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Vi
RESUMO

No presente estudo é feita uma andlise detalhada da complexagao da B-tripsina
por dois inibidores competitivos sintéticos, benzamidina e berenil. Este trabalho visa
caracterizar parametros relevantes da interagdo enzima-inibidor e que propiciem
diretrizes para o planejamento de novos farmacos para acao sobre serino proteases;
enzimas responsaveis por processos fisiolégicos vitais de virtualmente todas as espécies; e
conseqlientemente por condicdes patoldgicas resultantes do seu descontrole, carecendo
portanto, nesses casos, serem reguladas por via exdgena. A tripsina é ela mesma uma
enzima muito importante nesse contexto e é adicionalmente considerada como protease
modelo da classe das serino proteases. Foi desenvolvido um protocolo expedito para a
purificacdo da B-tripsina e foram estabelecidas condi¢Ges operacionais de modo que o
processo de formagdo dos complexos [-tripsina-inibidores fossem estudados com a
exclusdo de interferéncias indesejaveis nos resultados como, por exemplo, a influéncia da
concentracdo de CaCl,. E feita uma analise da possivel contribuicdo de moléculas de dgua
de hidratagao para a estabilizacdao da enzima ou dos complexos. Com esta finalidade
foram estabelecidos os parametros termodinamicos da associagdo da [-tripsina
pancreatica bovina com os dois inibidores citados, em tampao Tris 50 mM; com CacCl,
25 mM; pH 8,0, a 25 °C. O uso da titulagdo calorimétrica isotérmica e algoritmos
associados a técnica permitiram que fossem determinados, para os dois complexos: a
relacdo estequiométrica, N; a constante de associacdo, K; variacdes na energia livre de
Gibbs, AG; variacdes de entalpia, de entropia e de capacidade calorifica, respectivamente,

AH, AS e ACp. Dentre os dados chama a atencdao o fato do berenil apresentar uma



viii

constante de associagdo, portanto afinidade, cerca de 12 vezes maior que a da
benzamidina para a formacdo do complexo. Kpenzamigina € igual a 49.500 + 2.700 M? e
Kperenil € igual a 596.600 + 25.000 M™. Demonstra-se que esta afinidade aumentada nao é
devida ao cardter diretor de intera¢des hidrofdbicas. As variagdes nas capacidades
calorificas, considerada atualmente como uma assinatura dessas interagdes, em ambos os
sistemas sdo bastante similares: ACp é iguala—477,1 86,8 K* mol? para o sistema com
benzamidina, e igual a — 464,7 + 23,9 J K* mol™ para o sistema com berenil. E descrita a
prospeccdo baseada no método do estresse osmotico feita para avaliar a influéncia do
envolvimento de moléculas de agua nos processos de formacdo dos adutos, sendo
descartada neste caso qualquer contribuicdo diferencial. Em ambos os sistemas estimam-
se em cerca de 26 o numero de moléculas de agua que se associam aos complexos
independentemente dos inibidores testados. Este nimero estd acoplado a exclusao de
cerca de 5 moléculas de agua da fenda catalitica, levando ao numero liquido de 21
moléculas de 3agua observado experimentalmente. Com o recurso de modelagens
moleculares, neste caso incluindo a p-aminobenzamidina na analise, é demonstrado que a
maior afinidade do berenil pela B-tripsina deve ser devida ao nimero maior de interagdes,
particularmente ligacdes de hidrogénio, formadas fora da fenda do sitio catalitico S1.
Estes dados permitem concluir que os derivados da benzamidina que propiciem ligacdes
de hidrogénio, ou possivelmente interagdes coordenadas tipo m—m, fora da fenda

catalitica devem resultar em inibidores mais efetivos para as serino proteases.



1- ASPECTOS GERAIS DA INTERAGAO ENTRE PROTEINAS

(EM PARTICULAR TRIPSINA) E LIGANTES

“The study of organisms which have adapted to
conditions of dehydration, heat, or high osmotic activity
provides a look, at how nature has approached the
problem of maintaining a functional viable organism
< under conditions which might normally be expected to
Figura de V. ]." CiCata e N denature or inactivate a large number of that organism’s
Allewell. Methods in Enzimology, macromolecules”. Marcelo M. Santoro, Yufeng Liu, Saber
1998, 295:42-62 M. A. Khan, Li-Xiang Hou, and D. W. Bolen.
Biochemistry, 1992, 31:5278-83.




Introdugao

As serinoproteases constituem uma classe de enzimas com fungdes amplamente
diversificadas, essenciais para processos fisiolodgicos vitais de virtualmente todas as
espécies. Entender o seu funcionamento, as causas da sua desregulacdo e especialmente
a participacdo em processos patolégicos sdo diretrizes fundamentais para a quimica
medicinal moderna. Fdrmacos com alvos sobre estas proteases atingiriam praticamente
todos os tipos de doencas. Ha ainda a possibilidade de beneficios industriais a partir
desses estudos ja que essas proteases tém ampla utilizacdo em biotecnologia. As
caracteristicas especiais dessa classe sdo a utilizacdo da triade de residuos serina, histidina
e acido aspdrtico para o processo de catalise e uma marcante similaridade estrutural;
embora existam excec¢Ges raras a triade como na protease do citomegalovirus humano,
formada por serina, histidina e histidina [01]. Atualmente a classe é dividida em cinco
grupos ou familias em funcdo de peculiaridades estruturais: quimotripsina, subtilisina,
serinocarboxipeptidase |l; protease do citomegalovirus humano e componente
proteolitico ClpP da protease dependente de ATP [02].

Essas enzimas sdo objetos de exaustivos estudos. Na Ultima década houve um
grande acumulo de dados de alta qualidade em termos de caracterizacGes de estruturas
primarias, de seqliéncias gendmicas, estruturas tridimensionais, constantes cinéticas e
termodinamicas para substratos e inibidores [02]. Esse grande interesse é conseqliente da
diversidade de fung¢Ges que executam e do espectro extremamente amplo de

especificidades a substratos [03].



Dentre os processos fisioldgicos relacionados as atividades das serinoproteases
estdo: ativacdo de zimogénios, producdo de peptideos farmacologicamente ativos;
digestdo; coagulacdo sangliinea [04]; fertilizacdo [05]; ativacdo da resposta imune, via
complemento [06] e em outros processos como enfisemas [07]; metdstase de tumores
[08], artrites [9] e processos degenerativos neuroniais [10]. A diversidade de funcgdes, a
especificidade a substratos e inibidores, constitui também um atrativo para estudos de
estrutura e atividade, particularmente para estudos de mecanismos de catalise ou de
inibicdo. Nesta linha se enquadram os estudos com enzimas da familia da quimotripsina,
um modelo cldssico das serinoproteases, cujos componentes mais estudados sdo a
quimotripsina, a tripsina, a elastase, a trombina e a calicreina. Também nessa linha se
enquadra o trabalho de Mares-Guia e Shaw com a benzamidina [11], um inibidor da
tripsina, que ensejou a derivacdo de um grande numero de inibidores dessa protease [03],
e gue estabeleceu um marco importante na biogquimica em termos de correlacdo entre
estrutura e atividade.

Nos ultimos anos tem crescido o numero de estudos e de evidéncias de que
proteases dessa classe, produzidas para a¢do no aparelho digestivo, tém também
excrecdo enddcrina. Isto, interpretado como desvio de funcionalidade, como causa de
pancreatite, ou como reciclagem de enzimas absorvidas no intestino, é hoje considerado
como um mecanismo natural, sendo elas expressas em diversos 6rgaos; embora com
fungdes ainda nao totalmente definidas [12]. Dessas, a mais proeminente é a tripsina cuja
concentracdo no sangue se situa em 12,5 nM; cerca de 5 a 12 vezes maior que outras

enzimas digestivas e 300 vezes superior a concentracdo da insulina [13, 14].



A tripsina é uma enzima que se destaca dentro da classe. A visdo tradicional acerca
dessa protease é a de que ela é produzida pelo pancreas em niveis elevados em situacdo
normal, como um zimogénio, o tripsinogénio. O tripsinogénio experimenta secrecdo
exdcrina, sendo lancado nos dutos dessa glandula através dos quais é conduzido para o
intestino delgado onde sofre uma hidrélise, perdendo os seis residuos iniciais. Com a
hidrélise surge a forma enzimaticamente mais ativa, a B-tripsina.

Formas diferentes do tripsinogénio foram também identificadas em tecido
extrapancredtico, embora com func¢des ainda ndo completamente esclarecidas. E também
expresso em niveis compardveis aos do pancreas, em situacdo normal, no figado e no
intestino delgado. E amplamente expresso em células epiteliais da pele, eséfago,
estdbmago, pulmao, rim e duto biliar extra-hepatico, assim como em células do baco e
neuroniais. A tripsina é também encontrada em macréfagos, mondcitos e linfdcitos. Tal
distribuicdao da producao da tripsina indica ter ela fung¢des especificas na manutencao de
processos normais de células epiteliais, do sistema imune e do sistema nervoso central
[12].

Atualmente s3ao conhecidas quatro isoformas do tripsinogénio humano:
tripsinogénio 1, ou catidnico; tripsinogénio 2, ou anidnico [15, 16], mesotripsinogénio [17]
e tripsinogénio 1V, também conhecido como tripsinogénio cerebral [18]. Ha indicacbes de
gue a proteina seja resultante de duplica¢cdes génicas tandemicas a partir de um gene
ancestral codificando para apenas 5 ou 6 aminoacidos [19]. Nove genes do tripsinogénio
humano foram seqlienciados até hoje. Eles foram identificados como um produto

secundario de um grande esforgo para o seqlienciamento do receptor 3 de células T



(TCRP). Esses genes do tripsinogénio flanqueiam os genes desses receptores e se dispdem
em tandem no cromossomo 7 (7g35) [20].

O tripsinogénio 1, ou catidnico, corresponde a cerca de 10% dos componentes
protéicos do suco pancredtico [21]. Esse zimogénio pancreatico, a sua forma
enzimaticamente ativa, a B-tripsina, e o inibidor natural dessa, secretado pelo pancreas,
sdo provavelmente as proteinas mais estudadas em termos de estrutura e cinética
enzimatica. Esse interesse é devido principalmente ao envolvimento delas na pancreatite,
sendo proteinas faceis de se obter e com boa estabilidade. O estado patolégico também é
motivo de muito estudo, embora ainda careca de consenso acerca da etiologia.
Sabidamente a pancreatite pode ser de natureza hereditdria ou adquirida. De acordo com
a classificacdo adotada em 1988 as doencas pancreaticas inflamatdrias sdo representadas
pelas formas aguda, crbnica, fibrose e abscessos [22]. Até o presente a pancreatite
hereditaria é relacionada com dezenove mutac¢des especificas no gene da forma cationica
[23]. Nenhuma outra mutacdo em qualquer outra enzima digestiva foi ainda
correlacionada com a doenga [24]. Existem evidencias de que ocorre autodigestdo da
glandula ocasionada pela ativacdo prematura de enzimas digestivas, o que resulta na lise
de membranas, edema, hemorragia intersticial, necrose, evoluindo rapidamente para a
destruicao do parénquima [25]. Nos Estados Unidos aproximadamente 210.000 pacientes
sdo admitidos em hospitais anualmente com pancreatite aguda. A doencga representa
portanto um significativo fator de detrimento populacional [26].

O tripsinogénio 2, ou anibnico, representa entre um terco a metade do

tripsinogénio total produzido pelo pancreas. A tripsina anionica é produzida de modo



similar a catiénica mas possui eficiéncia catalitica cerca de duas vezes superior, o que faz
com que ambas executem equitativamente a digestdo de outras proteinas no intestino
delgado [27]. Na pancreatite, cancer pancredtico e alcoolismo crénico ha uma reversao
caracteristica na razdo de producdo das duas isoformas, considerada como um
mecanismo de autoregulacdo da funcdo pancreatica. Reducdo na producdo da forma
catidnica resulta em protecdo contra a degradacdo da glandula e agravamento da doenca
[16].

O tripsinogénio 3, ou mesotripsinogénio [16], é o de menor quantidade dentre os
trés encontrados no suco pancredtico, representando de 3 a 10 % do tripsinogénio
produzido. A sua principal caracteristica é a resisténcia aos inibidores naturais da tripsina
[28, 29] e parece estar relacionado com a hidrolise e inativacdo desses; contidos nos
alimentos; impedindo que prejudiquem a a¢do da tripsina na sua fungao digestiva. Parece
também estar relacionado com a inativacao do inibidor pancreatico natural da tripsina,
atuando na auto-regulacao da pancreatite [29].

O tripsinogénio IV, também conhecido como tripsinogénio cerebral, foi
originalmente identificado em neur6nios e é considerado como sendo um variante do
mesotripsinogénio por “splice” alternativo. Difere desse no exon 1, no qual falta uma
seqliéncia do peptideo sinal. A sua funcdo ainda ndo foi completamente esclarecida [30].

Algumas caracteristicas da B-tripsina sdo marcantes. Uma é a alta afinidade por
lisina e arginina nos substratos, cerca de 10° vezes maior que para qualquer outro residuo
[02]. Outra é a ocorréncia de uma depressao na superficie da molécula formando uma

bolsa onde se aloja a cadeia lateral de residuos para que ocorra a hidrélise da ligacao



peptidica [11]. O modelo entdo proposto pode ser vizualizado através de cristalografia de

raios X [31] e através de modelagem computacional [32], como reproduzido na Figura 1.1.

sitio do Ca®*

sitio catalitico

Figura 1.1 — Mapa de potencial eletrostatico da P-tripsina. A cor azul representa
potencial positivo; a vermelha potencial negativo e o branco potencial neutro. As
variacOes de tonalidade de azul e vermelho sdo gradacbGes nos potenciais. A bolsa de
alojamento da cadeia lateral do aminodacido no qual ocorre a hidrdlise aparece na parte
mais inferior ao centro da figura. Chama-se a atencdo para o potencial negativo ao fundo

189 (ou, Asp*”” segundo a notacdo baseada

da bolsa, criado pelo carboxilato do residuo Asp
na sequéncia primaria da tripsina). Figura produzida com o programa DeepView/Swiss-
PdbViewer, v3.7 [32] a partir da estrutura da tripsina complexada com benzamidina

(pdb id 1CE5 [31]). Elaboracdo da figura com remocdo da benzamidina para a vizualizacdo

da bolsa e carater hidrofilico do fundo.



Outra caracteristica importante é a ocorréncia de autdlise, um evento considerado
como um mecanismo de regulacdo da sua acdo e que ocorre devido a emergéncia de
cadeias laterais de arginina e de lisina na sua estrutura. Uma quarta caracteristica é a
profusdo de inibidores naturais, tanto de origem animal quanto de origem vegetal,
protéicos ou ndo protéicos [33; 34].

A expressao de inibidores da tripsina e os mecanismos das suas interacdes
constituem um vasto campo de exploracdo, seja para se definirem os parametros que os
regulam ou para aplicagbes na medicina e na biotecnologia. Por exemplo, um tdpico
atinente recentemente introduzido na discussao cientifica é a producdo de inibidores por
células tumorais e a aplicabilidade de medi¢Ges das concentragGes dessas proteinas no
diagndstico de canceres e metastases [35-40], ou ainda a sua possivel acgdo
anticarcinogénica [41].

Decifrar os principios dinamicos que governam a associa¢ao de proteinas é crucial
para a compreensdo da rede de eventos em que participam, das suas fun¢des e mau
funcionamento, e para projetar inibidores que formem complexos com constantes de
associacao suficientemente adequadas para uso como farmacos. Existem diversos
mecanismos e modelos propostos para explicar as interacdes intermoleculares, o
reconhecimento e a associacdo [42-44].

A benzamidina é uma substancia modelo para os estudos destas interagées, por
apresentar algumas caracteristicas estruturais similares aos aminoacidos Arg e Lys. Vide
Figura 1.2. E totalmente protonada no pH fisioldgico, também apresenta possibilidade de

interacGes lipofilicas e um grupo amidina equivalente. Derivados da benzamidina sdo



amplamente aplicados em estudos de afinidade de associa¢des enzima-ligante, interacdes
estéricas e principalmente eficiéncia catalitica. Por exemplo, é comprovada a influéncia de
substituintes indutores de elétrons na posicao para do anel benzénico, com os doadores
incrementando a associacdo do inibidor a tripsina e os grupos atraentes agindo em
sentido contrario [45, 46]. Um desses derivados da benzamidina, o berenil, uma
bisbenzamidina, Figura 1.2 (D), vem sendo estudado como farmaco de acdo sobre o DNA.
O objetivo principal dos estudos, envolvendo substituicdes na estrutura, é o de maximizar

a agao do farmaco sobre o DNA e minimizar a agao sobre serinoproteases enddgenas.

NH;  HoN.FT.NH,  H,N.t.NH,

R R
1 2 Ry Ry

NH,

Figura 1.2 — Estruturas quimicas: A) benzamidina; B) cadeia lateral da Lys; C)

cadeia lateral da Arg; D) berenil.
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1.2 - O Meio Aquoso Intracelular

A fisiologia, seja celular ou organica, é totalmente dependente de mecanismos de
reconhecimento e de interagdes intermoleculares precisos, de modo que especializagdo e
mecanismos de regulacdo constituem os arcaboucos da vida. Entretanto a composicdo faz
do interior celular um ambiente completamente congestionado por milhares de
diferentes tipos de moléculas como por exemplo agua; ions e moléculas organicas de
composicdo, tamanhos e fungdes diversas.

Embora o ambiente celular seja formado por uma miriade de espécies reativas,
inimeros mecanismos e situacdes sdo bem estabelecidos. A primeira situacdo é que toda
a quimica, incluindo a quimica de sistemas bioldgicos, pode ser interpretada com base em
apenas trés fatores fisicos inter-relacionados: energéticos, estruturais e dinamicos. Os
fatores energéticos podem ser considerados os principais uma vez que regulam o
comportamento dinamico e estrutural das moléculas e conseqlientemente a reatividade
[47].

Sob o aspecto fisico a dgua assume uma posicao central nos processos bioldgicos.
A vida comecou e os processos se desenvolveram em meio aquoso; nunca escapando dele
[48]. Ela possui caracteristicas que |he sdo peculiares. Pode agir tanto como um solvente
guanto como um reagente. Tem uma capacidade calorifica elevada, tornando-se uma
excelente reguladora da temperatura na superficie terrestre assim como no interior
celular. Ademais, apresentando uma constante dielétrica alta associada a sua capacidade
de interacdo com grupos polares ou com grupos carregados, modera as forgas atrativas ou

repulsivas ente as biomoléculas, permitindo-lhe envolvé-las e separa-las no processo de
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solvatacdo. Quando pura forma até quatro ligacdes de hidrogénio por molécula, num
arranjo tetraédrico ordenado que se estende por todo o volume [49]. Este arranjo e as
ligacGes de hidrogénio fazem com que a agua apresente coeficientes de expansdo térmica
e de compressibilidade baixos, comparativamente a outros solventes, mantendo o volume
relativamente constante em um amplo intervalo de temperatura e de pressdo. Estas

[l

propriedades permitem “uma ampla janela” de temperatura e de pressdo nas quais os
complexos biomoleculares sdo estaveis e funcionais.

Um outro aspecto amplamente aceito para explicar a acdo de biomoléculas,
principalmente as proteinas, é a especificidade da sua estrutura. A fun¢do das proteinas
como essenciais ao suporte a vida foi estabelecido por Berzelius em 1838 [50], mas o(s)
mecanismo(s) através do(s) qual(is) uma proteina atinge o seu estado funcional, no
processo conhecido como enovelamento, ainda é motivo de muitas pesquisas [51, 52].
N3o obstante ha uma linha em que o conhecimento tem se desenvolvido, definindo-se
como essenciais a funcdo das proteinas a necessidade de que elas adquiram uma
estrutura tridimensional bem definida. Essa linha teve inicio com o enunciado pioneiro de
Langley, no final do século XIX, de que uma enzima e o substrato devem apresentar
estruturas complementares que se casam ou com o conceito de “substancias receptivas”
[53]. O enunciado inspirou o aforismo classico de Emil Fisher de 1890 de que esta
interacdo é do tipo “chave e fechadura” [54]. Esses dois enunciados enfatizam o carater
esteroespecifico da associa¢do proteina-ligante. Atualmente o processo de enovelamento,

ou de formatacdo estrutural, tem sido tratado com base na teoria do funilamento

energético [55, 56] e com moléculas de 3agua exercendo fung¢do auxiliar essencial,
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principalmente através de ligacbes de hidrogénio [57, 58], ou intensificando interacdes
inter e intramoleculares através do efeito hidrofébico [58, 59].

A contribuicdo da dgua aos processos energéticos das interacdes entre
biomoléculas é conseqliente das seguintes forcas ndo covalentes que atuam no meio
aquoso: forcas de Van der Waals (LW); acido-base de Lewis (AB) e dupla camada elétrica
(EL). As forgas AB sdo quantitativamente predominantes na maioria dos casos e sdo
responsaveis pela formacao de ligacdes de hidrogénio. O subconjunto de forcas AB,
responsavel pela energia livre de coesdo (ligacdo de hidrogénio), atuante entre moléculas
de agua, causa o efeito hidrofébico; em conseqiiéncia da atracdo das moléculas que
circundam todas as moléculas polares ou apolares e particulas imersas no meio aquoso.
Como a energia de coesdo entre moléculas de dgua é uma propriedade inata, a atracdo
lipofilica (devida ao efeito hidrofdbico) estd inevitavelmente presente no meio aquoso e
tem um valor de AGnigrofsbico) igUal a - 102 mJ.m?a 20 °C [59], sendo igual a energia livre
de coesao entre moléculas de dgua aquela temperatura. A forte atracao lipofilica devida a
esse efeito pode entretanto ser suplantada por moléculas muito hidrofilicas e particulas
gue atraiam agua mais fortemente do que a energia livre de atracdo dessas moléculas ou
particulas entre si mais a energia livre de coesdao da ligacdo de hidrogénio entre as
moléculas de agua, resultando entdo numa repulsdo liquida de dupla camada ndo elétrica.
Cada uma das trés forcas LW, AB ou EL, que podem ser independentemente atrativa ou
repulsiva, depende das circunstancias em que atuam; em func¢ado da distancia e de acordo

com regras especificas [60, 61].
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A compreensdo dos fendmenos fisico-quimicos que governam as reacoes quimicas
e as simples associacdes interatdbmicas sdo mais facilmente compreendidas por
intermédio das leis da termodindmica e com o conceito de espontaneidade nelas
embutidos. Sdo quatro as equagdes consideradas fundamentais, embora todas elas sejam
formas diferentes de se olhar uma mesma relacdo termodinamica [62]. A forma mais
usual, a mais aplicada para estudos envolvendo reagdes quimicas, é conhecida como a
relacdo da energia livre do sistema, também muito conhecida como energia de Gibbs,
pode ser expressa na forma:

AG = AH —TAS
Nesta equacdo a variagao de energia livre do sistema é relacionada com as variagdes da
entalpia, H, e da entropia, S, duas propriedades de estado. O critério para que uma
reacdo seja espontanea, em condi¢cdes de temperatura e de pressao constantes, é que a
variagdo de AG seja negativa, ou seja, os sistemas naturais tendem a minimizar a energia
livre intrinseca. Isto significa que quanto menor for o valor de AH (mais negativo) e
quanto maior o de AS ( mais positivo), mais favorecida sera a reagao.

A natureza permitiu aos sistemas biolégicos um meio de contornar a restricdo a
interacGes consideradas impossiveis termodinamicamente, aquelas com AG positivo:
promovendo reacdes acopladas. Como no exemplo cldssico de uma pedra subindo
espontaneamente uma determinada altura. Isto so sera possivel se ela estiver acoplada a
gueda de um outro corpo. Assim a solubilizacdo de compostos apolares em agua,
processo com AG positivo, ocorre porque estd associada a transformagbes na

organizacdo molecular do liquido. A compreensdo desse fendomeno fica facilitada
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considerando a grandeza entropia em termos da probabilidade do estado de uma dada
molécula ou sistema. Sdo trés as coordenadas para cada molécula: translacdo, rotacdo e
vibracdo. Os graus de liberdade em um sistema, sem a imposicdo de restricdes, sdo
imensos, dados por 3N, onde N é o niumero de moléculas participantes. A entropia é
maxima (positiva) tanto quanto maiores forem os graus de liberdade. A reciproca é
verdadeira. Nesse modelo relativamente simplista a entalpia tem comportamento
contrdrio. Esta reciprocidade estabelece um tamponamento termodindmico para a
imensa maioria das inter-relagcdes com consequiéncias fisioldgicas.

O tamponamento termodindmico no meio bioldgico é outra caracteristica
excepcional da dgua. Ele decorre do valor relativamente elevado da capacidade calorifica
e da sua constancia relativa em todo o intervalo de temperaturas da fase liquida; varia de
4,192 J.g'l. K'a10°Ca 4,216 J.g'l. K*a 100 °C [63]. Para um sistema a pressdo constante a

capacidade calorifica C é dada por: C =(oH/4T), [60, 62]. Tomando Te p como

varidveis convenientes para as andlises do envolvimento energético obtém-se:

S =(oH /oT),dT +(oH /&), dp . Portanto, sob pressdo constante, e se C, se mantiver
constante no intervalo de temperaturas, resulta que AH =C AT .

Como uma consequéncia das correlacdes entre AH, AS e T com AG e de AH

com T, resulta que O6AH/ST =AC, e &(TAS)/6T =AC, +AS. Quando AS for
negligencidvel comparado a ACp a dependéncia de AH e de TAS torna-se a um fator
constante igual a AC, e AG se torna relativamente independente de T. Este

tamponamento de AG pode ter importancia considerdvel, uma vez que os sistemas
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biolégicos dependem de um balango delicado de interagGes, dominadas por AG ao invés
de AH ou AS. Esta “homeostase termodindmica” permite a um organismo suportar
flutuacdes nas condi¢cdes ambientais sem maiores prejuizos a energética global das
reacOes necessarias a sua fisiologia [64].

Parece ndo existir no meio aquoso intracelular uma prevaléncia inequivoca de
qgualquer uma das trés forcas direcionando o curso das interagdes inter e intramoleculares
de forma geral. Ora sdo importantes as forcas AB, ora as LW, ora as EL; ora sdo todas elas
atuando em conjunto, em busca do equilibrio entre as forcas atrativas e as repulsivas.
Muitas vezes existem prevaléncias, mas em estados de escala nanométrica [59, 60]. Por
exemplo, até recentemente as LW eram consideradas prevalentes para o enovelamento
especifico das proteinas. Atualmente, em muitos casos, forcas AB representadas por
ligacdes de hidrogénio, muitas vezes mediadas por moléculas de agua, sdo consideradas
tao importantes quanto as primeiras [59-61].

De uma forma geral as intera¢des mais importantes entre biomoléculas e ligantes
sdo: as ligacbes de hidrogénio (65); as interacdes lipofilicas (66); pontes salinas e
interacGes polares fracas (67). Adicionalmente a estas forcas ndo covalentes atuantes na
estabilizacdo da estrutura proteica, as liga¢cdes dissulfeto também exercem funcdo similar

em algumas proteinas [68].

1.3 — Arranjo Estrutural da Tripsina

A proteina para atingir uma funcdo especifica depende de uma estrutura
quartendria precisa. Mais especificamente, depende de um arranjo estrutural no qual

desvios na faixa de 1 A (0,1 nanometro) na disposicio espacial de dtomos podem
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inviabilizar interagdes essenciais a sua funcdo fisioldgica, como descrito adiante para o
caso da tripsina. Em relacdo a essa enzima, o acompanhamento de dados reportados em
artigos e em publicacbes pertinentes ao seu arranjo estrutural é dificultado pelos critérios
utilizados pelos autores para identificacdo dos residuos. Alguns numeram os aminoacidos
como eles aparecem na sua estrutura primaria; outros adotam a seqiiéncia do

tripsinogénio; outros a seqiéncia da quimotripsina; outros do pré-tripsinogénio.

Por razdes histéricas os residuos da tripsina sdo numerados em funcdo do seu
alinhamento, portanto em correlacdo, com os correspondentes na quimotripsina A
bovina. Para facilitar o acompanhamento desta correlacdo apresenta-se na Figura 1.3 o
alinhamento do pré-tripsinogénio catiénico bovino [Expasy, Swiss-Prot/TrEMBL “Primary
accession number” P00760], dos trés pré-tripsinogénios humanos [Expasy, Swiss-
Prot/TrEMBL “Primary accession number” P07477, P07478, P35030] e do
quimotripsinogénio A bovino [Expasy, Swiss-Prot/TrEMBL “Primary accession number”

P00766].

O pré-tripsinogénio é processado e liberado no interior do intestino ja como
tripsinogénio (seqliéncia a partir do residuo Val'). J4 no intestino sofre uma primeira
clivagem entre os aminoacidos Lys15 e 1le'®, eliminando o hexapeptideo inicial, VD4K.
Forma-se entdo a B-tripsina, [69, 70]. Esta hidrdlise é catalisada pela enteroquinase [71],
ou pela prépria enzima recém ativada [72]. A seqliéncia peptidica desta isoforma 3 sofre
uma clivagem adicional entre os residuos Lys'* e Ser'*®, resultando em uma segunda
forma ativa, a a-tripsina [73]. Essa segunda forma possui basicamente a mesma estrutura

da B, mas é 40 % menos ativa frente ao substrato amidasico BapNA e ndo apresenta
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diferenca significativa de atividade frente a substratos ésteres sob pH 6timo [74]. Uma
terceira forma é resultante da clivagem sobre a a-tripsina, entre os residuos Lys'® e
Asp™®, gerando a y-tripsina [75]. Essa forma é menos especifica que as duas precedentes
e possui atividade esterasica maior que amiddsica [74]. Uma quarta forma, resultante da
clivagem entre os residuos Lys'® e Ser'’® foi purificada e caracterizada no laboratério de
enzimologia do ICB/UFMG, sendo nomeada y-tripsina [76]. Essa forma praticamente
ndo apresenta atividade amidasica, apenas esterdsica. Existem mais 10 residuos de Lys e
2 de Arg na seqiiéncia primaria do tripsinogénio cationico bovino, o que possibilitaria
teoricamente a formacdo de um grande numero de outras isoformas, mas a manutencao
de alguma atividade enzimatica parece depender da conservacdo da interligacdo dos dois
dominios.

Na estrutura da tripsina bovina é caracteristica a ocorréncia de 6 ligacbes
dissulfeto. Os residuos interligados por S-S sdo indicados na Figura 1.3. O numero dessas
ligacGes varia entre participes da familia da quimotripsina ndao havendo relagdao dbvia
entre estabilidade, atividade e esse numero. Trés ligacbes sdo conservadas, entre os
residuos 42-58; 168-182 e 191-220, com uma exceg¢ado [02]. Talvez a ligacdo S-S mais
crucial seja a ultima, interligando a bolsa S; na maioria delas [02]. Na trés tripsinas
humanas nao existe a ligacao 128-132 e na anibnica humana ainda inexiste a ligacao 136-
201 [02]. Uma outra marca consideravel na estrutura secundaria da tripsina é a ligacdo de
carater idnico formado entre a lle'®, exposta apds a liberacdo do hexapeptideo do

tripsinogénio, e o Asp*** [77].
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Figura 1.3 — Alinhamento dos residuos do quimotripsinogénio A bovino, tripsinogénio
cationico bovino, tripsinogénio catidnico humano, tripsinogénio aniénico humano e
mesotripsinogénio humano. As seqiiéncias estdo nesta mesma ordem. Os residuos foram
seccionados em grupos de 20 apds o alinhamento, para facilitar o acompanhamento de
correlagdes. Os 54 residuos iniciais da seqliéncia 5 estdo omitidos. Esse alinhamento

multiplo foi executado com o programa T-Coffee [78].
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Um retrato sobre a importancia da estruturagdo correta da B-tripsina pode ser
tirado da dependéncia da atividade da enzima com o pH. A a¢do da enzima cai
abruptamente a partir de pH 8,5-9,0 tornando-se inativa e esta perda é relacionada com o

colapso do dominio de ativagio, decorrente da desprotonacio da lle*® [79].

Estados de maior ou menor ordenagao da estrutura estdao também associados a
atividade. Uma das primeiras transicdes ordem-desordem descritas foi a conversdao do
tripsinogénio a tripsina. Aproximadamente 15% do tripsinogénio é desordenado o que faz
com que ele seja pouco ativo, cerca de 1% comparado a P-tripsina. Um ajuste

4

conformacional, propiciado pela ligacdo de carater idnico entre lle*®-Asp™®*, controla a

conformac¢do do dominio de ativacao da tripsina [15].

As ligagBes dissulfeto funcionam como elementos estruturantes e estabilizam a
estrutura enovelada das proteinas. Podem conectar regides distantes de uma cadeia
polipeptidica formando unidades estruturais conhecidas como uma “alga dissulfeto”. O
aumento de estabilidade de moléculas de proteina, na ocorréncia dessas ligacoes é
demonstrado por estudos de desnaturacdo quando a dimensdo do estado desnaturado
em resposta a condicdes desnaturantes aumenta com a reducdo das liga¢des dissulfeto.
Os estudos com raios X de proteinas contendo este tipo de ligagdo mostra que elas
contribuem para a rigidez de regides especificas e ajudam a manter a geometria do sitio
ativo em enzimas e de regides criticas em outras proteinas [ 80]. Evidencias de estudos de
cinética sugerem que a funcdo da ligacdo dissulfeto 179-203 (191-220 na Figura 1.3) no
mecanismo de acdo da tripsina é a de manter a geometria da bolsa de especificidade pelo

posicionamento apropriado de residuos da bolsa no sitio S; em um arranjo preciso [80].
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Em termos de estrutura terciaria, as proteases da familia da quimotripsina sdo
caracterizadas pela formagdo de dois dominios perpendiculares, do tipo barril 3, cada um
formado por seis estruturas 3 antiparalelas e uma hélice C terminal, conforme pode ser

visto na Figura 1.4.

O sitio de especificidade da tripsina esta localizado em uma bolsa entre os dois
dominios, com as interagdes entre a enzima e o substrato funcionando como conectores
entre ambos [02]. A posicdo desse sitio pode ser vista na Figura 1.1 e na Figura 1.4 onde

também pode ser vista a benzamidina ocupando essa bolsa.

Diversos estudos de similaridade estrutural entre as enzimas da sub-familia da
tripsina, ou seja aquelas com a triade His, Asp, Ser, podem ser encontrados na literatura
cientifica. Dentre esses se destacam o de autoria de Fehlammer e col., 1977 [81] e o de
Kossiakoff e col., 1977 [82], primordiais na elucidacdo estrutural da tripsina e do

tripsinogénio e que descrevem as moléculas de forma bastante detalhada.

Segundo esses autores, existem diversas algas interconectando as estruturas 3. Dessas as

principais seriam (acompanhar na Figura 1.4): alca de ligacdo do Ca*?, formada entre os

183

’ 7 s 194
residuos Asp % e GIU%; alca externa 1, formada entre os residuos Ala™™" e Asp % uma

estrutura mais mével no tripsinogénio que na tripsina; alca externa 2, formada entre os
residuos 214 e 228, e a alca de autdlise, constituida pelos residuos 141 a 156. Os residuos
funcionais estdo posicionados principalmente nas algas conectoras das estruturas 3. A

bolsa de especificidade S; é construida por trés estruturas 3 (residuos 189-192, 214-216,

193 195

ambas de algas conectoras; 226-228) e o sitio oxianidnico (Gly™" e Ser~>) todos no barril 3

193

carboxi terminal. No estado fundamental o esqueleto da Gly*® e da Ser'® formam duas
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ligacdes de H relativamente longas com o oxigénio carbonilico da ligagdo excisivel,

reduzida significativamente no estado de transi¢ao da enzima. [02].

Figura 1.4 — Estrutura tridimensional da tripsina. A estrutura tercidria da tripsina é aqui
ilustrada pela tripsina catidnica bovina ([31] PDB id 1CE5). Pode-se verificar a forma
caracteristica das proteases da familia da quimotripsina, em barris 3; as estruturas 3
antiparalelas; diversas algas (“loops”) interligando-as. No centro, em amarelo, os residuos
da triade catalitica, His, Ser e Asp. A benzamidina, é vista no centro, em azul; em preto, as
alcas externas 1 e 2; em verde a al¢a de autélise; em vermelho a al¢a do Ca%". O residuo do
Asp™®®, em amarelo, abaixo da benzamidina, com o grupo carboxilico em vermelho. Figura

obtida com o programa DeepView/Swiss-PdbViewer [32].
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Sao identificados dois sitios de ligacao de Ca*> em cada uma das duas proteinas
(tripsina e o seu zimogénio). O primdrio, residuos de 70 a 80, cuja ocupac¢do estabiliza as
proteases contra desnaturacdo térmica ou autdlise; e um secundario, existente apenas
no zimogénio, no hexapeptideo Nirminat VD4K, cuja ocupacdo é essencial para a sua

ativacao [82].

Em resumo, sdo as seguintes as conclusdes gerais de Kossiakoff e de Fehlhammer

sobre as modifica¢Ges estruturais do tripsinogénio na sua conversdo para a tripsina.

a) - A forma do tripsinogénio é muito préxima a da tripsina, havendo a possibilidade de
gue o substrato seja acomodado de forma similar aquela prevista para a enzima ativa.

b) - Um deslocamento de cerca de 2 A na Gly'®

, ho tripsinogénio, a deslocaliza de tal
sorte que dificulta a formacdo do oxianion, contribuicdo importante para a reatividade
diminuida desta protease.

c) - hd um desvio na posicdo da Ser'® (CB =0,5 Ae0®= 0,8 A)

d) - observa-se principalmente uma transicdo conformacional entre estruturas mais ou
menos flexiveis. Nesse caso ha uma discordancia entre os autores dos estudos uma vez

gue Kossiakoff sugere ter a tripsina maior plasticidade enquanto Fehlhammer sugere

“uma estrutura mais rigida e funcional” que a predecessora.

Embora o critério de plasticidade estrutural ou enrijecimento tenha sido aventado
em 1977 por Kossiakoff, para explicar a maior reatividade da tripsina, apenas mais

recentemente passou a ser considerado um fator importante na reatividade de proteinas.
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Diversos estudos apontam nesta direcdo [83-86]. Leiros e col. [84], por comparagGes entre
tripsinas pertencentes a oito espécies, especialmente entre espécies adaptadas a
situacdes de temperaturas muito baixas com outras adaptadas a temperaturas normais e
altas, aventa como hipdétese que “a maior eficiéncia catalitica das enzimas adaptadas ao
frio é conseguida pela adocdo de uma estrutura mais flexivel, embora as custas de uma
estabilidade térmica diminuida”. Outro exemplo da importancia desse critério é
encontrado em estudos com a prépria tripsina. Anteriormente se acreditava que a
diferenca na especificidade entre ela e a quimotripsina era devida ao residuo Asp'®
presente na base da bolsa catalitica da primeira, capaz de estabilizar residuos Arg ou Lys;
enquanto na segunda com a Ser ocupando a posicao equivalente apresenta nitida
preferéncia por residuos apolares e volumosos [54]. Entretanto experimentos com
mutacgles sitio dirigidas e estudos com a tripsina mutante de rato Asp189Ser indicaram
gue esta substituicdao resultava em uma protease inespecifica e com atividade baixa [86,
87]. A conversdao da especificidade da tripsina para a da quimotripsina requer,
adicionalmente a modificagbes racionais na bolsa de acomodag¢dao do substrato, a
substituicdo de 11 aminoacidos em sitios distantes do catalitico. Nove destes estdo
localizados nas alcas superficiais 1 e 2. Foi proposto que esses elementos distantes podem
modular a plasticidade conformacional, em oposicdo a uma estrutura estdtica, seja do
sitio de acomodacdo do substrato ou do aparato catalitico, ou mais provavelmente de
ambos [87]. Um candidato para mediar tais efeitos conformacionais é o dominio de

ativacdo. Esse, originalmente definido e nomeado por Bode e Huber [88], consiste de

guatro segmentos estericamente adjacentes: residuos 16-19; 142-152; 184-193; 216-223.
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Notar que o segmento 142-152 é coincidente com a alca de autdlise, enquanto os

segmentos 184-193 e 216-226 compreendem parcialmente as algas 1 e 2 [81].

Embora a autdlise seja um mecanismo de controle da atividade da enzima um tipo
de interacdo com este mesmo propdsito, o controle da atividade enzimdtica, € muito mais
importante. Trata-se da associacdo entre a protease e inibidores. Para a tripsina existem
diversos inibidores conhecidos [33, 88]. Esse tipo de regulacdo atinge niveis elevados de
especializacdo para atender a diversidade de funcdes exercidas por essa enzima [36-40,
89]. A elucidagdo dos mecanismos naturais dessa inter-relagdo constitui-se na principal
estratégia adotada para o desenvolvimento de novos fdrmacos; mais eficazes, mais
seguros. E dentre os inibidores naturais estudados até hoje um se destaca; é um daqueles
secretados pelo pancreas, conhecido como BPTI (do inglés, bovine pancreatic trypsin
inhibitor), ou como PSTI (do inglés pancreatic secretory trypsin inhibitor), ou como

inibidor de Kunitz, ou comercialmente como aprotinina.

A associagdo [-tripsina-BPTI é muito forte, refletida em uma constante de
associacdo de 1,7 x 10" M [90]. Contribuindo com tal magnitude para essa constante

devem ser listados pelo menos os seguintes fatores: complementaridade eletrostatica;

permissao estérica, e a formacao de 14 ligacdes de hidrogénio diretas intermoleculares e
o envolvimento de quatro moléculas de agua na interface entre as duas proteinas. A
complementaridade estrutural, do tipo “chave e fechadura”, assim como outros fatores

envolvidos podem ser acompanhados na Figura 1.5 e na Figura 1.6.
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Figura 1.5 — Contatos intermoleculares entre a B-tripsina catiénica bovina e o
inibidor BPTI. Em A, o BPTlI em amarelo, na representacdo estrutural, aparece associado a
B-tripsina (mapa de potencial eletrostatico). Em B a representagao das duas moléculas foi
invertida mostrando a penetracdao na -tripsina da protuberancia causada na superficie do

BPTI pela LyslS. Estrutura obtida do PDB (id 1TGS); Programa SPDV [32].
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Figura 1.6 — Contatos intermoleculares mediados por moléculas de agua entre a
B-tripsina cationica bovina e o inibidor BPTI. Em uma estrutura ampliada, sdo vistas as
posicdes dos residuos da B-tripsina, indicados em vermelho, que fazem ligagdes diretas de
hidrogénio com residuos do BPTI; e residuos indicados em amarelo que fazem contatos
mediados por moléculas de agua com o inibidor (conexdes extraidas de Helland e col.
[90]). Modelo gerado pelo programa SPDV [32] a partir de estrutura cristalogréfica

depositada no PDB (id 1TGS).



27
1.4 - Sistema Formado por Macromoléculas, Agua e Osmélitos

Quando uma macromolécula é imersa em uma solugdao constituida de agua e
outras espécies quimicas (co-solutos) exercera influéncia nas vizinhangas (solugdo),
atraindo e acumulando algumas espécies, repelindo outras [91]. As interacdes
estabelecidas entre os componentes do sistema podem levar a trés situacdes possiveis:
1) o co-soluto se localizard na superficie macromolecular em excesso em relacdo a sua
concentracdo na solucdo global; 2) a dgua ficara em excesso nessa superficie em relacdo a
solucdo global, significando que a macromolécula tem maior afinidade pela dgua que pelo
co-soluto, numa situacdo conhecida como hidratacdo preferencial, ou exclusdo
preferencial do co-soluto e 3) a macromolécula serd indiferente a natureza dos outros
componentes da solucdo com as quais entra em contato (dgua e co-soluto), de modo que
ndo ha disturbios de concentragdo dos componentes na sua superficie [92]. E evidente
gue o estado final de equilibrio reflete as afinidades relativas da macromolécula pela agua

e pelo co-soluto.

A camada de hidratacdao pode ser definida como a dgua associada com uma
macromolécula ao nivel permitido pelas intera¢des eletrostaticas e estéricas. Funciona
como uma pelicula recobrindo a superficie. A agua fora dessa pelicula é pouco perturbada
pela estrutura envolvida, de modo que alteragdes nas propriedades intrinsecas tais como
capacidade calorifica, volume ou calor especifico, na maioria das vezes nao é detectavel
por métodos analiticos. Atualmente existe uma grande disponibilidade de literatura
acerca da interface macromolécula-agua e a forma como esta interface contribui para a

fisiologia esta apenas emergindo [61]. E importante ressaltar que embora essas moléculas
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sejam afetadas pela superficie macromolecular, no caso especifico proteinas, a energia
livre da associacdo é apenas ligeiramente menor que a energia térmica, e a dindmica
delas, embora reduzida, difere pouco da dindmica daquelas que formam o resto da

solucdo [61].

Contribuicdes de moléculas de dgua para as propriedades estruturais, dindmicas e
funcionais de macromoléculas, analisadas por modelos matematicos tratados por
métodos computacionais, sdo bem documentadas [93-95]. Entretanto apenas
recentemente informacdes experimentais detalhadas sobre as interacbes de moléculas

simples comegaram a se tornar disponiveis [95, 96].

As abordagens sobre as interacGes entre macromoléculas e ligantes, feitas no
passado sob um enfoque mais estatico, podem atualmente ser analisadas sob um aspecto
mais dindmico fundamentadas em consideracdes termodinamicas [97]. Idealmente os
dados obtidos nesse tipo de analise devem ser correlacionados com estudos de estrutura
e atividade [98]. Sob esse tipo de enfoque, ou seja, particularidades estruturais e
interagdes com co-solutos no meio fisiolégico, cresce a importancia e a influéncia dos

outros componentes da solucdo para a formacao das ligacdes enzima-ligante.

Fisher e Verma, através de uma publicacdo recente [99], sugerem que a
incorporacdao de agua pelo BPTI, embora fazendo quatro liga¢cdes de hidrogénio com
grupos polares circunvizinhos, ao invés de enrijecer a molécula como era esperado, a
torna mais flexivel, resultado de um aumento na entropia vibracional. As maiores partes
da proteina, tanto local quanto globalmente, passaram de um estado de maior tensao

para um de maior relaxamento. Esse achado confirma uma tendéncia recente. De um
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modo geral os estudos mais recentes indicam para uma func¢do pivotal exercida por
moléculas de agua, tanto na superficie quanto internas as moléculas, com aumento na
flexibilidade e na atividade enzimadtica pela sua inclusdo, com grande influéncia na
regulacdo alostérica [100]. Até recentemente influéncias eletrostaticas dominaram a
maioria dos estudos das ligacdes entre macromoléculas e os seus ligantes. Entretanto,
atualmente, o panorama energético dessas interagdes aponta para dois mecanismos:
dirigida por forgas eletrostaticas e/ou mediada pela dessolvatagdo. Inclusive essa ultima
esta sendo considerada como a forga diretora dominante nas interagdes envolvendo
situacdes de baixa complementaridade de cargas [101]. Segundo V.A. Parsegian e col.
[102], “a chave do entendimento da forga e especificidade que caracterizam praticamente
todas as reagdes biologicamente importantes estd na dgua que é liberada quando duas
superficies complementares se casam”. Por exemplo, no seu transito da forma totalmente
deoxi a totalmente oxigenada a hemoglobina perde cerca de 70 moléculas de agua; a

hexocinase expele 320 ao se acoplar com a glicose [103-105].

A inter-relagdo entre os componentes da solugao parece ser originaria das espécies
ancestrais, quando a vida comegou a se desenvolver em ambiente aquatico. O meio nesse
caso é constituido por um numero indefinido de solutos que direta ou indiretamente vao
influenciar por exemplo a a¢dao proteica. A despeito da diversidade de organismos, da
variada e complexa origem do estresse imposto por fatores ambientais, existe um nimero
pequeno de estratégias fundamentais seguidas por virtualmente todos eles, permitindo
adaptacbes [106, 107]. Por exemplo, arqueobacterias halofilicas sdo capazes de resistir a

concentracdes de sais inorganicos, principalmente KCI e NaCl de até



30

7 molal, provavelmente inativante para a maioria das proteinas e enzimas existentes em
outros organismos; enquanto outros, sdo capazes de resistir a extremos de frio e
congelamento. As células medulares internas dos rins de mamiferos, em condigdes de
antidiurese podem resistir a concentracdes as vezes superior a 0,4 M de uréia, um soluto
extremamente perturbador da estrutura de macromoléculas [108]. A adaptacdo dos
organismos a essas variacdes ambientais foi obtida através de uma selecdo evolucionaria
de uma classe limitada de solutos de baixo peso molecular, para funcionarem como
agentes osmoticos no fluido intracelular. Tais moléculas sdo capazes de permitir tanto o
funcionamento do aparato metabdlico nesse meio quanto a manutencdo da estrutura
nativa das macromoléculas. Assim, em condi¢cdes de dessecamento, nas quais a agua é

removida das células, o organismo assume um estado de quiescéncia (anidrobiose) [106].

A natureza seleciona as moléculas para atuarem como osmolitos com base nos
seguintes critérios: 1) ndo devem afetar especificamente nenhuma enzima ou outro
processo celular; 2) ndo devem ter cargas elétricas de modo a nao perturbar o balanco
eletrostatico de componentes celulares; 3) devem agir como estabilizadores da estrutura
proteica nativa e serem excluidos preferencialmente do contato com componentes
celulares de forma a ndo perturbar as suas estruturas. Moléculas que satisfazem
universalmente aos dois ultimos sdao os acgucares, glicerol, varios polidis, assim como

diversos aminoacidos e seus derivados [106, 107].

Dadas as restricdes as quais a classe de solutos selecionados estd submetida,
principalmente interagir sem afetar as macromoléculas e as atividades metabdlicas e de

permitirem exclusdes quando necessdrias, sdo chamados de osmdlitos compativeis. Por
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outro lado, o vai e vem de moléculas entre a vizinhanca de macromoléculas e a solucdo
global envolve movimentos de massas; ainda que discretos se comparados ao numero
total na solucdo; estando portanto relacionados ao potencial quimico de cada espécie
participante do processo [62]. O importante nesse vinculo termodindmico é que ele
permite determinar o nimero de moléculas de dgua ou de osmdlitos associados ao

movimento [102, 103].

Nesse ponto, convém ressaltar a existéncia de duas possibilidades para a
associacdo (ou exclusdo) de moléculas de dgua (e de solutos) de um estado
supramacromolecular: 1) a macromolécula possui reentrancias, bolsas, ou canais
comunicantes com a solucdo global (na maioria das vezes inacessiveis ao soluto por
guestdes estéricas), conforme é mostrado na Figura 1.7); e 2) a emergéncia de
protuberancias na macromolécula, capazes de promover o afastamento de moléculas de
agua ou de solutos por acdo de forcas eletrostaticas. Os estudos dessas interagdes em
nivel celular evoluiram para trés tipos de abordagem: estresse osmotico, hidratacao
preferencial e “crowding”. Cada uma tem a sua fundamentacdo especial. A primeira trata
da agua absorvida quando um soluto é excluido, enquanto as duas restantes tratam da
exclusao de solutos sob um enfoque mais estérico. As trés sdo igualmente validas e tém
sido exaustivamente usadas. O que vai influir naquela a ser seguida sera principalmente a

disponibilidade de recursos laboratoriais [109, 110].

A estratégia centrada no estresse osmdtico é muito simples. Utiliza vinculos
termodinamicos entre a pressdo osmoética induzida por um co-soluto e o deslocamento do

equilibrio em um processo supramacromolecular, permitindo inferir mudancas na
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quantidade de moléculas de agua ou de co-soluto associados ao processo [102, 109].
Quando a pressao osmatica da solucdo é aumentada é favorecido o movimento de agua
para fora das regides inacessiveis ao soluto; de modo que a liberacdo de dgua para a
solugdo é incrementada; enquanto nos processos de inclusdo a pressdo osmotica é

reduzida [110]. O processo é representado esquematicamente na Figura 1.8.

Figura 1.7 - Representac¢ao pictdrica da enzima ATCase. S3o mostrados dois estados
conformacionais da enzima. A esquerda é vista a forma tencionada T (PDB id 6AT1) e a
direita a forma relaxada R (PDB id 8ATC) com moléculas de dgua associadas na estrutura
cristalina (circulos em vermelho). Sdo evidentes rugosidades, fendas, cavidades e canais
na superficie proteica e que vao influir nas interacGes estéricas (de LiCata e Allewell, 1998
[110]). Figuras obtidas com o programa Protein Explorer, v.2.45 Beta [111] (paraa forma T

as moléculas de dgua de cristalizagdo ndo foram disponibilizadas).
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2 — MATERIAIS E METODOS - Prospecgdo da Interacdo entre a Tripsina e Ligante Baseada

em Principios da Termodinamica

“The history of thermodynamics has always seemed to me to be not only one
of the most interesting but one of the most dramatic episodes to be found in
the story of the intellectual progress of the human mind. Starting in an
investigation of a purely practical problem of engineering economics, it has
grown into a body of doctrine of profound philosophical significance, with
consequences which permeate the thinking of men on many subjects, from
those with the most practical use to the problems of cosmology’.

Texto extraido de www.thermodynamicstudy.net/history.html, mai/2005; autor n3o
identificado.
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Uma prospeccao detalhada do processo de associagdao intermolecular é de alta
significancia e interesse pratico uma vez que fornece informacbes essenciais para o
planejamento de farmacos com base em estruturas moleculares [112]. Esse tipo de estudo
requer a soma de dados obtidos por diversas técnicas analiticas, tais como cinética
enzimatica, cristalografia, modelagem. Jd4 a compreensdao dos processos moleculares de
reconhecimento de ligantes por macromoléculas biolégicas requer uma caracterizagao
completa da energética da associa¢do e uma correlagdo de dados termodinamicos com as
estruturas envolvidas [112]. Por seu turno a descricdo quantitativa das forcas que
governam as associagdes moleculares depende de determina¢des das variagdes de todos
os parametros termodinamicos da associac¢do, incluindo a variacao de energia livre (AG),

de entalpia (AH), de entropia (AS) e da capacidade calorifica (ACp).

A tripsina é uma das enzimas mais estudadas em termos da sua estrutura [02]. Isto
se deve ao seu cardter como protease modelo para a classe das serinoproteases,
enzimas que exercem grande variedade de fungdes, seja em condicOes fisioldgicas
normais ou em condicGes patoldgicas. A prdpria tripsina esta associada a diversos estados
patoldgicos, conforme discutido no capitulo 1. A descoberta da sua expressdo e acdo
como uma proteina endégena, associada também com condi¢des patoldgicas, fizeram
com que ela fosse “recentemente redescoberta”, conforme atestam os milhares de
estudos reportados na Ultima década. A literatura cientifica é rica em pesquisas
relacionando andlises de seqliéncias primarias com eficiéncia catalitica, interacdo com

inumeros tipos de inibidores e com a expressdao e fun¢do dos outros trés isotipos.



36

Entretanto, apds uma exaustiva pesquisa bibliografica sobre o tema, ndo foi encontrado
nenhum estudo relacionando a sua associa¢cdo com ligantes e concomitante contribuicao
de moléculas de agua ao processo. Esse é um assunto que vem recebendo muita atencao
dos bioquimicos ultimamente devido ao envolvimento da dgua na formatacdo estrutural

das macromoléculas essenciais a fisiologia celular.

Assim, associando a importancia da tripsina com a caréncia de informacgdes sobre o
envolvimento de moléculas de dgua no processo da sua associacdo com inibidores, e com
vistas a contribuir com dados importantes para o desenvolvimento de novos farmacos, se
planejou o presente estudo. Esse trabalho estd assentado nos objetivos e procedimentos

indicados a seguir.

Objetivos

Objetivo principal

Determinar a termodinamica da interagao entre a B-tripsina com os inibidores

competitivos benzamidina e berenil.

Objetivos especificos

1) Utilizando a metodologia do ITC:

a - estabelecer a estequiometria (N) dos ligantes na formacdo do complexo

tripsina-ligante;
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b - determinar os parametros termodinamicos K (constante de equilibrio), AH (variacdo de
entalpia), AG (variacdao de energia livre, ou energia de Gibbs), AS (variacdo de entropia)

em diferentes temperaturas (15 °C, 20 °C, 25 °C e 35 °C);

c - determinar a varia¢do da capacidade calorifica do sistema a pressao constante (ACp);

d - determinar a provavel exclusdo de moléculas de agua na transicdo da enzima livre em
solucdo para o complexo tripsina-inibidor, usando a técnica do estresse osmotico e os

osmolitos glicose e glicina (AN, €q. 15 do anexo 1);

e - determinar eventuais mudancas no estado de protonacdo de residuos envolvidos no

processo de ligacdao enzima-inibidor (ANy.).
2) Fazer a modelagem molecular do complexo tripsina-berenil.

3) Fazer comparacles entre os parametros obtidos experimentalmente com aqueles

obtidos por modelagem molecular.

4) Fazer uma analise comparativa dos resultados obtidos com exemplos relevantes da

literatura.

2.1 - Materiais e Métodos
2.1.1 - Materiais e Reagentes Utilizados

Tripsina pancreatica bovina, benzamidina, berenil, glicose, glicina e tampao
Tris-HCl empregados nos estudos sao de origem Sigma. Cloreto de calcio penta hidratado

e Cloreto de sddio, sdo de grau analitico e de fabricacdo Merck. Os reagentes, BApNA,
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NPGB, Veronal, HEPES, PIPES, resina SE Sephadex C-50, acido formico, HCI, dimetil

formamida, e outros utilizados sao de origens diversas, todos de grau analitico.

2.1.2 - Purificagao da Tripsina Comercial

A tripsina pancreatica bovina é encontrada comercialmente como um extrato
basico do suco pancreatico, precipitada em etanol [113], sendo formada quase
exclusivamente pela forma cationica. O produto pode conter as isoformas alfa, beta, gama
e psi tripsina além de outras formas e peptideos resultantes de autdlises ou clivagens da
enzima. A separag¢do das isoformas, ou melhor, a extracdo e purificagdo da B-tripsina sdo
normalmente feitas de acordo com o método desenvolvido por Schroeder e Shaw [73].
Esse método tem sido adaptado e modificado ao longo dos anos com vistas ao melhor
desempenho em termos de rendimento e tempo gasto na purificacdo [114]. De modo
geral o método se baseia na cromatografia de troca catiénica em resina SE-Sephadex C-50,
em pH 8,0 e condicdo isocratica [115; 116]. O fluxo nesta condicdo e para as dimensdes de
colunas utilizadas nos experimentos das referencias citadas é da ordem de 6 mL/hora,
gastando-se até 100 horas para as separacgOes. Para evitar ou minimizar autdlise o
material é recolhido em recipiente contendo acido acético em quantidade suficiente para

ajustar o pH a 3,0.

No presente estudo fez-se uma variacdo no método, também com o propdsito de
economia de tempo e melhor performance. O procedimento é o descrito a seguir. A resina

SE-Sephadex C-50 é previamente equilibrada com uma soluc¢ao de formiato de sédio, 50
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mM, mais CaCl, 25 mM, mais Benzamidina 1 mM, mais NaCl 300 mM, com o pH ajustado
em 3,0 com &cido férmico. A presenca da benzamidina é importante; evita a autdlise,
propiciando um melhor rendimento da purificacdo e é facilmente removida por dialise. A
mistura é colocada para decantar em uma coluna com 50 cm de altura, didametro de 2,15
cm, volume total de 250 mL sob um fluxo de 1,0 mL/min, com abastecimento continuo
com a mesma solucdo até completa sedimentacdo da resina. A coluna é entdo re-
equilibrada com a solugdo anterior mas com o NaCl na concentracdo 100 mM. Para a
corrida, adiciona-se de 100 a 150 mg da enzima comercial dissolvida em 10 a 15 mL da
mesma solucdo da equilibragao final, no topo da coluna. Adota-se o mesmo fluxo usado
para a sedimentacdo e abastecimento continuo com a solugdo do tampdo com NaCl 100
mM. As fragBes sdo coletadas com um coletor/trocador automatico a cada 4,0 mL. Apds a
passagem do equivalente a um volume da coluna, inicia-se o crescimento do gradiente de
NaCl até se atingir 300 mM, quando entdo as concentra¢des permanecem constantes até
o término da corrida. As fragdes sdo avaliadas em termos de concentra¢do proteica total
através da medicdo da absorvancia em 280 nm. Adicionalmente sdo analisadas com
BApNA para afericao da atividade amidasica [117]. Esse ensaio foi feito a cada trés fragdes
tomando-se uma aliquota de 50 uL da amostra (fragdo); adicionado a 950 pL de solugao
de Tampdo Tris-HClI 50 mM, mais CaCl, 25 mM, pH 8,0. Adicionam-se 3 gotas de BApNA
100 mM em DMSO e coloca-se em banho a 37 °C por 30 minutos. A incubacdo é
interrompida pela adi¢do de 3 gotas de acido acético a 60 % v/v e a leitura de absorvancia

é feita a 410 nm.
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As fragOes identificadas como contendo a B-tripsina sdo agrupadas e liofilizadas
para facilitar a remogao subseqliente da benzamidina. O liofilizado contendo a enzima é
solubilizado em HCl 10® M e colocado para dializar em solugdo com esta mesma
concentracdo, na camara fria a aproximadamente 10 °C, sob agitacdo com barra
magnética. Apos 4 h troca-se o banho, substituindo a solugao inicial de didlise por outra
idéntica; deixando por aproximadamente mais 2 horas. Repete-se a operacao de troca do
banho, deixando por mais duas horas. As trés operacdes de diadlise devem resultar numa
diluicdo dos componentes ndo protéicos, ou dos componentes com M<10.000 Dalton, por
um fator superior a 25 x 10°. A efic4cia da dialise pode ser acompanhada controlando-se a
absorvancia a 268 nm (benzamidina). Terminada a didlise a amostra obtida é novamente
liofilizada; depois distribuida em micro tubos com aproximadamente 3 a 5 mg em enzima
e colocada em freezer a =20 °C. O controle da concentra¢do em relagcdo ao sitio ativo é
feito para cada conjunto de 3 micro tubos. Este ensaio é feito normalmente quando da

preparacao para a titulacdo no ITC com inibidores.

Para as titulagdes no ITC (ensaios com benzamidina) as amostras dos micro tubos
foram suspensas em volume de tampao suficiente para se atingir concentra¢des de 3
mg/ml (128,78 uM). Para os ensaios com berenil as amostras dos micro tubos foram
suspensas em volume de tampdo suficiente para se atingir concentracdes de 1 mg/mL

(42,9 uM).

As concentracGes de proteina total sdo confirmadas por medicGes da absorvancia
em 280 nm. Aliquotas, em triplicata, de 50 pL da preparagao sdo diluidas em 950 uL no

mesmo tampao na qual foi feita a suspensao. Na cubeta de referéncia é colocado apenas
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o tampdo; medindo-se a absorvancia. A concentracdo é entdo determinada de acordo

com a formula abaixo.
[enzima] = (Ayg0 X f)/(37.000 x 1), onde

A,g0 = absorvancia liquida a 280 nm; f = fator da diluicdo da preparagdo; 37.000 é o

coeficiente de extingdo molar, em M™*cm™ [118]; | = caminho 6tico, em cm.

2.1.3 Controle da proteina ativa e confirmagao da pureza da enzima

A confirmacdo da concentracdo de enzima na forma ativa foi feita usando-se uma
aliquota da mesma preparag¢ao, ao mesmo tempo da aplica¢do no ITC, através de ensaio
com NPGB [119]. Complementarmente uma amostra foi submetida a espectrometria de

massas para corroborar a presenga da B-tripsina.
2.1.4 Titulagdo da [?»-Tripsina1

Os ensaios de atividade enzimatica foram feitos com o substrato sintético BApNA
seguindo o método de Erlanger [119]. Em sintese: preparam-se tubos de ensaio ou micro
tubos contendo 950 uL de tampao Tris-HCI 50 mM mais CaCl, 25 mM e o equivalente a 2
uL de BApNA 100 mM. Uma aliquota de 50 pL da amostra a analisar € adicionada e a

preparacdo é colocada em banho a 37 °C por aproximadamente 20 minutos. Ao término

1 ~ . s . . ~
As equagBes mencionadas nos tdépicos seguintes estdo apresentadas no

Adendo 1- Equacbes da Termodinamica.
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adicionam-se 3 gotas de acido acético 60 % v/v. Os produtos sdo analisados quanto a

absorvancia em 410 nm.

Foi feito um controle de possivel autélise durante as titulagdes no ITC, concorrente
com os resultados de microcalorimetria e que poderia influir negativamente com a
guantidade de calor gerado no curso dos experimentos. Preliminarmente esse controle foi
feito com a tripsina comercial. Simultdneo com a microcalorimetria, uma aliquota da
mesma preparagao era analisada em termos de atividade amiddsica com BApNA a cada 30

minutos.

O controle da estabilidade da B-tripsina purificada foi estendido para se cobrir uma
ampla faixa de pH. Inicialmente 25 mg da enzima dializada e liofilizada foi dissolvida em
agua milliQ para se obter uma solucdo com concentracdo final de aproximadamente
20mg/ml. Aliquotas de 50 uL desta solugdo foram transferidas para micro tubos contendo
950 uL de tampdes com pH entre 2,2 e 10,4, com intervalos de 0,4, previamente
preparados segundo G. Gomori, em Methods in Enzimology (1955) [120]. A concentracao
proteica final em cada micro tubo era de 1 mg/ml. A diluicdo do tampdo causada pela
adicdo da aliquota e a conseqliente repercussao no valor final do pH foi desconsiderada.
As preparacdes obtidas foram deixadas a temperatura do laboratério; aproximadamente
25 °C com o condicionador de ar ligado. Para as medic¢8es de atividade enzimatica adotou-
se o procedimento seguinte. Todas as medi¢des foram feitas seguindo o protocolo para
atividade amidasica; em tampao Tris-HCl 50 mM, pH 8,0, decorridos, apds a preparacao

nos distintos tampdes, 25, 75, 350, 1500 e 3000 minutos.
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Foram testadas quatro condigdes: a B-tripsina pura; ensaio com 25 mM de CaCl, no
tampao Tris-HCl; a B-tripsina pura com pré-incubacio a 37 °C por 10 min mais descanso a
25 °C por 20 min e ensaio da atividade com a enzima adicionada em meio com CaCl, a 25

mM mais benzamidina a 3 mM.

A influéncia do fon Ca** na atividade amidésica foi avaliada aplicando-se o
protocolo correspondente com variagao nas concentragdes de Ca’": 0,0;0,1;0,2; 0,5; 1,0;

2,0; 5,0; 10,0 e 50 mM.
2.1.5 Titulagdo no ITC

A titulagdo das interagdes B-tripsina-inibidor, baseada em microcalorimetria, foi
efetuada com o equipamento Isothermal Titration Calorimeter (VP-ITC, MicroCal) com
uma célula com volume dutil de 1,42 mL. Uma representacdo esquemadtica desse
equipamento é mostrada na Figura 2.1. Foram utilizados os tampdes PIPES, HEPES, Tricina
e Tris-HCl, todos 50 mM, mais CaCl2 25 mM, e pH 8,0. As concentracdes dos inibidores
benzamidina e berenil; as injecdes e a aquisicdo de dados foram planejadas em acordo
com as recomendac¢des do fabricante do equipamento, contidas no manual de operacado
correspondente. Resumidamente: a concentracdo do ligante é feita cerca de 30 vezes
superior a concentracdo da macromolécula; faz-se uma injegdo inicial de 1 plL para excluir
a possivel contribuicdo da perturbacdo térmica do sistema, conseqiiente do inicio da
agitacdo da solucdo, ou mesmo para eliminar alguma bolha de ar presente na ponta da
seringa, cujo resultado é descartado para efeitos dos calculos; 20 a 30 inje¢des de 3 a5 pL

devem resultar na saturacdo completa do sitio de ligacdo da enzima. Os resultados



Figura 2.1 — Representagdo esquematica do ITC
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» Durante um experimento uma quantidade fixa de calor é fornecida continuamente

2

a célula de referéncia;

» Um sistema de retro alimentacdo é ativado para fornecer energia compensatéria a

célula da amostra

» Uma pazinha giratéria na célula da amostra, comandada pelo agitador indicado na

figura, estabelece rdpida uniformizacdo de concentracdes quando de adi¢bes de

reagentes.
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foram analisados através da isoterma obtida em grafico, considerando-se apenas um sitio
de ligacdo [121]. O algoritmo utilizado pelo equipamento fornece em um Unico
experimento N, AH, e K; o AG é calculado através do vinculo termodindmico com a
constante de equilibrio e o AS é calculado pelo vinculo termodinamico classico com

AG,AHeT.

2.1.6 Avaliacao do envolvimento de dissociagao ou associagdao de prétons no processo

de associagao para a formag¢ao dos complexos B-tripsina-inibidores

Como o microcalorimetro mede o calor gerado na célula onde ocorre a adi¢dao do
inibidor sobre a enzima poder-se-a também estar ocorrendo envolvimento de calor no
processo de associacdo ou dissociacdo de grupos ionizaveis de cadeias laterais da enzima
com o envolvimento do tampdo. A somatdria dos processos envolvendo a associacdo da
B-tripsina com o titulante (inibidor) mais o envolvimento de associagdes ou dissociagdes
dos grupos ionizaveis resultam no que se convencionou chamar de calor observado, ou
melhor AHgps. Essa variacdo no estado de ionizacdo dos residuos envolvidos no processo
de associacdo pode ser obtida do numero de ions H' permutado entre a enzima e o

tampao com o recurso analitico propiciado pela equacdo de Wyman [122], abaixo.

Nessa equagdo AH . corresponde ao valor observado, obtido do experimento no

S
microcalorimetro, independente da origem do calor envolvido na preparacdo, dentro da

célula de reacdo; AH 45 corresponde a variagdo da entalpia da associagdo sob o enfoque

do estudo em curso; nH* corresponde ao nimero de moles de ions H* permutados e
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AH,, corresponde ao calor de ionizagdao (ou associacdo) para o tampdao em uso. Por

conseguinte repercussdes indesejdveis no resultado procurado podem ser obtidas da

inclinacdo da reta em grafico de AH,; versus AH_ que fornece o resultado do numero

de moles de ions H*. As medic¢des foram feitas com os tampdes seguintes, cobrindo uma

ampla faixa de AHgs: PIPES (AH, = 11.452 J.mol™), HEPES (AH,, = 21.012 J.mol™), Tricina

(AH,, =31.962 J.mol™) e Tris-HCI ( AH,, = 47.530 J.mol™) [123].

Outro parametro termodinamico importante avaliado foram as capacidades
calorificas dos sistemas envolvendo os dois inibidores testados. Para tal, foi usado o
vinculo de ACp com AH e T, por meio de titulagbes com os dois inibidores em sistemas

com Tris-HCl 50 mM, mais CaCl, 25 mM, nas temperaturas de 15, 20, 25 e 35 °C.
2.1.7 Titulagao da B-Tripsina sob Estresse Osmético

A andlise do envolvimento de moléculas de 4dgua com exclusdo ou inclusdo
superficial no processo de associagdo da B-tripsina com os inibidores testados foi feito
através do método do estresse osmodtico [102, 103, 110]. Para avaliacdo de possivel
influéncia da adicdo de co-solutos na constante dielétrica do meio, com favorecimento ou
prejuizo para a associacao estudada, foram utilizados os osmdlitos glicose e glicina com o
primeiro aumentando e o segundo diminuindo a constante; seguindo a estratégia de
Colombo e Bonilla-Rodriguez [124]. Os osmélitos foram adicionados ao tampado Tris-HCI
50 mM com CaCl, 25 mM utilizados para dissolver a enzima e os inibidores, seguindo o
mesmo protocolo anteriormente descrito para as titulagdes no ITC. As concentracdes dos

osmolitos variaram de 0,25 a 1,0 osm.
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2.1.8 Modelagem computacional dos complexos B-tripsina-inibidores

Além dos inibidores testados experimentalmente, benzamidina e berenil, a
p-aminobenzamidina foi incluida nos estudos de ancoragem (“docking”) sobre a B-tripsina
em vista da disponibilidade de dados disponiveis na literatura sobre a associa¢ao entre
essas duas moléculas [46, 125] e que propiciaria dados adicionais comparativos baseados

na modelagem molecular.

Os complexos formados entre a [-tripsina e os ligantes berenil e
p-aminobenzamidina foram construidos pela substituicdo da benzamidina contida na
estrutura cristalografica depositada no PDB (identificagdo 1CE5), utilizando o
procedimento prescrito no programa INSIGHTIl da MSI. As cargas dos ligantes foram
calculadas através do método MNDO contido no pacote MOPAC [126]. Os complexos
resultantes foram entdo estudados com o programa AutoDock, versdo 3.0 [127] utilizando
um método baseado no algoritimo genético utilizado para a pesquisa da melhor posicdo
para os ligantes no sitio ativo da enzima. Foram utilizadas 100 varreduras com uma
populacdo de 50 individuos, com taxa de mutacdo génica de 0,02, e taxa de “crossover” de
0,8. Uma matriz de afinidades com as dimensdes de 48 A x 48 A x 48 A e uma matriz de
espacamento de 0,5 A foi centrada na Ser'® , incluindo portanto o sitio catalitico e
circunvizinhancas [90]. A conformacdo mais estavel, de acordo com o minimo de energia
obtido, é transferida para o programa SYBYL [128] através do qual pode ser feita uma
otimizagdo da geometria dos complexos, e da B-tripsina e dos ligantes isoladamente. Foi
usado um valor igual a 4,0 para a constante dielétrica dependente da distancia, com um

limite de 14,0 A.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

“The “specificity site” of trypsin is now proposed to be [
composed of an ‘anionic site,” to which substrates or
inhibitors bind electrostatically through their positive
charge, and a hydrophobic binding site, located in line |
with, and between, the anionic and catalytic sites, in the
form of a slit or crevice, which binds the carbon side chain
of the substrates or inhibitors”. Marcos Mares-Guia and
Elliott Shaw. The Journal of Biological Chemistry; 1965;

240:1579-85 PDB: 1CES5 (bolsa no sitio S1)

B-tripsina
PDBid: 1TGS
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3.1 - Obtengao da B-Tripsina

A purificagdo da B-tripsina a partir do produto comercial Sigma®, segundo a
metodologia desenvolvida no curso destes estudos, foi bastante eficaz. Em 24 horas é
possivel a obtencdo de cerca de 50 mg da proteina pura, a partir de aproximadamente
80 mg do produto comercial. Um cromatograma tipico destas corridas é mostrado na
figura 4.1 onde sdo indicados: a absorvancia em 280 nm (eixo a esquerda) de aliquotas
iguais para cada fracdo coletada, indicativa da concentracdo de proteinas totais na
amostra; os resultados de absorvancia em 280 nm dos ensaios para a caracterizacdo das
fracoes com atividade amiddsica (eixo a direita); os resultados de absorvancia em 280 nm
correspondentes a atividade amidasica normalizada por miligrama de proteina (cdlculo
baseado em um coeficiente de extingdo molar de 37.000 M*cm™ [118]), e a variacdo do
gradiente da concentracdo de NaCl durante o experimento. As fracdes contendo a
B-tripsina correspondem a ultima banda. Isto é confirmado por resultados similares
encontrados na literatura e especialmente por ser aquela que apresenta a maior atividade
amidasica especifica, cerca de 30% superior a da penultima banda, correspondente a
forma alfa [115]. A atividade especifica relativamente constante na regido correspondente
a ultima banda pode ser considerada um indicativo da presenca de uma Unica isoforma;
descartadas outras possibilidades para interpretar esse resultado, como por exemplo a
ocorréncia de duas isoformas com a mesma atividade amidasica e com o mesmo tempo
de retencdo. Resultados de espectrometria de massas (“eletrospray”) corroboram a
presenca da B-tripsina no conjunto destas fracées. Em trés experimentos foram obtidas

espécies moleculares de massa molecular igual a 23.294,5 £ 0,2 Dalton para um valor
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tedrico de massa molecular igual a 23.292,5 Dalton. Nenhuma outra isoforma teria essa

massa molecular.
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Figura 3.1 - Cromatograma tipico das corridas de purificagdo da
B-Tripsina. Em preto estdo indicados os resultados de absorvancia (A,so) para avaliagdo do
conteldo em proteina total na fracao coletada; em vermelho, em intensidades relativas, a
atividade amidasica total por fracdo analisada (A410); em verde, em intensidades relativas,
a atividade amidasica especifica (absorvancia por unidade de concentracdo, M). A linha
tracejada indica a varia¢do da concentracdo de NaCl de 100 a 300 mM (fora de escala mas

em relacdo de proporcionalidade).
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Vale observar a ocorréncia de alguns resultados elevados de atividade amidasica
normalizada em fragcdes com tempos de retencao baixos; volume eluido < 200 mL. Estas
fragbes podem conter tripsina anidnica [113] e que se caracterizam por uma eficiéncia
catalitica cerca de 10 vezes superior a forma catidnica [27]. Isto ndo foi avaliado por fugir
ao escopo deste estudo e por exigir considerdvel esforco analitico para a sua
caracterizagdo. Ensaios da [B-tripsina obtida para avaliagdo da concentragdo de enzima
ativa indicaram um teor médio de 98 %; sendo portanto confirmada a pureza das

amostras obtidas.

3.2 - Estabilidade da B-tripsina.

Caracterizada a purificagdo da B-tripsina foi feito um estudo da sua viabilidade
integral durante os experimentos. A estabilidade da enzima a temperatura do laboratério,
22°C, em Tris-HCl 50 mM,pH 8,0 pode ser acompanhada na Figura 3.2. Quando pura, em
tampao Tris-HCl, ela perde rapidamente a atividade, cerca de 80% da inicial em questao
de 2 horas. Em preparagao similar, mas com o acréscimo de 25mM de CaCl, a atividade se
mantém praticamente inalterada por um tempo mais que suficiente para a realizacdo dos
ensaios. Isto evita uma possivel autdlise durante os experimentos de titulacdo no
microcalorimetro (cerca de 2 horas). Foram realizadas andlises para o controle especifico
deste parametro. A importancia do cdlcio na estabilidade pode também ser acompanhada

na Figura 3.3.
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Figura 3.2 — Estabilidade da B-tripsina a temperatura ambiente. A enzima foi
armazenada a 22 °C, em Tris-HCl 25 mM, pH 8,0; na auséncia e na presenca de CaCl,
25 mM. A atividade foi aferida com BapNA com os ensaios realizados nos tempos
indicados no grafico. A reta em vermelho indica a atividade residual na presenca do ion

ca® (regressdo linear) e a curva em preto a atividade residual para a enzima armazenada

In?(x/xc)

sem a presenca desse ion (equagdo: y = yg + Ae — > ).
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Figura 3.3 — Influéncia do ion Ca®** na atividade amidasica da B-tripsina sobre

BApNA. O parametro P, = Kd = 0,55 mM.
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A curva obtida e mostrada na Figura 3.3 é uma hipérbole caracteristica de
processos de associacdo ligante-receptor para a formacdo de um complexo; com uma
cinética de primeira ordem relativa a [Ca*']; evoluindo para um estado que pode ser
considerado em equilibrio, no qual o grau de associacdo se torna quase independente da
concentracdo desse ion. Ao analisar a situacdo de equilibrio da reacdo, de acordo com
esse modelo, a constante de dissociacdo estimada é Kq = 0,55 mM. Essa andlise foi feita
para dirimir davidas surgidas no curso do presente trabalho ja que em diferentes estudos
ha diferencas nesta concentracdo, com reflexos em parametros termodinamicos
relevantes, especialmente AH, AS e ACp [45]. Ademais, na faixa de 50 mM de CaCl, ou em
concentracdes acima dessa, a atividade cai dramaticamente, talvez como conseqliéncia de
agregacgdes entre as moléculas de [-tripsina [129]. Esses estudos adotam diferentes
condicGes para as preparacoes, principalmente diferentes valores de pH ou diferentes
condi¢bes de forga ibnica do meio. Essas diferencas devem ser exploradas em um outro
estudo. Nas condi¢gdes experimentais aplicadas neste trabalho, adotando-se uma
concentracdo referencial de CaCl, de 25 mM, ha garantias de que pequenas variagdes
nesta concentracdo nao devem interferir com os resultados obtidos. Além disso, por ser
também adotada por outros autores [46] propicia chances de comparac¢ao de resultados.
Portanto no curso do presente estudo tem-se a garantia de que aproximadamente 98 %

da enzima encontra-se complexada com calcio, conforme dado pela equacdo seguinte.

(% sat) = [Ca*?] / (Kq + [Ca**]) =25/ (0,55 + 25 ) = 0,978
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Portanto, pelos resultados de estabilidade da B-tripsina, as medigdes dos
parametros termodinamicos durante as titulagdes no microcalorimetro nao devem sofrer

influéncias conseqilientes de varia¢cdes na concentracdo da forma ativa da enzima.

3.3 - Titulagdo calorimétrica

Apds a purificagdo e o controle da qualidade da B-tripsina foram realizados os
estudos para a caracterizagdo termodinamica das associagdes entre a enzima com os
inibidores benzamidina e com o berenil. Esses estudos estdao baseados nos experimentos
realizados sob condicdo adiabatica no ITC, onde, em um Unico ensaio é possivel obter os
parametros mais relevantes das rea¢Ges que ocorrem no interior da célula especifica do
equipamento, chamada de célula da amostra. Na Figura 3.4 (pdginas 56 e 57) é mostrado

um termograma tipico dos obtidos nos experimentos realizados.

Figura 3.4 - Isotermas da titulacdo calorimétrica da interagdao da [-tripsina com o
berenil. Em A s3ao mostrados, em preto, as taxas de variacao do calor liberado por unidade
de tempo na formac¢do do complexo enzima-berenil em fun¢do da razao molar entre o
titulante e o titulado e, em verde a taxa correspondente ao calor de diluicdao do titulante.
Em B as quantidades de calor liberadas por mol de titulante adicionado correspondentes a
cada injecdo do titulante em funcdo da razdo molar entre titulante e titulado. A reta em
verde corresponde a regressao linear ajustada aos pontos relativos ao calor de diluicdo do
titulante. Em C é mostrado o termograma liquido, correspondente a subtracdo dos calores

observados em cada injecdo, valores correspondentes aos pontos em preto em B, pelos
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valores correspondentes definidos pela reta da regressao linear. A linha vermelha em C

corresponde aos pontos definidos pela aplicacdo da solucdo analitica de Wyman [122],

considerando-se um Unico sitio de liga¢do do inibidor a enzima. (1 cal = 4,184 ) [62])
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O procedimento e a solucdo analitica para avaliar alguma participacdao de grupos
ionizdveis da enzima nos resultados de medi¢des dos calores envolvidos no interior da
célula, durante as titulacdes, foram feitos conforme descrito em Materiais e Métodos;
capitulo 2; item 2.1.6. Os resultados para ambos os inibidores sdo mostrados na
Tabela 3.1 e em forma de grafico na Figura 3.5, e indicam ndo haver o envolvimento de
ions H" no processo de formag¢do do complexo. Foram obtidos, respectivamente para as

titulagdes com benzamidina e com berenil, nH" igual a — 0,03 + 0,03 ions H * e igual a
0,04 + 0,12 fons H *. Estes dados confirmam que o termo nH ™ x AHtp sao negligenciaveis,

confundindo-se com o erro inerente ao processo das medicdes, indicando que os valores
observados de AH correspondem a valores liquidos referentes aos processos de

associacao enzima-inibidor.

Tabela 3.1 — Variagbes de entalpia para as associagdes entre a [B-tripsina com os
inibidores benzamidina (bz) e berenil (be) em fun¢ao do AH de diferentes tampdes.

Dados obtidos em pH 8,0, a 25 °C, na presenca de CaCl, 25 mM.

Tampdo  AHampao (kJ/mol) AHp; (kJ/mol) AHpe (kJ/mol)
PIPES 11,46 -15,90 -15,48
HEPES 21,00 -16,95 -21,51
Tricina 31,97 -15,69 -19,58

Tris-HCI 47,53 -16,65 -17,07
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Figura 3.5 — AH medido para as associagdes entre a [B-tripsina com os inibidores
benzamidina e berenil em tampodes PIPES, HEPES, Tricina e Tris-HCI. A equacao das retas
é indicada a direita; dados em preto correspondem a benzamidina e em vermelho ao

berenil

Com mais este parametro controlado foram feitas as titulacdes programadas das
associacdes da enzima com os inibidores em situacdo de estresse osmotico. Os resultados

obtidos estdo consolidados na Tabela 3.2 a seguir.
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Tabela 3.2 — Parametros energéticos relativos a associagao dos inibidores benzamidina e

berenil com a B-tripsina sob situa¢do de estresse osmético. Dados obtidos com as

preparacdes em tamp3o Tris-HClI 50 mM, mais CaCl, 25 mM, pH 8,0, a 25 °C (298 K).

Osmolaridade
(osm)

BENZAMIDINA COMO LIGANTE

Glicina como osmodlito

Glicose como osmdlito

BERENIL COMO LIGANTE

Glicina como osmolito

Glicose como osmdlito

0,00
0,25
0,50
1,00

0,00
0,38
0,75

0,00
0,38
0,75
1,00

0,00
0,25
0,50
1,00

N

0,957
1,033
1,028
0,954

0,957
1,126
0,986

0,990
0,993
0,994
0,909

0,990
0,961
0,945
0,991

AG

(kJ.mol™)

-26,79
—-26,84
-26,13
-25,70

-26,79
—-26,74
-26,17

-32,95
-32,81
-32,17
-32,18

-32,95
-32,17
-31,96
-32,23

AH

(kJ.mol™)

-15,17
-12,53
-7,08
—6,48

~15,17
15,15
~11,44

-17,16
-12,33
-12,31
-10,03

-17,16
-18,33
-14,10
-10,50

AS

38,99
48,02
63,93
64,50

38,99
38,89
49,43

52,98
68,72
66,64
74,36

52,98
46,44
59,93
72,92

(J.mol'K™)
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O valor médio de numero de sitios de ligacdo para os dados com benzamidina é
N = 1,01 £ 0,06 e para os dados com berenil é N= 0,97 + 0,03. O valor global é
N = 0,99 *+ 0,05. Quando os dados da Tabela 3.2 s3o analisados, um dos aspectos que
chama a atengdo é o fato de que a constante do equilibrio da associagao -tripsina-berenil
é cerca de 12 vezes maior que para a associa¢do enzima-benzamidina. Da relagdo entre
AG e a constante de equilibrio, equagdo A.1 do adendo 1, obtem-se Kpenzamidina € igual a

49.500 + 2.700 M™ € Kpereni € igual a 596.600 + 25.000 M.

De acordo com dados da literatura cientifica [46, 125, 130] substituintes na posi¢do
para da benzamidina, dependendo das suas propriedades como grupos elétron doadores
ou como elétron atraentes, interferem com a constante de equilibrio da associa¢do
(afinidade). Os grupos elétron doadores intensificam a associagdo enquanto os elétron
atraentes a diminuem [46, 130]. Esta intensificacdo ou diminuicdo estda também
correlacionada com a polarizacdo que os substituintes ocasionam na molécula,
envolvendo a sua maior ou menor hidratacdo no meio. E demonstrado [46, 125, 130] que
guanto mais polar for o substituinte melhor ele se comporta como inibidor competitivo.
Entretanto a diferenca encontrada de afinidades, 12 vezes, ndo deve ser devida a
contribuicdo do grupo triazeno ou do grupo fenil adicionais na posicdao para da
benzamidina, ja que as contribui¢des adicionais a hidrofobicidade ou de polaridade seriam

insuficientes.

Ora, considerando-se que o berenil, ou bis-benzamidina, possui 2 faces
equivalentes seria de se esperar a principio que a afinidade por mol fosse duas vezes

maior. Esta diferenca adicional de afinidade enseja prospec¢des suplementares para se
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caracterizar a associacdo enzima-ligante. O que estaria favorecendo a interacdo com a
bis-benzamidina? Uma primeira possibilidade aventada seria a forca diretora de
interagdes lipofilicas. O berenil possui um anel fenilico adicional em relagdao a benzamidina
e a associacdo lipofilica seria favorecida por superficie complementar rigida e plana [46].
Embora a bis-benzamidina ndo seja exatamente plana, como pode ser visualizado por
meio de modelagem molecular, o volume molar maior poderia oferecer areas de contatos

maiores favorecendo as interagoes lipofilicas.

Com experimentos relativamente simples a hipdtese de contribuicdo lipofilica pode
ser testada, via andlise da variacdo da capacidade calorifica do sistema. Em se tratando de
reacOes envolvendo proteinas globulares, elevada variacdo na capacidade calorifica é
considerada como sendo uma grande evidéncia de que interacdes lipofilicas sejam a forca
diretora para a associa¢cdao com o ligante [131-134]. Por seu lado a varia¢do da capacidade
calorifica do sistema pode ser dimensionada em razdao do vinculo existente com a

entalpia.

A contribuicdo da entalpia para a associagao pode ser analisada com o recurso da
equacdo 0AH = ACp.dT, que apds a integragao resulta: AH = ACp.T + constante para ACp
constante no intervalo de temperatura estudado. A variacdo da capacidade calorifica
pode, portanto, ser determinada graficamente através da inclinagdo da reta em grafico de
AH versus temperatura. Os resultados das titulacdes feitas nas temperaturas de 15 °C,
20 °C, 25 °C e 35 °C s3o mostrados na Figura 3.6, de onde se obtém os seguintes valores
da variagdo da capacidade calorifica para as associa¢des P-tripsina-inibitor, em tampao

Tris-HCl, 50mM, com CaCl, 25 mM, em pH 8,0, a 25 °C: ACp = — 469,4 + 51,4 ) K* mol™



63

para o sistema enzima-benzamidina, e ACp = — 464,7 + 23,9 ) K* mol™ para o sistema

enzima-berenil.

-6 | y=A+Bx =1
i A -0,689 -5544
-0,469 -0,465

AH (kJ.mol™)

1 i 1 i 1 i 1 M 1

15 20 25 30 35

Temperatura (°C)

Figura 3.6 — Determinag¢do de varia¢bes da capacidade calorifica para os sistemas
B-tripsina-benzamidina (circulos pretos) e B-tripsina-berenil (circulos vermelhos). Na

caixa inserida sdo indicados os parametros da equacdo das retas (AH = bg + bt).
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Esses resultados de ACp permitem deduzir ndo haver maior favorecimento

hidrofdbico para a associacdo envolvendo o berenil.

Outra caracteristica peculiar das interagdes lipofilicas € a compensagao entalpia-
entropia, promovendo um tamponamento termodindmico [135]. Uma andlise preliminar
sobre as contribuicdes dos termos AH e AS para a energia livre das associagdes
estudadas, vide Tabela 3.2, indica estar havendo contribui¢des favordveis tanto entalpicas

quanto entropicas.

O tamponamento termodinamico ocorre em fungao de variagdes sincronas entre a
entalpia e a entropia mantendo quase inalterada a energia livre da associacdo ou da
reacdo considerada. Isto pode ser bem acompanhado através dos vinculos estabelecidos
pelas equagbes AG =AH —TAS. A combinagdo das equagdes, em situagao de variagdes
dos paradmetros envolvidos, resulta SAH /ST = ACp e S(TAS)/ST = ACp+AS. Para o
caso em que o termo AS se torna negligenciavel em relacdao a ACp a dependéncia de AH e
TAS se tornam um fator constante igual a ACp e AG se torna um termo relativamente
independente de T. Isto pode ser observado nas associa¢des testadas, como pode ser
visto na Figura 3.7 e comparando-se os valores de ACp (~ 0,50 kJ.mol™.K") com os valores

de AS (~ 0,05 kJ.mol™*.K?) da Tabela 3.2.

Com os dados obtidos e através das Figura 3.6 e 3.7 podemos ainda inferir as
temperaturas nas quais a contribuicdo entalpica e a entrépica se tornam nulas,

respectivamente Ty e Ts. Ty = - 1,81 °C para a associacdo com a benzamidina e
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Ty = -12,0 °C para o berenil; Ts = 61,3 °C para a benzamidina e igual a 66,6 °C para o

berenil.

AG and AH (kJ/mol)

_40....l....l....n....n....n....
0 5 10 15 20 25

TAS (kJ/mol)

Figura 3.7 -Dependéncia de AG e AH com TAS. Simbolos: circulos pretos para o sistema
B-tripsina-benzamidina e circulos vermelhos para B-tripsina-berenil; valores de AH
correspondem aos simbolos cheios enquanto os de AG correspondem aos vazios. Notar

que quando TAS =0, AG = AH.
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Os parametros relacionados a associacdo, até aqui considerados, induzem
descartar a forca diretora da interacao lipofilica como responsdvel pela maior afinidade do
berenil para a associacdo enzima-inibidor. O motivo para explicar a maior afinidade

observada deve vir de outras forgas diretoras para a energia livre da associagao.

O reconhecido efeito de moléculas de dgua na estrutura [90, 99, 136] e na funcao
das proteinas, influenciando a dindmica macromolecular, fornece uma oportunidade de
prospeccdo adicional sobre os aspectos energéticos envolvidos na interacdo enzima-
inibidor. Isto foi feito usando o método do estresse osmdtico [102, 103]. A partir da
equacdo de Gibbs-Duhem pode-se demonstrar que, para uma proteina em diluicdo

infinita: dAG = —AN_dz, . Nesta equagdo AN, é a diferenga no nimero de moléculas de
agua entre o estado macromolecular final e o nimero no estado inicial, e 15 é o potencial
guimico da dgua ou de outro parametro correlacionado. A equacdo pode ser re-escrita na

forma dInK/dIna; =ANg = NaEI —(NaE + Nall). Nesta equagdo NaEI corresponde ao

numero de moléculas de 3agua associadas com o complexo formado; NE e N',

respectivamente, € o nimero de moléculas de agua associadas com a enzima livre e com o

inibidor na preparacao.

Para este estudo, o uso da glicose e da glicina como osmdlitos segue a estratégia
de Colombo e Bonilla-Rodrigues [124]. O propdsito é excluir dos resultados uma possivel
interferéncia devida a mudanca do valor da constante dielétrica da solugdo. Os dois
osmolitos tém repercussdes opostas nesta propriedade. Os resultados obtidos através do

estresse osmoético sdo mostrados na Tabela 3.2. Os dados para cada inibidor foram
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langados em grafico de In(K/K,) em funcdo da atividade da agua, como pode ser visto na
Figura 3.8. Dentro do erro experimental as inclinacdes das retas sdo coincidentes;
consequientemente resultando em um numero igual de moléculas de agua, independente
do osmolito testado e do inibidor. Um aspecto importante a ressaltar é que embora os
osmolitos glicina e glicose exercam efeitos opostos na constante dielétrica da agua eles
apresentam efeitos similares sobre os parametros termodindmicos relativos ao processo
de associagdo dos dois inibidores competitivos com a PB-tripsina. Por causa dessa
similaridade; e para um melhor alinhamento estatistico dos resultados; os valores das
constantes de equilibrio foram normalizados e plotados em um Unico conjunto com uma
regressao linear comum, como mostrado na figura 3.8. Da inclinacdo desta curva é
determinado que o numero de moléculas de dgua absorvida da solugdo pela enzima como
conseqliéncia da associacdo é 21,1 + 3,4. De fato, superficies topologicamente distantes

do sitio catalitico sdo consideradas participantes ativos nesta inclusdo [93, 128].

De acordo com Parsegian et al. [102], "esse resultado é caracteristico das reag¢des
com mudangas no nimero de moléculas de dgua que sdo seqliestradas em bolsas ou em
cavidades estericamente inacessiveis". E reconhecido que as enzimas s3o mais estaveis na
presenca de substratos e de inibidores competitivos, e uma possivel contracao da enzima
é relacionado a formac¢do dos adutos correspondentes. De fato o resultado observado,
inclusdo de moléculas do solvente, inclui por si mesmo a participacdo de superficies
distantes no processo de associagdo uma vez que se esperaria ocorrer a exclusao de cerca
de cinco moléculas de 4gua na ligacdo do inibidor ao centro ativo da enzima. De acordo

com dados de simulacdo computacional [137] o volume ocupado pela cadeia lateral da
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arginina corresponde ao volume de seis moléculas de agua, enquanto o volume
correspondente para a cadeia lateral da lisina é equivalente a cinco moléculas de agua.
Nesse Ultimo caso uma molécula de dgua permanece na bolsa catalitica para compensar o

menor comprimento da cadeia lateral [102].

0.50 . . . 3
0.25 | : -
0.00

-0.25

In (KIK,)

-0.50

_0-75 1 1 1 ;
-0.020 -0.015 -0.010 -0.005 0.000 0.005

In (ay,)

Figura 3.8 — Dependéncia da constante de formagao dos complexos de [-tripsina
com os inibidores benzamidina e berenil em fung¢do da atividade da agua. Os dados
referentes a cada conjunto inibidor e osmdlito foram normalizados. Os circulos em preto
correspondem aos dados para a benzamidina e os vermelhos correspondem aos dados
para o berenil. O simbolo de coordenadas 0,00 x 0,000 representa dois pontos

superpostos (um circulo preto e um vermelho).
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Uma outra abordagem permite confirmar a inclusdo de moléculas de dgua na
formacdo do complexo enzima-inibidor. Esta pode ser acompanhada pela discussdo
abaixo e pela inspecdo das diminui¢cdes de AG na Tabela 3.2 (conseqliéncia das reducdes
de K em fun¢do do aumento da osmolalidade).

Seja a equagao quimica genérica:

E+ 1 == El.
acompanhada por varia¢des na hidratacdo dos reagentes:
ng + na =—= ng
E corresponde a enzima; / ao inibidor; E/ ao complexo formado; n, ao numero de
moléculas de dgua de hidratagdo, com os superescritos caracterizando os reagentes.
Seja a constante de equilibrio da formagao do complexo:
K=[EJ/(E]IT).

Tomando como condi¢des de referéncia, T e p constantes, composicdo quimica
com L, constante, as variagdes no equilibrio da reacdo da associagao enzima-inibidor pela

alteracdo do termo dgua é definida pela variacdo no seu potencial quimico. Ou,
dinK
AN o) g nt ]

Pode-se confirmar que se ocorre associacdo de agua no processo de formacdo do

complexo enzima-inibidor, (ANa > 0), e como ha uma concomitante redugdo na atividade

da 4dgua com o acréscimo do osmdlito, had portanto um decréscimo na constante de
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associacao da reacdo de formacdo do complexo com conseqiiente deslocamento do

equilibrio na diregdo dos reagentes.

Todos os resultados de parametros termodinamicos até aqui obtidos neste estudo
foram insuficientes para explicar a grande diferenca de afinidade entre os dois inibidores
pela B-tripsina; cerca de 12 vezes maior para o berenil; com diferenga de 6,16 kJ/mol na
energia livre de Gibbs. Desses resultados talvez o mais singular seja a similaridade na
capacidade calorifica. Esta grandeza é considerada como uma “assinatura do efeito
hidrofébico”. O efeito hidrofébico, em termos termodinamicos, classicamente é
caracterizado por uma alteracao positiva na entropia e uma variacdo negativa alta no ACp.
Quanto maior for a diferenga maior serd a contribuicao desse tipo de forca diretora. Ndo é
esse o0 caso observado para a reacao envolvendo a benzamidina e o berenil;
ACp = -477,1 + 86,8 ) K* mol™ e ACp = -464,7 + 23,9 J K* mol™ respectivamente, embora
se observe uma variacdo positiva bastante significativa no termo entropia;
AS = 38,99 JmoltK! e AS = 52,98 J.moltK?, respectivamente para as reagdes

envolvendo a benzamidina e berenil.

Resultados dos parametros energéticos referentes a associacdao tripsina-L
(L= benzamidina, berenil, p-aminobenzamidina sdo também apresentados em forma
grafica na Figura 3.9. Esse tipo de representacdao permite visualizar as variacdes na
energia livre de Gibbs, influenciadas por altera¢bes estruturais dos reagentes. Uma
ligacdo de hidrogénio adicional caracteristicamente incrementara o valor negativo de AG e
o de AH (favoraveis a associacdo) embora torne —TAS mais positivo (desfavoravel). A

adicao de um grupo hidrofébico, para aumento na afinidade, resultard em um aumento
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no valor negativo de AG e no de -TAS [138]. Pode-se observar que a
p-aminobenzamidina apresenta dados condizentes com a ocorréncia de uma liga¢ao de
hidrogénio adicional comparada a benzamidina (aumento no valor negativo de AH

(11,7 kl.mol™) e reducdo no valor negativo de —TAS (9,42 kJ.mol™)).

AG AH —TAS

0,00

-5,00

-10,00

-15,00

-15,79

17,2
-20,00

-25,00

Energia na associagdo tripsina-ligante (kJ.mol)

-26,9

-30,00

-32,95

-35,00

.1 Benzamidina HBerenil H pAminoBenzamidina

Figura 3.9. Parametros energéticos envolvidos na associacdo da tripsina com
benzamidina, berenil e p-aminobenzamidina (Dados referentes a p-aminobenzamidina

obtidos da referéncia [46]).
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Para o caso da associacdo com o berenil, tomando-se novamente a benzamidina
como referencia, ndo seriam ligacdes adicionais de hidrogénio responsaveis pelo aumento
observado na afinidade. Isso é mais creditado ao termo entropia. O acréscimo significativo
na contribuicdo entrépica pode ser atribuido ao fato do berenil apresentar duas
extremidades iso-energéticas. Segundo Sturtevant “um acréscimo no numero de
conformacdes iso-energéticas em uma molécula resulta em um acréscimo na sua entropia

sem qualquer alteracdo diretamente relacionada na capacidade calorifica” [138].

Torna-se conveniente considerar outros fatores que estariam envolvidos na
reacdo. Fatores tais como impedimento estérico; efeito indutivo; interagdes dipolo-dipolo
ou lipofilicas na superficie, fora da fenda de especificidade S;; encobrimento de dareas
superficiais da enzima; custo energético da desidratacdo no sitio ativo; tém sido
considerados insuficientes para explicar completamente os resultados da interagao entre

a tripsina e ligantes estudados [135].

3.4 - Modelagem molecular

A fim de procurar outros fatores para elucidar a diferenca nas afinidades foram
entdo feitos estudos tedricos sobre a associacdao dos dois inibidores sob analise com a
enzima. Adicionalmente, a p-aminobenzamidina foi incluida na andlise devido a
disponibilidade de dados experimentais na literatura [46, 125, 139], o que amplia o leque
analitico, e ao fato de que a sua estrutura é muito relacionada as estruturas dos dois
ligantes testados experimentalmente. Usando os programas AutoDock e SYBYL os
complexos formados entre a [-trypsin (R) e os inibidores mencionados (L) foram

otimizados (RL); as energias da enzima e dos ligantes isolados na conformacdo
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farmacofdrica foram avaliadas (respectivamente Ri e Li) assim como as energias apds a
otimizacdo das geometrias (respectivamente Rf e Lf). Esses resultados sdo mostrados na
Tabela 3.3, onde também podem ser vistos os valores para energias de perturbagao (Ep),

de interacao (Ei), e de ligagdo (Eb), calculadas de acordo com as equagdes seguintes.
Ep=EpR+EpL=(Rs —Ri)+(Ls —L);
Ei = RL—Ri —Li,e

Eb:Ei+Ep'

Tabela 3.3. Componentes energéticos tedricos relativos a associagao da B-tripsina com
os inibidores indicados (dados em kJ.mol™).

RL° Ri® Rf° L® L Ei° Eb®  EpR® EpL®
Benz® -2.380,0 -2.348,7 -2.494,1 15,5 13,2 -46,9 58,7 103,3 2,3
pAmB®  -2.379,7 -2.348,4 -2.494,2 14,5 12,7 -45,8 59,9 1039 1,8
Berenil -2.,435,9 -2.366,1 -2.503,1 36,9 28,6 -106,7 -3,6 949 8,2
® - Benz significa benzamidina e pAmB, p-aminobenzamidina.
b _ RL representa o complexo enzima-inibidor apds otimizacdo da estrutura; Ri e Li,
respectivamente, a enzima e o inibidor isolados, na conformacao farmacofdrica; Rf (para

a enzima) e Lf (para os ligantes) as energias apds a otimizacdo das geometrias, e Ep, Ei e

Eb, respectivamente, as energias de perturbacao, de interacdo e de associacao.
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As energias calculadas ( Ep, E;j e Ey) para a benzamidina e a p-aminobenzamidina

sdo razoavelmente préximas, o que é um reflexo da similaridade estrutural entre elas.
Entre as energias de ligacdo calculadas apenas o berenil apresentou um valor negativo.
Isto é consequente das elevadas perturbacdes causadas pelo ligante no sitio de ligacdo da

tripsina (EpR), de acordo com o campo da forga aplicado. As energias da interagdo ( E;)

refletem somente a interagdo intermolecular entre o ligante e as moléculas da enzima na
conformacdo do complexo, apds a otimizacdo desse Ultimo com o SYBYL. E também
importante observar que o berenil exibe a condicdo mais favordvel para a interacdo em
termos energéticos. O fato de que a energia da interacdo da benzamidina é ligeiramente
mais favoravel do que aquela da p-aminobenzamidina pode ser interpretado com base na
dispersdao da carga positiva do grupo amidina desta ultima. Isto ocorre porque o grupo
amino, sendo um excelente doador de elétron, diminui a carga positiva da amidina,

reduzindo assim a interacdo do grupo com o carboxilato Asp'’* (Asp™®®

na Figura 1.3)
presente no fundo da bolsa do sitio S;. Entretanto as determinacdes calorimétricas
contradizem este resultado uma vez que a afinidade da p-aminobenzamidina é cerca de
4 vezes mais alta do que aquela da benzamidina [46, 139]. Esta discrepancia pode
ser devida a metodologia usada para os cdlculos que n3o leva em conta a contribuicdo
da solvatacao diferencial dos complexos ou dos ligantes isolados. A variagcdo na
capacidade calorifica, ACp, para ambos os inibidores sugere que a contribui¢ao do efeito

hidrofébico deve ser negativa para ambos os compostos [134]. ACp para a benzamidina é

-469,4 + 51,4 ) mol* K' (obtido neste trabalho) e -519,0 J mol® K* para a

p-aminobenzamidina [46]. Os efeitos de solvatacdo e de de-solvatacdo dos ligantes, do
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receptor e dos complexos, isto €, as mudancas na energia livre para transferir os ligantes
do interior da solucdo para o sitio de ligacdo sdo exergbnicos. O fato de que a carga
positiva da amidina estar mais dispersa na p-aminobenzamidina deve diminuir a forca da
interacdo entre esse inibidor e as moléculas de agua. Conseqglientemente o custo
energético relacionado a liberacdo das moléculas de dgua em torno da molécula do
ligante, necessdria a associacdo, sera menor para a p-aminobenzamidina comparada a
benzamidina. Assim espera-se que a p-aminobenzamidina apresente uma constante de
associacdo mais favoravel do que a benzamidina, embora a interacdo especifica dentro do

sitio seja enfraquecida pela dispersdo da carga.

O efeito da dispersdo da carga na energia livre da associacdo contém contribuicdes
opostas: ao mesmo tempo em que enfraquece a interagdo entre o grupo amidina com o
residuo aspartato no fundo da bolsa, o que prejudica a interagdo, também enfraquece a
interacdo entre o grupo amidina e as moléculas do solvente, favorecendo a interagao. As
energias livres de ligacao obtidas dos estudos no ITC indicam que o uUltimo efeito deve ser
0 mais pronunciado. Entretanto estes efeitos necessitam ser melhor investigados
levando-se em conta as areas superficiais acessiveis ao solvente e calculando a energia
livre da solvatagao, a fim de se obter algumas prospecg¢des sobre os efeitos de solvatagao

e de de-solvatacdo na energética da formacdo do complexo.

A ocorréncia de ligacdes do hidrogénio é outro fator importante na estabilizagdo
da associacao dos inibidores as enzimas, refletindo na estabilidade do complexo. Estudos

com mutantes, onde essa ligacdo estd ausente, confirmam a sua importancia para a
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estabilidade do aduto proteinas-ligantes [138-140]. Entdo, no trabalho atual, avaliamos as

possibilidades desse tipo de interagao entre as moléculas analisadas.

Dados calorimétricos indicam que ligagbes de hidrogénio podem ser tanto
entalpicamente favordveis quanto entropicamente desfavordveis. Isso, possivelmente
porque a formacao de interacdes por ligacdes de hidrogénio étimas requer a imobilizacdo
do ligante, da molécula de dgua e/ou de grupos importantes da proteina [141]. A Figura
3.10 mostra os trés inibidores na bolsa do sitio catalitico S; da B-tripsina apds a otimizagao
e a minimizacdo das energias com o programa SYBYL. E possivel observar que a
p-aminobenzamidina pode formar uma ligacdo adicional de hidrogénio com o grupo OH
do residuo Ser'’’(Ser'®® — Figura 1.3). O berenil mostra diversas interacdes com a tripsina,
algumas no interior da bolsa S; com residuos Asp'’* e Ser'®® (Asp*®® e Ser?'’-Figura 1.3), e
adicionalmente com residuos Ser’’(Ser'*-Figura 1.3), His°(His>’-Figura 1.3), e

Ser78(Ser96-Figura 1.3) situados fora do sitio.

LigacOes de hidrogénio, quando 6timas, repercutem no valor de AG usualmente
entre 4,2 kl.mol™ e 25 ki.mol™ [142]. A forca desse tipo de liga¢io depende do doador, do
receptor, do angulo formado pelos orbitais envolvidos, da preparacdo e da distancia entre
os atomos [141]. No caso presente (p-aminobenzamidina-tripsina) corresponde a
2,3 kl.mol* (benzamidina como referencia) e a distancia obtida pela modelagem
molecular é de 0,35 nm (3,5 A); dados ndo muito elucidativos para se considerar ligacdes
de hidrogénio. Deve-se no entanto observar que na modelagem aqui apresentada nao foi

considerada a possibilidade da ocorréncia de uma molécula de agua ao fundo da bolsa S;.
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Figura 3.10 — Interagcdes da benzamidina (A), berenil (B) e p-aminobenzamidina (C) com
residuos da B-tripsina no sitio catalitico S; e vizinhangas. Sdo mostrados apenas os
residuos envolvidos e as possiveis ligacdes de hidrogénio. Os atomos dos residuos estdo
indicados por correspondentes raios de Van der Walls. Observar que comparativamente a
.. . ~ . A s . . 177
benzamidina, a pode formar uma ligacdo de hidrogénio adicional com Ser™"’, e que o
. . . N ; . ~ 177 H ~
berenil, adicionalmente a uma possivel ligacdo com Ser~"’, pode formar outra ligacdo com

171
,S

Ser’®. Os residuos Asp er'® e Gly*®, todos permitindo a formac3o destas ligagdes com

7 estd

N e el e ~ . . , 1
os trés inibidores, estdo localizados mais ao fundo da bolsa S;. O residuo Ser /
localizado a entrada desta bolsa e o Ser’® do lado de fora de S;. Figuras produzidas com o

programa Sybyl [128].
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Para o caso da associagdo com o berenil ele mostra uma energia muito mais
negativa de intera¢ao do que as duas benzamidinas e, apesar de apresentar diversos
pontos de contato com o receptor, mostra uma energia de perturbagdo com carater
positivo menor (Tabela 3.1). Chama a atencdo na Figura 3.9 o incremento significativo no
valor negativo de —TAS correspondente. Embora sejam previstas duas ligacoes de
hidrogénios adicionais (Figura 3.10), comparado a benzamidina, o valor do termo AH é
menor que para a p-aminobenzamidina (Figura 3.9), possivelmente devido ao
tamponamento termodinamico. Estas duas ligacdes devem também serem fracas, ou
negligencidveis, ja que as distancias entre os atomos envolvidos sdao consideravelmente
longas; 0,33 nm (3,33 A) no caso Niigzeno-Ser'’’ (ou Ser'**-Figura 1.3) e 0,34 nm no caso
Niriazeno-S€r’ (ou Ser®®-Figura 1.3). O incremento no valor negativo do termo —TAS deve
entdo ser conseqliéncia de uma possivel interacdao entre o grupo fenila externo do berenil
com outro grupo na superficie externa da enzima com formacdo de correspondente

“ligacdo” m-m. Essa interacdo deve ser estudada em trabalhos subseqlientes.
Estes resultados explicam qualitativamente os dados calorimétricos obtidos.

A conclusdo mais importante, baseada nos dados obtidos através deste estudo, é
gue a benzamidina e o berenil se confirmam como moléculas altamente promissoras
como ponto de partida para a sintese de derivados quimicos que possam atuar como
ligantes ou inibidores mais eficazes para a tripsina e outras serinoproteases. O

planejamento de ligacbes de hidrogénio ou de formacdo de complexos © que possam
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atuar fora do sitio S1, na superficie da proteina, sdo novas diretrizes importantes para os

projetos de sinteses.
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4 - CONCLUSOES

1- Todos os parametros termodinamicos da associagao entre a B-tripsina com os
inibidores competitivos benzamidina e berenil foram determinados. Estdo definidos a
temperatura, pressdao, composicao, possiveis variagdes na composicdo do solvente,
constantes de associagao, variagdes nas capacidades calorificas dos sistemas, relagdes
estequiométricas, variagdes na energia livre, variacGes de entalpia, variagcdes na entropia,
o envolvimento de moléculas de agua e conseqliente avaliacdo da sua contribuicdo
energética aos processos de associagdo em estudo. Por conseguinte, os estados dos
sistemas foram definidos em acordo com a definicdo de Gilbert Castellan [62] de que “um
sistema estd num estado definido quando cada uma de suas propriedades tem um valor

definido”.

2- Todos os objetivos estabelecidos para esse estudo foram alcangados.

3- Pelo que foi possivel encontrar na literatura cientifica, pela primeira vez é feita
uma andlise tdo completa, baseada em dados experimentais, das forcas diretoras da
associacdo da B-tripsina com inibidores sintéticos; do envolvimento e da contribui¢ao de

moléculas de dgua aos processos.

4- A proposicdo de sintese de inibidores que propiciem ligacdes de hidrogénio fora
da bolsa catalitica, projetados para atuarem como um grampo na superficie da enzima,
estabelece uma estratégia importante para o planejamento de novos farmacos, com

maiores afinidades.
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ANEXO 1 - EQUACOES DA TERMODINAMICA

Toda a quimica, incluindo a quimica de sistemas bioldgicos, pode ser
interpretada com base nos fatores fisicos inter-relacionados: energéticos,
estruturais e dindmicos. Mas os energéticos podem ser considerados os
principais uma vez que determinam o comportamento dindmico e estrutural
das biomoléculas, e conseqiientemente a reatividade [Bloomfield, 2002;
ref.47].



O objetivo da andlise termodinamica de um sistema biomolecular é medir as
alteragdes nos parametros atinentes tais como energia livre, entalpia, entropia e volume,
gue acontecem durante os processos ocorrendo no seu interior. Embora o sistema seja
muito complexo é possivel se obter informac¢des preciosas através de consideracdes

relativamente simples, com a aplicagdo de algumas poucas equagdes basicas.

Dada a equacgao genérica, onde M representa uma macromolécula e L um ligante

qualquer,

ML

A condicdo de equilibrio é estabelecida quando a relacdo das concentragdes dos
componentes da preparagdao se tornam constante. Esta relagdo é conhecida como

constante de equilibrio K, dada, no exemplo acima, por

K=[ML(M]IL)

Dentre as equagoes utilizadas para descrever, ou melhor analisar o sistema sob um
enfoque energético, com base nas leis da termodinamica, a mais pratica e também a mais
usada é a relagcdao entre a constante de equilibrio K e mudangas na energia livre, ou

energia de Gibbs, dada por:
AG =-RT InK A.l
Esta equacdo, muitas vezes, é mais pratica quando considerada na sua forma exponencial.

A.2



K = exp—(AG/RT)

Uma outra equacdo muito util relaciona mudancas na energia livre com variacdes
de entalpia e de entropia, a temperatura e pressdao constantes [62] e é derivada da

definicdo da energia livre de Gibbs:
AG =AH —TAS.

A entalpia (H) é uma grandeza relacionada com a formacdo, quebra ou distor¢ao de
ligacdes (ligacdes ndo covalentes no caso de simples associacdes inter ou
intramoleculares), enquanto a entropia (S ) é uma grandeza relacionada com a ordem do

sistema, ou melhor, com probabilidades de interagdes.

Muitas vezes as medi¢cBes das grandezas termodinamicas sdo dificultadas por
guestdes operacionais. Portanto é desejavel a obtencdo de relagbes praticas. Uma delas é

a capacidade calorifica do sistema a pressao constante, Cp’, definida como
Cp= (de/dT), onde Qp é o calor envolvido com a vizinhanca e dT ¢é a variacdo de

temperatura associada ao processo.

De rela¢®es precedentes e da defini¢do de entalpia (dH = de() [Castellan, 1986],

obtem-se:

dQg = (oH /T) paT.

A3

A4



E obtida uma relagdo entre o calor envolvido com a vizinhanca com a variacdo da
temperatura do sistema, a pressdao constante. Combinando a equacdo A.4 com a de

definicao de Cp, obtem-se,

Cp=(BH/4T)p. A-3
Esta é uma equacdo que relaciona uma derivada parcial com a quantidade mensuravel
Cp, Ademais, pode ser demonstrado que a diferencial total dH, a pressdao constante,
resulta em:
A.6

dH = CpdT

Para variagdes finitas de estado, com Cp constante no intervalo de T analisado,
medi¢Ges de AH em diferentes temperaturas e com os dados sendo plotados em grafico
de AH versus T deve resultar uma reta cuja inclinagdo fornece diretamente o valor de

Cp.

Uma outra forma de expressar as variagdes na energia de Gibbs, e extremamente
util para as analises bioquimicas, é baseada em uma das quatro equag¢des fundamentais
da termodinamica [62]. Levando em conta variagdes infinitesimais no nimero de moles
dos componentes do meio reacional, tem-se que:

dG = —SdT +Vdp + " (xjdnj). A7
i



Nesta equagdo 4j corresponde ao potencial quimico do componente i, e nj é o nimero

de moles do componente i.

Para sistemas a temperatura e pressdo constantes (SAdT = Vdp = 0), e para
variagoes infinitesimais no nimero de moles e no potencial quimico de um componente, a
equacdo acima pode ser expressa em uma forma mais compacta, conhecida como
equacao de Gibss-Duhem.

dG = > (njdy;j + jdnj)
i

A combinacdo desta com a equacdo A.7, resulta, para o sistema em equilibrio (AG

> (njduj) =0

Esta relacdo, para sistemas com dois componentes, por exemplo dgua a e um

soluto S, resulta apds rearranjo em:
dus =—(na /ns)dua

A equacdo A.10 indica que as variagdes nos potenciais quimicos dos componentes
do sistema sdo interdependentes e permite que se focalize a atencdo sobre as influéncias
direta e indireta do soluto e da agua sobre um estado macromolecular. Entretanto, apesar

da obtencdo de relagdes matematicas entre os potenciais quimicos e os numeros de

A.8

A9

A.10



moles dos componentes do sistema, tem-se uma equacdo com utilidade pratica limitada.
Portanto é desejavel estender a relacdo analitica. Em Parsegian e col. [104], é apresentada
uma descricdio de um estado macromolecular formado por trés componentes: uma
macromolécula, M; agua, @ e um co-soluto S; com correspondentes andlises

matemadticas. Um resumo desta analise é apresentado a seguir.

Fazendo a concentragdo de M suficientemente pequena de modo que moléculas
individuais estejam separadas uma das outras eliminam-se as interag¢bes eletrostaticas
entre elas. Nesta situacdo M interage apenas com a e com s. Seja N, e N, respectivamente
o numero de moléculas de dgua e do co-soluto em interacdo com M. Para as condi¢des
experimentais M é considerada como uma membrana semi permeavel e a preparacao
semelhante a uma solucdo em equilibrio osmoético em equilibrio com n, e ny moléculas da
solucdo global; a solucdo que banha o estado macromolecular considerado (M + N, + N),
tomada como de referéncia. A partir das eq. A.7 e A.9 obtém-se, no equilibrio,

dG =0=-SdT +Vdp— > _njdn; .
i
E, para situagdes nas quais a temperatura e pressao sao mantidas constantes, as
vinculagdes da equacdo A.11 ligam as alteragdes no potencial quimico macromolecular,

ou energia livre, a alteragdes nos potenciais quimicos da agua e do co-soluto. Ou:

dGm =-Nadug —Ngdus,

A.11

A.12



A solucdo de referéncia permanece sujeita aos vinculos estabelecidos pela equagdo A.9

(ou A.10).

Os vinculos estabelecidos na equacdo A.12 sdo também pouco elucidativos. Entretanto
combinando as equagdes A.9 e A.12, ou seja, estabelecendo-se o vinculo entre dois

sistemas comunicantes e fazendo os rearranjos pertinentes para isolamento de N,

obtemos:
A.13
dGy =—Na{l—[(na/ng)/(Na/Ns)] Jdua =—Neadua
onde, Ngg corresponde ao numero de aguas excluidas.
Seja por exemplo uma macromolécula que pode passar de uma configuracdo a
para uma configuracao b.
a b
O estado de equilibrio entre as duas formas pode ser descrito em consonancia com a
equacao A.2.
[b]/[a] = K = exp~(AG../RT), A14

Da equagao A.13, obtemos que

dAGab = —ANeaat_)d,Ua . A.15



Graficos de AAG, ou de uma grandeza equivalente, versus Agy,, ou grandezas também

equivalentes como por exemplo atividade, coeficiente de atividade, pressao parcial, etc.,

e ab .
devem fornecer uma reta cuja inclinagdo ddé diretamente o valor de ANgg , o nimero de

moléculas de dgua excluidas na transicao do estado macromolecular de a para b.

Considere-se ainda uma interpretacdao de modo muito simples o envolvimento de

moléculas de dgua no processo de associacdo entre uma enzima E e um ligante L.

—HO . g

Mantidos constantes T, p e a composicdo da preparacdo, mudancgas no potencial quimico

da 4gua, a, sdo dadas por:
du, =d[RT In(ay )], A.16

onde a,4 é a atividade do solvente. Associando esta equagdo com a A.15 resulta

dAGE| =—ANgy x iy =—ANgy xd[RT In(ag )]. A.17
~RTd(INK)=-ANg, xRTd(Ina,) A.18
dInKE = AN, xd(Inag) A.19

onde AN, = NEL —(NaE + NE!{). A integragdo no intervalo entre a; =1 e a, fornece a

relacdo seguinte.

A.20



(In Kg —In K,"EL):ANa x(Inag —In1)

In(KEL/KOEL):ANaxInaa. A.21

O grafico de In(KEL/K"EL) versus Ina, deve resultar uma reta cuja inclinagdo da o

numero de moléculas de dgua associadas ao processo de formacao do complexo EL.



