes em humanos e outros organismos
(Abbenante & Fairlie, 2005; Puente et al.,, 2005). Uma vez que peptidases controlam a
ativacdo, sintese e degradacdo das proteinas, elas estdo envolvidas em diversos processos
bioldgicos, incluindo a progressao do ciclo celular, sinalizacao celular, proliferacdo e morte,
trafego de proteinas e respostas imunes, e s3ao também essenciais para a
replicacdo/transmissdo de virus, parasitas e bactérias patogénicas, e para a proliferacdo de
pragas em plantacGes. Além disso, peptidases também estdo envolvidas em muitas
doengcas humanas, desde doencas neurodegenerativas e inflamatdrias a doencas

infecciosas.

Peptidases interagem com seu substrato (ou inibidor) por meio de ligacGes de
hidrogénio com a cadeia principal do substrato e por meio de interagGes hidrofdbicas e
eletrostaticas entre as cadeias laterais dos residuos de aminodcidos do substrato com
bolsdes bem definidos no sitio ativo da enzima. Assim, no sitio ativo da enzima encontram-
se os sitios designados S3, S2, S1, S1’, S2’, S3’, os quais se ligam as cadeias laterais dos
residuos de aminoacidos correspondentes do substrato designados P3, P2, P1, P1’, P2’, P3’.
Essas designacoes especificam residuos das regides amino- e carboxi-terminal do sitio de

clivagem (P1-P1’), respectivamente (Figura 1.3) (Schechter & Berger, 1967).

Sitio de clivagem
da ligacdo peptidica

Substrato/Inibidor

N-terminal .
C-terminal

S5 S4 S3 S2 S1 S1” S27 S¥ S4

- Peptidase
\_/ /_\\\,,/ SN T~

Figura 1.3. Representa¢ao esquematica de um substrato proteico ligado a uma peptidase. A
superficie da peptidase que acomoda parte da cadeia polipeptidica de um substrato apresenta os
sitios S1-Sn crescente para a regido N-terminal do substrato e S1’-Sn’, para a regido C-terminal,
comecgando do sitio de clivagem da ligacdo peptidica. Os residuos do substrato sdo designados P1-
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Pn e P1’-Pn’, respectivamente. Assim, a estrutura do sitio ativo da peptidase determina sua
especificidade. Adaptado de Turk (2006).

De acordo com os residuos de aminoacidos ou ion que catalisam a clivagem da
ligacdo peptidica do substrato, as peptidases podem ser classificadas em sete classes
distintas: aspartico, cisteino, glutamato, metalo, serino, treonina e, mais recentemente
caracterizada, a asparagine peptide lyase (Rawlings et al., 2011). Informacdes adicionais
sobre essas enzimas podem ser encontradas no banco de dados MEROPS

(http://merops.sanger.ac.uk/).

Cerca de um terco de todas as peptidases conhecidas pertencem a classe das
serinopeptidases, constituindo o maior grupo e o com maior distribuicdo (Di Cera, 2009;
Page & Di Cera, 2008). Serinopeptidases sdo encontradas em todos os reinos de vida
celular, assim como em genomas virais. A maioria delas sao endopeptidases, nas quais a
hidrdlise ocorre no meio da cadeia polipeptidica. A classe é assim denominada devido ao
residuo Ser no sitio ativo da enzima, responsavel pelo ataque nucleofilico a ligacdo
peptidica do substrato. Esse mecanismo é dependente também de outros residuos, que

102

juntos formam a triade catalitica, comumente formada por residuos Asp, His e Ser (Asp'%,

His>” e Ser!®> na quimotripsina), embora variacdes sejam possiveis (Hedstrom, 2002).

A familia S1, das serinopeptidases tipo quimotripsina, inclui endopeptidases
envolvidas em diversos processos fisioldgicos, dentre os quais se destacam: digestdo
(quimotripsina, tripsina, elastase pancreatica), resposta imunoldgica (triptase, fatores B, C
e D do sistema complemento, catepsina G, elastase neutrofilica), coagulagao sanguinea
(fatores de coagulacdo Vlla, IXa, Xa e Xlla, trombina, proteina C), fibrindlise (uroquinase,
ativador plasminogénico tecidual, plasmina, calicreina), reproducdo (antigeno prostatico
especifico, acroseina), ativacao de hormonios, apoptose, transducado de sinal e homeostase

(Hedstrom, 2002; Page & Di Cera, 2008).

O sitio S1 das enzimas tipo quimotripsina é um bols3o adjacente a Ser'®>, formado
pelos residuos 189-192, 214-216 e 224-228. A especificidade geralmente é determinada
pelos residuos 189, 216 e 226 (Hedstrom, 2002). A quimotripsina, por exemplo, possui
maior afinidade por residuos hidrofébicos grandes (Phe/Trp/Tyr/Leu) na posi¢cdo P1, uma

vez que a combinacdo dos residuos Ser'®, Gly?'® e Gly?2® cria um bolsdo hidrofébico
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profundo na enzima. Na tripsina, por sua vez, os residuos Asp*®® (S1), Gly?® e Gly?%® criam
uma carga negativa no sitio S1, o que acarreta em uma afinidade por substratos contendo
residuos basicos (Arg/Lys) na posicdo P1. A elastase tem maior afinidade para substratos
com pequenos residuos alifaticos na posicdo P1 (Ala/Val/Gly), pois, devido a presenca dos
residuos Val?'® e Thr?%¢, seu sitio S1 é menor do que os sitios da tripsina e quimotripsina.
Afinidade por substratos com os residuos Met, Asn e His na posicdo P1 também ja foi
reportada para quimotripsina (Chang et al., 2001; Chen et al., 2001; Guo et al., 2013;
Laskowski & Kato, 1980; Scheidig et al., 1997).

1.1.2. INIBIDORES DE PEPTIDASES

Inibidores de peptidases (Pls, do inglés peptidase inhibitors) sdo compostos capazes
de inibir a agao catalitica de enzimas proteoliticas e estdao amplamente distribuidos em
animais, microrganismos e plantas. Devido a seu papel regulador de peptidases que sdo
moléculas-alvo para a industria farmacéutica, tem-se aumentado o interesse na
caracterizacdo de novos Pls (Tabela 1.1) (Deu et al., 2012). Eles apresentam relevancia
bioldgica em diversos processos metabodlicos, como o sistema de coagulacdo sanguinea,
ciclo celular, apoptose, vias de processamento hormonal e cascata do sistema
complemento. Assim, Pls possuem potencial uso para a melhor compreensdo e/ou
tratamento terapéutico de diversas condi¢Oes patoldgicas, como cancer, artrite,
inflamacdo, hemorragia, e doencas neurodegenerativas e cardiovasculares (Abbenante &
Fairlie, 2005; Kennedy, 1998; Turk, 2006). Além disso, Pls podem ser usados para o
desenvolvimento de plantas mais resistentes a pragas (Dunaevsky et al., 2005; Gatehouse,

2011; Lingaraju & Gowda, 2008).
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Tabela 1.1. Exemplos de inibidores de peptidases aprovados para o uso clinico. Adaptado de

Turk (2006).
I . Classe da
Indicagao Composto Companhia Alvo peptidase
Hipertensao, Captopril Bristol-Myers Squibb ECA Metalo
infarto do Enalapril Merk
miocardio Lisinopril AstraZeneca
Trandalapril Abbott
Zofenopril Menarini group
Ramipril Aventis
Moexipril Boehringer Mannheim
Imidapril Trinity Pharmaceuticals
Perindopril Daiichi Pharmaceutical, Servier/Solvay
Qinapril Pfizer
Fosinopril Bristol-Myers Squibb
Benazepril Novartis
Cilazapril Roche
Periodontite Periostat CollaGenex MMP1, MMP2 Metalo
HIV Ritonavir Abbott HIV peptidase Aspartico
Amprenavir Vertex Pharmaceuticals, Glaxo
SmithKline
Fosamprenavir Glaxo SmithKline
Atazanavir Bristol-Myers Squibb
Lopinavir Abbott
Indinavir Merck
Saquinavir Hoffmann-La Roche
Nelfinavir mesylate  Pfizer
Trombose Ximelagatran* AstraZeneca Trombina Serino
Argatroban Mitsubishi-Pharma
Lepirudin Aventis (Hoechst Marion Roussel)
Desirudin Novartis
Fondaparinux Sanofi Synthelabo Fator Xa Serino
sodium (indireto)
Doenga Sivelestat Ono Elastase Serino
respiratéria neutrofilica
humana
Pancreatite Camostat mesylate  Ono Tripsina-like Serino
Pancreatite, Nafamostat Japan Tobacco Amplo espectro Serino
inflamagdo mesilate
Cancer Bortezomib Millennium Proteassoma Treonina

*Retirado do mercado devido a hepatotoxicidade. ECA, enzima conversora de angiotensina; MMP,

metaloproteinase de matriz.

Embora a maioria dos Pls pareca ser especifica para uma Unica classe mecanicista

de peptidases, existem exemplos de inibidores que inibem mais de uma classe, como

cisteino e aspartico, serino e metalo, serino e aspartico, dentre outros, devido a presenca

de sitios de ligacdo distintos e ndo sobrepostos (ver revisdo por Krowarsch et al. (2003)).

Dentre os inibidores de serinopeptidases, trés grupos podem ser evidenciados (Krowarsch

et al., 2003; Otlewski et al., 2005):
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(i) inibidores candnicos: possuem 3-21 kDa por dominio, sdo do tipo tight-binding, e
interagem de forma n3do covalente com o sitio ativo da peptidase, assemelhando-
se ao substrato;

(ii) inibidores ndo-canodnicos: possuem 6-8 kDa por dominio, sdo extremamente
fortes e, até o momento, parecem possuir interacao especifica apenas com fator
Xa e trombina; inibem o sitio ativo da enzima por meio de seu N-terminal e
também formam vdrias interagdes secundarias com a peptidase na regido externa
ao sitio ativo;

(iii) serpins: possuem 45-55 kDa, formam complexos acil-enzima covalentes

irreversiveis, alteram a conformacdo do sitio ativo da peptidase.

Os inibidores canbnicos formam o maior grupo de Pls, e podem ainda ser divididos
em diferentes familias, como Kunitz, Kazal, Bowman-Birk, STI, Ascaris, ecotin, dentre outras
(Krowarsch et al., 2003; Laskowski & Kato, 1980; Shewry, 1999). Algumas dessas familias
sdo abordadas no Capitulo 2. O segmento responsavel pela inibicao de peptidase, chamado
peptidase-binding loop, é conservado entre os inibidores canonicos. Essa estrutura em alga
convexa, estendida e exposta ao solvente é altamente complementar ao sitio ativo concavo
da enzima, formando uma folha-B antiparalela com o mesmo. O mecanismo padrdo de
inibicdo envolve a presenga de um sitio reativo P1-P1’ localizado na regidao mais exposta da
alca de ligacdo. Esse mecanismo é semelhante ao usado para a a clivagem da ligacdo
peptidica de substratos por peptidases. A interagao tripsina:inibidor, por exemplo, parece
ser quase independente da natureza do residuo basico na posicdo P1, sem alteracOes
significantes nas energias de associagdo com tripsina apds a mutacdo K15R no BPTI (inibidor
basico pancreatico de tripsina) (Navaneetham et al., 2010). Por outro lado, a inibicdo da
calicreina favorece Arg em vez de Lys (Fiedler, 1987; Grzesiak et al., 2000b), enquanto a
inibicdo de plasmina é aumentada pela presenca da Lys na posi¢cdo P1 (Van Nostrand et al.,
1995). A posicdo P1’ de inibidores de tripsina/quimotripsina isolados de peconhas e
venenos animais é geralmente ocupada por um residuo hidrofébico (Ala, Gly e Phe), sendo

Ala o mais comum (Mourdo & Schwartz, 2013).

O BPTI, também conhecido como aprotinina, é um dos inibidores canonicos de
serinopeptidases mais estudados, pertencente ao motivo estrutural tipo Kunitz (mais

detalhes no Capitulo 2). Ele consiste em 58 residuos de aminodcidos, com trés pontes
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dissulfeto, e possui afinidade por tripsina, quimotripsina, plasmina e calicreina (Grzesiak et
al., 2000b; Stassen et al., 1995). Devido a baixa imunogenicidade em humanos — o que
permite sua utilizagdo na clinica como agente antifibrinolitico (Ascenzi et al., 2003; Hardy
& Desroches, 1992) — e a seu mecanismo de acdo bem caracterizado, o BPTI tem sido um
bom candidato para estudos com engenharia de proteinas que visam a melhor
compreensao dos mecanismos de interacdo com peptidases (Czapinska et al., 2000;
Grzesiak et al., 2000a; Grzesiak et al., 2000b). A interacdo entre o BPTl e a enzima é
reversivel e competitiva do tipo tight-binding, resultando em um complexo altamente

estavel (Castro & Anderson, 1996).

1.1.2.1.  Tipos de Inibigcdo Enzimdtica

Estudos de mecanismo de acdo sdo realizados para caracterizar a interacdo de um
composto com seu alvo molecular, como no caso de um inibidor com uma peptidase.
Existem duas grandes classes de inibidores enzimaticos, os reversiveis e os irreversiveis. Os
inibidores irreversiveis ligam-se a enzima de forma covalente particularmente estavel
(Powers et al., 2002). Os inibidores reversiveis, por sua vez, podem ser classificados em

competitivos, incompetitivos, ndo-competitivos e mistos.

Na inibicdo competitiva, os dois ligantes (substrato e inibidor) competem pela
mesma forma estrutural da enzima (Figura 1.4 A), de forma que a enzima em sua forma
livre liga-se a apenas uma molécula de inibidor ou uma de substrato, mas nao aos dois
simultaneamente. Na maioria dos casos, os inibidores competitivos ligam-se ao sitio ativo
da enzima, formando um complexo com esta, porém sem levar a catdlise. Para isso, é
comum que esses inibidores se assemelhem estruturalmente ao substrato ou a um estado
de transicdo da reacdo. Outra forma, embora menos comum, de um inibidor competitivo
bloquear a ligacdo do substrato a enzima é observada quando o inibidor se liga a um sitio
distinto do sitio ativo e induz mudancgas conformacionais na enzima, as quais modificam o
sitio de ligacdo do substrato (Copeland, 2000; Strelow et al., 2004). A porcentagem de
inibicdo resultante na inibicdo competitiva depende, portanto, de basicamente dois
fatores: as concentragdes relativas de substrato e inibidor, e da afinidade diferencial da

enzima por um ou outro. O fator a reflete o efeito do inibidor na afinidade da enzima pelo
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seu substrato, assim como o efeito do substrato na afinidade da enzima pelo inibidor,
sendo tipicamente descrito como a razdo K/'/K; (Ki é a constante de equilibrio para a ligacdo
do inibidor a enzima livre e K/’ é a constante de equilibrio para a ligacdo do inibidor ao
complexo ES) (Copeland (2000)). Como o inibidor competitivo liga-se reversivelmente a
enzima, em sua presenca € necessaria uma maior concentragao de substrato para atingir a
mesma velocidade atingida na auséncia do inibidor. Dessa forma, enquanto a Kn aparente
aumenta na presenga do inibidor por um fator a, Vmax permanece igual, pois ainda pode
ser atingida caso haja uma concentragdo suficiente de substrato (Figura 1.4 A') (Nelson &

Cox, 2006).

Um inibidor incompetitivo (uncompetitive) liga-se a um sitio distinto do sitio ativo
do substrato, e, ao contrario do inibidor competitivo, liga-se apenas ao complexo ES (Figura
1.4 B). O efeito aparente desses inibidores é diminuir ambos Vmsx € Km aparente (Figura 1.4
B’). Na pratica, porém, apenas raramente esses inibidores ndo apresentam sequer algum
grau de afinidade pela enzima livre. Assim, na inibicdo incompetitiva, o que ocorre

normalmente é que K;>> Ky (a << 1) (Copeland, 2000).

Outra modalidade de inibicdo é a ndo-competitiva (noncompetitive), na qual o
inibidor liga-se igualmente bem a E ou ao complexo ES, sem diferencas de afinidade (a = 1)
(Figura 1.4 C). Esses eventos de ligagdo ocorrem exclusivamente em um sitio distinto do
sitio ativo da enzima ocupado pelo substrato. Como ndo ha competicdo do inibidor com o
substrato pelo sitio de ligacdo na enzima, a inibicdo ndo-competitiva ndo pode ser superada
por concentragdes crescentes de substrato. Assim, inibidores ndo-competitivos reduzem o
valor de Vmax sem alterar o valor de Km aparente (Figura 1.4 C’), de forma que o Kido inibidor
ndao muda em fung¢do da concentragao do substrato (Nelson & Cox, 2006). Em algumas
circunstancias, um composto pode apresentar afinidade desigual por E e ES (a finito, porém
diferente de 1), de forma que esse tipo de inibicdo é conhecido como inibigdo mista, e
geralmente ambos Vmsx € Km sdo alterados. Na literatura enzimoldgica é comum que a
terminologia “inibicdo nao-competitva” seja considerada de forma mais ampla, sendo

valida também para os casos inibicdo mista (Copeland, 2000; Copeland, 2005).
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Figura 1.4. Exemplos classicos de trés tipos de inibigao reversivel. A, B e C sdo representacgdes

esquematicas

dos tipos de

inibicao

competitiva,

incompetitiva e nao-competitiva,

respectivamente, mostrando a enzima em cinza e os sitios de ligacdo do substrato S e inibidor I. K;
€ a constante de equilibrio para a liga¢cdo do inibidor a E; Ky é a constante de equilibrio para a
ligacdo do inibidor ao complexo ES. A’, B’ e C’ sdo as representagdes desses tipos de inibi¢do pelo
modelo cinético de Henri-Michaelis-Menten. Os circulos representam as taxas obtidas na auséncia
de inibidor; tridngulos, losangos e quadrados representam as taxas na presenca de 0,5.K;, 2,0.K; e
4,0.Ki de inibidor, respectivamente. Os circulos pretos mostram os valores de Ky, aparente de cada
curva. Adaptado de Nelson & Cox (2006) e Strelow et al. (2004).



MOURAO, C.B. F. 2016

Além desses tipos classicos de inibicdo, outros eventos potenciais incluem inibicdo
do tipo tight-binding, alostérica, parcial e dependente de tempo. Nos limitaremos aqui a
explicagdo do primeiro tipo, enquanto os demais podem ser vistos em Strelow et al. (2004)

e Copeland (2000).

Inibidores do tipo tight-binding sao aqueles que se ligam a enzima alvo com tanta
afinidade que a populacdo de inibidores livres é significativamente depletada pela
formacdo do complexo enzima-inibidor ou enzima-substrato-inibidor (muito baixa taxa de
dissociacdo). Para esses inibidores, as aproximacoes dos estados de transi¢cdo feitas pelos
métodos classicos da cinética de Henri-Michaelis-Menten ndo mais sdo validas, e propde-
se que sejam abandonadas sempre que o Ki de um inibidor for menos que 1000 vezes maior
que a concentracdo total de enzima (Copeland, 2000). Um bom indicativo desse tipo de
inibicdo é quando se obtém um valor de [Csp préoximo a [E]iwtal Na reagdo. Além disso,
inibidores do tipo tight-binding interagem com a enzima de forma bastante
estequiométrica, entdo, a uma dada [S], quanto maior a [E], maior a [I] necessdria para
atingir metade da saturagdo maxima. Assim, espera-se que o valor de ICso de um inibidor
do tipo tight-binding varie linearmente em funcdo da [E]iwtal (Myers, 1952; Williams &
Morrison, 1979). Muitos inibidores de enzimas terapéuticas contemporaneas sdo do tipo
tight binding, tais como inibidores da diidrofolato redutase (DHFR) como farmacos
antitumorais, inibidores da aspartil peptidase como farmacos anti-HIV, e inibidores de
metalopeptidases como potenciais protetores de cartilagem (Chabner & Allegra, 2011;
Schimer et al., 2015). Varios inibidores enzimaticos de ocorréncia natural que participam
nos diversos processos de homeostase metabdlica também pertencem a esse grupo

(Copeland, 2000).

1.1.2.2.  Inibidores de Peptidase de Venenos e Peconhas Animais

Peptideos inibidores de peptidase podem ser encontrados no veneno ou na
peconha de muitos organismos, tanto marinhos quanto terrestres. Embora a maioria dos
Pls tenha sido isolada, até entdo, de anémonas marinhas, serpentes e anuros, o interesse
na caracterizacdo de novos Pls de escorpides, aranhas e himendpteros tem aumentado na

comunidade cientifica, enquanto os inibidores de gastropodes do género Conus
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permanecem pouco estudados. A maioria desses inibidores foram testados contra
serinopeptidases, e mostraram diferentes afinidades por peptidases tais como tripsina,
quimotripsina, elastase, plasmina e outras. Nesta se¢do, daremos énfase aos inibidores de
peptidase caracterizados da peconha de escorpides (Tabela 1.2), porém, mais informacées
sobre os inibidores dos demais organismos foram compiladas no artigo de revisao Protease
inhibitors from marine venomous animals and their counterparts in terrestrial venomous

animals (Mourdo & Schwartz, 2013), disponibilizado como Apéndice |.

O primeiro relato de um inibidor de peptidase obtido da peconha de escorpides
parece ter sido em 1981, quando Chhatwal e Habermann (1981) descreveram um
polipeptideo inibidor de tripsina com aproximadamente 8500 Da isolado da peconha do
escorpido Mesobuthus tamulus (Tabela 1.2). O peptideo inibiu trispina e calicreina, porém
exibiu pouca ou nenhuma atividade contra quimotripsina, e foi inativo para plasmina e

trombina. No entanto, sua sequéncia nao foi elucidada.

Em seguida, Schwartz e colaboradores (2007), utilizando estratégia transcritdmica,
reportaram pela primeira vez a presenca de um inibidor de peptidase putativo do tipo
Kunitz em escorpides. O peptideo maduro, denominado Hgl, do escorpiao mexicano
Hadrurus gertschi, ndo foi encontrado na peconha, e sua atividade permanecia
desconhecida, até ser posteriormente expresso heterologamente em células Escherichia
coli BL21(DE3), purificado e testado (Chen et al.,, 2012a). Junto com Hgl, outros seis
polipeptideos recombinantes da pegonha de escorpides (LmKTT-1a, LmKTT-1b, LmKTT-1c,
BmKTT-1, BmKTT-2 & BmKTT-3) também foram caracterizados como inibidores de tripsina
(Tabela 1.2) (Chen et al., 2012a). Desses, o LmKTT-1b (ou SdPI), de Lychas mucronatus, foi
o primeiro inibidor do tipo Kunitz funcionalmente caracterizado de escorpies (Zhao et al.,
2011). Todos esses peptideos recombinantes parecem ter estruturas secundarias
semelhantes a do BPTI, conforme analisado por espectroscopia de dicroismo circular. Além
disso, alguns deles mostraram também atividade bloqueadora de canais de potéassio (Chen
et al., 2012a). Embora Chen e colaboradores (2012a) tenham apresentado que esses sete
inibidores ndo tiveram atividade contra quimotripsina ou elastase mesmo em
concentragdes elevadas, um estudo mais recente mostrou que a toxina BmKTT-2 inibe,
além de tripsina, também quimotripsina, elastase e plasmina (Tabela 1.2), sendo a

afinidade por elastase menor (Ding et al., 2015).
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Outro inibidor tipo Kunitz foi identificado na biblioteca de cDNA da glandula de
peconha de M. martensii, o BmKPI (Tabela 1.2). Com 64 residuos e quatro pontes dissulfeto,
o BmKPI recombinante inibiu quimotripsina e elastase em concentragdes nanomolares, e

tripsina em doses maiores (Chen et al., 2013a).

Tabela 1.2. Inibidores de peptidase caracterizados da pegonha de escorpides. Letras maiusculas
se referem as peptidases inibidas: T, tripsina; Q, quimotripsina; P, plasmina; C, calicreina; E,
elastase. As classes estruturais estdo indicadas por simbolos: ¢ inibidores de peptidase tipo Kunitz;
¢ motivo tipo Ascaris. As toxinas cujo nome estd precedido pela letra “r” foram obtidas a partir de
expressao heterdloga (toxina recombinante), e ndo a partir da pegonha. Versdo adaptada e
atualizada de Mourdo & Schwartz (2013).

‘. . UniProt . s Atividade .
Espécie Toxina AA® Peptidaseinibida . . . Referéncia
KB inibitéria >
Mesobuthus Eracio IX-1-a i i Tripsina*, 19,2 IU/mg (T), (Chhatwal &
tamulus - calicreina 871U/mg(C)®  Habermann, 1981)
Hadrurus (Chen et al., 20123;
tschi ¢ rHgl Pocgw3 67" Tripsina 107 ¢ Schwartz et al.,
gertschi 2007)
i L. c (Chen et al., 20123;
4 rLmKTT-1a PODJ46 59 Tripsina 140 Zhao et al, 2011)
Lychas ¢ rLmKTT-1b i - c (Chen et al., 2012a;
mucronatus  ou SdPI PODI4S >9 Tripsina 160 Zhao et al., 2011)
¢ rLmKTT-1c PODJ48 59" Tripsina 124°¢ (Chen et al., 2012a)
O rLmAPI - 60V Quimotripsina 15,5¢ (Liu et al., 2015)
¢ rBmKTT-1 PODJ49 59" Tripsina 136°¢ (Chen et al., 2012a)
Tripsina, 420 (T), (Chen et al., 2012a;
- PODJ50 58V . ! !
Mesobuthus ¢ rBmKTT-2 plasmina 8,75 (P)¢ Ding et al., 2015)
martensii ¢ rBmKTT-3 PODJ47 70" Tripsina 760 ¢ (Chen et al., 2012a)
Quimotripsina*, 32 (Q),
¢ rBmKPI - 64" tripsina, 1800 (T), (Chen et al., 2013a)
elastase 160 (E) ©
. Quimotripsina* 97,1 (Q)
. Vv ’ ’ ’
Scorpiops 0 rSjAPI PODMS55 64 clastace o (Chen et al., 2013c)
jendeki 0 rS{7170 - 62 Quimotripsina 100°¢ (Song et al., 2014)

* Peptidase contra a qual o inibidor apresentou atividade mais potente. ? Nimero de residuos de aminodacidos
e pontes dissulfeto (sobrescrito) do peptideo maduro. b Valor medido em termos de unidades inibitérias

(IU)/mg, onde 1 IU é a quantidade de proteina que inibe uma unidade de enzima. ¢ Valor medido para a
constante Ko ou Ki (nM).

Também por meio de estratégia transcritbmica, através de bibliotecas de cDNA
construidas separadamente das glandulas de peconha de trés espécies de escorpides,
guatro inibidores de peptidase putativos pertencentes ao motivo estrutural tipo Ascaris
foram identificados: SjAP| (Scorpiops jendeki Ascaris-type protease inhibitor), SjAPI-2

(Scorpiops jendeki Ascaris-type protease inhibitor 2), CtAPl (Chaerilus tricostatus Ascaris-

40



MOURAO, C.B. F. 2016

type protease inhibitor), e BmAPI (Buthus martensii Ascaris-type protease inhibitor) (Chen
et al., 2013c). Membros da familia tipo Ascaris sdo caracterizados pela presenca de cinco
pontes dissulfeto (Grasberger et al., 1994). O polipeptideo recombinante SjAPI (Tabela 1.2)
inibiu tanto a-quimotripsina quanto elastase, sem efeito aparente contra tripsina (Chen et
al., 2013c). O SjAPI-2 teve baixa atividade contra quimotripsina (ICso ~ 4,0 uM) e ndo inibiu
tripsina ou elastase. Além disso, assim como demonstrado anteriormente para Pls tipo
Kunitz, o inibidor tipo Ascaris SjAPI-2 apresentou atividade em diferentes subtipos de
canais de K* (Chen et al., 2015a). Também da biblioteca de cDNA de S. jendeki foi obtido o
precursor do peptideo denominado Sj7170 (Tabela 1.2), cujo peptideo maduro inibiu

guimotripsina, sem atividade contra tripsina e elastase (Song et al., 2014).

Posteriormente, quatro novos peptideos com motivo estrutural tipo Ascaris foram
descritos de bibliotecas de cDNA obtidas da glandula de peconha de diferentes escorpides:
LmAPI (Lychas mucronatus Ascaris-type protease inhibitor), PcAPI (Pandinus cavimanus
Ascaris-type protease inhibitor), PcAPI-2 (Pandinus cavimanus Ascaris-type protease
inhibitor 2), e HjAPI (Hottentotta judaicus Ascaris-type protease inhibitor). O LmAPI
recombinante inibiu quimotripsina com alta afinidade (Tabela 1.2), com pouco efeito

contra elastase e sem efeitos contra tripsina (Liu et al., 2015).

Além desses inibidores, um inibidor de plasmina denominado discreplasminin foi
isolado da peconha do escorpido Tityus discrepans. Ele possui um mecanismo
antifibrinolitico semelhante a aprotinina (BPTI) e provavelmente interage com os sitios

ativos da plasmina e tPA, um ativador de plasminogénio tecidual (Brazdn et al., 2009).

1.1.2.3.  Cdncer, Peptidases e Inibidores de Peptidases

Inibidores de peptidases tém sido apresentados como ferramentas terapéuticas em
potencial para o tratamento de diversos tipos de cancer, uma vez que peptidases
desempenham um papel essencial em inimeros processos das células tumorais (Koblinski
et al., 2000; Sloane et al., 2006; Uhland, 2006). Cancer é o nome dado a um conjunto de
doencas que tém em comum a proliferacao desordenada de células que invadem os tecidos
e orgdos, podendo espalhar-se para outras regides do corpo (metastase) (Ruddon, 2007).

Estatisticas apontam a ocorréncia de 14,1 milhdes de novos casos e 8,2 milhdes de dbitos
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devido ao cancer em 2012, o que representa cerca de 12% de todas as causas de morte no
mundo (GLOBOCAN, 2012). As causas do cancer sdo variadas, podendo ser externas ou
internas ao organismo, de forma que ambas estdo inter-relacionadas (INCA, 2016). De
todos os casos, 80 a 90% dos canceres tém inicio com a exposi¢cdo a fatores ambientais
e/ou habitos comportamentais, dentre os quais destacam-se o consumo de tabaco e alcool,
obesidade e sedentarismo, dieta rica em produtos industrialmente processados, e
exposicdo a virus oncogénicos, a radiacdo, a poluicdo e a produtos quimicos, como

agrotoéxicos (Irigaray et al., 2007).

Estando atras apenas do cancer de mama e do colorretal, o cancer cervical é o
terceiro mais frequente na populagdo feminina e a quarta causa de morte de mulheres por
cancer no Brasil, contabilizando aproximadamente 5.430 mortes em 2013. Estimam-se
16.340 novos casos no ano 2016 no Brasil (INCA, 2016). Células Hela constituem a primeira
linhagem celular imortalizada de cancer humano, sendo obtidas de um cancer cervical
glandular agressivo ha cerca de 65 anos. Embora milhares de linhagens celulares de
praticamente todo tipo de cdncer tém sido estabelecidas desde entdo, as células Hela
continuam sendo uma das linhagens celulares de cancer humano mais amplamente usadas

(Masters, 2002).

O cancer de pele é o mais frequente no Brasil, correspondendo a 25% de todos os
tumores malignos registrados no pais. Seu desenvolvimento depende do tipo de célula
mutada. Mutag¢des nas células produtoras de melanina, os melandcitos, levam ao
desenvolvimento de melanoma. Apesar de ser bastante agressivo, devido a alta
possibilidade de metastase, sua incidéncia é baixa, representando apenas 4% das
neoplasias malignas do érgao. O numero estimado de novos casos de melanoma no Brasil
para 2016 é de 3.000 homens e 2.670 mulheres (INCA, 2016). Visto que o melanoma
metastatico ja apresenta resisténcia a muitas terapias atuais e que esta associado a um
pobre progndstico, é crucial a busca por novas moléculas-alvo em potencial (NIH, 2010;

Paluncic et al., 2016).

Hanahan & Weinberg (2011) descreveram um conjunto de caracteristicas que
permitem o crescimento tumoral e a disseminagao metastatica, auxiliando a compreensao
desses processos que sao fundamentais para a biologia do cancer. Em resumo, essas

caracteristicas compreendem:
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1. Proliferacdo descontrolada e insensibilidade a sinais supressores: enquanto
tecidos normais tém um controle delicado da producdo e liberacdo de moléculas
sinalizadoras que regulam a entrada e progressao no ciclo celular, permitindo a
homeostase celular, células tumorais possuem vias de sinaliza¢do intracelular
alteradas, e utilizam diferentes mecanismos para garantir sua proliferacao
anormal, como producdo de sinais de proliferacdo, estimulacdo para que células
normais do estroma as fornecam fatores de crescimento, e insensibilidade as
moléculas supressoras de crescimento;

2. Resisténcia a morte celular: células tumorais possuem vdrias estratégias para
alterar a sinalizacdo da apoptose, como o bloqueio da via de sinalizacdo da
proteina P53, o aumento na expressao de reguladores antiapoptéticos ou de sinais
de sobrevivéncia, ou a regulagdo negativa de fatores pro-apoptoticos;

3. Inducdo da angiogénese: a fim de receber nitrogénio e oxigénio e descartar restos
metabdlicos e gas carbbnico, e devido ao seu crescimento acelerado, tumores
sinalizam para a formacdo continua de novos vasos sanguineos, os quais, no geral,
possuem morfologia aberrante, com excesso de ramificacdes, fluxo sanguineo
erratico, micro-hemorragias e niveis anormais de proliferacdo de células
endoteliais;

4. Potencial replicativo ilimitado: a extensdo dos telomeros nas extremidades dos
cromossomos esta associada ao numero de divisdes das células, de forma que seu
encurtamento leva as fases de senescéncia e morte celular; nas células tumorais
imortalizadas, diferentemente das normais, a expressdo da enzima telomerase
(que polimeriza o telébmero) esta aumentada, promovendo ilimitadas divisGes
celulares.

5. Invasdo e metastase: essa caracteristica depende de uma sucessao de eventos, a
comecgar pela invasdo local das células tumorais para os vasos sanguineos e/ou
linfaticos préximos (intravasamento), e seu deslocamento por esses vasos até que
escapem para o parénquima de outro tecido distante (extravasamento), onde
formam pequenos nddulos que irdo se desenvolver em tumores macroscépicos
(colonizacdo). A invasdo das células tumorais estd relacionada a reducdo da
expressao de moléculas de adesdo a outras células e também a matriz extracelular

e/ou aumento da expressdo de moléculas de adesdo que normalmente estdo
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associadas as migracGes celulares que ocorrem durante a embriogénese ou

inflamagao.

Além dessas caracteristicas, outras sdo descritas como emergentes, por ainda nao
estarem completamente elucidadas (ver revisdo por Hanahan & Weinberg (2011)). Os
tratamentos terapéuticos para cancer se desenvolvem a medida que essas caracteristicas
tidas como fundamentais para a progressdo tumoral sao melhor compreendidas. Nesse
contexto, diferentes classes de peptidases tém sido estudadas devido a seus distintos
papeis em células tumorais. Peptidases extracelulares medeiam a degradac¢do da matriz
extracelular e de estruturas de coesdo intercelulares, permitindo a migracao celular, e
também atuam na ativacdo de fatores angiogénicos e fatores de crescimento. Essas
peptidases derivam ndo somente das células tumorais, mas também de outras células
presentes no microambiente do tumor: células do estroma (como fibroblastos), células
inflamatdrias (como macrofagos, mastdocitos e neutréfilos) e células de vasos sanguineos

(como células endoteliais) (Hanahan & Weinberg, 2011; Sloane et al., 2006).

Metalopeptidases (MMPs), serinopeptidases e cisteinopeptidases sdo usadas por
células tumorais para a clivagem da matriz extracelular durante a migragao invasiva,
degradando estruturas de colageno, laminina, vitronecticna e fibronectina (Fonovic & Turk,
2014; Friedl & Wolf, 2008). Além disso, MMPs contribuem para a angiogénese por meio da
degradacdo de laminas basais, o que permite a invasao das células endoteliais, e também
por meio da clivagem de fatores que aumentam ou mantém o fendtipo angiogénico
(Cathcart et al., 2015; Moro et al., 2014). Dentre as cisteinopeptidases, as que parecem
estar mais envolvidas com cancer sdo as catepsinas B, L, S, K e X (ver revisdo por Loser &
Pietzsch (2015)). De forma geral, elas atuam facilitando a progressao tumoral, crescimento,

invasdo e metastase.

Dentre as serinopeptidases, a peptidase transmembrana tipo tripsina denominada
matriptase encontra-se superexpressa em diversos tipos de cancer. Seu papel tem sido
associado ndo apenas a invasao celular, mas também a ativacdo de vias oncogénicas. Seus
substratos naturais parecem ser o zimogénio do ativador de plasminogénio tipo uroquinase
(pro-uPA) e a forma precursora inativa do fator de crescimento de hepatécito (pro-
HGF/SF), os quais estdo envolvidos no processo de invasdo metastatica. Além disso,

mostrou-se que uma forma secretada da matriptase é capaz de clivar fibronectina e
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laminina, ambos componentes da matriz extracelular e que medeiam a adesdo e migracao
celular, além de ativar o PAR-2 (receptor 2 ativado por peptidase), um receptor acoplado a
proteina G que tem papel essencial na adesdo celular e nos processos inflamatérios iniciais
(Uhland, 2006). O aumento de expressdo de outras enzimas pertencentes a familia tipo
tripsina, como hepsina e HGFA (ativador de fator de crescimento de hepatécito) (Han et
al., 2014), assim como de algumas calicreinas (Borgono & Diamandis, 2004), também tém
sido associado a canceres. Além dessas, a serinopeptidase RBBP9 (proteina 9 ligante de
retinoblastoma) apresentou atividade hidrolitica 40% mais elevada nos tumores
analisados, embora sua expressdo seja a mesma em células normais ou tumorais (Shields

et al., 2010).

Além dessas classes de peptidases, os proteassomas — membros protdtipos da
classe das treonina-peptidases — sdo bastante estudados como moléculas-alvo no
tratamento de diversos tipos de cancer, em especial de mieloma multiplo e linfoma de
células do manto (Johnson, 2015). Proteinas destinadas para degradagao pelo sistema
ubiquitina-proteassoma incluem proteinas danificadas, dobradas inadequadamente ou
aquelas com curtos tempos de meia-vida nas células (Ciechanover, 2005). Dessa forma,
inibidores de proteassomas promovem o acumulo de proteinas que apresentam efeitos
deletérios para a sobrevivéncia das células, representanto promissores agentes

antitumorais (Ding et al., 2014; Johnson, 2015).

Assim sendo, inibidores de diferentes classes de peptidases tém sido sugeridos
como potenciais agentes antitumorais. Alguns deles estdo em fase clinica (Abbenante &
Fairlie, 2005; Johnson, 2015; Kobayashi, 2013; Koltai, 2015; Kumar et al., 2015) e outros ja
sdo utilizados para o tratamento terapéutico de determinados tipos de cancer, como os
inibidores de proteassoma bortezomib e carfilzomib (Herndon et al., 2013; Johnson, 2015).
Devido a heterogeneidade do microambiente tumoral, deve-se atentar para a possibilidade
de multiplasinteracdes entre diferentes peptidases e as moléculas com as quais interagem,
o0 que pode acarretar em diversos efeitos colaterais decorrentes da inibicdo de uma ou
outra via (Koblinski et al., 2000; Lopez-Otin & Matrisian, 2007). Apesar do intenso avancgo
nas pesquisas sobre o envolvimento das peptidases no cancer, o uso de inibidores como
agentes terapéuticos ainda é uma area relativamente recente e que requer mais estudos

para sanar inumeros questionamentos, ajudando a desenvolver inibidores mais potentes e
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especificos. Além de sua aplicacdo direta como agentes terapéuticos, inibidores de
peptidases especificos tém sido utilizados como sondas para identificagao e localizagao de
enzimas associadas a diversos tumores, permitindo monitorar sua dindmica de regulacao
e estudar a interacdao com farmacos em modelos experimentais in vitro e in vivo (Edgington

& Bogyo, 2013; Nomura et al., 2010).

1.1.2.4.  Inibidores de Peptidase com A¢do em Canais de Potdssio

Canais de potassio representam o maior e mais diverso subgrupo de canais idnicos,
podendo ser ativados por um ligante, como um ion, uma pequena molécula organica ou
mesmo uma proteina, ou podem ser ativados por uma diferenca de potencial
eletroquimico (voltagem) (Choe, 2002; Gati et al., 2012; Jenkinson, 2006; MacKinnon,
2003). Esses canais pertencem ao grupo dos canais tetraméricos, sendo cada monémero
arranjado em segmentos transmembranicos helicoidais que podem variar em nimero de
acordo com a familia do canal. Nos canais de potassio dependentes de voltagem (canais
Kv), cada subunidade é arranjada em seis segmentos transmembranicos helicoidais,

denominados S1 a S6 (Figura 1.5).

Os segmentos S5-S6 das quatro subunidades formam em conjunto um Unico
dominio do poro (P), que é via de permeabilidade i6nica pela membrana, e inclui o filtro de
seletividade (P-loop). As hélices S1-S4 formam os dominios sensores de voltagem devido a
presenca de residuos de aminodcidos positivamente carregados em S4, que se movem em
resposta a uma despolarizacdo da membrana, permitindo a ativacdo do canal e a geracdo
da corrente de gating. O dominio T1 é uma porc¢do altamente conservada da regido N-
terminal citoplasmatica, e é responsavel por mediar a multimerizagao do canal, sendo

conhecida como dominio de tetramerizacdo (Birnbaum et al., 2004; Chen et al., 2010).

46



MouRrAO, C.B. F.

2016

Filtro de seletividade
A iénica (P-loop)

a-hélices
transmembranicas $1 S2 S3 S4 S5 / S6

Dominio de 4

Dominio .< tetramerizacao T1
citoplasmatico
N-terminal -
Dominio
citoplasmatico -<
C-terminal
5 _’_)
) X
B
S1-82 linker
S3-54 linker
Regido
transmembrana
T1-S1 linker @)
€
- LY
Dominio T1 24

Figura 1.5. Estrutura geral de um canal de K* dependente de voltagem. (A) Representacdo
esquematica de uma Unica subunidade, com elementos presentes na maioria dos canais de K*:
dominio citoplasmatico N-terminal, dominio T1, seis segmentos transmembranicos S1-56, sensor
de voltagem S4, dominio do poro (constituido pelos segmentos S5 e S6), filtro de seletividade
idnica e dominio citoplasmatico C-terminal. (B) Estrutura do canal K,1.2 de Rattus norvegicus (PDB

ID cédigo 2A79). Adaptado de Birnbaum et al. (2004) (A) e Chen et al. (2010) (B).

Em um potencial de acdo, canais K, permitem que o potdssio passe do lado

intracelular para o extracelular, retornando o potencial de membrana para seu estado

polarizado. O filtro de seletividade de um canal K, se encontra na por¢cdo mais estreita do

poro e possui ~12 A de comprimento e ~2,5 A de didmetro (Figura 1.6 A e B). Seu papel é

assegurar que virtualmente apenas ions K* possam passar, o que é alcangado pela presenca
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de atomos de oxigénio providos pelos grupos carbonilas da cadeia principal dos residuos
de aminodcidos Thr-Val-Gly-Tyr-Gly (TVGYG). Essa sequéncia estd presente em todas as
subunidades e é altamente conservada entre canais de K* (Figura 1.6 C), embora variacdes
sejam observadas em alguns casos (MacKinnon, 2003). Esses atomos de oxigénio
mimetizam a coordenacdo de ions K* em dgua, e, portanto, servem como sitios de ligacdo
para os ions brevemente desidratados. Os atomos de oxigénio formam quatro sitios
adjacentes ao longo do filtro (S1-S4), permitindo que mais de um ion K* se ligue e passe de
um lado da membrana para o outro sem que haja reidratacdo. Essa desidratacdo transiente
foi sugerida ser muito menos termodinamicamente favoravel para ions Na*, o que

favoreceria a seletividade do canal.

C
S5 hélice do poro S6 (hélice interna)
chimera: MRELGLLIFFLFIGVILFSSAVYFAEADERDSQFPSIPDAFWWAVVSMT DMVPTTIGGKIVGSLCAIAGVLTIALPVPVIVSNFNYFYHRET
Kv2.1 : YNELGLLILFLAMGIMIFSSLVFFAEKDEDDTKFKSIPASFWWATITMT DIYPKTLLGKIVGGLCCIAGVLVIALPIPIIVNNFSEFYKEQK
Kvl.2 : MRELGLLIFFLFIGVILFSSAVYFAEADERDSQFPSIPDAFWWAVVSMT DMVPTTIGGKIVGSLCAIAGVLTIALPVPVIVSNFNYFYHRET
Kvl.l : MRELGLLIFFLFIGVILFSSAVYFAEAEEAESHFSSIPDAFWWAVVSMT DMYPVTIGGKIVGSLCAIAGVLTIALPVPVIVSNFNYFYHRET
Kvl.3 : MRELGLLIFFLFIGVILFSSAVYFAEADDPSSGFNSIPDAFWWAVVTMT DMHPVTIGGKIVGSLCAIAGVLTIALPVPVIVSNFNYFYHRET
Kvl.5 : MRELGLLIFFLFIGVILFSSAVYFAEADNQGTHFSSIPDAFWWAVVTMT DMRPITVGGKIVGSLCAIAGVLTIALPVPVIVSNFNYFYHRET
Shaker : MRELGLLIFFLFIGVVLFSSAVYFAEAGSENSFFKSIPDAFWWAVVTMT DMTPVGVWGKIVGSLCAIAGVLTIALPVPVIVSNFNYFYHRET
KcsA : WRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAERGAPGAQLITYPRALWWSVETAT DLYPVTLWGRCVAVVVMVAGITSFGLVTAALATWFVGREQERR

Figura 1.6. Poro de condugao idnica de um canal de potdssio KcsA e alinhamento de sequéncias
da regido do poro de canais de K*. (A) Duas das quatro subunidades do canal KcsA estdo
representadas com o lado extracelular na parte superior. Cada subunidade contém uma hélice
externa e uma interna préxima ao poro, uma hélice formadora de poro (vermelho) e um filtro de
seletividade (amarelo). A malha azul mostra a densidade eletrdnica de ions K* (verde) e moléculas
de dgua (vemelho) ao longo do poro. (B) Aumento da regido do filtro de seletividade com os ions
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K* desidratados nas posicdes 1 a 4 (externo para interno) e um ion K* hidratado na cavidade central
abaixo do filtro. (C) Alinhamento de sequéncias da regido do poro de canais membros da familia
Shaker —rK,1.2 (G1:1235594), hK,1.1 (GI:119395748), hK,1.3 (G1:88758565), hK,1.5 (GI:25952087),
Shaker K, (G1:13432103) —, rKv2.1 (G1:24418849), KcsA (GI:61226909) e uma quimera do KcsA. A
sequéncia do filtro de seletividade esta mostrada em amarelo. Adaptado de MacKinnon (2003) (A
e B) e Banerjee et al. (2013) (C).

Canais de potassio desempenham um papel essencial em processos de sinalizacao
celular, regulando a liberacdo de neurotransmissores, frequéncia cardiaca, secrecdo de
hormonios, excitabilidade neuronal, transporte de eletrélitos, contracdao do musculo liso e
regulacdo do volume celular. Assim, toxinas modificadoras de correntes de K* emergem
como moléculas promissoras para a melhor compreensdo das propriedades funcionais
desses canais e também para o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de
diversas doencas, dentre as quais doencas autoimunes, asma, arritmia cardiaca,
inflamacdo, hipertensdo, e doencas do Sistema Nervoso Central (SNC), como esclerose
multipla, doencas de Parkinson e Alzheimer, esquizofrenia e epilepsia (Bergeron &

Bingham, 2012; Gati et al., 2012; Wulff & Zhorov, 2008).

Além disso, alteracdes nos niveis de expressdo de canais de K* — como aumento da
expressao por hormonios ou fatores de crescimento, ou reducdo causada por aberracgdes
cromossOmicas — podem ter efeitos substanciais nos processos celulares como morte
celular, proliferacdo, migracao, adesao e controle do volume celular, processos esses que
podem influenciar a progressao de um tumor. De forma geral, muitos tumores apresentam
expressdao aumentada de diferentes subtipos de canais de K* (dentre os quais se destacam
Kv10.1, Ky11.1, Ky1.3, Kcal.1, Kca3.1, K2p9.1) e a inibicdo da expressdo e/ou funcionamento
desses canais tem mostrado reducdo da progressao tumoral em diversos experimentos in
vivo e in vitro (ver revisdes por Pardo & Stuhmer (2014), Urrego et al. (2014), Arcangeli &

Becchetti (2015)).

Peconhas de artrépodes constituem uma rica fonte de toxinas peptidicas inibidoras
de canais de K* (KTxs). As KTxs podem ser classificadas em blogueadoras de canais de K*,
ligando-se ao vestibulo externo do canal e, entdo, bloqueando a condutancia idnica pelo
poro do canal, ou podem ser modificadoras de gating, deslocando a abertura do canal para
potenciais mais positivos. Toxinas escorpidnicas, como a charybdotoxina, estdo

classificadas no primeiro grupo enquanto algumas toxinas de aranhas agem como
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modificadoras de gating (Banerjee et al., 2013; Wee et al., 2007). Alguns detalhes sobre os
mecanismos de bloqueio desses canais por KTxs escorpiOnicas estdo apresentados no

Capitulo 2.

A presenca de peptideos com dupla atividade, que inibem peptidases e bloqueiam
canais de K*, ja foi demonstrada por diversos autores na peconha de serpentes, escorpides,
aranhas e no extrato corporeo de anémonas marinhas (para informacGes adicionais, ver
revisdao por Mourdo & Schwartz (2013) no Apéndice 1). Visto que a producdo de peptideos
exige uma alta demanda energética para o organismo, a dupla funcionalidade de um
composto pode ser vista como uma maneira eficiente de economizar energia com maxima

utilizacdo farmacoldgica (Peigneur et al., 2011).

Sugere-se que moléculas que apresentam o motivo estrutural de inibidores de
peptidase do tipo Kunitz tenham evoluido em trés estagios provaveis: moléculas de funcao
remota, moléculas bi-funcionais, e toxinas com nova funcdo (Yuan et al., 2008). Assim,
alguns inibidores de protease teriam adquirido uma fungao de neurotoxina, tornando-se
bi-funcionais, enquanto outras teriam inclusive perdido a funcdo inibidora de peptidase,
agindo apenas em canais i6nicos dependentes de voltagem (Yuan et al., 2008; Zupunski et

al., 2003).

Blogueadores de canais de K* altamente especificos e potentes apresentando o
motivo estrutural tipo Kunitz, mas com pouca ou nenhuma atividade inibidora de
peptidase, sdo particularmente bem desenvolvidos em serpentes. Por outro lado, essas
moléculas ndo foram, até o momento, caracterizadas das secre¢ées de anémonas
marinhas, escorpides e aranhas, os quais possuem apenas inibidores efetivos de peptidase
ou moléculas bi-funcionais, sendo que muitas destas apresentam baixa atividade
blogueadora de canais de K*. Yuan e colaboradores (2008) propuseram que essa diferenca
pode ser devido a pressao seletiva, que pode ter atuado de forma a manter as moléculas
bi-funcionais com baixa poténcia em canais de K* em anémonas, escorpides e aranhas, uma
vez que esses animais ja possuem em sua peconha ou extrato corpdreo outras
neurotoxinas potentes. Diferentemente, em serpentes, apenas bloqueadores de canais de
K* com motivo estrutural do tipo Kunitz foram caracterizados de sua peconha até o

momento.
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As dendrotoxinas (DTXs) de serpentes, por exemplo, sdo potentes bloqueadores de
canais de K*, e, apesar de compartilharem estrutura primaria e terciaria com inibidores do
tipo Kunitz, possuem pouca ou nenhuma atividade inibidora de peptidase (Harvey, 2001;
Harvey & Robertson, 2004; Skarzynski, 1992). Essas toxinas bloqueiam diferentes subtipos
de canais de K*, dentre os quais Ky1.1, K,1.2 e K,1.6, em concentra¢des nano ou picomolares

(Tabela 1.3).

Tabela 1.3. Atividade bloqueadora de canais de potassio de peptideos que apresentam o motivo
estrutural tipo Kunitz obtidos de peconhas e venenos de animais. Peptideos mutados de
escorpides e aranhas ndo foram considerados. Adaptado de Mourao & Schwartz (2013).

Organismo Peptideo I1Cso (nM) Alvo Referéncia
APEKTx1* 0,9+0,1 Kvl.1 (Peigneur et al., 2011)
R AsKC1* 2800 K.1.2 (Schweitz et al., 1995)
fnr;enr:‘;;‘a AsKC2* 1100 K.1.2 (Schweitz et al., 1995)
AsKC3* 1300 K.1.2 (Schweitz et al., 1995)
SHTX-3* 650 Sinap @ (Honma et al., 2008)
Conus Conk-S1 1,33+0,5 Shaker (Bayrhuber et al., 2006)
a-DTX 0,4-150 K,1.1,K,1.2,K,1.6 (Harvey, 2001)
DTX-I 0,13-50 K.1.1,K.1.2,K/1.6 (Harvey, 2001)
DTX-K 0,03 Kvl.1 (Owen et al., 1997)
Serpente 6-DTX 0,029-1,8 Kvl.1 (Hopkins, 1998; Owen et al., 1997)
DaE 300 K1.1 (Tytgat et al., 2001)
Taicatoxin* 1,45 +0,22 SKca @ (Doorty et al., 1997)
BF9* 120,01+ 42,2 K.1.3 (Yang et al., 2014)
Hg1* 6,2+1,2 K.1.3 (Chen et al., 20123a)
LmKTT-1a* 1580 Kvl1.3 (Chen et al., 2013b; Chen et al., 2012a)
LmKTT-1b* >1000 K.1.3 (Chen et al., 2012a)
Escorpido LmKTT-1c* >1000 K.1.3 (Chen et al., 2012a)
BmKTT-1* 129,7+31,331.3 K.1.3 (Chen et al., 2012a)
BmKTT-2* 371,3+82,1 K.1.3 (Chen et al., 2012a)
BmKTT-3* >1000 K.1.3 (Chen et al., 20123a)
Aranha HWTX-XI* 2570 Kvl.1 (Yuan et al., 2008)

3 Atividade obtida por ensaios de ligac3o a sinaptossomas.
* Peptideos que também possuem atividade inibidora de peptidases.

Estudos com engenharia genética e mutacdes quimicas nas sequéncias primarias
das dendrotoxinas permitiram a identificacdo dos residuos de aminodcidos essenciais para
a interacdo com canais de K* (Harvey, 2001; Harvey & Robertson, 2004). Nessas moléculas
longas, a Lys® parece ser o residuo determinante para a afinidade de ligacdo da a-DTX e

DTX-I por canais de K* (Figura 1.7) (Harvey, 1997; Harvey et al., 1997). Além dele, o residuo
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hidrofébico vizinho Leu® mostrou-se importante para a afinidade com canais de K*
(Gasparini et al.,, 1998). A Lys'®’, que se encontra préxima ao “sitio anti-peptidase”
(destacado em amarelo na Figura 1.7), causou apenas uma pequena perda de atividade
guando acetilada na DTX-I (Harvey et al., 1997) ou substituida por Ala na a-DTX (Gasparini
et al., 1998). Os residuos de aminoacidos da regido 8-turn (residuos 25-28 na dendrotoxina
K, em especial Trp?> e Lys?®) também mostraram-se responsaveis pela atividade em canais

de potdssio (Smith et al., 1997; Wang et al., 1999).

P00980|a-DTX @
P0O0979|DTX-l ®
P00981|DTX-K ®
P00982|6-DTX @
POC1X2|Conk-S1 e
B7S4N9 | Taicatoxin 4
P25660|BF9 ¢
P86862 | APEKTx1 ¢
B1B5I8|SHTX-3 ¢
POC8W3|Hgl ¢
PODJ50| BmKTT-2 ¢
PODJ49|BmKTT-1 ¢
QI9TWGO|AsKC1 ¢
QI9TWF9|AsKC2 ¢
QI9TWF8|AsKC3 ¢
P68425|HWTX-XI ¢
PODJ47|BmKTT-3 ¢
PODJ46|LmKTT-1a ¢
PODJ45 | LmKTT-1b ¢
PODJ48|LmKTT-1c ¢
Consenso/85%

Figura 1.7. Alinhamento de sequéncias das toxinas representativas com motivo estrutural tipo
Kunitz e atividade bloqueadora de canais de potassio. Diferentes grupos, segundo a classificacdo
proposta por Yuan e colaboradores (2008), estdo indicados pelos simbolos adjacentes aos nomes:
e, bloqueadores de canais de K* sem atividade inibidora de peptidase ou ainda ndo testado

contra as mesmas; ¢ e ¢, toxinas bi-funcionais, onde ¢ denota toxinas com maior poténcia
em canais de K* do que as indicadas por ¢. Os inibidores de escorpides encontram-se em
negrito. O alinhamento foi gerado por ClustalW (Larkin et al., 2007) e a sequéncia consenso foi
colorida usando o software Chroma e por meio de edicdo manual (Goodstadt & Ponting, 2001).
Os residuos essenciais (vistos por ensaios de mutagado sitio-dirigida ou propostos com base em
similaridade) para a atividade bloqueadora de canais de K* estdo destacados em vermelho. Os
residuos essenciais a atividade inibidora de peptidase estdo indicados em amarelo. Letras
maiusculas denotam residuos de aminoacidos. Letras minusculas ou simbolos denotam: p, polar;
b, grande (big); a, aromatico; +, positivo; s, pequeno (small); c, carregado (charged).

Sete inibidores de peptidase bi-funcionais caracterizados da peconha de

escorpides até o momento apresentam o motivo estrutural tipo Kunitz e foram ativos em
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canais Ky1.3 (Tabela 1.3). A toxina rHgl foi a mais ativa em canais K,1.3, mesmo a
concentracdes de 100 nM. A 1 uM ela também inibiu a corrente (<50%) de canais K,1.1 e
Kv1.2, com pouco efeito nas correntes de canais SKCa3 e BKCa (Chen et al., 2012a). SjAPI-
2, por sua vez, foi o primeiro inibidor de peptidase de escorpido com o motivo estrutural
tipo Ascaris a apresentar atividade também como neurotoxina. Seu efeito foi verificado em
diferentes subtipos de canais de K*, como K,1.1, K,1.2, Ky1.3, SKCa2, SKCa3, IKca e hKCNQ1,
observando-se reducao da corrente de forma mais expressiva em canais Ky1.3 e hKCNQ1
(Chen et al., 2015a). O canal KCNQ1 é importante na fase de repolarizacdo do potencial de
acao cardiaco e apresenta propriedades distintas dos demais canais de K* dependentes de

voltagem (Cui, 2016).

Diferentes mutantes da Hgl foram gerados pela estratégia de alanine-scanning e
testados em canais Ky1.3 (Chen et al., 2012a). Os residuos His?, His3, Asn*, Arg®, Leu® e Lys'3
ndo mostraram efeito aparente na atividade farmacolégica das toxinas. Visto que residuos
de aminoacidos basicos de toxinas animais estao comumente relacionados com a atividade
blogueadora de canais de potassio (Mouhat et al., 2005; Rodriguez de la Vega et al., 2003),
novos mutantes foram gerados alterando-se o segundo grupo de residuos basicos da Hgl,
localizado no C-terminal do peptideo. Verificou-se assim que a substituicdo dos residuos
Lys>®, Arg®’, Phe®! e Lys®3 (Figura 1.7) por alanina reduziu significantemente a atividade em
canais Ky1.3. Os mutantes foram analisados por meio de dicroismo circular e ndo foram
observadas alteragbes conformacionais dos mesmos em relacdo a Hgl nativa. Assim, é
esperado que a Hgl use predominantemente seus residuos C-terminais para inibir o canal
Kv1.3, sendo este um mecanismo distinto do usado pelas dendrotoxinas, as quais utilizam
residuos do N-terminal para bloquear canais de potassio (Jin & Wu, 2011; Yuan et al., 2008).
Um modelo estrutural computacional do complexo Hgl- K,1.3 suportou esses resultados,

e mostrou que a Lys>® é o residuo que bloqueia o poro do canal (Chen et al., 2012a).

1.1.3. ESCORPIAO TITYUS OBSCURUS E ESTUDOS COM SUA PECONHA

Escorpides sao predadores bem adaptados ao ambiente terrestre, com registros
fosseis que datam de cerca de 450 milhdes de anos atrds (periodo Siluriano), sendo

geralmente aceito que a migracao do ambiente marinho para o terrestre deu-se 325-350

53



MOURAO, C.B. F. 2016

milhdes de anos atras (transicdo do periodo Devoniano para o Carbonifero) (Polis, 1990).
Escorpides pertencem ao reino Animalia, filo Arthropoda, subfilo Chelicerata, classe
Arachnida e ordem Scorpiones, e apresentam ampla distribuicdo geografica, sendo
representados em todos os continentes, com excecdo da Antartida, com maior
concentracdo em areas tropicais e subtropicais. Atualmente, constituem 18 familias, 151
géneros e aproximadamente 2000 espécies, dentre as quais cerca de trinta espécies sao
consideradas potencialmente perigosas para os seres humanos. Dentre estas, exceto por
uma espécie da familia Scorpionidae, as demais pertencem a familia Buthidae, com
destaque para os membros dos géneros Centruroides (encontrados no México e sudoeste
dos Estados Unidos), Tityus (América do Sul e Trinidad), Androctonus, Leiurus e Buthus
(norte da Africa e Oriente Médio), Hemiscorpius e Mesobuthus (Ir3, Iraque, Turquia e
Afeganistdo), Parabuthus (Africa do Sul e Ardbia Saudita), e Hottenta (Marrocos e india)

(Chippaux and Goyffon, 2008; Lourenco & Von Eickstedt, 2009; Prendini, 2011).

No Brasil, as espécies responsaveis pelos casos de envenenamentos graves e até
mesmo fatais pertencem ao género Tityus, com destaque para as espécies: T. serrulatus
(encontrado nos estados BA, CE, ES, DF, GO, MG, MT, PE, PI, PR, RJ, RN, RO, RS, SC, SE, SP),
T. bahiensis (ES, GO, MG, PR, RJ, RS, SC, SP), T. stigmurus (AL, BA, CE, PB, PE, P, RN, SE) e T.
obscurus (AM, AP, MA, MT, PA). Além da espécie T. obscurus, as espécies T. metuendus e
T. silvestres também sdo responsaveis por casos de envenenamentos na regido Amazonica,
porém com menor importancia médica (MS, 2009; Pardal et al., 2014; Pardal et al., 2003;

Pucca et al., 2014b).

O aparato de peconha dos escorpiGes consiste em uma vesicula com um par de
glandulas, localizadas no ultimo seguimento do pds-abdomen, ou télson. Essa vesicula esta
circundada por uma camada de musculo estriado responsavel pela ejecdo da peconha
(Chippaux & Goyffon, 2008). A peconha dos escorpides é uma complexa mistura de
diversos componentes, dentre os quais estdo polipeptideos, enzimas, nucleotideos,
lipideos, sais, aminas biogénicas e mucopolissacarideos. Os peptideos da peconha de
escorpides podem ser classificados em peptideos que ndo possuem pontes dissulfeto
(NDBP, do inglés non-disulfide-bridged peptides) — os quais exibem diversas fung¢des
bioldgicas, como potencializacdo de bradicinina, atividade antimicrobiana e hemolitica e

modulac¢do do sistema imune — e peptideos que possuem pontes dissulfeto (DBP, do inglés
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disulfide-bridged peptides) (Zhijian et al., 2006). Os DBPs sdo os principais compostos
responsaveis pelo efeito neurotdxico observado em casos de envenenamento com a
peconha de escorpides, uma vez que afetam canais i0nicos de células excitaveis e nado-
excitaveis de membranas bioldgicas, fator importante para que os escorpides possam
imobilizar suas presas e se defender. Os DBPs mais estudados sdo aqueles que atuam em
canais de Na* ou K*, denominados NaScTxs (do inglés Na*-scorpion toxins) e KTxs (K* toxins),
respectivamente (Bartok et al., 2014; Gurevitz et al., 2014; Rodriguez de la Vega & Possani,
2005). As NaScTxs possuem de 55-76 residuos de aminoacidos e trés ou quatro pontes
dissulfeto, e sdo os principais responsaveis pelos efeitos neurotdxicos resultantes da picada

de escorpides.

O escorpido Tityus obscurus Gervais, 1843 — sinbnimo sénior de T. paraensis Kraepelin,
1896 e T. cambridgei Pocock, 1897 (Lourenco & Leguin, 2008) — (Figura 1.8), pertencente a
familia Buthidae, é responsavel por muitos casos de envenenamento em humanos na
regido Amazonica brasileira (Pardal et al., 2014; Pardal et al., 2003). Quando adulto, T.
obscurus é um escorpido grande, medindo de 8,5 a 10 cm de comprimento, e de coloragao
negra. Quando jovem, a coloracdo é matizada de preto com amarelo. A espécie apresenta
dimorfismo sexual evidente, de forma que os machos apresentam os pedipalpos (pincas)
bastante finos e alongados em relacao as fémeas. Além disso, os anéis da cauda sdo mais

longos nos machos (Lourenco & Leguin, 2008).

Esta espécie apresenta ampla distribuicdo, sendo comum na Guiana Francesa,
Suriname e na regidao Norte do Brasil, principalmente nos estados do Para e Amapa, com
exemplares também encontrados na Amaz6nia, Maranhdo e Mato Grosso (Benmosbah et

al., 2013; Lourenco & Leguin, 2008; MS, 2009; Pardal et al., 2014; Pucca et al., 2014b).
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Figura 1.8. Escorpido Tityus obscurus (Buthidae). Foto por Solange C. Rego.

A manifestacdo clinica de sua picada é diversificada, dependendo da regido de
ocorréncia. No Para, manifestacdes neuroldgicas de mioclonia em que as vitimas referem
como sensacao de “choque elétrico” pelo corpo, disartria, dismetria e ataxia, entre outras
foram descritos nos municipios de Santarém, Belterra e Prainha (Oeste do Estado do Para),
Altamira e Brasil-Novo (Sul), enquanto que nos acidentes ocorridos na regido
metropolitana de Belém (Leste do Estado do Para) foram observadas em maior numero
sintomas locais (dor, edema, eritema) e tontura (Maestri Neto et al., 2008; Martins et al.,
2002; Pardal, 2014; Pardal et al., 2003; Sperotto et al., 2001). Essas variacGes na
sintomatologia podem estar diretamente relacionadas com a recente observagao de uma
diferenciacdo do padrao morfoldgico de T. obscurus coletado em diferentes regides do
Para, sendo que as populagdes do Oeste sao em média maiores do que as do Leste, e de
alteragdes na composicdo de suas peconhas. A analise cromatografica da peconha dessas
duas populagdes mostrou maior numero de fragdes cromatograficas na peconha da
populacdo Oeste, principalmente nas faixas de tempo de retencdo correspondentes as
NaScTxs e KTxs, o que explicaria a maior gravidade dos sintomas de envenenamento na
regido Oeste do Pard (Pardal, 2014; Pardal et al., 2014). O autor sugere que essas varia¢oes

sejam provenientes de uma especiacdo alopatrica devido a grande distancia (cerca de 850
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km) e a presenca de dois grandes rios (Xingu e Tocantins) entre as duas populagdes (Pardal,
2014). Essa diversificacdo na composicdio da peconha em detrimento de variacdo
geografica, ou mesmo dieta, idade e sexo do animal, ja foi relatada para outras espécies de
escorpides (Abdel-Rahman et al., 2009; De Sousa et al., 2010; Oliveira et al., 2013; Pucca et
al., 2014a).

Em relacdo a composicdo da peconha do escorpido T. obscurus, as primeiras
analises mostraram a existéncia de no minimo 102 componentes peptidicos distintos, dos
guais cerca de 25% tiveram sua sequéncia N-terminal determinada (Batista et al., 2004) e
seis foram completamente sequenciados. Destes seis peptideos, trés possuem acao
especifica em canais de K* (Tcl, Tc30 e Tc32 — ou a-KTx13.1, a-KTx4.4 e o-KTx18.1
respectivamente) (Batista et al., 2000; Batista et al., 2002a) e trés em canais de Na* (Tc48a,

Tc48b/Tc49a e Tc49b) (Batista et al., 2004; Batista et al., 2002b; Murgia et al., 2004).

Mais recentemente, a partir da construcdo da biblioteca de cDNA da glandula de
peconha de T. obscurus realizada por nosso grupo de pesquisa (Guerrero-Vargas et al.,
2012), as sequéncias dos precursores dessas trés toxinas que atuam em canais de Na*
foram caracterizadas, além de 12 novas sequéncias primarias identificadas como provaveis
NaScTxs, denominadas To4 a To15. As sequéncias putativas de To5, To6 e To7 parecem ser
equivalentes aos peptideos Tc54, Tc43 e Tc50, respectivamente, os quais tinham sido
isolados da peconha e parcialmente sequenciados em trabalhos anteriores (Batista et al.,
2004; Batista et al., 2002b). Além disso, neste trabalho mais recente por Guerrero-Vargas
e colaboradores (2012), o peptideo To5 foi purificado da pegonha e completamente

sequenciado por técnicas de andlise protedmica, e é semelhante a toxinas especificas para

artréopodes, embora sua atividade ainda ndo tenha sido elucidada.

Nessa biblioteca de cDNA também foram caracterizados precursores de outras KTxs
(Schwartz EF, dados ndo publicados) e a sequéncia precursora do peptideo caracterizado
neste trabalho, denominado ToPI1 devido a sua atividade inibidora de peptidase
parcialmente caracterizada em trabalhos anteriores (Mourado CBF, dados nado publicados).
ToPI1 foi assim chamado por ser o primeiro inibidor de peptidase caracterizado da pegonha

do escorpido T. obscurus (Tityus obscurus peptidase inhibitor 1).
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1.2. OBIJETIVOS

1.2.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar a sequéncia primaria e a atividade bioldgica do polipeptideo ToPI1,
obtido inicialmente da peconha do escorpido Tityus obscurus, dando énfase em sua

atividade inibidora de tripsina.

1.2.2. OBIETIVOS ESPECiFICOS
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1.3. MATERIAL
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1.4. METODOS

1.4.1. DESENHO EXPERIMENTAL
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1.4.2. LICENCAS, ANIMAIS E OBTENGCAO DA PECONHA

1.4.3. FRACIONAMENTO DA PECONHA E PURIFICACAO DO PEPTIDEO TOPI1
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(1.3)

1.4.4. ESPECTROMETRIA DE MIASSA
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1.4.5. DETERMINACAO DA SEQUENCIA PRIMARIA E BUSCA POR SIMILARIDADE
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1.4.6. SINTESE QUIMICA EM FASE SOLIDA E FORMACAO DAS PONTES DISSULFETO
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1.4.6.1.  Purificagdo do Peptideo Sintético
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1.4.7. ENSAIO DE INIBICAO DE PEPTIDASES

1.4.7.1.  Ensaio de Inibigdo de Tripsina
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1.4.7.2.  Mecanismo de Ac¢do e Constante de Afinidade para Tripsina
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1.4.7.3.  Ensaio de Inibigdo de Quimotripsina
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1.4.7.4.  Ressondncia Plasmdnica de Superficie (SPR)
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1.4.8. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR
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1.4.9. ENsSAIOS ELETROFISIOLOGICOS
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1.4.10. ANALISE COMPORTAMENTAL EM CAMUNDONGOS
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1.5. RESULTADOS
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1.6. DISCUSSAO

129



MouRAO, C.B. F. 2016

130



MouRAO, C.B. F. 2016

131



MouRAO, C.B. F. 2016

132



MouRAO, C.B. F. 2016

133



MouRAO, C.B. F. 2016

134



MouRAO, C.B. F. 2016

135



MouRAO, C.B. F. 2016

136



MouRAO, C.B. F. 2016

137



MouRAO, C.B. F. 2016

138



MouRAO, C.B. F. 2016

139



MouRAO, C.B. F. 2016

140



MouRAO, C.B. F. 2016

141



MouRAO, C.B. F. 2016

142



MouRAO, C.B. F. 2016

143



MouRAO, C.B. F. 2016

144



MouRAO, C.B. F. 2016

145



MouRAO, C.B. F. 2016

146



MouRAO, C.B. F. 2016

147



MouRAO, C.B. F. 2016

148



MouRAO, C.B. F. 2016

149



MouRAO, C.B. F. 2016

150



MOURAO, C.B. F. 2016

Capitulo 2

Caracterizacao estrutural do polipeptideo ToPI1

e estudo da relagao estrutura-funcao
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2.1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas tem se observado um importante aumento do nimero de
sequéncias de peptideos e proteinas depositadas em bancos de dados — resultante do
avanco tecnoldgico das ferramentas para estudos protedmicos e também transcritbmicos
e gendbmicos —, e um crescente numero de proteinas estruturalmente caracterizadas por
métodos espectroscdpicos, Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e cristalografia de raios
X. Esses métodos tém providenciado uma riqueza de conhecimentos estruturais sobre as

enzimas e seus inibidores.

Com isso e com o advento de técnicas da Bioquimica e Biologia Molecular, que
permitem produzir peptideos e proteinas mutados em determinados residuos de
aminodcidos de interesse, é crescente o conhecimento acerca os mecanismos de interacdo
entre esses compostos e seu alvo molecular. Conhecendo-se melhor quais residuos de
aminodcidos do peptideo interagem com a proteina alvo, como no caso de um
substrato/inibidor com uma peptidase, ou uma toxina e determinado canal i6nico, é
possivel desenvolver novos compostos e farmacos que ajam com maior afinidade, e que

sejam especificos para o alvo de interesse.

Em relacdo a inibidores de peptidase, inimeros estudos da correlacdo estrutura-
funcdo sdo apresentados na literatura. Um dos inibidores mais estudados é o BPTI, cuja
estrutura tridimensional ja foi obtida em diversos trabalhos tanto por RMN quanto por
cristalografia em sua forma nativa, mutada, truncada, mono ou multimérica, livre ou em
complexo com a tripsina ou outras peptidases (ver revisdo por Ascenzi et al. (2003)),
mostrando-se, assim, uma ferramenta molecular bastante atrativa para o estudo da
conformacdo de proteinas, interacdo proteina/proteina e reconhecimento molecular. Pls
de outras familias estruturais também s3ao usados amplamente como ferramentas
moleculares para estudos de estrutura-funcdo. Nesse contexto, modelos usando o
pequeno loop reativo candnico dos inibidores tipo Bowman-Birk, baseados na estrutura do

inibidor SFTI-1, tém chamado atencado (De Veer et al., 2015).

Ja em relagdo a toxinas de escorpides que agem em canais de K*, o primeiro estudo
com mutagdes pontuais, envolvendo a técnica de alanine scanning (substituicdo de

determinados residuos por Ala), deu-se com a charybdotoxina, ou ChTx (UniProtkB
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P13487), isolada da peconha do escorpido Leiurus quinquestriatus hebraeus (Park & Miller,
1992). Esse estudo mostrou a importancia de varios residuos reativos expostos em sua
superficie, em especial a Lys?’, conforme veremos adiante. Depois disso, varios estudos
foram publicados com analogos ndo-nativos, toxinas truncadas ou com mutagdes pontuais,
compostos quiméricos, toxinas com marcadores fluorescentes, dentre outros (ver revisdao
por Bergeron e Bingham (2012)). Esses estudos tém demonstrado o papel fundamental da
implementagao de modelagem computacional para o mapeamento de interagdes
bimoleculares (Chen & Kuyucak, 2012; Pardo-Lopez et al., 2002; Yu et al., 2004). Além disso,
tém contribuido bastante para o avanco do estudo de canais i0Onicos, servindo também
como modelos de valor inestimdavel para o desenvolvimento de novas terapias moleculares

(Bergeron & Bingham, 2012).

Abordaremos na introducdo desse capitulo os principios da técnica de
espectroscopia de dicroismo circular, a qual é bastante utilizada para avaliar a estrutura
secunddria e a estabilidade quimica e térmica de peptideos, sendo uma ferramenta util e
pratica em estudos com mutagdes de aminodacidos. Além disso, serdo apresentados os
motivos estruturais das principais classes de inibidores de serinopeptidases, mostrando os
residuos-chave para a interacdo do complexo inibidor:tripsina, e os mecanismos de

blogueio de canais de potassio dependentes de voltagem (Ky) por toxinas de escorpides.

2.1.1. ESPECTROSCOPIA DE DICROISMO CIRCULAR

O dicroismo circular (CD, do inglés circular dichroism) tem sido cada vez mais
reconhecido como uma técnica fundamental para a rapida caracterizacdo estrutural de
polipeptideos e proteinas em solucdao. Resumidamente, o CD é definido como uma forma
de espectroscopia que mede a absorc¢do diferencial dos dois componentes circularmente
polarizados, um que gira no sentido horario (R) e outro no anti-hordrio (L), por uma
molécula assimétrica. O sinal de CD sera registrado na presenca de um cromoéforo quiral
(oticamente ativo), o que inclui a maioria das moléculas biolédgicas. Essa quiralidade pode
ser dada por: um atomo de C com quatro substituintes distintos; angulos diedros (C-S-S-C)
das pontes dissulfeto; ligacdo covalente a uma molécula quiral; estrutura tridimensional

assimétrica adotada em solucdo (Kelly et al., 2005). Em proteinas, os croméforos de
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interesse incluem as ligagGes peptidicas (absor¢do abaixo de 240 nm), cadeia lateral de
anéis aromaticos (absorcdo na faixa de 260 a 320 nm) e pontes dissulfeto (bandas de baixa

absorcdo préximo a 260 nm).

A diferenca da absorbéancia entre os componentes polarizados R e L geralmente é
dada em termos de elipticidade (8) em deg (graus), de forma que o espectro do CD é obtido
pela medida da elipticidade em fun¢do do comprimento de onda. Para a apresentacdo
grafica, os dados sdo normalizados, considerando a concentracdo molar da molécula inteira
ou das unidades repetitivas de um polimero, que no caso de proteinas € a ligacdo peptidica.
A massa residual média (MRW, do inglés Mean Residue Weight) da ligacdo peptidica é
calculada pela férmula MRW = M/(N-1), onde M é a massa molecular do polipeptideo ou
proteina (em Da) e N é o numero de aminoacidos desse composto (o niumero de ligactes
peptidicas é igual a N-1). Para a maioria das proteinas, a MRW é 110 + 5 Da (Kelly et al.,
2005). Para a conversdo da elipticidade observada em um dado comprimento de onda
([B]obs, em deg), para elipticidade média residual ([B]mrw,, em deg.cm?.dmol?), usa-se a

férmula:

[Olyrw = MRW X 0,,s/(10 X d X ¢) (2.1)

onde d é o caminho éptico (cm) da cubeta e ¢ é a concentracdo da molécula de interesse

(g/mL, que é igual a g/cm3).

O CD pode ser usado para obter diferentes tipos de informacgdo, dentre as quais:
avaliar os tipos de estrutura secunddria que compdem uma proteina (porcentagem de
hélices e folhas-B, por exemplo); avaliar alteragGes conformacionais de proteinas mutadas
ou que receberam um ligante; acompanhar o dobramento de uma proteina obtida por
biossintese ou que foi desnaturada; avaliar a estabilidade estrutural da proteina em

diferentes temperaturas e solugdes (Kelly et al., 2005).

Espectros obtidos na regido distante do ultravioleta (far-UV), geralmente de 190 a
260 nm, sdo mais comuns, e dao informacdes quanto aos diferentes tipos de estrutura
secundaria de proteinas. Diferentes elementos secunddrios possuem espectros CD
caracteristicos (Figura 2.1). Proteinas com estrutura em a-hélice, por exemplo, possuem
bandas negativas em 208 e 222 nm e positiva em 193 nm; proteinas com folhas-

antiparalelas bem definidas possuem bandas negativas em 218 nm e positivas em 195 nm;
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e proteinas com estrutura desordenada possuem baixa elipticidade acima de 210 nm e
bandas negativas préximo a 195 nm (Greenfield, 2006). Diferentes algoritmos usam os
dados do espectro far-UV para dar uma estimativa das porcentagens de estruturas
secundarias de uma proteina. A maioria deles usa um banco de dados com os espectros CD
de diferentes proteinas cujas estruturas ja foram determinadas por cristalografia de raios

X ou RMN (Sreerama & Woody, 2000; Whitmore & Wallace, 2004).

8e+4 1 — o-hélice
2 — folha-B antiparalela
6e+d F 3 — desordenada
4 — colageno (tripla hélice)
de+d | 5 colageno (desnaturado)
©
=
2 2et4
e
o
S Oe+0
@
©
T -2e+4
-de+4
-Be+4 l L 1 1 ]

190 200 210 20 230 240 250
Comprimento de onda, nm

Figura 2.1. Espectros de dicroismo circular (CD) na regido far-UV associados a diferentes tipos
de estruturas secunddrias. Espectro da poli-L-lisina em pH 11,1 com estrutura em a-hélice (1,
preto) e folha-B antiparalela (2, vermelho), e em pH 5,7 na conformacdo desordenada (3, verde);
e colageno placentario em sua conformacgdo nativa em tripla hélice (4, azul) e desnaturada (5,
ciano). Retirado de Greenfield (2006).

Espectros na regido préoxima do UV (near-UV), por sua vez, abrangem a regido de
260 a 320 nm, proveniente da absorcao por anéis aromaticos. Cada aminoacido possui um
perfil caracteristico de comprimento de onda: Trp apresenta um pico entre 290 e 305 nm;
Tyr, entre 275 e 282 nm; e Phe possui bandas mais fracas entre 255 e 270 nm. O formato e
intensidade das bandas nesse tipo de espectro depende do numero e tipo de cada

aminodcido na proteina, de sua mobilidade, da natureza de seu ambiente (interacdo com
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outros grupos quimicos) e de sua disposicdo espacial na proteina (Kelly et al., 2005).
Embora sua andlise seja mais complexa, o espectro near-UV de uma proteina fornece uma
impressdao geral de sua estrutura terciaria, a qual pode ser usada, por exemplo, para
comparar as formas nativa e mutante de uma proteina (Gasymov et al., 2014; Sreerama et

al., 1999).

Em relacdo as técnicas de RMN ou cristalografia de raios X, as quais podem fornecer
informacgdes das proteinas com resolugao em nivel atdmico, o CD é uma técnica de baixa
resolucdo estrutural. Todavia, € uma técnica que requer uma quantidade muito menor de
amostra, assim como demanda menos tempo de experimento e analise. Dessa forma, um
espectro de qualidade satisfatéria em CD pode ser obtido com < 0,1 mg (far-UV) ou 1,0 mg
(near-UV e visivel) de proteina em cerca de 30 min, sendo ainda uma técnica ndo destrutiva,
ou seja, permite recuperar a amostra ao final do experimento. Por sua vez, a cristalografia
de raios X requer a obtencdo de cristais proteicos adequados para a difracdo dos raios X,
de forma que a amostra utilizada ndo é recuperada apds os experimentos; e a RMN
requer altas concentracées de proteina (geralmente 0,5 mM) e é limitada a proteinas ou
fragmentos de menor tamanho (< 40 kDa). Além disso, o CD apresenta a versatilidade de
se trabalhar com a proteina sob diferentes condi¢Ges experimentais e pode ser usado para
medir as taxas em que as altera¢des conformacionais ocorrem. O CD pode ser usado ainda
como uma técnica aliada as demais, verificando a estrutura e estabilidade da proteina sob
as condicbes usadas para a RMN (geralmente, pH levemente acido e temperaturas
elevadas, com maiores tempos de aquisicdo), ou para explorar a estrutura da proteina em

condi¢cGes proximas as usadas para a cristalizacdo (Kelly et al., 2005).

2.1.2. MoTIvos ESTRUTURAIS DE INIBIDORES DE PEPTIDASE DE PECONHAS ANIMAIS

Como abordado no Capitulo 1, a maioria dos Pls encontrados em pegonhas animais
sdo inibidores de serinopeptidases. Com base em seus motivos estruturais conservados,
esses inibidores podem ser divididos em muitas classes, sendo a classe dos inibidores do
tipo Kunitz a mais abundante e bem caracterizada entre elas (Conlon & Kim, 2000; Isaeva
et al., 2012; Lingaraju & Gowda, 2008; Yuan et al., 2008; Zhao et al., 2011). Essa familia foi

nomeada apds a publicacdo do primeiro inibidor isolado em sua forma cristalina (Kunitz &
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Northrop, 1936), assim como o primeiro a mostrarem a estequiometria 1:1 tipica de
complexos enzima:inibidor, o primeiro a ser sequenciado, e o primeiro cuja estrutura
tridimensional foi determinada por cristalografia tanto para o inibidor livre quanto para sua
forma em complexo com a tripsina, sendo esse inibidor atualmente designado BPTI (bovine
pancreatic trypsin inhibitor) (ver revisdo por Laskowski & Kato (1980)). Os inibidores tipo
Kunitz (KTI) consistem em uma cadeia polipeptidica de cerca de 60 residuos de aminoacidos
comumente estabilizada por trés pontes dissulfeto (C-Cvi, Ci-Civ, Cui-Cv). Eles interagem
com peptidases pelo mecanismo classico tipo substrato (Krowarsch et al., 2003),
majoritariamente pela interacdo P1-S1, de acordo com a nomenclatura de Schechter e
Berger (1967). Para mais detalhes sobre os motivos estruturais particulares a cada grupo
de animais venenosos, ver o artigo de revisao Peptidase inhibitors from marine venomous
animals and their counterparts in terrestrial venomous animals (Mourdo & Schwartz, 2013)

no Apéndice I.

A estrutura tridimensional do BPTI, determinada tanto por cristalografia quanto por
RMN, mostra um motivo a/B/a (Berndt et al., 1992; Deisenhofer & Steigemann, 1975;
Wagner et al., 1987). O BPTI contém 58 residuos de aminoacidos, trés pontes dissulfeto (C-
Cwi, Ci-Cv, Cii-Cv) e um nucleo hidrofdbico, e sua estrutura é caracterizada por uma hélice-
310 em seu N-terminal (residuos 3 a 7), um grampo-p dos residuos 18 a 35, uma folha-B
antiparalela envolvendo o residuo 45 em contato com o 21, e uma a-hélice formada plos
residuos 47-56 no C-terminal (Berndt et al., 1992). Estudos de estrutura-funcdo do
complexo BPTI:tripsina mostraram que a alga exposta ao solvente, formada pelos residuos
8-19, é altamente complementar ao sitio ativo da enzima (bolsdo S1), de forma que o
residuo na posi¢do P1 (Lys! no BPTI) penetra profundamente o sitio ativo para interagir
com o residuo na posicdo S1 da tripsina (Asp'®®) (Kawamura et al., 2011; Otlewski et al.,
2001; Prasad et al., 2004) (Figura 2.2). Estudos mostram alta afinidade do complexo
BPTl:tripsina (PDB ID: 2FTL e 30TJ), com Kp de 5 x 101* M (Castro & Anderson, 1996) ou 6
x 10** M (Vincent & Lazdunski (1972), citado por Ascenzi et al. (2003)).
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ShPI1 (1SHP) Conkunitzin-S1 (2CA7)  HWTX-XI (2JOT) Anntoxin (2KCR)

Complexo BPTI:tripsina (30TJ)

Figura 2.2. Estruturas tridimensionais de polipeptideos isolados de animais venenosos e que
apresentam o motivo estrutural tipo Kunitz (A-D) e o complexo BTPI:tripsina (E). (A) ShPI-1 (PDB
1SHP) da anénoma marinha Stoichactis helianthus; (B) conkunitzin-S1 (PDB 2CA7) do molusco
marinho Conus striatus; (C) HWTX-XI (PDB 2JOT) da aranha Ornithoctonus huwena; (D) anntoxin
(PDB 2KCR) do anfibio Hyla annectans; (E) complexo BPTI:tripsina (PDB 30TJ). As estruturas estdo
mostradas em diagramas de fita, onde as conformacGes em a-hélice estdo indicadas pela cor
vermelha, as folhas-B por amarelo, as hélices-310 por azul escuro, e as estruturas desordenadas
por cinza. Em detalhe, o residuo Lys na posi¢do P1 (azul ciano de A-D). Em B, a posicdo alterada da
Lys faz com que a conkunitzin-S1 ndo possua atividade inibidora de peptidase, apesar de
apresentar o mesmo motivo estrutural dos demais KTIs. No complexo BPTI:tripsina, os residuos
em interacdo estdo mostrados em cinza escuro para BPTI (Lys'® na posicdo S1) e laranja para
tripsina (Asp® na posicdo P1). A, C, D e E foram obtidos com o programa VMD (visual molecular
dynamics), e a figura B foi obtida com o programa Discovery Studio 3.5 (Accelrys, Inc). Retirado de
Mourdo & Schwartz (2013).

Com estrura semelhante a do BPTI, a toxina ShPI-1, da anémona marinha

Stichodactyla heliantus, teve sua estrutura determinada por RMN (PDB ID 1SHP) (Antuch

158



MOURAO, C.B. F. 2016

et al., 1993) e também por cristalografia, em complexo com a tripsina (PDB ID: 3M7Q)
(Garcia-Fernandez et al.,, 2012). Cerca de 40% das interacOes totais na interface do
complexo ShPI-1:tripsina sdo formadas pela Lys'® na posi¢do P1 (Figura 2.2) com o Asp'®
na posicdo S1 da tripsina. ContribuicGes adicionais para a estabilidade do complexo sdo
dadas pelos residuos Arg'? (sitio P3) e lle32. O residou Arg na posicdo P3 também estd
presente em outros inibidores de peptidase de anémonas marinhas, como as kalicludinas
(AsKC1 a AsKC3) e ShPI-2, além de outros KTls de serpentes, escorpides e aranhas (Figura
2.3). Sugere-se que a menor afinidade a tripsina pelas kalcicludinas, em comparacdo ao
BPTI, é devido a presenca da Pro'® — equivalente & Pro?! nas dendrotoxinas (Skarzyriski,
1992) —, a qual causa um desfavorecimento para a ligacdo da tripsina. O BPTI possui um
residuo lle na posicdo equivalente (lle?®) (Schweitz et al., 1995). Em anémonas marinhas, a
maioria das toxinas possui, na posicao P1, os residuos Lys, Arg ou Thr (Isaeva et al., 2012;
Mourdo & Schwartz, 2013), embora tenha sido mostrado que o residuo Thr nessa posicdo
forme menos intera¢des com o sitio ativo da tripsina, levando a valores de Ki mais elevados

(Gladkikh et al., 2012).

Na toxina de aranha HWTX-XI (PDB ID: 2JOT), o residuo Lys** (P1) também mostrou-
se essencial para a atividade contra tripsina (Yuan et al., 2008). A mutacdo K14N reduziu
em cerca de 10° vezes sua poténcia inibitdria, enquanto a muta¢do K14A levou a auséncia
total de atividade. Propde-se que a alta afinidade da toxina (Kp de 2,3 x 10° M) deve-se,
entre outros fatores, a presenca da Phel’, que possui maior cadeia lateral (grupo fenil) que
a lle*® do BPTI (Figura 2.3), o que poderia aumentar a superficie hidrofébica que interage
com o bols3o hidrofébico formado pela Phe*! e Lys®® da tripsina. Além disso, os grupos
amino da longa cadeia lateral hidrofébica da Arg!? da HWTX-XI tiveram um étimo encaixe

146

no bolsdo positivo formado pelas hidroxilas dos residuos Lys'#, Ser'#¢ e Gly!*8 da tripsina

(Yuan et al., 2008).

159



MouRrAO, C.B. F.

2016

P00974 |BPTI
Q9TWGO | AsKC1
QITWFY | ASKC2
Q9TWES | ASKC3
P10280|SA5 II
P81547 |AXPI-I
P81548 |AXPI-II
P86862 | APEKTx1
P16344|Jn-IV
B2G331|APHCI
B1B5I8 | SHTX-3
P31713|ShPI-1
P81129|ShPI-2
AEAPI

InhVJ

AFAPI-I
AFAPI-III
A8Y7N4 |CBPTI-1
A8Y7N5|CBPTI-2
A8YTNG6 |CBPTI-3
P00985|HHV II
P00986|NNV II

Q90WAl | textilinin-1

P00992 | VACI
B7S4N9 | TSPI
P25660 | BF9
P20229|NNTI
Q5ZPJ7 |NACI
BG6RLX2 |OH-TCI
B4ESA2 |PILP-1
PO0O991 |VATI I
P00984 |DTX-E
POC8W3 | rHgl
PODJ46 | rLmKTT-1a
PODJ45 | rLmKTT-1b
PODJ48 | rLmKTT-1c
PODJ49 | BmKTT-1
PODJ50 | BmKTT-2
PODJ47 | BmKTT-3
P68425 | HWTX-XTI
J9UVVY |KTPI
F8K903|KSCI
COLNR2 |bicolin
G3LH89 |Bi-KTI
D8B8KY58 |BE-KTI
Consensus/90%

RITRYFYNAKAG
SHPRYYYNSSSK

YFPRYYYNPEVGE
YFPRFYFDSETGE
YFPRFYFDSKTGE
AWPSYYYNSKSEF

SFTRYYYNEESG
SFTRYYYNEEGGE
SFTRYFYNEESGE
WELRYYYNKNSK
YFIRYFYNQKAG
NITKYYYHNESR
SFERWYFN--GR

....... C.b....G.Cph.h.paaap....pC.

&GGNGNN
& GGNGNN

& DGNGKH

IYGGVGGNSNN
IYGGVGGNSNN
IYGGMGGNSNN
IYGGVGGNKNN

&GGNGNK

.FhaGGC.hN.NpF.pb..

:"'*"""!

Cp..Civivnnn.

Figura 2.3. Alinhamento representativo de inibidores de serinopeptidases tipo Kunitz de animais
venenosos. Organismos dos quais os Pls foram isolados sdo indicados pelas linhas coloridas a
esquerda: azul, anémonas marinhas; cinza, serpentes; vermelho, escorpiées; amarelo, aranhas;
verde, anuros; roxo, himendpteros. O alinhamento foi gerado por ClustalW (Larkin et al., 2007) e
a sequéncia consenso foi colorida usando Chroma (Goodstadt & Ponting, 2001). Os residuos-chave
para a inibicdo de peptidase com maior especificidade para tripsina ou quimotripsina estdo
marcados em rosa ou azul ciano, respectivamente. O residuo P1 estd mostrado pela seta. Letras
maiusculas representam residuos de aminodcidos. Letras minusculas denotam: b, grande (big); p,
polar; h, hidrofébico; a, aromatico. As pontes dissulfeto conservadas estdo mostradas pelas linhas
pretas. Linhas tracejadas mostram a formacdo de uma nova ponte dissulfeto nas toxinas de

escorpides (Chen et al., 2013b).
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Dentre as toxinas de escorpides, as rLmKTT-1a, rLmKTT-1b, r(LmKTT-1c e rBmKTT-1
se assemelham aos inibidores tipo Kunitz, mas, diferente desse motivo, possuem um
padrdo distinto das pontes dissulfeto. Nessas toxinas, as cisteinas responsdveis pela ponte
Ci-Civ estdo ausentes, como na conkunitzin-S1, mas duas cisteinas adicionais na regido C-
terminal parecem formar um nova ponte dissulfeto (Chen et al., 2012a; Zhao et al., 2011).
Por sua vez, a toxina rBmKTT-2 forma quatro pontes dissulfeto, e ndo trés, como nos

inibidores tipo Kunitz cldssicos (Chen et al., 2012a) (Figura 2.3).

A elucidacdo da estrutura em solucdo da toxina rLmKTT-1a por RMN mostrou uma
conformacao tipica dos KTl (Chen et al., 2013b). Esses dados corroboram que, apesar da
baixa similaridade de sequéncia primaria, resultante de uma diversidade molecular, os
inibidores tipo Kunitz possuem um motivo estrutural conservado (Chen et al., 2013b). O
mutante LmKTT-1a-C51A/C59A, com o mesmo padrdo de pontes dissulfeto da conkunitzin-
S1, e preservando a estrutura secundaria da LmKTT-1a, apresentou afinidade cinco vezes
menor contra tripsina que a toxina nativa, embora tenha mantido a mesma atividade

blogueadora de canal K,1.3.

Simulagdes de dinamica molecular com o modelo do complexo rLmKTT-1b:tripsina
(Zhao et al., 2011), com base na intera¢do do BPTI com a tripsina, mostraram as intera¢des
dos residuos Lys'?, Gly®3, Lys!* e Ala'® (Figura 2.3) com o bolsdo S1 da tripsina. Nas
proximidades do sitio ativo também havia fortes interacdes polares e apolares entre os
residuos. O residuo Phel’ também parece contribuir para o aumento da afinidade. A cadeia
lateral da Lys'# na posicdo P1 da rLmKTT-1b, projeta-se dentro do sitio S1 da tripsina,

176 @ Serl?2, Assim, sugere-se que,

formando ligacGes de hidrogénio com os residuos Asp
apesar de ter um padrao distinto das pontes dissulfeto, a rLmKTT-1b parece interagir com

a tripsina de forma semelhante aos demais inibidores tipo Kunitz (Zhao et al., 2011).

Além dos inibidores com motivo estrutural tipo Kunitz, o motivo tipo Ascaris (AT,
do inglés Ascaris-type inhibitor) tem sido bastante identificado nas bibliotecas de cDNA da
glandula de peconha de escorpides (Chen et al.,, 2013c). Membros dessa familia
apresentam cerca de 60 residuos de aminodcidos e sdao caracterizados pela presenga de
cinco pontes dissulfeto e quatro cadeias-B curtas organizadas em duas folhas-p
antiparalelas aproximadamente perpendiculares (Grasberger et al., 1994). Até o momento,

foram identificados nove Pls tipo Ascaris da peconha de escorpides (Chen et al., 2013c; Liu
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et al., 2015; Song et al., 2014), mas apenas trés tiveram suas atividades testadas contra
peptidases. Suas estruturas tridimensionais ainda ndo foram elucidadas, de forma que a

classificagao foi feita com base na similaridade de sequéncia primaria.

Dentre os inibidores de peptidases de animais venenosos, os Pls de anuros sdo os
gue mais apresentam variacdo em numero de residuos de aminodcidos e quantidade de
pontes dissulfeto. Pelo menos seis classes podem ser identificadas (Mourdo & Schwartz,

2013):

1. Pls longos, consistindo de uma glicoproteina basica de cadeia Unica, com 22 a 60 kDa;

2. Inibidores do tipo Ascaris, com 56-61 residuos de aminoacidos e cinco pontes
dissulfeto;

3. Inibidores do tipo Kazal, com 52-78 residuos de aminodacidos e trés pontes dissulfeto;

4. Inibidores do tipo Kunitz, com 57-62 residuos de aminodcidos e trés pontes
dissulfeto;

5. Inibidores com 60 residuos de aminoacidos e apenas duas pontes dissulfeto;

6. Inibidores de peptidase de cadeia curta, com 17-18 residuos de aminoacidos e uma

Unica ponte dissulfeto.

Mesmo nos inibidores de cadeia curta, como o OGTI, do sapo Odorrana grahami,
gue possui 17 residuos de aminoacidos e estrutura secundaria predominantemente
desordenada, a importancia do residuo Lys*? para a inibicdo de tripsina foi confirmada pela
inatividade do composto com a mutacdo K13A (Li et al., 2008). Estudos posteriores, porém,
mostraram que a atividade inibitéria do OGTI é reduzida com o tempo de incubacgdo, devido
a sua hidrdlise pela tripsina, sendo sua atividade restrita a menos de 10 min de incubacdo
com a enzima (Debowski et al., 2012). Outro inibidor de cadeia curta, o HV-BBI, isolado da
secrecdo cutanea do sapo Huia versabilis, € composto por 18 residuos de aminoacidos e
possui uma ponte dissulfeto entre a Cys® e Cys'®, formando uma alca que é consistente com
o motivo de inibidores de peptidase tipo Bowman-Birk (Song et al., 2008). A substituicdo
da Lys® por Arg no HV-BBI levou a uma reducdo de trés vezes na afinidade a tripsina,
enquanto sua substitui¢ao por Phe levou a perda total de atividade contra tripsina, mas fez
com que o peptideo fosse ativo contra quimotripsina (Song et al., 2008). Tanto o HV-BBI

como o OGTI apresentam também atividade antimicrobiana (Debowski et al., 2012).
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A estrutura cristalografica de um andlogo truncado do HV-BBI (residuos 3-18) em
complexo com a tripsina (resolucdo de 1 A) mostra que a Lys® projeta-se no bols3o S1 da
enzima, e o inibidor assume, entdo, conformacdo semelhante a do substrato (Figura 2.4 A)
(Grudnik et al., 2015). Os residuos do loop de inibicdo de peptidase, altamente conservados
nos inibidores Bowman-Birk (BBI) (Figura 2.4 B), contribuem com a afinidade a tripsina
formando ligacdes de hidrogénio com o bolsdo S1, ou auxiliando na estabilizacdo da
estrutura em folha-B do inibidor por meio de vdrias ligacbes de hidrogénio
intramoleculares. Os residuos fora do loop de ligacdo ndo sao conservados na familia BBl e
fornecem menor contribuicdo para a interagdo do complexo enzima:inibidor, embora

também contribuam para a afinidade do inibidor (Grudnik et al., 2015).

loop conservado

Arg13/Lys14/

L% Ser9
Thr7 GIn197
2 g v

WAT @ HV-BBI . SVIGCWELEFIIIRP CFVK .
. HV-BBI (3-18)

Rtk HV-BBI (5-15)
WAT@ Ser195 ORB

ORB2-AK

r.\ ORB2-K
Asp194 ORB-C

Figura 2.4. Estrutura tridimensional de inibidores do tipo Bowman-Birk. (A) Estrutura
cristalografica do HV-BBI(3-18) (laranja; apenas uma parte do loop do inibidor esta representada)
em complexo com a tripsina (azul). (B) Sobreposicdo da estrutura dos inibidores HV-BBI(3-18)
(laranja), ORB-2 (verde) e SFTI-1 (amarelo), com destaque para o loop conservado. O alinhamento
mostra que o loop de inibicao de peptidases é estruturalmente conservado em inibidores do tipo
Bowman-Birk. Adaptado de Grudnik et al. (2015).

A familia de inibidores Bowman-Birk (BBI) compreende inibidores de
serinopeptidases encontrados nas sementes de leguminosas e outras plantas. BBIs de
dicotiled6neas geralmente possuem cerca de 8 kDa e sua cadeia polipeptidica € composta
por dois subdominios homdlogos, sendo chamados de inibidores de dupla cabeca. Cada
subdominio possui um sitio reativo independente localizado em um Joop conservado

exposto ao solvente (Figura 2.4 B), o qual contém nove residuos de aminoacidos, com uma
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ponte dissulfeto entre os residuos 1 e 9. Assim, quando separados, cada subdominio possui
atividade inibidora de peptidase. No geral, o subdominio N-terminal inibe tripsina (Lys/Arg
na posicdo P1) e o C-terminal inibe quimotripsina (Phe/Trp/Leu/Met na posigdo P1),
elastase (Ala na posicdo P1) ou tripsina (Laskowski & Kato, 1980; Qi et al., 2005). O residuo
P1’ nos dois subdominios é uma Ser conservada (Figura 2.4 B). Por sua vez, BBIs de
monocotiledéneas podem ser divididos em duas classes, uma com cerca de 8 kDa e apenas
um sitio reativo (o outro teria sido perdido ao longo da evolucdo), e outra com cerca de 16
kDa e dois sitios reativos. A maioria dos BBIs de monocotiledéneas inibe tripsina. Os BBIs
de dicotiledoneas tém sete pontes dissulfeto, enquanto os de monocotiledoneas com
tamanho similar tém cinco pontes, em sua maioria. Em relagdo aos BBIs de
monocotiledéneas, os de dicotiledoneas apresentam uma maior especificidade para as
enzimas inibidas. Esses inibidores parecem conferir resisténcia contra insetos e patégenos
nas plantas, tendo sido estudados como agentes de defesa em plantas transgénicas. Além
disso, tém sido estudados como agentes terapéuticos para a prevengao de cancer, dengue

e desordens inflamatorias e alérgicas (Qi et al., 2005).

O loop reativo candnico de nove residuos dos BBIs tem sido ainda mais explorado
apos a descoberta do inibidor de tripsina de girassol SFTI-1 (do inglés sunflower trypsin
inhibitor), que é o menor membro de ocorréncia natural da familia. Com apenas 14
residuos de aminodcidos ciclizados por meio de uma Unica ponte dissulfeto, o SFTI-1 é o
mais potente inibidor de tripsina entre os BBIs ja caracterizados (Ki de 110 pM) (Zablotna
et al., 2002). SFTI-1 também inibe catepsina G (Ki < 0,15 nM) e, com menor afinidade,
qguimotripsina (Ki ~ 7,4 uM), elastase (Ki ~ 105 uM) e trombina (Ki ~ 136 uM), ndo
apresentando efeito contra fator Xa (Luckett et al., 1999). Sua estrutura ja foi determinada
por RMN e cristalografia (PDB ID 1SFI) (Korsinczky et al., 2001; Luckett et al., 1999),
propiciando um modelo ideal para o design de novas moléculas inibidoras especificas a

suas respectivas peptidases.

Além dos motivos dos tipos Kunitz, Ascaris e Bowman-Birk, o motivo tipo Kazal
também ja foi descrito para outros organismos, dentre os quais anémonas e anfibios
(Gebhard et al., 2004; Kolkenbrock & Tschesche, 1987; Li et al., 2012; Tschesche et al.,
1987). Essa familia de Pls recebeu esse nome apds a publicacdo, por Kazal e colaboradores

(1948), do estudo de um inibidor de tripsina bovina pancreatica que é secretado com os
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zimogénios no suco pancredtico de vertebrados, posteriormente denominado de PSTI
(pancreatic secretory trypsin inhibitor) ou SPINK1 (serine peptidase inhibitor Kazal type 1)
(Wang & Xu, 2010). O SPINK1 liga-se rapidamente a tripsina, inibindo sua atividade, o que
levaria a protecdo do pancreas contra a ativacdo prematura do tripsinogénio, sendo, assim,
um importante fator para o inicio da pancreatite. Outras atividades bioldgicas também
foram descritas, assim como sua distribuicdo em varios érgdos e tecidos humanos e
também em outros organismos (Shibata et al., 1987; Wang & Xu, 2010). Inibidores do tipo
Kazal sdo compostos tipicamente por um ou varios dominios, os quais consistem em 50-60
residuos de aminoacidos e trés pontes dissulfeto. Essa familia possui diversos membros,
dentre os quais os ovomucoides, proteinas abundantes em claras de ovos de aves, os quais
consistem em trés dominios Kazal homdlogos, cada um com seu sitio reativo contra
serinopeptidases (Bode et al., 1985; Kato et al., 1987; Laskowski et al., 1987).

Outros motivos estruturais de inibidores de peptidases sdo descritos também para

os demais organismos (Krowarsch et al., 2003; Laskowski & Kato, 1980; Shewry, 1999).

2.1.3. BLOQUEIO DE CANAIS Ky POR TOXINAS DE ESCORPIOES

Dentre as quatro familias de KTxs escorpidnicas, a familia a-KTx é a mais estudada
e com maior nimero de toxinas descritas. Essas toxinas possuem tipicamente 30 a 40
residuos de aminoacidos organizados em uma a-hélice unida a uma folha-pB de duas fitas
antiparalelas por trés ou quatro pontes dissulfeto (estrutura CS-a/B). A charybdotoxina, ou
ChTx, € um exemplo bastante estudado dessa familia, e bloqueia canais de K* ativados por
Ca?* (Kca) e canais Ky1.3. Recentemente, sua estrutura em complexo com um canal Ky foi
elucidada (Banerjee et al., 2013), sendo esta a primeira estrutura resolvida a partir da
cristalizacdo de uma toxina escorpionica ligada a canais idnicos (Swartz, 2013). Mostrou-se
gue a porcao helicoidal da toxina fica voltada para o lado oposto do canal, enquanto a face
contendo os residuos 25-29 da estrutura em folha-B apontam para dominio do poro na
porcdo extracelular do canal, bloqueando o fluxo i6nico (Figura 2.5 A). Dentre esses
residuos, o grupo amino da cadeia lateral da Lys?’ interage diretamente com o filtro de
seletividade, formando ligacGes de hidrogénio com os dtomos de oxigénio das carbonilas
na porg¢ao mais externa do filtro (sitio S1) (Figura 2.5 B). Sugere-se, assim, que um ion K*

seria desfavoravel neste sitio tanto por repulsdo eletrostatica, devido a carga positiva do
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grupo amino da Lys, quanto pela indisponibilidade dos &tomos de oxigénio que se ligariam
ao K* no sitio S1. Essas observacdes complementam o que ja havia sido mostrado antes por
meio de mutacles sitio-dirigidas e estudos de estrutura-funcdo de diversas KTxs
escorpidnicas, as quais frequentemente apresentam uma Lys na posicdo equivalente

(Figura 2.5 C) (Banerjee et al., 2013).

sp|P13487|a-KTx1.1|ChTx - ZFTNVSCTTSKECWEVCQRLHN- TSRGKCMNKKCRCYS- 37
sp|P24663|a-KTx1.3|IbTx - QFTDVDCSVSKECWSVCKDL FG- VDRGKCMGKKCRCYQ 37
sp|P08815|a-KTx2.1|NTx - Tl | NVKCTSPKQCSKPCKEL YGSSAGAKCMNGKCKCYNN 39
sp|P46111|a-KTx3.2|AgTx-2  GVPI NVSCTGSPQC! KPCKDA- G- MRFGKCVMNRKCHCTPK 38

sp|P46114|a-KTx4.1|Ts7 - VFI NAKCRGSPECL PKCKEAI G- KAAGKCMNGKCKCYP- 37
sp|P55927|a-KTx7.1|Pi-2 - - - - TI SCTNPKQCYPHCKKETG- YPNAKCMNRKCKCFGR 35
* * * -

* %k - **x %

Figura 2.5. Estrutura do complexo charybdotoxina-canal K, e exemplos de a-KTxs escorpionicas.
A estrutura da toxina em complexo com um mutante do canal K,1.2 de cérebro de rato (paddle
chimera) foi determinada por cristalografia de raios-x. (A) Vista do lado extracelular, com a toxina
(laranja) blogqueando o dominio do poro tetramérico (verde). (B) Filtro de seletividade do
complexo toxina-canal. Os ions K* estdo representados pelas esferas azuis. A toxina esta mostrada
em laranja, com o detalhe da cadeia lateral da Lys? ligando-se (linhas tracejadas) aos oxigénios
das carbonilas do filtro. (C) Alinhamento de sequéncias de KTxs escorpionicas de diferentes
familias. Os residuos de cisteina conservados estdo mostrados em cinza, os residuos de Lys
conservados que interagem com o canal de K* estdo em vermelho, e os residuos Tyr ou Phe que
sdo parte da diade funcional estdo em azul. Adaptado de Banerjee et al. (2013).

A Lys?” em conjunto com um residuo hidrofébico, tipicamente a Tyr3¢ (posicdes em
relacio & ChTx), Phe ou Leu, separados por uma distancia de 5-7 A, constituem a
denominada diade funcional para a atividade em canais da familia K,1, estando presente
em muitas neurotoxinas bloqueadoras de canais de potassio (Figura 2.5 C). Enquanto a Lys
interage com o filtro de seletividade, o residuo hidrofdbico (aromatico ou alifatico) interage

com um grupo de residuos hidrofébicos do canal idnico (Mouhat et al., 2005). Na ChTx, por
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exemplo, o anel aromatico da Tyr3® interage simultaneamente com os residuos Asp3’> e

Val?”” do canal (Banerjee et al., 2013).

No entanto, o bloqueio de canais Ky1 ndao depende exclusivamente da diade
funcional. Na auséncia desta, algumas toxinas reconhecem esses canais por meio de um
anel formado por residuos bdsicos, como é o caso da Tc32, do escorpido Tityus obscurus
(Stehling et al., 2012), da Pi-1, do escorpido Pandinus imperator (Mouhat et al., 2004), e da
kM-conotoxin RIIIK, de Conus radiatus (Verdier et al., 2005). Nesse modelo, o anel de cargas
positivas da toxina é usado como uma ancora para os residuos acidicos do vestibulo
externo do poro do canal, e o peptideo bloqueia a regido extracelular do poro como uma

tampa, por meio de interagdes eletrostaticas.

Além dos modelos da diade funcional e do anel de residuos basicos, estudos
recentes parecem mostrar um terceiro mecanismo de bloqueio de canais K1, no qual
residuos com carga negativa estariam alterando o mecanismo cldssico de bloqueio do poro
de canais K,1 pela Lys da diade funcional (Chen et al., 2015b; Chen et al., 2014). Na toxina
BmKTX, do escorpido Mesobuthus martensii, o residuo Asp3® encontra-se espacialmente
adjacente ao residuo conservado Lys?® (PDB ID: 1BKT). Devido a forte repulsdo eletrostética
da carga negativa do Asp33 com os residuos acidicos do vestibulo externo de canais de K*,
essa proximidade impede com que a cadeia lateral da Lys?® interaja com o filtro de
seletividade do canal e bloqueie o poro. Essa repulsdo eletrostatica parece levar a uma

reorientacdo da toxina, que passa, entdo, a usar o residuo Arg?3 para o blogqueio do poro.
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2.2. OBIJETIVOS

2.2.1. OBIJETIVO GERAL

Caracterizar a estrutura secundaria e a estabilidade quimica e térmica do peptideo
ToPl1s. Identificar os principais residuos de aminoacidos essenciais para a interagao com
tripsina, além de compreender o motivo para a auséncia de atividade significativa em
canais de K* do ToPlI1s, a partir de experimentos realizados com dois peptideos analogos
do ToPl1, com residuos de aminodacidos especificos alterados em relacdo ao peptideo

selvagem.

2.2.2. OBIJETIVOS ESPECIFICOS
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2.3. MATERIAL E METODOS
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2.4. RESULTADOS
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2.5. DISCUSSAO
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