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Resumo

As proteases de serina constituem cerca de um terco das proteases e podem ser encontradas
em virus, bactérias e eucariotas. Possuem uma triade catalitica no centro ativo para a sua atividade,
composta pelos residuos altamente conservados, Ser-195, His-57 e Asp-102. Receberam esta
denominacao por terem um mecanismo catalitico comum, caracterizado pela existéncia de um residuo
de serina no centro ativo, essencial para a atividade enzimatica.

Em humanos, séo responsaveis por fungdes essenciais, tais como a digestédo, coagulacdo do
sangue, a fibrindlise, o desenvolvimento, a fertilizagdo, a apoptose e imunidade.

Uma familia de inibidores que tem sido extensivamente estudada para estas proteases, mais
especificamente para a uroquinase, consiste em derivados do acido borénico. Estes podem ser
inibidores muito potentes, dependendo da sua estrutura e normalmente ligam-se covalentemente a
serina catalitica através do atomo de boro.

Este trabalho estudou a interacao de duas enzimas desta familia - tripsina bovina e trombina
humana com esta familia de inibidores. Um dos objetivos foi também sobre-expressar a uroquinase de
forma heterdloga em Pichia pastoris, uma enzima da mesma familia. Para a avaliagio destas interacdes
recorreu-se as técnicas de cristalografia de raios-X, eletroforese em gel de poliacrilamida e cinética
enzimética.

De acordo com os dados obtidos nos ensaios cinéticos em que se utilizou o substrato BApNA,
concluiu-se que a maior parte destes inibidores inibem a tripsina, sendo que aquele que inibe mais
fortemente é o composto AB1 e o que inibe menos ou nada é o composto SR8.

Pela cristalografia de raios-X apenas foi possivel obter dados de difracdo da tripsina com o
composto AB11 e verificou-se que este interatua com o centro ativo da enzima, tendo sido assim
possivel determinar a estrutura do complexo enzima-inibidor. Os restantes compostos nédo se ligaram
a proteina, mas em dois deles, no JS67 e no SR5 foi possivel visualizar alguma densidade eletrénica
de dificil interpretag&o no centro ativo.

No que diz respeito a trombina, ndo foi possivel obter resultados tanto por cristalografia de
raios-X como por ensaios cinéticos, dado que ndo se obtiveram cristais da proteina e ndo se visualizou
interacdo com o composto JS62.

Por dltimo, iniciaram-se os testes de sobre-expressédo da uroquinase em Pichia Pastoris, ndo

se tendo obtido resultados fiaveis.

Termos chave: Cinética enzimatica; Cristalografia de Raios-X; Tripsina; Trombina; Uroquinase; Pichia

pastoris; Inibidores de proteases
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Abstract

Serine proteases constitute about one third of proteases and can be found in virus, bacteria and
eukaryotes. They possess a catalytic triad at the active site for activity, composed of the highly
conserved residues, Ser-195, His-57 and Asp-102. They received this denomination because they have
a common catalytic mechanism characterized by the existence of a serine residue at the active site,
essential for enzymatic activity.

In humans, they are responsible for essential functions, such as digestion, blood coagulation,
fibrinolysis, development, fertilization, apoptosis and immunity.

A family of inhibitors that has been extensively studied for these proteases, specifically for
urokinase, consists of boronic acid derivatives. These can be very potent inhibitors, depending on their
structure usually by binding covalently to the catalytic serine through the boron atom.

This work studied the interaction of two enzymes of this family - bovine trypsin and human
thrombin with this family of inhibitors. One goal was also overexpress urokinase heterologously in Pichia
pastoris, an enzyme of the same family. For this study we used X-ray crystallography, polyacrylamide
gel electrophoresis and enzyme kinetics.

According to the data obtained in the kinetic assays which used BApNA as a substrate, it was
concluded that the majority of these inhibitors inhibit trypsin, being one that inhibits most strongly is the
AB1 compound and which inhibits little or nothing is the compound SR8.

By X-ray crystallography it was found that only compound AB11 interacted with the active site
of trypsin, has thus been possible to determine its structure. The remaining compounds did not bind to
the protein, but in two of them, the JS67 and SR5 was possible to visualize some electronic density
difficult to interpret in the active site.

Relative to thrombin, it has not been possible to obtain results by x-ray crystallography and by
kinetic assays, since there are not obtained crystals of the protein and do not interact with the compound
JS62.

Finally, optimized to overexpression of urokinase in Pichia pastoris, has not taken large

conclusions.

Keywords: Enzymatic kinetics; X-ray crystallography; Trypsin; Thrombin; Urokinase; Pichia pastoris;

Protease inhibitors
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1. Introducao






1.1. Proteases de Serina

Uma protease ou peptidase é uma enzima que catalisa a hidrélise (quebra de ligagdo covalente
com participacdo de uma molécula de agua) de ligagdes peptidicas de outras proteinas e fragmentos
de proteinas levando a formagdo de grupos amina e carboxilo, originando pequenos péptidos e/ou
aminodcidos livres.

As proteases encontram-se em todos 0s seres vivos e representam aproximadamente 2% do
nuamero total de proteinas presentes em todos os tipos de organismos. Ha cerca de 500 genes humanos
que codificam as peptidases e os seus homoélogos. Muitas destas enzimas séo de importancia médica
e sao potenciais alvos de farmacos. 134

Na Figura 1.1 encontra-se esquematizada a reagédo global da hidrélise de uma ligacao peptidica

por adigdo de uma molécula de agua.

0 R, /O
\\C ——N + HZO — Ry C/
R1/ \H \O-

Figura 1.1 - Representacdo esquematica da reacéo geral das proteases: hidrélise catalitica de uma
ligacéo peptidica.

As proteases compreendem dois grupos de enzimas: as endopeptidases (ou proteinases), que
quebram ligag8es peptidicas no interior da cadeia proteica e as exopeptidases cuja a¢éo esté dirigida
aos aminoacidos terminais da cadeia polipeptidica.

Relativamente a natureza quimica do sitio catalitico, as proteases podem ser classificadas
principalmente como: serino-proteases, cisteino-proteases, aspartil-proteases e metalo-proteases,

sendo que as primeiras a serem estudadas extensivamente foram as proteases de serina. 2°

Figura 1.2 — Representacdo das diferentes classes de proteases. a: serino-proteases; b: cisteino-
proteases; c: aspartil-proteases; d: metalo-proteases. Adaptdo de Erez, E., Fass, D., & Bibi, (2009). 6



As proteases de serina sdo uma familia diversificada de enzimas, que utilizam mecanismo
enzimatico semelhante. Tém um papel central na descoberta e no estudo de enzimas, dado que sao
particularmente faceis de caraterizar.

Constituem cerca de um terco das proteases e podem ser encontradas em eucariotas,
procariotas, bactérias e virus. Desempenham um papel importante na regulacdo de muitos processos
biologicamente relevantes tais como digestédo, hemostasia, apoptose, fibrinélise, transducéo de sinal,
reproducao e sistema imunitario e estdo também associadas a muitas doengas, incluindo cancro, artrite
e enfisema. Receberam esta denominagdo por terem um mecanismo catalitico comum, caracterizado
pela existéncia de um residuo de serina no sitio ativo, essencial para a atividade enzimatica. 78

Esta classe de enzimas € um importante alvo na quimica medicinal contemporénea uma vez
que, muitas doencas estéo relacionadas com uma ma regulacao do seu funcionamento. Deste modo,
compostos que interagem especificamente com estas proteases podem ser Uteis no tratamento de
vérias doengas.

As proteases de serina podem ser classificadas em cinco familias distintas: a da quimiotripsina,
da subtilisina, da serino carboxipeptidase II, do citomegalovirus humano e do componente proteolitico
ClpP da protease ATP-dependente, sendo que as proteases da familia da quimiotripsina (familia S01)
sdo as mais numerosas e possivelmente as mais estudadas. °

A caracteristica mais comum destas enzimas é a triade catalitica constituida pelos residuos
Aspl02, His57, Serl95 presentes no seu centro ativo (seguindo a numeragéo da quimiotripsina e da
tripsina). Entre os trés residuos, a serina atua como agente nucledfilo, tendo um papel muito importante

na atividade catalitica, a histidina atua como base e o aspartato como nucledfilo. 1-29-12

Catalytic triad

Gly 193

/ His57 Ser195  agqp194

Asp 102

Figura 1.3 - Estrutura tridimensional do centro ativo da tripsina, mostrando a triade catalitica (Serina

195, Histidina 57 e Aspartato 102). A tracejado estéo representadas as ligag6es de hidrogénio entre as cadeias
laterais deste residuos.

1.1.1. Mecanismo dareacgéo

A determinacdo da estrutura tridimensional da quimiotripsina, a primeira estrutura relatada por
uma peptidase, permitiu uma percecao mais profunda sobre 0 modo de acdo de proteases de serina.

Segundo o mecanismo reacional proposto, primeiramente ocorre 0 ataque nucleofilico da
Serl95 do sitio ativo sobre o0 atomo de carbono do carbonilo do substrato, formando um intermediario
tetraédrico, estabilizado pelos grupos amina dos residuos que formam o oxyanion hole.



Seguidamente da-se a decomposicao do intermediario tetraédrico ao intermediario acil-enzima,
pela catalise acida da His57 do sitio ativo polarizada pelo Asp102, seguida da perda do produto amina
€ a sua substituicdo por uma molécula de agua.

A His57 atua novamente como uma base tornando uma molécula de agua num nucledfilo que
ataca o carbono do carbonilo que esta ligado a Ser195, enquanto um protéo é removido pelo radical da
His57, que atua como catalisador acido, formando um novo intermediario tetraédrico. Esta estrutura

guebra-se novamente, a His57 doa um protéo a Ser195 ocorrendo a expulsédo do acido carboxilico. 7
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Figura 1.4 - Representagdo esquematica do mecanismo de reagdo de uma protease de serina.
Adaptado de http://oregonstate.edu/instruct/bb450/fall14/lecture/catalyticstrategiesoutline.

1.1.2. Inibidores de proteases

As proteases desempenham muitas fungbes importantes no organismo. Contudo, algumas
dessas fun¢des podem ser prejudiciais sendo assim a sua atividade controlada. Ter o sangue
coagulado da cabeca aos pés devido a um simples corte ou digerir o préprio pancreas podem ser
exemplos de uma proteodlise nao controlada.

O estudo da inibicdo enzimética por ides ou por moléculas especificas é importante para o
esclarecimento do mecanismo de ac&o de enzimas e estes conhecimentos sdo utilizados para produzir
inibidores seletivos e especificos, possibilitando a sintese de novos farmacos.3

Os inibidores de proteases mais comuns sdo proteinas que ocorrem naturalmente nos
organismos vivos e sédo capazes de inibir e assim controlar a atividade dessas proteases. Os inibidores
sdo primeiramente classificados de acordo com a classe mecanistica das enzimas que eles inibem.

O modo de acdo destes inibidores consiste em formar complexos com as enzimas protealiticas,

de maneira que se tornem inativas. A inibicdo de uma enzima proteolitica € competitiva e ocorre pela



ligagdo do sitio ativo da enzima a regido reativa do inibidor (sitio reativo), exposto e mantido numa
conformacdao similar aquela do substrato das enzimas alvo. 714

Existem pelo menos 18 diferentes familias de inibidores proteases de serina reconhecidas até
agora, mas somente 12 familias possuem complexos cristalizados.

Uma classe de proteinas muito estudada que atuam como inibidores sdo as serpinas. Estes
inibidores interagem com as proteases através do seu centro ativo e o complexo formado colapsa com
a libertacdo de uma forma clivada de diferente estrutura e estabilidade.

As serpinas exibem atividade inibitéria numa grande variedade de proteases de serina e sao
constituidas por dois dominios, um alfa e outro beta. Com a determinag&o da sua estrutura 3D verificou-
se que estes inibidores possuem dois sitios de interacdo, sendo um deles responsavel pelo
reconhecimento da protease.!>16

Uma outra familia de inibidores de proteases de serina muito estudada sdo os chamados acidos
boronicos. Existem estudos que demonstraram uma forte inibicdo da quimiotripsina por derivados de
acidos boroénicos contendo uma cadeia lateral aromética que é presumivelmente introduzida na
cavidade de especificidade adjacente ao sitio catalitico da enzima, ligando-se a serina catalitica pelo
atomo de boro, onde ocorrem ligagfes de hidrogénio entre um dos &tomos de azoto da His57 e o protdo
de um dos grupos hidroxilo do inibidor.17-2

Em 1981, Matteson et al. demonstraram ainda mais o potencial de acidos borénicos como

inibidores de proteases de serina pela preparacdo do derivado de acido borénico de N-acetil-

fenilalanina.
OH OH
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Figura 1.5 — Esquema do mecanismo de ligacédo de acidos bordnicos com o sitio catalitico de proteases
de serina. Adaptado de Kettner, C.A., Shenvi (1984).17

A benzamidina é uma molécula modelo para os estudos de interagdes com proteases de serina,
dado que apresenta algumas caracteristicas estruturais similares aos aminoacidos arginina e lisina.
Normalmente s&o utilizados derivados da benzamidina em estudos de afinidade de associagbes

enzima-ligando e principalmente eficiéncia catalitica. 2224

1.1.3. Tripsina

A tripsina € uma protease de serina e € das mais bem estudadas e caracterizadas, sendo por
isso uma das enzimas melhor compreendidas em termos estruturais, tendo em conta a sua

especificidade e o seu mecanismo catalitico. Assim sendo, a tripsina € uma enzima muito utilizada



como modelo experimental para estudos de caracterizacdo de outras proteases de serina.®2> A
seguéncia da tripsina encontra-se em anexo (Anexo 7.1).

A tripsina encontra-se presente no intestino delgado onde atua na degradacéo de proteinas
clivando de forma especifica a ligacdo peptidica entre aminoacidos de arginina e de lisina na
extremidade carboxilica, exceto quando seguidos por uma prolina, 0os quais tém na sua constituicdo
uma cadeia lateral longa e carregada positivamente. Para além deste substrato natural, a tripsina
catalisa também a hidrélise de ligagcbes peptidicas envolvendo os aminoacidos arginina e lisina em

substratos sintéticos tais como N-Benzoil-L-Arginina Etil Ester (BAEE) e N-Benzoil-DL-arginina-p-

nitroanilida (BApNA) originando compostos corados que sdo utilizados na determinagdo da sua
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Figura 1.6 — Representacdo da clivagem na ligacdo peptidica dos residuos de arginina e lisina pela
tripsina.
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E uma enzima digestiva que é produzida pelas células exdcrinas do pancreas como um
precursor inativo (tripsinogénio) e € secretada através do ducto pancreatico, no duodeno (a alga
superior do intestino delgado).

Para além da digestdo de proteinas ingeridas a tripsina é responsavel pela ativacdo de outras
enzimas digestivas envolvidas na degradac¢éo de outros nutrientes por clivagem de zimogénios dando
origem as formas ativas num fendbmeno em cascata. Como todas as enzimas digestivas de mamiferos
€ ativa a temperatura de 37°C. O seu pH 6timo situa-se entre 7 e 8 e € inativada para pH inferior a 4. A
composicao em aminoacidos de tripsina é conservada na maioria dos mamiferos. As tripsinas de porco,
boi e rato sdo sequencialmente idénticas a humana em 78, 75 e 82 % respetivamente. 26

O seu centro ativo é constituido por um sitio anionico, onde se ligam substratos e inibidores,
carregados positivamente; um sitio hidrofébico, adjacente ao sitio anidnico, onde também se ligam
substratos e inibidores através das suas cadeias hidrocarbonadas e o sitio catalitico, caracteristico por
possuir a triade catalitica Ser195, His57 e Asp102, seguindo a numera¢d@o da quimiotripsina, sendo
esta utilizada como referéncia para comparar proteinas desta familia.10.12.28

Para que a tripsina ndo fique ativa no interior das células que a produzem (se tal acontecesse
ela iria comegar a degradar as proteinas vizinhas), é sintetizada sob a forma de tripsinogénio, que tem
atividade proteolitica restrita. O tripsinogénio € o zimogénio da tripsina, ou seja, a sua forma inativa,

caracterizado por possuir mais aminoacidos do que aqueles que a enzima necessita para ser funcional.



A ideia é que esses aminodacidos adicionais bloqueiem a atividade catalitica (por exemplo, impedindo
0 acesso do substrato ao centro ativo). 2°-31

A ativagido do tripsinogénio ocorre “in vivo” no intestino, onde apds ser excretado para o
duodeno, é convertido na forma ativa da tripsina (B-tripsina), por acdo de uma enteroquinase, uma
protease de serina segregada pela mucosa intestinal com especificidade muito semelhante a tripsina
ou por moléculas de tripsina ativa (autocatalise), através de protedlise limitada. A expresséo da tripsina

€ regulada desta forma de modo a evitar a degradacéo dos tecidos onde esta é produzida. 32-34
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Figura 1.7 — Esquema da producao de tripsina.

A conversao do tripsinogénio na isoforma B-tripsina consiste na clivagem da ligacdo peptidica
entre os residuos de aminoacidos Lys15 e lle16. A clivagem autocatalitica da B-tripsina na liga¢éo entre
osresiduos Lys131 e Serl132 leva a formacado de uma segunda forma ativa da tripsina, conhecida como
a-tripsina. A a-tripsina formada tem praticamente a mesma estrutura terciaria da isoforma B-tripsina,
mas apresenta menor percentagem de estruturas em folha beta e é constituida por duas cadeias
polipeptidicas.3®

Seguidamente ocorre uma nova clivagem da a-tripsina na ligacéo entre os residuos Lys176 e
Aspl77 resultando na y-tripsina, uma terceira isoforma da tripsina que é constituida por trés cadeias
polipeptidicas interligadas por pontes dissulfureto.®® Esta nova isoforma é menos especifica que as

restantes e possui pouca atividade amidésica relativamente a substratos sintéticos.
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Figura 1.8 — Conversao de tripsinogénio nas isoformas de tripsina.



Atualmente sdo conhecidas quatro isoformas do tripsinogénio humano: tripsinogénio cationico
(tripsinogénio-1), tripsinogénio anidnico (tripsinogénio-2), mesotripsinogénio (tripsinogénio-3) e
tripsinogénio cerebral (tripsinogénio 1V).37

O tripsinogénio 1 corresponde a cerca de 10% dos componentes proteicos do suco pancreatico
e é responsavel pela degradacédo das proteinas digestivas.38

O tripsinogénio 2 representa cerca de um terco ou metade do tripsinogénio total produzido pelo
pancreas. E produzido de modo similar ao tripsinogénio 1, mas possui eficiéncia catalitica cerca de
duas vezes superior, o que faz com que ambos executem a digestao de outras proteinas no intestino
delgado.®®

O tripsinogénio 3 € o de menor quantidade de entre os trés encontrados no suco pancreatico,
representando 3 a 10% do tripsinogénio produzido e é conhecido pela sua resisténcia aos inibidores
de tripsina. Acredita-se que desempenha um papel especial na degradacao dos inibidores de tripsina.*°

O tripsinogénio IV foi originalmente identificado em neurdnios e é considerado como sendo uma
variante do mesotripsinogénio por “splice” alternativo. A diferenga consiste no exao 1, no qual tem em

falta uma sequéncia do péptido sinal. A sua fungdo ainda nao foi completamente esclarecida.*!

1.1.3.1. Descri¢cao da estrutura

A tripsina tem um peso molecular de 23,3 kDa e é constituida por uma cadeia polipeptidica de
223 residuos de aminoacidos, interligada por seis pontes dissulfureto. A nivel estrutural € uma proteina
globular, onde as folhas B estdo organizadas de forma antiparalela, dispostas como se formassem dois
cilindros ou barris, estando o centro ativo localizado entre eles e caracterizados pela presenca de
residuos hidrofobicos no seu interior. Cada barril constitui um dominio estrutural da molécula de

tripsina.9:28:31

Figura 1.9 - Representacgédo da estrutura tridimensional da tripsina de Bos taurus (Codigo PDB: 1S0Q).
A laranja estéo representados os motivos de hélice-a da sua estrutura secundaria, a azul os motivos de folha-§3 e
a cinzento os loops. Esta figura foi preparada utilizando o programa PyMOL.



O centro ativo da tripsina estéa situado entre os seus dois dominios, numa fenda onde se ligam
os substratos. Um dos dominios tem na sua constituicdo dois dos residuos da triade catalitica, a His57
e 0 Asp102, enquanto a Serl195 faz parte do segundo dominio. Ambos os atomos de azoto da His57
formam ligacdes de hidrogénio, uma com a Ser195 e outro com o Asp102. 1.10

Os residuos de aminoacidos de numeros 17 a 122 constituem uma unidade estrutural que
corresponde ao dominio N terminal da proteina e os residuos de 122 a 245 constituem o dominio C
terminal.

O oxyanion hole é outro componente do dominio catalitico da tripsina. Encontra-se préximo da
Serl95 e é formado pelos grupos amina dos residuos da Gly193 e da Ser195 e tem como funcao a
formacdo de um local positivamente carregado, que vai tornar estavel o oxianido negativo do

intermediario tetraédrico da reacéo.10.3442.43

Oxyanion hole

Ser195

Asp102 o ) :

Ov-H—=N_ N H—0
ol \/;;2 Ny

X
|

Figura 1.10 — Representacao do centro ativo da tripsina e do oxyanion hole.

Préximo do centro ativo encontra-se o dominio de reconhecimento e ligagdo do substrato. O
residuo de maior importancia no que diz respeito a ligacdo de substratos é o Asp189 sendo responsével
pela captacdo e estabilizacdo da lisina e da arginina, ambas carregadas positivamente, e pela
especificidade da tripsina.

No que diz respeito a quimiotripsina, este residuo é substituido por uma serina de modo a
receber as cadeias mais volumosas dos aminoacidos aromaticos. No caso da elastase, as glicinas 216
e 226 sao substituidas por uma treonina e uma valina respetivamente, que bloqueiam este local de

ligacdo para aminoacidos com cadeias laterais longas.*?
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Val 216 Val 190

Asp189o 9

Chymotrypsin Trypsin Elastase

Ligagio cindivel Ligagdo cindivel

Ligagdo cindivel

Figura 1.11 — Representa¢do esquemética do dominio de reconhecimento do substrato para as
enzimas quimiotripsina (a esquerda), tripsina (no meio), e elastase (a direita). Adaptado de Voet et al.
(2008)43

1.1.3.2. Inibidores da Tripsina

A expressao de inibidores da tripsina e os mecanismos das suas interagfes constituem um
vasto campo de investigacao, seja para se definirem os parametros que os regulam ou para aplicacdes
na medicina e na biotecnologia.

Para a tripsina existem diversos inibidores conhecidos. Um exemplo muito estudado dentre os
inibidores naturais estudados até hoje € um que € secretado pelo pancreas, conhecido como inibidor
basico pancreatico da tripsina (BPTI, do inglés, bovine pancreatic trypsin inhibitor), ou inibidor de Kunitz,
ou ainda comercialmente conhecido como aprotinina. Este inibidor liga-se a tripsina através de um

elevado numero de ligac@es de hidrogénio.4445

/

Trypsin-pancreatic trypsin Free pancreatic
inhibitor complex trypsin inhibitor

Figura 1.12 — Representacéo da tripsina complexada ao inibidor aprotinina.
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1.1.4. Trombina

O sistema de coagulacdo sanguinea é bastante complexo e precisa ser muito bem regulado
para manter a fluidez do sangue, alternando entre processos pré-coagulantes e anticoagulantes.

Para evitar a hemorragia temos o processo de coagulacéo. Este processo tem como objetivo
principal a formacéo de fibrina, um produto insolavel da clivagem do fibrinogénio (soltvel) pela trombina,
através de interacdes entre proteases plasmaticas e os seus cofatores.

A trombinha desempenha um papel importante neste processo, regulando-0.46-48

1.1.4.1. “Cascata” de coagulagao

Em 1964, Macfarlane e Davie & Ratnoff, designaram por “cascata” de coagulagao, o fendmeno
de formacdo do trombo, denominada deste modo por se tratar de um sistema de reagdes proteoliticas
sequenciais, onde uma protease ativa do plasma cliva um zimogénio convertendo-o numa enzima ativa
e assim sucessivamente até a formacao da rede de fibrina.

A cascata de coagulacéo foi dividida em duas vias distintas: a via intrinseca ou via ativada por
contato e a via extrinseca ou via ativada pelo fator tecidual, que convergem para uma via “comum”,
com a formagéo do fator Xa. Estas vias ndo ocorrem independentemente mas sabe-se que a via
extrinseca € a principal responsavel pela formagdo de fibrina e a via intrinseca € importante no
crescimento e manutencgdo da coagulagdo.+”-4°

Para desencadear o processo de coagulacdo pela via extrinseca € necessario o fator tecidual
(FT). Trata-se de uma glicoproteina integral da membrana que esta fortemente associada aos
fosfolipidios (PL).

Superficie ( VIA
}v_a INTRINSECA

Xl
(b X|la

([ VIA EXTRINSECA

Xl
Xla
Antitrombina
&r\ f Vil
Ila

ProteinaCe
Proteina S

4 r VIA FINAL
coMUM

Protrombina

o Trombina
(Trombomodulina) > (lla

o

l Fibrinogénio

Plasminogénio = 0

Figura 1.13 — Cascata de coagulagédo (via extrinseca, via intrinseca e via comum).
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A divisdo do sistema de coagulacdo em vias extrinseca e intrinseca, hoje em dia tornou-se
inadequada para explicar a fisiologia, sendo usada apenas como mais didatica, visto que essa divisdo
nao ocorre no organismo, sendo que ambas vias interagem para formar fibrina.

Em 1990, ocorreram novas interpretacdes da cascata de coagulacdo, onde se reconheceu a
trombina como a enzima chave, dado que é capaz de regular varias fases do processo e estimular a
sua propria formacédo.*748

Apesar da forma mais didatica de separagédo das vias houve uma nova visédo deste processo
em gue se observam pontos de conexdo entre elas.

Hoje em dia, o mecanismo aceite diz respeito a coagulagdo associada a trés complexos
enzimaticos pro-coagulantes. A coagulacdo inicia-se com a exposicao do sangue a componentes

normalmente ausentes no interior vascular.

1.1.4.2. Regulagéo da coagulacéo

As reagfes bioquimicas da coagulac@o do sangue devem ser estritamente reguladas, de modo
a evitar a ativagdo excessiva do sistema, formacéo inadequada de fibrina e obstrucdo do vaso com
formagdo de um coagulo. Para isso, existem mecanismos de regulagdo da coagulagdo. Os de maior

importancia séo o da proteina C (PC) e o da fibrindlise.*6

Mecanismo de regulacéo pela proteina C:

A PC necessita ser ativada para executar o seu papel anticoagulante. Assim sendo, esta
proteina liga-se ao seu recetor endotelial (EPCR - Endothelial PC Receptor). Por sua vez, a trombina
liga-se ao seu recetor endotelial trombomodulina (TM) e sofre modificagbes que permitem uma
interacao com complexo PC — EPCR que desencadeiam a sua atividade. A PCa (Proteina C ativada)

liga-se a proteina S (PS) e funciona como cofator inativando os fatores Va e Vllla.46:50

PC

™

PS

MEMBRANA

Figura 1.14 — Esquema representativo do mecanismo anticoagulante da proteina C ativada. Adaptado
de Franco et al. 20014

Mecanismo de regulacéo da fibrindlise:
Outro método de regular a coagulagédo é pela fibrindlise. A degradacéo da fibrina é importante
na medida em que evita o crescimento excessivo do coagulo, o que pode ocasionar a oclusao de vasos.

No processo de degradacgéo da fibrina atuam proteases de serina, como a plasmina, responséavel pela
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clivagem da fibrina. O plasminogénio converte-se em plasmina pela agéo do ativador de plasminogénio
do tipo uroquinase (u-PA) e do ativador de plasminogénio do tipo tecidual (t-PA). A plasmina cliva a
fibrina gerando o produto de degradacao da fibrina (PDF). O inibidor do ativador de plasminogénio - 1

(PAI-1) inibe t-PA e u-PA, sendo a a2-antiplasmina (a2-AP) o inibidor direto da plasmina.47:51:52

PLASMINOGENIO

u-PA
@
t-PA P S
> S
-® | PLASMINA |
FIBRINA PDF

Figura 1.15 — Representagdo esquemética da regulacdo da fibrindlise. Adaptado de Franco et al. 2001.47

A trombina é uma protease de serina homoéloga a tripsina e a quimiotripsina e é aquela de maior
destaque no sistema hemostatico, interferindo com vérias proteases que intervém tanto na trombose
como na fibrindlise.

Esta no centro do processo de coagulagdo sanguinea, é gerada maioritariamente no penultimo
passo da via de coagulacdo sanguinea a partir da ativagdo da protrombina e é produzida no soro de
vertebrados.

Além do seu papel importante na cascata de coagulagéo e o de clivar o fibrinogénio (solavel)
em mondmeros de fibrina (insolavel), a trombina regula a sua prépria formacgéo através da ativagdo do
fator Xl e cofatores V e VIII, que por sua vez, amplificam a formacdo de trombina e que no caso deste
ultimo promovem a liga¢ao cruzada das moléculas de fibrina formando a rede de fibrina. A sua atividade
€ essencial para a estabilizacdo do coagulo (por ativar o fator Xlll) e para evitar a degradacdo do
mesmo. Atua também na regulacdo de vérias etapas da cascata com o objetivo de produzir mais
trombina. Além da sua fun¢éo como enzima-chave da cascata da coagulagéo, a trombina esta também
envolvida em eventos celulares como quimiotaxia, proliferacdo, renovagdo da matriz extracelular e
libertagdo de citocinas.5354

A clivagem de uma ligacdo peptidica em cada uma das cadeias a (ligacdo Arg18—Gly) e
(ligacdo Arg16-Gly) do fibrinogénio pela trombina resulta na libertagdo de quatro fibrinopéptidos e da
origem a mondmeros de fibrina com novas sequéncias N-terminais. As novas extremidades de cada
mondmero ligam-se ao monémero adjacente, levando a polimerizag&o linear da fibrina num coagulo

insoltvel. A sequéncia reconhecida pela trombina no fibrinogénio é Leu-Asp-Pro-Arg-Ser. 5556
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Figura 1.16 — Conversao do fibrinogénio em fibrina pela a¢éo da trombina.

A trombina € muito mais especifica em relacdo a sequéncias de aminoacidos do substrato,
comparativamente a tripsina e & quimiotripsina. E caracterizada por clivar residuos de arginina do
substrato, mas ao contrario da tripsina, que também tem essa especificidade, a trombina cliva apenas
alguns motivos de arginina, como Arg-Gly e Arg-Pro. Esta especificidade é fundamental para um

controlo adequado da atividade hidrolitica da trombina no soro sanguineo. 56

1.1.4.3. Descri¢cao da estrutura

A trombina tem um peso molecular de 33,7kDa e é formada por duas cadeias polipeptidicas
ligadas por uma ponte dissulfureto entre os residuos Cys-1 da cadeia A e Cys-122 da cadeia B. A
cadeia B é estabilizada por trés pontes de dissulfureto: Cys-42-Cys-58, 168-Cys-Cys-182 e Cys-191-
Cys-220.

A cadeia menor, designada por L (light) ou A, é composta por 36 residuos e a cadeia maior,
designada por H (heavy) ou B possui 259 residuos, sendo que a primeira tem uma fungéo estrutural
enquanto a segunda tem funcao catalitica. O sitio ativo fica localizado na cadeia B e € caracterizado
por uma cavidade no centro da molécula, tal como a tripsina.

Trata-se de uma molécula globular formada por dois barris beta com seis folhas, como as outras

proteases de serina. Os residuos da triade catalitica encontram-se entre os dois barris.5
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Figura 1.17 — Representacao da estrutura tridimensional da trombina (Cédigo PDB: 3JZ1). A amarelo
estdo representados os motivos de hélice-a da sua estrutura secundaria, a vermelho os motivos de folha-f3 e a
azul os loops. Esta figura foi preparada utilizando o programa PyMOL.

A medida que se foi conhecendo a estrutura da trombina, foi possivel compreender melhor as
suas propriedades funcionais. A estrutura cristalografica da trombina mostrou que se trata de uma
macromolécula de grande complexidade. Possui recetores de superficie (I e Il) e um centro ativo, na
profundidade, de dificil acesso, que funcionam como locais de ligacdo a vérias substancias.

A cavidade que forma o sitio catalitico é ladeada por dois loops também caracteristicos do
enovelamento da proteina. S&o eles o loop-60 e o loop-y. O primeiro tem carater hidrofébico e estrutura
rigida e o segundo tem mais mobilidade e carater hidrofilico.5”

O exositio |, que é centrado no residuo Lys70, contém a sequéncia de Arg67 até Glu80 da
cadeia B, incluindo diversos residuos carregados positivamente em condic¢des fisiolégicas, como o
Arg35, Lys149, Lys81, Lys110, Lys109 e Lys36. Exerce uma funcdo essencial na interacdo do
fibrinogénio (substrato natural) com a trombina. Essa interacdo é principalmente eletrostatica e permite
que o complexo se forme de forma ideal para que os sitios de clivagem do fibrinogénio se encontrem
no sitio ativo da enzima. O exositio | também esté envolvido na ligagdo da hirudina (inibidor derivado
da sanguessuga Hirudus medicinalis), do recetor PAR-1, da fibrina, da trombomodulina, etc.

O exositio Il esta localizado na regido oposta a localizagdo do exositio |, também na cadeia B
e esta centrado nos residuos Arg93, Lys236, Lys240, Arg101 e Arg233. E o local de interacdo de
ligantes polianiénicos devido a numerosa presenca de residuos de cargas positivas. A heparina é o
ligante mais conhecido desse exositio.

Todas estas caracteristicas estruturais Unicas contribuem para a grande especificidade da

enzima e permitem uma fina modulacédo da sua atividade.5557
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Figura 1.18 — Representacao esquematica da superficie acessivel ao solvente da molécula de trombina
com a localizacé@o dos seus sitios e detalhe estrutural de um sitio de Na* tipico. Adaptado de Lane, et al.,
2005%

O desenvolvimento de novos anticoagulantes diretos baseia-se no conhecimento destas
ligacdes. A trombomodulina atua sobre os recetores de superficie |, inibindo a ligacdo da trombina ao
fibrinogénio. Os fatores XI, XIIl e a antitrombina Ill, fixam-se sobre os recetores de superficie Il. Os
fatores V, VIII e o cofator Il da heparina, fixam-se tanto aos recetores | como aos recetores Il.

A trombina tem fun¢éo anticoagulante, regulando negativamente a sua producéo através da
ativagdo da proteina C, apds a formacao do complexo trombina-TM. Isto acontece devido a presenca
de duas formas distintas da molécula: uma forma “fast” pré-coagulante e uma forma “slow”
anticoagulante. Estas formas estao em equilibrio e a transigao “fast’—> “slow” € dependente da ligagao
do ido Na* a trombina.

O sitio de ligacao do Na* a trombina fica localizado entre dois loops proximos do sitio catalitico.
Esse catido funciona como um modulador alostérico da enzima. A ligacao de Na* converte a trombina

de uma forma lenta (sem Na*) para uma forma rapida (ligada a Na*).58
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Figura 1.19 — Representacdo dos mapas de densidade eletronica preenchidos na regido de mudanca
estrutural mais significativa em torno da regido de interacdo do Na*. A: Forma lenta (Cédigo PDB: 1SHH);
B: Forma rapida (Codigo PDB: 1SFQ). O ido Na* esta representado com uma esfera azul. Adaptado de Pineda et
al. 2004. 58

A enzima ligada ao Na*, consequentemente a forma rdpida, tem maior especificidade pelo
fibrinogénio e fibrina e aumenta em mais de 20 vezes a clivagem do fibrinogénio. Ja a forma lenta é

mais especifica para a Proteina C.

1.1.4.4. Inibidores da trombina

Considerando o papel fundamental da trombina na formag&o de coagulos, muitas estratégias
para prevencdao e tratamento de eventos tromboembdlicos tém-se concentrado na inibi¢do da trombina
ou no bloqueio da sua atividade. Os inibidores da trombina s&o usualmente classificados como diretos
ou indiretos.

Os inibidores diretos exercem o seu efeito anticoagulante através da ligagdo com o sitio
catalitico da trombina, impedindo-a de promover a hidrélise dos seus substratos. Por sua vez, 0s
inibidores indiretos ndo bloqueiam a acéo do sitio catalitico da trombina, mas agem através de outros
sitios, nomeadamente 0s seus exositios. Um dos principais exemplos desta Ultima classe envolve a
heparina.

Relativamente aos inibidores indiretos, a heparina convencional (de alto peso molecular) tem
sido desde ha muitos anos o anticoagulante mais utilizado na prética clinica, na prevencao e tratamento
da trombose. E um polissacarido obtido a partir de intestino de porco, com um peso molecular médio
de 15kDa.%®

A inibicdo de trombina é maior quando é formado o complexo ternario antitrombina, trombina e
heparina, onde a heparina é a responsavel pela aproximagdo das duas moléculas. Sem a presenca de

heparina esta inibicdo acontece em ritmo 1000 vezes mais lento, aproximadamente. A heparina liga-se
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a antitrombina de maneira especifica e ativa a mesma através de modificagao alostérica da estrutura,

fornecendo um molde para que a antitrombina possa interagir com a trombina.5%.60

Figura 1.20 — Complexo ternario formado por antitrombina-heparina-trombina. A) Ligacdo da heparina a
antitrombina. B) Representacdo da estrutura cristalografica (Cddigo PDB: 1NQ9) do complexo ternario,
antitrombina (cinza), trombina (roxo) e heparina (envolvida pelo mapa de densidade eletrénica). Adaptado de Li,
W. et al 2004.5°

No entanto, este inibidor apresenta diversas desvantagens: depende dos niveis séricos de
antitrombina lll, € uma mistura heterogénea de moléculas e o mais importante, inibe apenas a trombina
préxima ao coagulo e ndo a ligada.

Devido a essas limitagdes, buscaram-se novas terapias antitrombdticas, estando, entre elas,
os inibidores diretos da trombina, que apresentam vantagens teoricas, sendo objeto de varios estudos
clinicos.

No que diz respeito aos inibidores diretos da trombina, estes sdo mais vantajosos dado que o
seu modo de agdo € independente da antitrombina, o que lhes permite inativar tanto a trombina livre,
como a ligada a fibrina. Neste sentido, estes agentes diferem da heparina e dos seus derivados de
baixo peso molecular, os quais necessitam da formacgédo de complexos com antitrombina Ill, sendo
assim fracos inibidores da trombina. Além disso, ao contrario da HNF, IDTs nédo se ligam as proteinas
plasméticas, resultando num efeito anticoagulante mais previsivel.

A hirudina é um anticoagulante proveniente da glandula salivar da sanguessuga Hirudo
medicinalis mas que atualmente pode ser obtida por tecnologia de DNA recombinante. E um péptido
de 7kDa, com 65 amino&cidos e 0 seu mecanismo de acdo consiste na ligagdo a dois sitios da trombina:
a extremidade C-terminal liga-se ao sitio de reconhecimento do substrato, que seria o local de
reconhecimento do fibrinogénio (exositio 1) enquanto a extremidade N-terminal liga-se ao sitio catalitico,
inibindo a reagéo autocatalitica. Desta forma, a hirudina ndo s6 inibe a conversdo do fibrinogénio em

fibrina pela trombina, como também, previne a ativagao do recetor da trombina.51.62
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A hirudina possui vantagens teéricas e praticas sobre a heparina, como inibi¢céo da ligagcdo da
trombina ao coagulo (a heparina néo faz esta inibigdo, pois o sitio de ligagao para o complexo heparina-
antitrombina Il ndo esta acessivel, quando a trombina esta ligada ao coagulo). Além disso, a hirudina

nao necessita de cofator, ndo é inibida por plaquetas ativadas e causa uma anticoagulacao mais estavel

£
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Figura 1.21 — Representacdo da ligag&o da hirudina a trombina.
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1.1.5. Uroquinase

1.1.5.1. Sistema Fibrinolitico

A eliminag&o do coagulo sanguineo é um passo essencial no processo de reparacao tecidual.

A fibrindlise ou sistema fibrinolitico tem como principal fun¢éo a remoc¢éo do coagulo, o que é
feito através da degradacdo enzimética da fibrina, mediada pela plasmina e € um dos mecanismos
enddgenos que concorre para prevenir a trombose intravascular.

O sistema fibrinolitico € composto por diversas proteinas, essencialmente proteases de serina
e inibidores, como a superfamilia das serpinas, que regulam a produgédo de plasmina, uma enzima
ativa, produzida a partir de uma pro-enzima inativa (plasminogénio), que tem por funcdo degradar a
fibrina e ativar metaloproteinases da matriz extracelular. A ativagado do plasminogénio em plasmina é
realizada pela hidrolise da ligacdo peptidica entre os aminoacidos Arg561-Val562. A plasmina é capaz
de hidrolisar a fibrina e varias proteinas da coagulacdo plasmatica, incluindo o fibrinogénio.*7-:64

Sao conhecidos dois ativadores fisioldgicos do plasminogénio: o ativador do plasminogénio do
tipo tecidual (t-PA, “tissue-type plasminogen activator”), que € o mais importante e é libertado pelas
células endoteliais e o ativador do plasminogénio do tipo uroquinase (u-PA, “urokinase-type
plasminogen activator”), uma protease de serina que néo interage com fibrina. Os dois ativadores tém
alta especificidade de ligagdo com o seu substrato (plasminogénio) e promovem a hidrolise de uma
Unica ligagdo peptidica (Arg560-Val561), que resulta na formagédo de uma protease de serina ativa, a

plasmina.65:66
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As enzimas que ativam o plasminogénio sao inibidas no sangue normal pelo inibidor do ativador
de plasminogénio tipo 1 (PAI-1). O PAI-1 é produzido pelas células endoteliais e musculares lisas da

parede vascular e tem como principal reservatério funcional as plaquetas.

Plasminogénio

FXla, Xlla, Calicraina PAI-1
1PA
uPA PAJ-2
= a2-antiplasmina
Plasmina g

a2-macraglobuling

\/
Fibrina ><  POF

t 4

Trombina -t  TAF
Figura 1.22 — Esquema do sistema fibrinolitico com conversao do plasminogénio em plasmina.
1.1.5.2. Inibicé@o do sistema fibrinolitico

A inibic&do do sistema fibrinolitico ocorre em relagédo aos ativadores do plasminogénio mediante
acao de inibidores especificos (PAls, “plasminogen activator inhibitors”).

O Inibidor do ativador do plasminogénio 1 (PAI-1) é o inibidor com maior importancia e o mais
utilizado. Quando a taxa de PAI-1 é alta, a atividade fibrinolitica fica diminuida, o que aumenta o risco
de trombose venosa e arterial.

O Inibidor do Ativador do Plasminogénio 2 (PAI-2) encontra-se originalmente na placenta e a
sua acao ainda ndo esta bem estabelecida.

Estes inibidores sédo responsaveis pela inibicdo do ativador de plasminogénio de uroquinase
(uPA) e do ativador de plasminogénio tecidual (tPA), e formam ligagbes covalentes com 0os mesmos e
inativam-nos irreversivelmente, o que resulta na supressdo da fibrindlise devido a diminuicdo da
atividade do plasminogénio. Esta é a maneira como a hemorragia por fibrindlise no organismo é
impedida. Estes inibidores reagem com uPA, mas ndo com pro-uPA 6771

A uroquinase desempenha um papel importante na regulacdo de processos fisiologicos e
patolégicos.

A uroquinase, também conhecida por Activador do Plasminogénio do tipo uroquinase (UPA, do
inglés urokinase-type Plasminogen Activator), € uma enzima que em conjunto com O Seu recetor
(uPAR) promove a fibrindlise por catalisar a conversao do zimogénio plasminogénio em plasmina ativa,
através da clivagem da ligacdo peptidica Arg561-Val562. Juntamente com Ativador do Plasminogénio

do tipo tecidual (t-PA), a u-PA é um dos dois principais ativadores de plasminogénios endégenos.
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E sintetizada no rim humano, tendo sido encontrada pela primeira vez na urina, mas é
encontrada na maioria dos tecidos da maior parte dos vertebrados. Quando localizada na superficie
externa da célula contribui para a remodelacao do tecido e migracao celular. A inibicdo da sua atividade
impede a propagacao do cancro. 72

Existem duas formas da uroquinase: a uroquinase de cadeia simples e a uroquinase de cadeia
dupla.

1.1.5.3. Descricao da estrutura

A uroquinase de cadeia simples (scu-PA) é uma glicoproteina com multiplos dominios, com
uma massa molar de 54kDa, constituida por 411 residuos e ndo tem atividade peptidase para
substratos sintéticos. Portanto, esta forma de uroquinase foi durante muito tempo considerada como o
precursor da enzima, ou pré-uroquinase.

No entanto, a pré-uroquinase pode converter o plasminogénio em plasmina por hidrélise da
ligagcdo peptidica Arg561-Val562. A plasmina, por sua vez, ativa a uroquinase porque cliva a ligagédo
peptidica Lys158 1lel59 e converte-a em uroquinase de cadeia dupla. No plasma, o scu-PA é
principalmente inativa. Porém, nao se liga diretamente a fibrina, induz a ativagéo do plasminogénio na
presenca de fibrina, levando a uma relativa ativagcao do plasminogénio, especifica a fibrina.”.74

A uroquinase de cadeia dupla (tcu-PA) é uma protease de serina do tipo tripsina composta por
duas cadeias polipeptidicas com massa molecular de 20 e 34kDa, respetivamente, ligadas por uma
ponte de dissulfureto. Tem atividade de protease e a taxa de clivagem do plasminogénio pela
uroquinase de cadeia dupla é 200 vezes mais elevada do que a taxa de clivagem pela forma de cadeia
simples.

A estrutura da uroquinase possui trés dominios: um dominio de ligagéo ao recetor do fator de
crescimento epidérmico no N-terminal (amino&cidos 9-45), um dominio kringle central (aminoacidos 46-

143) e um dominio catalitico de protease no C-terminal (aminoacidos 144-411).73

Figura 1.23 — Representacao da estrutura tridimensional do dominio catalitico da uroquinase (Cédigo

PDB: 4FU9). A cinzento estéo representados os motivos de hélice-a da sua estrutura secundaria, a laranja os
motivos de folha-f3 e a verde os loops. Esta figura foi preparada utilizando o programa PyMOL.
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O N-terminal (cadeia A) contém o dominio kringle e o dominio de ligacdo ao recetor do fator de
crescimento epidérmico (EGF). Este (ltimo é responséavel pela ligagdo a u-PAR, enquanto o C-terminal
(cadeia B) é composto por dois subdominios formados por seis folhas beta dobradas de uma forma
antiparalela e contém o sitio catalitico, mantendo deste modo a capacidade de ativar o plasminogénio
também quando ndo esta ligado ao recetor.

O dominio kringle de uroquinase contém uma sequéncia que interage com o inibidor especifico
de PAI-1.74

O sitio ativo situa-se na interface entre os dois subdominios e consiste na triade catalitica com
os residuos His57, Asp102 e Ser195 (seguindo a nomenclatura da quimiotripsina).

A especificidade de ligacdo para substratos basicos é largamente determinada pelo residuo
Aspl89. A estrutura cristalina do dominio catalitico da uPA mostra uma topologia do tipo tripsina, em
que o Asp189 fica retido, o que confere ao local S1 uma afinidade para com residuos de carga positiva,
como a arginina e a lisina. Assim, a maioria dos inibidores de uPA sintéticos, produzidos até ao
momento, tém uma caracteristica estrutural comum que consiste nhuma por¢cao aromatica mono ou bi
substituida. Contudo, existe uma limitagdo na escolha dos compostos vidveis dado que é necessario
inibir a UPA sem afetar a atividade de outras proteases de serina do tipo tripsina, e, especialmente, o
tPA e a plasmina, essenciais para os processos fibrinoliticos. O desenvolvimento de novos inibidores
para a uPA engloba etapas como a caracterizagdo estrutural de complexos enzima-inibidor e

determinagéo de constantes cinéticas de inibigao.”®

A

Figura 1.24 — Representacao do centro ativo da uroquinase.



1.2. Métodos de Caracterizacdo

1.2.1. Cinética Enzimatica

As reacBes quimicas envolvidas em processos bioldgicos sdo geralmente mediadas por
enzimas, que desempenham a funcao de catalisadores. A cinética enzimatica € a parte da enzimologia
que é utilizada para medir e descrever matematicamente a velocidade das reacbes enzimaticas e
calcular as constantes associadas e ainda descrever a atividade de uma enzima.

A velocidade de uma reacdo enzimatica €, em geral, obtida pela medida da quantidade de
produto formado ou pela quantidade de substrato consumido por unidade de tempo de reacao.”®

Uma reacgao enzimatica pode ser expressa pela seguinte equacéo:

E+So[ES|>E+P 1)

/\ Substrates Product

Enzyme Enzyme-substrate Enzyme
complex

Figura 1.25 — Esquema de uma reagdo enzimética, com formagéo do complexo enzima-substrato e
posterior formacao da enzima livre e produto da reacéo.

A enzima liga-se ao substrato, formando o complexo enzima-substrato (ES), com uma menor
energia de ativacdo do que o substrato sozinho, onde o substrato é convertido para a conformacéo de
estado de transicdo. Ao se diminuir a energia de ativacéo, a velocidade da reacdo aumenta devido a
um aumento de colisdes efetivas e tudo isto leva a formacao do produto reacional.

O estudo da atividade da enzima procura saber que tipo de rea¢6es pode catalisar, com que
substratos pode interatuar e como se modifica essa atividade (qualitativa e/ou quantitativamente)
quando se fazem variar as condi¢des dos ensaios. O valor de pH, a temperatura, o tempo de incubacéo,
as concentrag6es dos substratos, de cofatores ou de outras substancias (inibidores ou ativadores) séo
exemplos de fatores que podem ser alterados com o objetivo de se verificar como varia a atividade da
enzima.”s77

Relativamente a concentragdo de substrato, a altas concentracdes de substrato, a enzima esta
saturada, isto &, os seus sitios ativos estdo todos ocupados por moléculas de substrato ou produto.
Assim, um aumento na concentracdo de substrato ndo afetara a taxa de reagdo porque todos os sitios

ativos ja estdo ocupados.
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1.2.1.1. Equacao de Michaelis-Menten

A definicdo de complexo enzima-substrato € imprescindivel para a compreensao das reacoes
enzimaticas, tendo sido introduzida em 1913 por Michaelis e Menten. Estes investigadores criaram uma
equacao, que nos permite demonstrar como a velocidade de uma reacdo varia com a variagdo da
concentracdo do substrato.

Vmnax [S] o
W — 7/ =
T Ky + 9]

Esta equacdo pode ser expressa graficamente e representa o efeito da concentracdo de
substrato relativamente a velocidade inicial de uma reacdo enzimatica, sendo conhecida como a
equacao de Michaelis-Menten.

Segundo esta equacdo, a enzima (E) associa-se ao substrato (S) originando uma espécie

intermediéria (ES), que funciona como precursor dos produtos da reacao (P).
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Figura 1.26 — Representacgéo gréafica de uma curva tipica da cinética Michaelis-Menten, da qual podem
ser determinados parametros Km e Vmax.

A constante de dissociacdo do equilibrio envolvendo o complexo ES é conhecida como
constante de Michaelis-Menten, Km que corresponde a concentracdo de substrato para a qual a
velocidade da reacéo corresponde a metade da velocidade maxima (Vmax), ou seja, representa a
concentracdo de substrato a qual metade dos centros ativos da enzima se encontram ligados a
moléculas de substrato.

O valor de Km diminui com o aumento da afinidade da enzima pelo substrato e, deste modo,
pode ser utilizado para medir essa afinidade. Esta constante depende da temperatura, pH e forca idnica,
entre outras condi¢cdes reacionais, pelo que serve para caracterizar um sistema enzima-substrato em
condic¢bes especificas e uma variagdo no seu valor € normalmente indicativo da presenca de um inibidor

ou ativador.
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Outro dos parametros cinéticos que pode ser obtido através da equacéo é o valor de velocidade
maxima da reacdo, Vmax, que esta relacionado com a eficiéncia catalitica da enzima. Pode também
ser calculado o nimero de turnover kcat, sendo este igual a Vmax/[enzima]total e corresponde ao
namero de moléculas de substrato convertidas a produto por moléculas de enzima por unidade de
tempo. A razdo entre kcat e Kv € definida como a eficiéncia catalitica e € demonstrativo da
especificidade de uma enzima para um certo substrato, pois uma razédo alta favorece a formacado de
produto.

A atividade catalitica é afetada por varios fatores, tais como: presenca de inibidores, pH e
temperatura. Estes fatores podem aumentar, diminuir ou até mesmo suprimir a velocidade da reagdo
catalitica.’®

Neste trabalho, apenas vamos ter em conta a presenca de inibidores.

1.2.1.2. Inibicdo Enzimética

A inibicdo da atividade enzimatica constitui um importante mecanismo de regulagdo nos
sistemas bhiolégicos.

Os inibidores enzimaticos sdo compostos que ao se ligarem a uma enzima, podem diminuir a
sua atividade, atuando como reguladores das vias metabdlicas. A inibicdo enzimatica pode ser
reversivel, que se caracteriza por uma rapida dissocia¢do do complexo enzima-substrato e irreversivel,
que acontece quando o inibidor se liga fortemente a enzima e se dissocia muito lentamente.

Existem trés tipos de inibicdo enzimética reversivel:

- Inibicao Reversivel Competitiva: O inibidor é estruturalmente semelhante ao substrato e compete pelo

sitio ativo com o0 mesmo, diminuindo por isso a afinidade da enzima pelo substrato (Km aumenta), mas
a Vmax nao se altera. Isto significa que é necessario uma maior quantidade de substrato para atingir a

mesma Vmax. E possivel reverter este tipo de inibicdo aumentando a concentragéo do substrato.

Este tipo de inibicdo depende das concentracdes do substrato e do inibidor.

Competitive

inhibitor \

Figura 1.27 — Representacdo de uma inibicdo competitiva.

- Inibicdo Reversivel Nao-Competitiva: Neste tipo de inibigdo os inibidores fixam-se reversivelmente a

enzima noutro local que ndo o centro ativo, ndo diminuindo a sua acdo por adicdo de um excesso de
substrato. O inibidor e o substrato podem estar simultaneamente ligados a enzima porque se ligam a

sitios diferentes.
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Um inibidor ndo competitivo atua como se retirasse a enzima ativa da solugéo, levando a diminuigao

da velocidade maxima, enquanto a afinidade néo se altera.

Este tipo de inibicdo depende apenas da concentracéo do inibidor.

Substrate
Moncompetitive ‘\

v

Figura 1.28 — Representagdo de uma inibicdo ndo-competitiva.

- Inibicao Reversivel Incompetitiva: Neste tipo de inibi¢cdo, o inibidor liga-se ao complexo ES e ndo a

enzima na forma livre. Neste caso, tanto o Km como a Vmax diminuem e afeta também a afinidade da

enzima para o substrato.”®
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Figura 1.29 — Representacdo de uma inibicdo incompetitiva.

1.2.2. Cristalografia de Raios-X

O conhecimento da estrutura tridimensional das proteinas torna-se importante para a
compreenséo da sua funcéo biolégica.

A cristalografia de raios-X permite o estudo da estrutura tridimensional detalhada de
macromoléculas biolégicas, através da interpretacdo da difracéo de raios-X de monocristais. Utiliza-se
este tipo de radiagcdo, dado que tal radiagdo possui comprimento de onda da ordem das distancias
interatémicas (em torno de 1.5A). Esta caracteristica faz com que moléculas, quando agrupadas num
cristal produzam difracdo e, a partir desta, se consiga determinar um modelo tridimensional para a
molécula em estudo.80:81

Esta técnica, contrariamente a outras técnicas utilizadas para determinar estruturas, como é o
caso da Ressonancia Magnética Nuclear e da Microscopia Eletrénica, tem a vantagem de néo estar
limitada ao tamanho das moléculas em estudo. Contudo, o sucesso desta técnica depende do

desenvolvimento e da obtencéo de bons cristais.
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De modo a se conseguir obter a estrutura tridimensional de uma proteina é necessario passar
por varias etapas, tais como a purificagdo de uma proteina, partindo da sua extracdo do organismo
original ou de expressdo recombinante, a cristalizacdo, a experiéncia de difracdo de raios-X,
determinacdo das fases das ondas difratadas, da construcdo de um modelo inicial da molécula,
interpretacdo dos mapas de densidade eletrénica e por fim, refinamento do modelo e validacdo da
estrutura (Figura 1.30).82

O importante papel que a cristalografia tem assumido no estudo dos mais variados problemas

biolégicos provém da relacéo existente entre a estrutura e a fungao das proteinas.
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Figura 1.30 — Representacdo dos principais passos utilizados para a obtencdo da estrutura
tridimensional de uma proteina  por cristalografia  de raios-X. Adaptado  de
http://www.xtal.igfr.csic.es/Cristalografia/parte_07-en

1.2.2.1. Cristalizac&o de proteinas

Um aspeto essencial da cristalografia de raios-X € a obtencéo de cristais de alta qualidade,
sendo por vezes considerado 0 passo mais dificil na resolugdo de uma estrutura cristalografica. Um
cristal é caracterizado por uma estrutura interna ordenada e periddica no espaco tridimensional,
constituido por unidades idénticas simples que se repetem em toda a sua estrutura, designadas por
células unitarias, levando a formacgéo da chamada rede cristalina. Cada célula unitaria é caracterizada
por trés vetores (a, b, c) e trés angulos (a, B, y), como representado na Figura 1.31. Estes parametros
sdo importantes dado que a sua variagao origina diferentes sistemas cristalinos, isto €, diferentes
organizac®es internas no cristal. Por outro lado, a célula unitaria € composta por repeticées da unidade
assimétrica, que se caracteriza pela menor unidade, em que a partir de operagfes de simetria, permite

originar a célula unitaria, como representado na Figura 1.32.80.81,83-85
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Figura 1.31 - Representacéo Figura 1.32 — Representacdo esquemética da
esquematica de uma célula unitaria e unidade assimétrica, da célula unitaria e da
respetivas constantes. rede cristalina.

Os melhores cristais sédo puros, perfeitamente simétricos, reunindo moléculas numa estrutura
tridimensional bem organizada. Podem ter diferentes formas, desde cubos perfeitos até agulhas
alongadas.

De forma a induzir a cristalizagdo de proteinas € necessario atingir um estado de solubilidade
minima de forma lenta, alcancando-se o grau de sobressaturacdo. E desejavel atingir o ponto de
saturacao lentamente de modo a facilitar o ordenamento das moléculas na rede cristalina. Os cristais
das macromoléculas biolégicas devem ser mantidos num ambiente saturado de solvente, caso
contrario, a desidratagdo conduzir4 a quebra das ligacdes fracas (hidrofobicas e de hidrogénio) e,
consequente, a destruicdo dos cristais. 8081

De fato, a andlise do diagrama de fases da cristalizagédo (Figura 1.33) revela a existéncia de
duas grandes regides: ndo saturada (onde nao é possivel ocorrer cristalizacéo) e sobressaturada (onde
se pode verificar cristalizacdo). Por sua vez, esta Ultima zona pode-se subdividir em trés zonas de
acordo com o crescente grau de sobressatura¢@o: zona metaestavel, zona labil e zona precipitante.

Isto torna-se importante uma vez que a cristalizacdo ocorre em duas etapas: nucleagéo e
crescimento. A nucleacao é o processo que origina a formagédo de pequenos clusters ou nicleos que,
na etapa de crescimento, aumentam de volume dando origem ao cristal. No caso em que as condi¢des
de nucleacao continuam, ocorre a formagdo de um elevado nimero de nicleos e consequentemente

forma-se um precipitado amorfo e néo cristalino. 887
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Figura 1.33 — Diagrama de fases da cristalizac&o.
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Geralmente, a cristalizagdo de macromoléculas é alcangada através da mistura de uma solugao
de proteina com uma solucgédo precipitante. Os agentes precipitantes podem ser sais, como o sulfato de
amonio, levando a precipitacdo da proteina pelo processo de salting out ou compostos organicos, como
0 caso do polietilenoglicol (PEG), que interagem com os residuos hidrofébicos da proteina, levando por
vezes a desnaturacdo da mesma (o que é de evitar).80

Para os ensaios de cristalizacdo podem utilizar-se varias técnicas, sendo a mais utilizada o
método da difusdo de vapor. Nesta técnica, uma gota contendo a proteina a ser cristalizada é
equilibrada contra um reservatério que contém uma maior concentracdo de solugdo precipitante
relativamente a da gota. O equilibrio ocorre pela difusdo das espécies volateis (dgua e solventes
organicos) até que se iguale a concentracao de precipitante na gota e no reservatério. Posteriormente
ird ocorrer uma diminuicdo do volume da gota e consequentemente um aumento da concentracao da
mesma, levando a sobressaturacdo da proteina e a sua cristalizacao.80:88.89

A difusdo de vapor tanto pode ser utilizada no método de gota suspensa (hanging drop) como
no método de gota assente (sitting drop). No primeiro caso a gota é suspensa numa lamela acima do
reservatorio e no segundo a gota é colocada numa microponte, que € depositada dentro do reservatério
(Figura 1.34).81.90
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Figura 1.34 — Representacdo dos dois métodos de difusdo de vapor: gota suspensa (a esquerda) e
gota assente (a direita).

Existem inameras condi¢gfes de cristalizagdo que séo varidveis de proteina para proteina,
sendo determinadas através de ensaios de screening, em que se variam diversos fatores tais como as
concentracdes da proteina e dos agentes precipitantes, o pH e a temperatura.

Os estudos de complexos proteina-ligando tém como finalidade a obtencédo de cristais do
complexo e ndo somente da proteina. Para isso, existem dois métodos muito utilizados, tais como a
co-cristalizagdo, em que a proteina é colocada a incubar com o ligando durante um determinado
periodo de tempo e posteriormente séo realizados ensaios de cristalizacdo e o soaking, em que o

ligando é adicionado diretamente a gota onde se encontram os cristais de proteina.%
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1.2.2.2. Experiéncia de difracdo de raios-X

O passo seguinte ao processo de cristalizacéo consiste na difracdo dos raios-X. Os raios-X sado
um tipo de radiacao eletromagnética que séo difratados quando os eletrdes transitam de um estado de
maior energia para um de menor energia.

A experiéncia de difracdo consiste na incidéncia de um feixe de raios-X sobre o cristal,
conforme representado na figura 1.35. A interferéncia das ondas difratadas pelos pontos individuais
que constituem o cristal produz um padrédo caracteristico conhecido como padrao de difracdo. O padréo
de difracdo de raios-X produzido por um monocristal contém informacgdes a respeito do contetdo e
simetria da sua célula unitaria e é através dele que se resolve a estrutura tridimensional da molécula

cristalizada. 8485
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Figura 1.35 — Representacao da recolha de dados de uma experiéncia de difracdo de raios-X.

Outra forma de gerar raios-X € no sincrotrdo. Nesses grandes equipamentos, os eletrdes sdo
acelerados a grandes velocidades, proximas a da luz, por campos magnéticos, e ao serem
desacelerados, produzem raios-X em varios comprimentos de onda.

E necessario o congelamento prévio dos cristais, com recurso a azoto liquido, de forma a
minimizar os danos provocados pela incidéncia da radiacéo e ainda a necessidade de congelar os
cristais na presenca de agentes crio-protetores, uma vez que minimizam a dispersdo dos raios-X pelas
moléculas de agua e impedem a formacao de cristais de gelo na superficie do cristal de proteina.s®

As direcBes dos raios que séo dispersos pelo cristal sdo caracterizadas por trés coordenadas
tridimensionais designadas por indices de Miller (hkl), que estdo associados as posicdes das reflexées
obtidas a partir da difracdo e as suas intensidades (l). Cada reflex@o diz respeito a uma onda difratada,
caracterizada pelo seu comprimento de onda (A), amplitude (F) e fase (¢), podendo interferir construtiva
ou destrutivamente, isto €, podem-se somar ou anular. Contudo, pela Lei de Bragg, somente as ondas
que interferem construtivamente, ou seja, que se encontram em fase, sdo detetadas no padréo de
difracao.8°

A Lei de Bragg € uma forma equivalente de interpretar o fendmeno de difracéo de raios-X por
um cristal. Segundo a Lei de Bragg, para um espaco planar (d) e um angulo incidente (8), as ondas

interferem construtivamente quando a diferen¢a da distancia percorrida é igual a um ndmero inteiro do
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comprimento de onda do feixe de raios-X. Contrariamente, se 0s raios-X incidirem no cristal com um
angulo 6 diferente, a Lei de Bragg nao se aplica, os raios difratados ndo estdo em fase, interferindo

destrutivamente e ndo se obtém uma reflexao, conforme representado na Figura 1.36.89:92
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Figura 1.36 — Representacao dos tipos de interferéncia que ocorrem, pela Lei de Bragg. Interferéncia
construtiva (em cima) e interferéncia destrutiva (em baixo).

Matematicamente, as ondas difratadas (reflexdes) sdo um exemplo de funcdo periddica
podendo ser descritas como uma série de Fourier a partir da equacédo dos fatores de estrutura (Fhkl),
de modo a determinar o mapa de densidade eletronica p(x,y,z). Os fatores de estrutura determinam o
modo como o cristal difrata os raios-X de acordo com a sua organizagao interna, isto €, de acordo com
a posicao dos atomos determinada pela densidade eletronica. A densidade eletronica descreve o
posicionamento dos eletrBes na célula unitaria permitindo, como referido, a determinacéo das posi¢cdes
dos atomos (coordenadas no espago real x,y,z).80:89

Deste modo, pode-se descrever Fhkl através da seguinte férmula, onde V é o volume da célula

unitaria.
Fhkl = jp(x, y, Z)e[Zni(hx+ky+lz)]dV 3)
%4

Dado que a transformada de Fourier se trata de uma operacgéo reversivel, é possivel descrever
a densidade eletronica em funcdo dos fatores de estrutura através da seguinte férmula, onde |FhkI]|

corresponde a amplitude e a‘hkl a fase do fator de estrutura (a‘ = a/2m).
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A densidade eletrénica, tal como a formula sugere, pode ser calculada através do calculo da
amplitude de Fr € do angulo da fase. No entanto, somente a primeira é determinada na experiéncia
de difracdo, a partir das intensidades medidas, surgindo assim o conhecido Problema da Fase em

Cristalografia.

1.2.2.3. Resolucdo da estrutura

A resolugdo da estrutura cristalografica de uma determinada molécula consiste na
determinacéo da funcdo densidade eletronica, que descreve a estrutura tridimensional da molécula no
interior da célula unitaria do cristal.

De modo a resolver o chamado Problema de Fase, existem diferentes métodos que permitem
fazer uma estimativa aproximada das fases, nomeadamente a Substituicdo Isomdrfica Mdltipla (MIR),
a Dispersao Anémala Multipla (MAD), a Dispersdo Anémala Simples (SAD) e a Substituicdo Molecular
(MR). Os trés primeiros requerem a presenca de atomos pesados (com numero atdmico elevado)
incorporados ao cristal de proteina e séo utilizados quando ndo ha estruturas homologas.

O método de substituicdo isomorfica utiliza o fato dos &tomos pesados contribuirem mais para
0 espalhamento quando comparados aos atomos que compdem uma proteina, como por exemplo C,
O e N. Este fato permite a determinacao das posi¢des dos atomos pesados, a partir das quais é possivel
calcular as posicdes dos restantes atomos.

O método de dispersdo anémala baseia-se na variacdo do espalhamento de atomos pesados
em funcdo do comprimento de onda, sendo que em SAD apenas se efetuam medi¢cbes usando um tipo
de comprimento de onda, e em MAD o comprimento de onda dos raios-X é ajustavel.80.83:85

No caso em que existem estruturas homologas resolvidas, recorre-se ao método de
Substituicdo Molecular, em que se utilizam as fases de um modelo conhecido de modo a se determinar
as fases da proteina em estudo. Ap6s a determinacao das fases, é possivel obter o mapa de densidade
eletrénica inicial, utilizado para construir o modelo. A partir dessa densidade eletronica é possivel
melhorar o modelo da proteina e as suas fases, a partir de variados refinamentos. Quanto maior for
resolucdo mais precisa sera a posicdo calculada dos atomos e mais correto ser4 o modelo.®
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1.2.2.4. Refinamento e validacdo da estrutura

Normalmente, os modelos iniciais apresentam erros, e como tal recorre-se ao refinamento
cristalografico de modo a corrigir esses erros, de modo a ajustar o modelo construido a densidade
eletrénica.

De modo a avaliar a qualidade do modelo construido, recorre-se a varios parametros, sendo o
mais importante o fator R, que traduz a correlagédo entre os mapas de densidade eletronica gerados

antes e apos o refinamento do modelo, de acordo com a seguinte férmula:

_ X||Fobs| — |Fcalc]|
B %|Fobs]|

(®)

O fator R deve ser o menor possivel, de modo a minimizar a diferenga entre os valores das
amplitudes observadas e das amplitudes calculadas. Assim, quanto menor o seu valor, melhor se
adequa o modelo aos dados experimentais.89.93

Normalmente, valores inferiores a 0.2 indicam um bom refinamento da estrutura e
consequentemente uma boa resolucdo. Contrariamente, valores superiores a 0.5 indicam uma
estrutura aleatoria.

Outro pardmetro utilizado para avaliar a qualidade do modelo é o fator Riree, que é calculado de
forma semelhante ao fator R, com a diferenca que utiliza um nimero de intensidades (cerca de 5% das
reflexdes) que sdo excluidas desde o inicio do refinamento. Este parametro ndo deve ser superior ao
fator R em mais que 5%, caso contrario significa que algum parametro foi introduzido incorretamente.
Caso hajam dados incorretos no modelo, estes s6 levam a diminuigdo do fator R, mas ndo do Riree.8%-%3

Enquanto os fatores R e Riee avaliam somente os erros globais do modelo, existem outros
pardmetros que detetam erros locais, como é o caso do fator B, também designado por fator
temperatura. O fator B representa a vibracdo de um dado atomo relativamente a sua posi¢éo, levando
a determinacdo da mobilidade dos atomos e a detecdo de erros no modelo, como referido
anteriormente. No caso de um determinado atomo se encontrar numa posi¢ao incorreta, o seu fator B
sera mais elevado relativamente ao dos atomos que estao préximos de si.

Os fatores B devem ter valores superiores na superficie da proteina e em zonas mais maveis,
valores inferiores no interior. Normalmente estdo relacionados com outro parametro utilizado no
refinamento e validacdo da estrutura designado por fator de ocupacédo. Este fator permite concluir
acerca da frac@o de moléculas no cristal, na qual um determinado atomo se encontra naguela posi¢éo.
No que diz respeito aos residuos de proteina, deve ser sempre igual a 1, exceto em situagdes em que
ha conformacdes alternadas na cadeia lateral de um aminoacido.®°

ApOs o refinamento, recorre-se a validagao onde é avaliada a qualidade do modelo e onde se
podem identificar possiveis erros relativos a geometria das moléculas no modelo. Um parametro muito
comum € o grafico de Ramachandran que permite verificar se todos os aminoacidos apresentam
angulos conformacionais permitidos na sua cadeia principal.

Quando se considera que o modelo satisfaz estes parametros e explica bem os dados

experimentais, o refinamento da-se por concluido e é finalmente depositado no PDB.

34



35

2. Objetivos



36



Esta dissertacdo tem como principal objetivo estudar a interacdo de variados compostos
fornecidos pelo colaborador Dr. John Spencer (University of Sussex, United Kingdom) com diferentes
proteinas: tripsina, trombina e uroquinase. Embora os compostos sejam especificos para a uroquinase,
é razoavel fazer o estudo com a tripsina dado que ambas pertencem a mesma familia de proteinas,
designadas por proteases de serina e tém o centro ativo muito semelhante.

De modo a avaliar se ocorre ou ndo inibicdo das referidas proteinas por parte destes
compostos, ira recorrer-se a determinacao da cinética enzimatica e, para caracterizar estruturalmente
essa inibi¢do, cristalografia de raios-X.

A maioria dos estudos realizados neste trabalho irdo ser feitos com a tripsina, uma vez que
esta proteina é muito utilizada como proteina modelo no que diz respeito a cristalografia de raios-X,

pois é muito facil de cristalizar e normalmente obtém-se dados de alta resolucdo. Relativamente

Q.

uroquinase, ndo sera possivel avaliar a interacdo destes compostos com a mesma, dado que é
necessario primeiramente expressa-la e s6 apds os passos de purificagéo obter a proteina pura.

Assim, para a tripsina pretende-se caracterizar as interagdes com os compostos AB11, JS66,
JS67, JS68, SR5 e SR8 por cristalografia de raios-X e através de ensaios cinéticos averiguar se 0s
compostos a inibem. Nesta técnica iréo utilizar-se os mesmos compostos anteriormente referidos e
ainda adicionalmente os compostos AB1, Benzamidina, JS61, JS62 e SR9.

Relativamente a trombina, utilizar-se-a a cinética enzimatica para avaliar se esta familia de
compostos também a inibe. Para isso, selecionou-se o composto JS62 para o estudo, dado que a
quantidade de proteina disponivel € muito limitada e como tal s6 é possivel realizar um estudo com um
dos compostos.

Por fim, no que diz respeito a uroquinase, tem-se como objetivo principal expressar o seu
dominio catalitico em Pichia pastoris.
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3. Materiais e Métodos
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3.1. Tripsina
3.1.1. Otimizacao de ensaios cinéticos

3.1.1.1. Ensaios cinéticos com o substrato BAEE (N-Benzoil-L-Arginina Etil Ester)

Numa primeira analise para a avaliacdo da atividade da tripsina, utilizou-se o substrato BAEE

(N-Benzoil-L-Arginina Etil Ester), adquirido a Sigma.

u} ]
* HCI sHl
H NH Trypsin H H NH
HoM I:lx -CHz Lo _CH L L LY N, CHe © OH 4 HO-CHg-CH.
T T ek CH; + Ha T Tohe ek
HH o HH 0 Ethanol
Mo B erzoy-L- Arginine Ethyl Ester Ma-Berzo-L- A ginin e

Figura 3.1 — Esquema da reacéo da tripsina com o substrato BAEE.

Antes de se comecar por testar o efeito inibitério dos compostos relativamente a tripsina, foi
necessario otimizar as condi¢bes utilizadas nos ensaios, homeadamente as concentracdes de
substrato, de enzima e de inibidor.

Os ensaios foram realizados utilizando um espetrofotometro Thermo Scientific Evolution 201,
a temperatura ambiente (25°C), a um comprimento de onda de 253 nm, numa célula de quartzo da
Hellma, com um percurso 6tico de 1 cm.

Primeiramente utilizou-se uma concentracdo de tripsina de 0,2 mg/mL dissolvida em 1 mM de
HCI e uma concentragéo de BAEE de 0,25 mM, dissolvido em 0,086 mg/mL de tampao fosfato de sodio
a pH 7,6. Os ensaios foram realizados durante 20 minutos, apos estabilizagdo do substrato, conforme
descrito no protocolo da Sigma-Aldrich.

De modo a otimizar os ensaios cinéticos foram feitas algumas alteracdes nhomeadamente no
que diz respeito ao tampé&o do substrato utilizado.

Foram realizados novos ensaios com o BAEE dissolvido em 50 mM de tampé&o Tris-HCI a pH
7,6, para uma concentracéo final de BAEE de 0,005 M.

Dado que ndo se obteve nenhum resultado com as condi¢bes acima descritas, foram feitas
novas modificagbes ao protocolo, por forma a se obterem resultados. Assim, foi utilizada uma nova
concentracao de tripsina de 0,02 mg/mL dissolvida em 12,5 mM de bicarbonato de amonia e 2% de
acetonitrilo.

Apos otimizac@o dos ensaios cinéticos com o BAEE, realizaram-se novos ensaios da tripsina
na presenca de benzamidina, adquirida a Sigma e de compostos derivados de acidos borénicos. Estes
compostos foram fornecidos pelo Dr. John Spencer (University of Sussex, United Kingdom) com quem

temos uma colaboragéo. Os compostos utilizados foram o0 AB11 (CoH13BN20:2S), 0 JS67 (CoHoF3N2S)
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e 0 SR5 (CsH10N2S). Para todos os ensaios realizados na presenca de inibidores utilizou-se um tempo

de incubacgédo de 2 horas.

3.1.1.2. Ensaios cinéticos com o substrato BApNA (N-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida)

Foram realizados novos ensaios cinéticos de modo a avaliar a atividade da tripsina, utilizando
0 BApNA (N-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida) como substrato, adquirido a Sigma. Este substrato é
degradado pela acdo da tripsina libertando o produto p-nitroanilida, que é detetavel
espectrofotometricamente a 410 nm.

A reacao foi seguida num leitor de placas de 96 pocos Molecular Devices Spectra Max 190
utilizando o software SoftMax Pro 6.4.

Comecou por se determinar qual o melhor tamp&o a utilizar para dissolver tanto o substrato
como a tripsina. Os tampdes utilizados no processo de otimizacéo tanto para o substrato BApNA como

para a tripsina encontram-se representados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Representacdo dos tampdes utilizados no processo de otimizacdo para o substrato
BApPNA e para a tripsina.

Tampdes Testados
BApNA Tripsina
50 mM Tris-HCla pH 7,5 +
20 mM CaClz

20% DMSO em agua| 12 5 mM de bicarbonato de
amoénia com 2% de
acetonitrilo

50 mM Tris-HCl a 50mM de fostato de potéssio
pH 7,5+ 20 mM apH 7,98
CaCl2 1 mM de HCI

Apéds testarmos todos os tampdes tanto para o substrato BApNA como para a tripsina,
verificamos que aqueles em que se obtiveram melhores resultados foram com o BApNA dissolvido em
20% de DMSO e a tripsina dissolvida em 50 mM de Tris-HCl a pH 7,5 com 20 mM de CaCl..

Todas estas otimizagOes foram realizadas recorrendo a diversos protocolos de maneira a que
pudéssemos escolher as melhores condi¢des.%-%°

Foram testadas véarias concentracfes de BApNA, sendo que apés Varios ensaios de otimizagao
concluiu-se que as melhores concentracdes de substrato foram 0,1, 0,25, 0,5, 0,75, 1 e 1,25 mM. Nao
foi possivel testar concentracdes superiores de BApNA por raz8es de solubilidade deste.

Primeiramente foram realizados véarios ensaios onde se foi variando a concentracdo de
substrato e a concentracdo de enzima ao mesmo tempo. Em ensaios posteriores verificou-se que o

melhor seria variar a concentracéo de substrato e manter a concentracdo de enzima.
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Também foi necessario realizar varios ensaios de modo a otimizar a concentragao de tripsina
a utilizar. Apos varias tentativas, chegou-se a conclusédo que a melhor concentracéo foi de 0,0005 mM.

Em cada poco da placa de 96 pocos (Thermo Scientific) foram misturados volumes variaveis
tanto de BApNA como de tampao 50 mM de Tris-HCl a pH 7.5 com 20 mM de CaClz, de maneira a
termos concentracdes de BApNA variaveis e um volume fixo de 20 pL de tripsina, para uma
concentracao final de 0,0005 mM, como referido anteriormente. As leituras foram realizadas a cada 30
segundos, a 410 nm, com agitacdo de 5 segundos no intervalo de cada leitura, durante 5 minutos antes
da adicao de tripsina, até que a absorvancia estabilizasse e mais 5 minutos ap6s a adicao da tripsina,
a uma temperatura constante de 37°C. O volume final na placa foi de 280 pL por pogo ajustado com o
tampé&o da tripsina. Todos os ensaios foram realizados em triplicado.

No que diz respeito aos ensaios cinéticos da tripsina com os diferentes inibidores, variaram-se
os tempos de incubacédo, sendo que aqueles que apresentaram melhores resultados foi com o tempo
de incubagéo de 30 minutos.

Para estes ensaios utilizou-se primeiramente a benzamidina, por forma a testar as condi¢cbes
e posteriormente os compostos AB11 (CeH13BN20:2S), AB1 (CsH11BN202S), JS62 (C14H21BN20:2S), SR5
(CgH10N2S), JS66 (CsHoN302S), JS61 (CsHoBrN2S), SR8 (CoHoNzS), JS68 (Ci10H12N202S), JS67
(CoH9oF3N2S) e SR9 (C10H11N3S), também fornecidos pelo Dr. John Spencer (University of Sussex,
United Kingdom). As suas estruturas encontram-se representadas na Figura 3.2.
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Figura 3.2 — Representacéo das estruturas dos compostos AB1, AB11, JS61, JS62, JS66, JS67, JS68,
SR5, SR8 e SR9.

Também foram realizados inUmeros ensaios por forma a se otimizar as melhores
concentracdes de inibidores a utilizar. Apds vérias tentativas, escolheram-se as concentracdes de
inibidores de 0,05, 0,125, 0,250 e 0,5 mM, comparativamente & concentracdo de tripsina de 0,0005
mM, no pogo.

3.1.1.3. Determinacé&o dos parametros cinéticos de Michaelis-Menten

Os ensaios para obtencdo das constantes de Michaelis-Menten (Km) e das velocidades
méaximas (Vmax) para cada inibidor foram realizados com a enzima purificada utilizando o mesmo
protocolo descrito na seccdo 3.1.1.2. As velocidades iniciais para cada concentracdo foram
determinadas a 410 nm para diferentes concentra¢des do produto da reagdo, em funcdo do tempo,
utilizando-se para os calculos, o coeficiente de extingdo molar especifico de 8,800 M-icm.

Os parametros cinéticos foram obtidos por meio de regresséo ndo-linear utilizando o software
GraphPad Prism 6.0 para o Windows.

3.1.2. Ensaios de cristalizagdo

Primeiramente, os ensaios de cristalizacdo foram realizados utilizando duas concentracdes de
tripsina de 30 e 60 mg/mL respetivamente, incubadas com benzamidina, que € um inibidor muito
conhecido da tripsina e dissolvidas em 25 mM de HEPES a pH 7,5, 10 mM de cloreto de calcio (CaCl>)
e 10 mg/mL de benzamidina. Foram testadas varias condicdes de cristalizacdo tais como as condi¢des

4, 15, 16, 20, 28, 30 e 31 do screen de cristalizacdo Crystal Screen HT da Hampton Research e uma
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nova condi¢do analoga a 15 (designada por 15A), com a diferenca que em vez de 30% de PEG 8000
utilizou-se 25% (Tabela 3.2).

As cristalizacGes foram realizadas pela técnica de difusdo de vapor, utilizando o método de
gota suspensa, com caixas de cristalizacdo de 24 pocos (Linbro), em que se adicionou em cada poco
700 uL de solugdo precipitante e gotas de 2 ul de proteina e 2 pl de solugdo precipitante a uma
temperatura de 20°C, variando a solucao precipitante de acordo com o indicado na Tabela 3.2, a fim
de verificar quais aquelas em que se obtinham melhores cristais. Pela observagdo das gotas
selecionaram-se as condicdes 15, constituida por 0,2 M de sulfato de aménio ((NH4)2S0a4), 0,1 M de
cacodilato de soédio tri-hidratado a pH 6,5 e 30% de PEG 8000, a condi¢do 20 composta por 0,2 M de
sulfato de aménio, 0,1 M de acetato de sddio tri-hidratado a pH 4,6 e 25% de PEG 4000 e por Ultimo a
condicdo analoga a 15, sendo esta a condicdo que gera os melhores cristais, de modo a testar a
cristalizacdo da tripsina com varios compostos inibidores. A observacéo das gotas foi feita através de

um microscoépio 6tico Zeiss AxioCam ERc 5S.

Tabela 3.2 — Condi¢Bes de cristalizagdo testadas para a tripsina.

*Q agente crio-protetor foi utilizado somente na solugdo crio-protetora, e ndo na solucéo precipitante.

Condico Sal Tampéo Precipitante Crio-protetor *

. _ 0,1 M Tris-HCI 23 SuliEts el Glicerol 15%
pH=8,5 amonio

15 0,2 M Sulfato de 0,1 M Cacodilato 30% PEG 8000 Glicerol 15%

amonio

de sédio pH=6,5
0,1 M HEPES de

1,5 M Sulfato de

16 - L. . Glicerol 15%
sodio litio

20 02MSulfatode  0.1MAcetatode oo be s /000 Glicerol 15%
amonio sodio pH=4,6

28 0.2MAcetatode 0,1 M Cacodilato 50, e 5o Glicerol 15%

sodio de sodio pH= 6.5

30 0,2 M Sulfato de ; 30% PEG 8000 Glicerol 15%
amonio

31 0.2 M Sulfato de ; 30% PEG 4000 Glicerol 15%
amonio

15A 0.2MSulfatode 0,1 M Cacodilato 00 o g0 Glicerol 15%
amonio de sodio pH=6,5

Foram também realizados ensaios de cristalizacdo da tripsina com determinados inibidores,
sendo estes derivados de acidos bordnicos. Os compostos utilizados foram o AB11 (C9H13BN202S), 0
JS67 (CoHoF3N2S) e 0 SR5 (CsH10N2S), fornecidos pelo Dr. John Spencer (University of Sussex, United
Kingdom), como dito anteriormente.

Primeiramente foram realizados soakings da tripsina com 0s compostos mencionados acima,
tanto para uma concentracdo de tripsina de 30 como de 60 mg/mL. No caso do AB11, utilizou-se uma
concentracdo de 23,1 mg/mL, comparativamente a concentracao de tripsina de 60 mg/mL. No que diz
respeito ao composto JS67, foram realizados ensaios tanto para a concentracdo de tripsina de 30
mg/mL como também para 60 mg/mL, com concentracdo de composto de 12 e 24 mg/mL,
respetivamente. Por fim, no caso do composto SR5, foram também efetuados ensaios de cristalizacdo

para as duas concentracdes de tripsina, sendo que as concentracdes de compostos foram de 9,36 e
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18,72 mg/mL. Todas as solu¢cdes dos compostos foram dissolvidas em determinadas solucdes
precipitantes, tendo em conta aquelas em que se obtiveram melhores cristais. As gotas de tripsina de
interesse foram adicionados 2 pl de cada composto.

Apo6s 24 horas do soaking, procedeu-se a transferéncia dos cristais obtidos com os compostos
para uma solucao crio-protetora, a fim de evitar a formacao de gelo nos cristais, sendo esta solucao
composta pela mesma solugéo precipitante, mas com a adicdo de 15% de glicerol. Posteriormente os
cristais foram congelados em azoto liquido.

Ao fim de aproximadamente 12 dias apds o soaking foi realizado um novo congelamento dos
cristais da tripsina com os compostos.

Dado que s6 os cristais com o composto AB11 difrataram procederam-se a novos ensaios de
cristalizacdo com os compostos SR5 e JS67. Estes novos ensaios foram semelhantes aos anteriores,
mas as concentracdes dos compostos foram alteradas, passando para metade. No caso do composto
SR5 utilizaram-se concentragdes de 4,65 e 9,3 mg/mL e no composto JS67 concentracdes de 6 e 12
mg/mL.

O procedimento foi semelhante ao descrito acima, tendo sido os cristais congelados 2 H, 4 H e
3 dias ap6s o soaking.

Um outro método de cristalizag@o utilizado para observar a interagdo de proteinas com
compostos € a co-cristalizagdo. Assim sendo, realizaram-se outros novos ensaios com este método.
Para estes novos ensaios utilizou-se uma solugédo precipitante composta por 0,2 M de sulfato de
amonio, 0,1 M de cacodilato de sddio tri-hidratado a pH 6,5 e 25% de PEG 8000.

Para este método foram utilizados os compostos JS66, JS61, SR8, JS68, JS67 e SR9. A
concentracao de tripsina utilizada foi de 30 mg/mL, dissolvida em 25 mM de HEPES a pH 7,5 e 10 mM
de cloreto de célcio (CaCl2) e foi utilizado um racio de tripsina/inibidor de 40. Os compostos foram
colocados a incubar com a tripsina durante 30 minutos & temperatura ambiente.

Posteriormente, procedeu-se ao congelamento em azoto liquido dos cristais que apresentaram
melhores resultados.

3.1.3. Recolha de dados e resolucéo da estrutura

Os cristais foram analisados por radiagdo de Sincrotrdo nas linhas ID29 e ID13-1 do ESRF
(Grenoble, Franca) e na linha PX Il do SLS.

Relativamente aos cristais que difrataram, como foi o caso do cristal com o composto AB11,
foram utilizados diferentes programas informaticos. De modo a indexar os dados provenientes da
difracéo do cristal, determinar o grupo espacial, as constantes da célula e as intensidades, recorreu-se
ao programa XDS e posteriormente utilizou-se o programa AIMLESS, presente no conjunto de
programas do CCP4, de modo a processar e escalar os dados. A fim de determinar quais as fases
utilizou-se o programa PHASER, através do método de substituicdo molecular (MR) e para melhorar
as fases recorreu-se ao programa DM e por fim utilizou-se o programa REFMACS, para o refinamento

do modelo, também pertencente ao pacote de programas do CCP4.
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Utilizou-se o programa COOT, para visualizacdo e melhoria do modelo molecular e por fim,

para a realizagcdo das imagens utilizou-se o programa Pymaol.

3.1.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A analise da interacdo da tripsina com os inibidores foi realizada também por eletroforese das
amostras em gel de poliacrilamida SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate — Polyacrilamide Gel
Electrophoresis) com gel de separacdo de 10% e gel de concentracdo de 4%, sendo as solucdes
preparadas como descrito no Anexo 7.5, Tabela 7.1.

Inicialmente comecou-se por realizar a digestdo da BSA com a tripsina, com diferentes tempos
de incubagéo: 1, 4 e 16 H, a 37°C. Utilizou-se uma concentragdo de BSA de 15 yM e de tripsina de 0,6
MM, dissolvidas em 12,5 mM de bicarbonato de amodnia e 2% de acetonitrilo. Relativamente a tripsina
com 0s compostos benzamidina, JS62, AB1 e AB11, colocaram-se as amostras a incubar durante 30
minutos e 2 horas, respetivamente, a 37°C. A concentragao de inibidor utilizada foi de 6 uM. No final
de cada reacgdo adicionou-se 10 uL de 30% de acido acético, de modo a parar a reagéo.

De modo a otimizar qual a melhor temperatura de incubacgdo deixou-se a tripsina a incubar com
a benzamidina a temperatura ambiente, no gelo e a 37°C.

As amostras foram aplicadas diretamente no gel e foram preparadas por mistura com o tampéo
de amostra 6x concentrado, o qual contém SDS e 3-mercaptoetanol, e foram posteriormente aquecidas
durante 5 minutos a 100°C.

A corrida foi realizada durante aproximadamente 50 minutos, sob corrente de 200 mA e 200 V,
utilizando-se uma solucéo de 0,2 M Tris-HCI a pH 8,8, no compartimento anddico e outra de 0,1 M
Tricina, 0,1 M Tris-HCl e 0,1% SDS, no compartimento catoédico.

Os géis foram corados para determinagdo do contetdo proteico com uma solug¢éo de Azul de
Coomassie, durante cerca de 25 minutos, e de seguida descorados com uma solu¢do aquosa composta
por 40% de metanol e 10% de &cido acético.

Testou-se também a digestéo da lisozima com a tripsina, em que se utilizou uma concentracao
de lisozima de 50 mg/mL e concentrac8es de tripsina de 0,5, 1 e 2 mg/mL. Colocaram-se as amostras
aincubar overnight a 37°C. O processo foi muito semelhante ao da tripsina com a BSA, com a diferenca
de que no gel de separacao se utilizou 15% em vez de 10% e utilizou-se o corante 2x concentrado em
vez de 6x. Ao se inserir as amostras no gel, adicionaram-se diferentes volumes: 1 e 2 uL,
respetivamente.

Realizou-se ainda a digestdo da hemoglobina com a tripsina, com uma concentracdo de
hemoglobina de 60 mg/mL e de tripsina de 0,5 e 1 mg/mL. Colocaram-se as amostras a incubar durante

1 e 2 horas a 37°C. O restante processo foi analogo ao da digestao da tripsina com a BSA.
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3.2. Trombina

3.2.1. Ensaios cinéticos

Os ensaios cinéticos da trombina, que foi adquirida a Sigma, foram realizados com o substrato
BApNA, utilizado também nos ensaios com a tripsina. Dado que a quantidade de trombina disponivel
no laboratério era limitada, optou-se por escolher o inibidor que apresentava melhores resultados com
a tripsina, sendo o escolhido o composto JS62.

Os ensaios foram realizados de modo analogo ao descrito na seccdo 3.1.1.2., em que se
utilizaram concentracdes finais de composto de 0,05, 0,125, 0,25 e 0,5 mM e uma concentracéo final
de trombina de 0.0015 mM, ambos dissolvidos em tampé&o 50 mM de Tris-HCl a pH 7,5 e 20 mM de
cloreto de calcio (CaClz). As concentracGes de BApNA foram as mesmas que as utilizadas com a
tripsina, 0,1, 0,25, 0,5, 0,75, 1 e 1,25mM, respetivamente, dissolvido em 20% de DMSO.

A reacdo foi seguida num leitor de placas de 96 poc¢os Molecular Devices Spectra Max 190
utilizando o software SoftMax Pro 6.4. Em cada pog¢o foram misturados volumes varidveis tanto de
BApNA como de tampdo 50 mM Tris-HCI a pH 7,5 com 20 mM CaClz, de maneira a termos
concentragoes de BApNA variaveis e um volume fixo de 20 yL de trombina com composto, para uma
concentracéo final de 0,0015 mM, como referido anteriormente. No caso dos pog¢os da trombina na
auséncia de inibidor, utilizou-se um volume de 3 uL de trombina.

As leituras foram realizadas a cada 30 segundos, a 410 nm, com agitacdo de 5 segundos no
intervalo de cada leitura, durante 5 minutos antes da adicdo de trombina, até que o substrato
estabilizasse e mais 5 minutos ap6s a adi¢cdo de trombina, a uma temperatura constante de 37°C. O
volume final na placa foi de 280 pL por pogo ajustado com o tamp&o da trombina. Todos os ensaios

foram realizados em triplicado.

3.2.2. Ensaios de cristalizagdo

Os ensaios de cristalizagdo foram realizados utilizando uma concentragdo stock de trombina
de 3,51 mg/mL, dissolvida em 50 mM de citrato de sédio a pH 6,5, 0,2 M de cloreto de sodio (NaCl) e
0,1% de PEG 8000, para uma concentracédo final de 0,07 mg/mL. Como descrito anteriormente, a
quantidade de trombina disponivel no laboratério era limitada e como tal utilizou-se somente um
composto para verificar se ocorria alguma interagdo. Assim sendo, utilizou-se o composto AB1, com
uma concentracao de 0,6 mg/mL, o qual foi incubado com a trombina durante 30 minutos a temperatura
ambiente, pelo método da co-cristalizacao.

Foram utilizadas varias solugdes precipitantes, de forma a otimizar quais aquelas que
originariam melhores cristais. Para isso, utilizou-se uma solucéo precipitante com tampé&o 0,1 M de Tris-
HCl a pH 7,5, em que se variou a percentagem de PEG 2000 com MME com valores de 10, 15 e 20%.
Uma outra solugéo precipitante utilizada é composta por 0,1 M de cacodilato de sédio tri-hidratado a

pH 6,5 e com diferentes percentagens de PEG 8000, nomeadamente 15, 20 e 25%, respetivamente.

48



As cristalizagBGes foram realizadas pela técnica de difusdo de vapor, utilizando o método de
gota suspensa, com caixas de cristalizacdo de 24 poc¢os (Linbro), em que se adicionou em cada pog¢o
700 pL de solugao precipitante e gotas de 1 pl de proteina com o composto e 1 pl de solugéao
precipitante a uma temperatura de 20°C, variando a solucéo precipitante de acordo com o indicado na
Tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Condi¢des de cristalizacdo testadas para a trombina.

Tampéo Precipitante
0,1 M de Tris-HCI pH=7,5 10% PEG 2000 MME
0,1 M de Tris-HCI pH=7,5 15% PEG 2000 MME
0,1 M de Tris-HCI pH=7,5 20% PEG 2000 MME
0,1 M de Cacodilato de s6dio pH=6,5 15% PEG 8000
0,1 M de Cacodilato de sddio pH=6,5 20% PEG 8000
0,1 M de Cacodilato de sddio pH=6,5 25% PEG 8000

3.3. Uroquinase

3.3.1. Pichia pastoris

O sistema de expressao de Pichia pastoris esté a ser utilizado com sucesso para a producao
de varias proteinas heterdlogas recombinantes. Os recentes desenvolvimentos no que diz respeito ao
sistema de expressdo de Pichia tiveram um impacto ndo apenas sobre os niveis de expressédo que
podem ser alcangcados, mas também no que diz respeito a bioatividade de varias proteinas heterélogas.

Pichia pastoris € uma levedura metilotréfica, que é regulada pelo promotor induzivel do gene

que codifica para metanol alcool oxidase - a primeira enzima da via de metanol.

3.3.1.1. Preparacéo de células competentes de Pichia pastoris

Para a preparacgédo das células competentes inoculou-se 10 mL de meio YPD com uma Unica
célula de Pichia e colocou-se a incubar durante, aproximadamente, 16 horas a 30°C, 270 rpm.
Posteriormente, monitorizou-se o crescimento através da leitura da densidade dtica (O.D.) num
espetrofotémetro Thermo Scientific Evolution 201, a um comprimento de onda de 600 nm (O.D.esoonm),
até que apresentasse um valor entre 0,1-0,2. Para isso, inoculou-se 10 mL da cultura em 50 mL de
meio YPD e de seguida deixou-se as bactérias crescerem na incubadora a 30°C, 270 rpm até que a
ODsoonm atingisse um valor entre 0,6-1,0, que demorou aproximadamente 7 horas.

A leitura da densidade otica é realizada a 600 nm porque 0s microrganismos podem conter
inimeras macromoléculas que absorvem a luz. Ao medir a densidade 6tica das bactérias por disperséo
de luz, o ideal é escolher um comprimento de onda onde a absor¢cdo é minima e, para a maioria das

culturas bacterianas, os comprimentos de onda em torno de 600 nm sdao uma boa alternativa.
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Quando a O.D.soonm atingiu o valor de 0,85, transferiram-se as células para falcons de 50 mL
estéreis e centrifugou-se durante 5 minutos a 500 xg, a temperatura ambiente. De seguida, descartou-
se o0 sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet de cada falcon em aproximadamente 25 mL de 10 mM
de bicina-NaOH a pH 8,3, 3% (v/v) de etilenoglicol, 5% (v/v) de dimetilsulféxido (DMSO) e 1 M de
sorbitol.

Incubou-se a suspensao de células durante 5 minutos a 100 rpm a 30°C e de seguida centrifugou-
se o pellet de cada falcon em 2,5 mL da solucéo anterior. Apds este processo, as células tornaram-se
competentes e prontas a serem transformadas. Por fim, fizeram-se aliquotas de 200 pL, em eppendorfs
estéreis de 1,5 mL e armazenou-se a -80°C, para que toda a composigdo das células permanecesse
inalterada, preservando a sua competéncia e para que a sua viabilidade fosse mantida por tempo

indefinido.

3.3.1.2. Transformacéo de células competentes em Pichia pastoris

A transformacéo de bactérias consiste na introdu¢éo de um vetor plasmidico, que contenha o
gene de interesse em bactérias desprovidas de qualquer DNA desta natureza (bactérias competentes).
O objetivo desta técnica consiste em obter milhares de cépias do vetor introduzido na bactéria e, assim,
do gene de interesse.

O DNA foi obtido a partir da empresa Nzytech, que procedeu a sintese do fragmento e o inseriu
no vetor pretendido (pPNIC706), em que o mapa se encontra em anexo (Anexo 7.4).

Para se poder inserir o DNA plasmidico na levedura Pichia pastoris € necessario lineariza-lo.
Para isso, digeriu-se o DNA com uma enzima de restri¢cdo, a Sal |, dado que direciona a integracéo do
vetor para a regido 5" do gene HIS4 por recombinagdo homoéloga. Primeiramente, colocou-se 6 L de
DNA a incubar com 3 yL da enzima de restricdo durante aproximadamente 5 horas a 37°C. De seguida,
procedeu-se a digestdo do DNA com a enzima de restrigdo, adaptado do protocolo PCR-Clean Up da
NZytech.

Posteriormente, realizou-se um gel de 0,8% de agarose, de modo a se verificar se as bandas
estavam no peso molecular certo da proteina.

Para a transformacéo das células competentes, descongelou-se uma das aliquotas de células
competentes, colocou-se em gelo e de seguida, a chama, transferiu-se 50 uL dessas células
competentes para um eppendorf esterilizado de 2 mL e adicionou-se 50 yL do DNA linearizado e 1,4
mL de 40% de PEG e 200 mM de bicina a pH 8,3 e inverteu-se. Colocou-se a incubar a 30°C durante
1 hora, e foi-se invertendo a cada 15 minutos.

ApOs esse tempo, submeteram-se as células a um banho a 42°C durante 10 minutos, dividiu-
se o volume de solucdo em dois eppendorfs esterilizados de 2 mL e adicionou-se a cada um 1 mL de
meio YPD. Colocou-se a incubar a 30°C por mais 1 hora.

De seguida, centrifugou-se durante 5 minutos a 3000 xg, descartou-se o sobrenadante e
ressuspendeu-se o pellet de cada eppendorf em 500 pyL de 150 mM de cloreto de sédio (NaCl) e 10
mM de bicina a pH 8,3. Colocou-se tudo num s6 tubo. Centrifugou-se novamente durante 5 minutos a

3000 xg, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 100 pL da solugéo anterior. Por
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fim, adicionaram-se os 100 pyL a uma placa de YPDS com zeocina 100 pg/mL e deixou-se a incubar a

30°C durante 3 dias.

3.3.1.3. Determinacdo do fen6tipo dos transformantes positivos

De modo a se determinar se o fen6tipo das colénias positivas era Muts ou Mut* repicaram-se
as colonias para placas de MM (meio minimo de metanol), contendo 1,34% de YNB, 4x10-5% de biotina
e 0,5% de metanol e placas de MD (meio minimo de dextrose), contendo 1,34% de YNB, 4x10-°% de
biotina e 2% de dextrose, ambas contendo 100 pg/mL de zeocina. As placas foram mantidas a 30°C,

durante aproximadamente 2 dias.

3.3.1.4. Avaliagcdo da expressao em Pichia pastoris

Para se saber quais as condi¢cdes oOtimas de crescimento, selecionaram-se seis coldnias
transformantes, contendo o plasmideo de interesse (pPNIC706+uPA) para os pré-indculos em 25 mL
de meio de cultura BMGY (1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 100 mM de fosfato de potassio
a pH 6,0, 1,34% de YNB (yeast nitrogen base without ammonium sulfate and amino acids), 4x10° de
biotina e 1% de glicerol), em erlenmeyers de 250 mL e colocou-se a incubar numa incubadora 1s-971R
da Lab Companion durante aproximadamente 16 horas, a 30°C, 250 rpm.

Posteriormente monitorizou-se o crescimento através da leitura da densidade o6tica a 600 hm
no espetrofotdmetro Thermo Scientific Evolution 201 até que atingisse um valor entre 2-6. Quando a
0O.D.s0onm apresentou um valor proximo de 2, adicionou-se aproximadamente 100 mL de meio BMMY
(1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 100 mM de fosfato de potassio a pH 6,0, 1,34% de YNB,
4x10 de biotina e 0,5% de metanol) a cada pré-inéculo e adicionou-se também zeocina 100 pg/mL.
De seguida, centrifugou-se durante 5 minutos a 3000 xg a temperatura ambiente. Descartou-se o
sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 20 mL de meio BMMY.

Posteriormente transferiu-se o volume de cada pré-inéculo para erlenmeyers de 1 L e para
induzir a expressdo, transferiu-se 1 mL da cultura para um eppendorf de 1,5 mL, centrifugou-se na
velocidade méaxima durante 3 minutos a temperatura ambiente, sendo esse tempo considerado o TO
da expresséao. Transferiu-se o0 sobrenadante para outro eppendorf de 1,5 mL e guardaram-se os tubos
a -80°C, passando primeiramente por azoto liquido. A inducdo da expressao foi realizada durante
aproximadamente 120 horas. Durante esse periodo, a cada 24 horas foi adicionado metanol 100% para
uma concentracéo final de 0,5%, para manter a indug&o dos transformantes.

De modo a se determinar a analise da secrecéo da proteina heterologa, realizaram-se varias
colheitas dos sobrenadantes e dos pellet das culturas nos intervalos de 5, 18, 28, 42, 52, 73, 100 e 120
horas, dos quais se centrifugou 1 mL e que foram posteriormente sujeitos a choque térmico com azoto

liquido e guardados a -80°C para posteriores andlises por SDS-PAGE.
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3.3.1.5. Analise dos tempos de inducdo da expresséao por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE)

De modo a avaliar qual o melhor tempo de inducdo da expressdo da uroquinase em Pichia
Pastoris, foram realizados géis de poliacrilamida, com gel de separacéo de 10% e gel de concentracao
de 4%, sendo as solucdes preparadas como descrito no Anexo 7.5, Tabela 7.1.

As amostras a utilizar foram as aliquotas de sobrenadante que se encontravam guardadas a -
80°C, para cada colénia.

As amostras foram aplicadas diretamente no gel e foram preparadas por mistura com o tampao
de amostra 6x concentrado, o qual contém SDS e B-mercaptoetanol, e foram posteriormente aquecidas
durante 5 minutos a 100°C.

A corrida foi realizada durante aproximadamente 40 minutos, sob corrente de 200 mA e 200 V,
utilizando-se uma solucdo de 0,2 M Tris-HCI a pH 8,8, no compartimento anddico e outra de 0,1 M
Tricina, 0,1 M Tris-HCl e 0,1% SDS, no compartimento catédico.

Os géis foram corados para determinacdo do contetdo proteico com uma solugéo de Azul de
Coomassie, durante cerca de 25 minutos, e de seguida descorados com uma solu¢do aquosa composta

por 40% de metanol e 10% de acido acético.

3.3.1.6. Sobre-expressdo em Pichia pastoris

Determinadas as condi¢Bes étimas de sobre-expressao da uPA, realizou-se um crescimento
em larga escala, de modo a obter quantidades de proteina adequadas ao desenvolvimento dos estudos
subsequentes de caracterizagéo.

Deste modo, selecionou-se uma colénia transformante para o pré-inéculo em 25 mL de meio
de cultura BMGY, e, posteriormente, colocou-se a incubar numa incubadora 1s-971R da Lab
Companion, a 250 rpm a 30°C, durante aproximadamente 16 horas, até que atingisse um valor de O.D.
soonm €Ntre 2-6.

Quando a O.D.soonm apresentou um valor préximo de 5,5, adicionou-se aproximadamente 1 L
de meio BMGY aos 25 mL de cultura e colocou-se hovamente a incubar a 30°C, 250 rpm até que a
0.D. soonm atingisse um valor entre 2-6, que demorou aproximadamente 20 horas, com um valor proximo
de 5.

Seguidamente centrifugou-se a 3000 xg durante 5 minutos a temperatura ambiente. De modo
a induzir a expressao, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 1/5 do volume da
cultura com meio BMMY. Transferiu-se a cultura para um erlenmeyer de 1 L e deixou-se a incubar a
30°C, 250 rpm, durante 4 dias. A cada 24 horas adicionou-se 100% metanol, a fim de termos uma
concentracdo final de 0.5%. Apds esse tempo, centrifugou-se a 3000 xg durante 5 minutos a

temperatura ambiente e posteriormente descartou-se o sobrenadante e guardou-se o pellet a -80°C.
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4. Resultados e Discussao
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4.1. Tripsina

Realizaram-se diversos estudos tanto por cristalografia de raios-X como por cinética
enzimatica, a fim de estudar a interacéo da tripsina com varios inibidores especificos para a uroquinase,
dado que esta proteina pertence a mesma familia da uroquinase e é uma das proteinas muito

estudadas em estudos cristalogréficos.

4.1.1. Ensaios cinéticos

Um dos principais objetivos desta tese foi o desenvolvimento de um método para determinagéo
da atividade enzimatica da tripsina na auséncia e na presenca de inibidores derivados de acidos
borénicos. Tendo em conta as informacgdes retiradas na literatura, um substrato muito utilizado para
avaliar a atividade da tripsina € o BApNA (N-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida), que foi adquirido a
Sigma, tendo sido esse o escolhido.%4% A tripsina utilizada neste estudo foi a tripsina do pancreas

bovino da Panreac AppliChem.

0
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Figura 4.1 — Esquema da reacao da tripsina com o substrato BApNA.

Realizaram-se varios ensaios de modo a ajustar tanto a concentracdo de BApNA como as
concentracdes de tripsina e de inibidores e ainda determinar qual o melhor tampé&o a utilizar em cada
um. Assim sendo, apdés varias tentativas, selecionaram-se algumas concentragdes e tampdes, que se

encontram representados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Representagdo das concentracdes de BApNA, inibidores e tripsina utilizadas nos ensaios
cinéticos.

[Tripsina] (mM) em [Inibidor] (mM) em

[BAPNA] (MM) = oy Tris-HCl + 50mM Tris-HCI +

em 20% DMSO

20mM CacCl2 20mM CaClz
0,1 -
0,25 0,05
0,5 0,125
0,75 SO 0,25
1 0,5
1,25 B}
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Primeiramente a tripsina foi incubada com cada inibidor durante 30 minutos a temperatura
ambiente e de seguida realizaram-se 0s ensaios cinéticos durante 5 minutos, de modo a que o substrato
BApNA estabilizasse. Apos esse periodo, adicionou-se a tripsina incubada com o inibidor e seguiu-se
areacédo a 410 nm durante 5 minutos, verificando-se um aumento da absorvancia. A partir dos graficos
da concentracdo de produto de reacdo em funcdo do tempo e do coeficiente de extingcdo molar
especifico do produto formado, p-nitroanilida, (8800 M-1cm-1) foi possivel calcular o declive de cada
curva, correspondente a velocidade inicial, de forma a termos um grafico da velocidade inicial em
func@o da concentracdo de BApNA, conforme representado nas figuras seguintes.

Conforme referido na secgdo 3.1.1.2, todos 0s ensaios foram realizados em triplicado, sendo
que os resultados obtidos sdo uma média das trés repeticdes.

De modo a determinar a afinidade dos compostos para com a tripsina e identificar a sua
capacidade de inibicdo, procedeu-se ao célculo de determinados parametros cinéticos, tais como K,
Vmax e Ki, conforme se podera observar mais a frente.

O primeiro inibidor a ser testado foi a benzamidina, dado que € um composto muito utilizado
para o estudo da interagdo com a tripsina. Para tal, realizaram-se ensaios cinéticos a diferentes
concentracdes de substrato de modo a pudermos visualizar o gréfico de Michaelis-Menten para este

inibidor.

1.5810 *= Michaelis-Menten
Trip + Benz
— omM
o NH
; 1.0910 “* =¥ 0.05mM
E == 0.125mM NH,
>
0.25mM
5.0910 °+
0.5mM
o T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5

[BApNA]I MM

Figura 4.2 — Grafico de Michaelis-Menten para a hidrélise do BApNA catalisado pela tripsina com uma
concentracdo de 0,0005 mM e com diferentes concentragbes de benzamidina. Os pontos sé&o
experimentais e as curvas foram calculadas por regresséo néo linear.

A equagdo de Michaelis-Menten representa o efeito da concentracdo de substrato
relativamente a velocidade inicial de uma reag¢é@o enzimatica.

O grafico da Figura 4.2 representa o efeito da inibicdo da tripsina pela benzamidina e permite
avaliar a influéncia da adicdo da benzamidina na atividade da tripsina. Pela sua visualizacdo verifica-
se que a tripsina na presencga da benzamidina segue uma cinética de Michaelis-Menten, sendo possivel
visualizar que, had medida que se aumenta a concentracdo de benzamidina, ocorre uma diminuigdo da
velocidade inicial e consequentemente um decréscimo da atividade da tripsina, o que significa que
quanto maior a concentracdo de benzamidina, maior sera a inibicdo da tripsina. Relativamente as

curvas, verifica-se que vao aumentando a medida que se aumenta a concentracao de BApNA, que
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corresponde a libertagéo do produto p-nitroanilida a 410 nm, consequente da hidrélise do BApNA sob
a acao da tripsina.

A baixas concentracfes, o BApNA que existe em solucéo € hidrolisado mais rapidamente do
que a concentracdes mais elevadas, levando a um aumento da velocidade até um valor maximo que
de seguida se mantém constante. Este maximo atingido, corresponde a hidrélise da totalidade das
moléculas de BApNA, sendo que a partir desse valor, a velocidade diminui.

Posteriormente, procedeu-se a linearizagéo de Lineweaver-Burk, de modo a determinar qual o
tipo de inibicdo que ocorreu e consequentemente, determinar os parametros cinéticos Vmax, Ku e Ki.
Os resultados obtidos indicam tratar-se de uma inibicdo competitiva dado que as retas se cruzam no
eixo das ordenadas. Foi necessario desprezar a linearizacao correspondente a concentracao de 0,5

mM de benzamidina, dado que os resultados obtidos eram incoerentes, ndo sendo possivel realizar a

linearizacao.
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Figura 4.3 — Grafico de Lineweaver-Burk da inibigcdo da tripsina com uma concentragéo de 0,0005 mM
pela benzamidina na presenca do substrato BApNA. As linhas foram calculadas por regresséo linear. Os
pontos sdo experimentais.

Para a determinagdo dos pardmetros cinéticos, recorreu-se ao programa GraphPad Prism 6.0.
Os valores correspondentes aos parametros cinéticos determinados para a tripsina complexada a

benzamidina, encontram-se representados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Pardmetros cinéticos obtidos da hidrélise do substrato BApNA pela tripsina na presenca
de benzamidina e comparac¢ao com os valores teoricos.

0,403 £ 0,04 1,587E-04 + 5,78E-6 0,010 + 7,89E-04
Benzamidina
0,757 +0,0452 - 0,035P

& Nakata, Ishii 1972
b Markwardt, Landmann, Walsmann 1968

O valor de Km obtido, na mesma ordem de grandeza que o reportado na literatura®, é baixo, o
gque mostra que a tripsina tem bastante afinidade pelo substrato, pois quanto menor este valor, maior a

adaptacao do substrato ao centro ativo da tripsina. Relativamente ao valor de Vmax, que corresponde
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a eficiéncia catalitica da tripsina, verifica-se que apresenta um valor muito baixo, o que corresponde a
uma baixa eficiéncia catalitica.

A benzamidina € uma amida aromatica sintética que, conforme descrito por outros autores,
inibe de forma competitiva a tripsina. O valor de Ki obtido neste trabalho foi de 0,010mM, o que esta de
acordo com a literatura??, indicando que a benzamidina é um forte inibidor da tripsina.

As experiéncias com a benzamidina permitiram aferir o método experimental de determinacéo
da atividade enzimatica da tripsina e constantes de inibicdo de modo a poder ser aplicado para os
compostos em estudo e cujo efeito de inibicao da tripsina é ainda desconhecido.

Os gréficos de Michaelis-Menten para a inibigao da tripsina pelos compostos AB1, AB11, JS61,
JS62, JS66, JS67, JS68, SR5, SR8 e SR9 encontram-se representados na Figura 4.4.
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Figura 4.4 — Gréficos de Michaelis-Menten para a hidrolise do BApNA catalisado pela tripsina com uma

concentracdo de 0,0005 mM para os diferentes inibidores utilizados. Os pontos sdo experimentais e as
curvas foram calculadas por regressao nao linear.

Para o caso dos compostos AB1, AB11, JS62, JS67 e JS68 é possivel visualizar a influéncia
da adicdo destes inibidores na atividade da tripsina. De modo anélogo ao ensaio da tripsina com a
benzamidina, verifica-se que quanto maior a concentracdo de inibidor, menor a velocidade de reacéo,
ou seja, menor sera a atividade da tripsina e consequentemente maior sera a inibigdo da tripsina por
estes compostos. Nos restantes casos ndo € possivel visualizar uma grande influéncia no que diz
respeito a atividade da tripsina, dado que praticamente ndo se observa uma diminuicdo da velocidade
de reacdo ha medida que se aumenta a concentracao de inibidor.

Comparando os resultados obtidos para cada inibidor, verifica-se que no que diz respeito ao
grafico da tripsina com o composto AB1, houve um maior decréscimo na velocidade de reacdo da
tripsina sozinha em relagdo a tripsina com o inibidor do que com os restantes inibidores. No caso do
composto JS62, assim como com o0s compostos AB11 e JS67, houve uma gradual diminuicdo da
velocidade da reacd@o da tripsina sozinha e quando complexada ao inibidor. Isto significa que &
necessario uma maior concentracdo de composto JS62, AB11 e JS67 do que de AB1 para inibir a
tripsina, ou seja, o composto AB1 inibe mais a tripsina do que os compostos JS62, AB11 e JS67. Isto
pode ser comprovado a partir dos valores de Ki obtidos a partir da linearizacdo das curvas obtidas
(Tabela 4.3).

Relativamente aos compostos SR5 e JS68, é possivel visualizar um ligeiro decréscimo na
velocidade de reagdo a medida que se aumenta a sua concentracdo. Contudo, dado que o decréscimo
nao é significativo, ndo se podem retirar conclusdes completamente fiaveis em termos de inibi¢éo, pois

ndo se visualiza de maneira clara a variagdo da velocidade de reacgédo relativamente as concentragdes

59



de inibidor. O mesmo se verifica para os compostos JS61, JS66, SR8 e SR9, sendo nestes casos 0

decréscimo ainda menor.

As respetivas linearizagdes encontram-se representadas na Figura 4.5. A andlise dos valores
obtidos mostra que se trata de uma inibicdo competitiva em todos os compostos, dado que as
linearizacdes se intersetam no eixo das ordenadas. Contudo, no caso dos compostos JS61, JS66, SR9,
SR5 e SR8 néo se pode inferir com grande certeza o tipo de inibicdo dado que ndo se sabe se ocorre

ou néo inibigéo.
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Figura 4.5 — Gréficos de Lineweaver-Burk da inibicdo da tripsina com uma concentragcdo de 0,0005
mM pelos diferentes inibidores utilizados, na presenca do substrato BApNA. As linhas foram calculadas
por regressédo linear. Os pontos sdo experimentais.

A partir de célculos efetuados através de uma regressao linear, foi possivel retirar os valores

das constantes cinéticas e os correspondentes erros para 0s varios compostos em estudo, que se

encontram representados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Parametros cinéticos da hidrélise do substrato BApNA pela tripsina para os diferentes
inibidores testados.

Trip_Benz
Trip_AB1
Trip_AB11
Trip_JS61
Trip_JS62
Trip_JS66
Trip_JS67
Trip_JS68
Trip_SR5
Trip_SR8
Trip_SR9

Kwm
0,403 + 0,04
0,400 + 0,04
0,520 + 0,04
0,561 + 0,04
0,399 + 0,07
0,394 + 0,03
0,330 + 0,06
0,555 + 0,07
0,332 + 0,06
0,428 + 0,04
0,415 + 0,06

Vmax
1,587E-04 + 5,78E-6
1,583E-04 + 6,00E-6
2,010E-04 * 6,82E-6
2,570E-04 + 7,78E-6
1,611E-04 + 1,03E-5
2,191E-04 + 6,47E-6
1,339E-04 + 8,41E-6
2,379E-04 £ 1,27E-5
1,455E-04 + 8,17E-6
2,064E-04 + 7,84E-6
1,481E-04 + 7,39E-6

Ki

0,010 + 7,89E-04

0,007 + 6,14E-04
0,430 + 0,06
1,225+0,21

0,026 + 3,49E-03
0,702 +0,11
0,364 + 0,10
0,417 + 0,06
0,460 + 0,12
1,345+0,40
0,985 + 0,32

A partir da analise da tabela, verifica-se que os valores obtidos para o Kwv, que traduz a afinidade

da tripsina pelo substrato, no caso da tripsina com a benzamidina sdo semelhantes aos obtidos na
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presenca dos diferentes inibidores, o que significa que em termos de afinidade da tripsina pelo substrato
tanto na presenca de benzamidina como na dos restantes compostos, a afinidade € muito semelhante.
Isto acontece dado que se trata da mesma enzima em estudo, a tripsina, e assim sendo, apesar de
terem sido realizados ensaios diferentes, o esperado é que os valores sejam todos semelhantes entre
si. O mesmo acontece para os valores de Vmax, que estao relacionados com a eficiéncia catalitica da
tripsina, sendo todos semelhantes entre si. Assim, verifica-se que em todos os casos tanto a eficiéncia
catalitica da tripsina como a afinidade da tripsina pelo substrato BApNA séo idénticas nos diferentes
inibidores testados.

Relativamente aos valores de Ki, sendo este o pardmetro de maior interesse para uma
comparacao entre os inibidores verifica-se que o inibidor que traduz uma maior inibicao da tripsina é o
AB1, dado que é aquele que apresenta um menor Ki. Contrariamente, aquele que corresponde a uma
menor inibicdo da tripsina é o SR8.

No que diz respeito aos compostos AB11, JS67, JS68 e SR5 é possivel visualizar que os
valores de Ki sdo semelhantes, quer isto dizer que a inibicdo da tripsina por parte destes quatro
inibidores é semelhante. Comparando com os outros inibidores anteriores, verifica-se também que
inibem mais que os compostos SR8, JS66 e JS61 e menos que 0s compostos JS62, ABl e
benzamidina. Estes trés dltimos compostos, também apresentam valores de Ki semelhantes, o que
significa que a inibem a tripsina de forma semelhante.

o oH w CO,CH; HO__ NO, CN

Ej e

CN

S

)\ I /k
HN)\NH N2 )\ N NHZN NH,HN NH

2

AB1 JS62 JS67 JS68 ABll SR5 JS66 SR9 JSe61 SR8
Inibidor Inibidor
+ forte + fraco

Figura 4.6 — Representacdo dos diferentes inibidores, tendo em conta a ordem do mais forte para o
mais fraco.

Através deste estudo sistematico pode-se inferir quais as caracteristicas mais importantes para
esta classe de inibidores de modo a inibir a tripsina. O mesmo estudo devera ser feito com as outras
proteases de serina de interesse de modo a chegar a uma inibicdo eficaz e seletiva que potencie o
desenvolvimento de novos farmacos.

Uma vez determinadas a constantes de inibicdo para cada um dos compostos passou-se a
caracterizacdo estrutural dos complexos enzima-inibidor de modo a compreender a forma de interacao

entre ambos. Para tal recorreu-se a cristalografia de raios-X.
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4.1.2. Ensaios de cristalizacdo

Inicialmente testaram-se varias condices da tripsina dissolvida em 25 mM de HEPES a pH
7,5, 10 mM de CaCl: e na presenca de 10 mg/mL do inibidor benzamidina, a fim de verificar quais
aquelas em que se obteriam melhores cristais. Apos 24 horas, verificou-se que para a concentracédo de
tripsina de 30 mg/mL obtiveram-se cristais nas condi¢Bes 15, 20, 28, 30, 31 e 15A do screen de
cristalizacdo Crystal Screen HT da Hampton Research e para a concentracdo de 60 mg/mL nas
condi¢des 20, 30, 31 e 15A. Contudo, os cristais da condicdo 15A eram aqueles que apareciam em
maior nimero e com melhor qualidade.

Posteriormente, realizaram-se novos ensaios de cristalizacéo da tripsina sem benzamidina a
20°C através da técnica de difusdo de vapor utilizando o método de gota suspensa (hanging drop), de
modo a selecionar quais as condicdes mais favoraveis para a obtencéo de cristais, na auséncia de
benzamidina. Assim sendo, apéds visualizagdo dos cristais chegou-se a conclusdo que as condicdes
15A e 20 tanto para as concentracdes de tripsina de 30 e de 60 mg/mL e a condi¢do 15 para a
concentracado de tripsina de 60 mg/mL eram as mais favoraveis para a obtenc¢&o de cristais, tendo sido
essas selecionadas para os testes de cristalizagdo da tripsina sem inibidor e tripsina inibida com os
compostos AB11, SR5 e JS67. No que diz respeito a condigdo 15 apareceram cristais que
apresentavam provavelmente duas formas da tripsina, uma mais alongada e fina e outra mais
arredondada. Na condicdo 20 apareceram poucos cristais mas bem definidos. Por fim, na condi¢c&o
15A apareceram cristais bem definidos e em grande ndmero.

Realizou-se o soaking dos cristais de tripsina com os compostos AB11, SR5 e JS67, em que
se adicionaram 2 pL dos mesmos diretamente nas gotas que continham os cristais para as condigdes

descritas acima. No caso do composto AB11 utilizaram-se as condi¢des 15 e 15A, no SR5 as condi¢cbes

15A e 20 e por fim no JS67 a condicdo 20 (Tabela 4.4).

Figura 4.7 — Cristais de tripsina na presenca dos compostos SR5 (A), JS67 (B) e AB11 (C), recorrendo
ao método de soaking. Utilizou-se a condigéo de cristalizagéo 20 no caso do JS67 e do SR5 e a condigédo 15A
no caso do AB11.

ApOs 24 horas os cristais mantiveram-se inalterados. Dado que 0os compostos nao tém cor
tornou-se mais dificil prever se ocorreu ou ndo difusdo do composto pelo cristal. Procedeu-se entdo ao
congelamento em azoto liquido dos melhores cristais, sendo eles os da condi¢cao 20 para 0s compostos
JS67 e SR5 e os da condi¢do 15A para o composto AB11, utilizando uma solugéo crio-protetora com

15% de glicerol. Apés 13 dias congelaram-se mais alguns cristais, a fim de se verificar qual o melhor
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tempo para a difusdo dos compostos pelos canais de solvente dos cristais e ligacdo ao centro ativo. E
necessario a utilizacdo de uma solucgéo crio-protetora de modo a que ndo ocorra formacéo de gelo, pois
dessa forma poderia interferir na visualizacdo dos resultados de difracao.

Relativamente aos compostos JS66, JS61, SR8, JS68, JS67 e SR9 utilizou-se o método de co-
cristalizacdo em vez de soaking, ou seja, deixaram-se 0s compostos a incubar com a tripsina durante
30 minutos a temperatura ambiente. Neste caso, utilizou-se a condicdo 15A (0,2 M de sulfato de
amonio, 0,1 M de cacodilato de sédio tri-hidratado a pH 6,5 e 25% de PEG 8000) para todos 0s ensaios
e uma concentracgdo de tripsina de 30 mg/mL. Contudo, apenas se obtiveram cristais com os compostos
JS66, JS68 e SR8, sendo que aqueles que apareceram em primeiro lugar foram com o composto JS68
(ap6s 5 dias), depois com 0 SR8 (apéds 6 dias) e por fim com 0 JS66 (apds 7 dias). Assim sendo, apenas

0s cristais destes compostos é que foram utilizados para a experiéncia de difracéao.

Figura 4.8 — Cristais de tripsina incubados com os compostos JS66 (A), SR8 (B) e JS68 (C), no método
de co-cristalizag&o. Utilizou-se a condig&o de cristalizagéo 15A.

Posteriormente ao congelamento, os cristais foram medidos utilizando radiacdo de Sincrotrdo
nas linhas ID29 e ID23-1 do ESRF, Grenoble, em Franca e PX Ill do SLS (Tabela 4.4). Conforme se
pode observar nas Tabela 4.4 e 4.5, todos os cristais de tripsina com os diferentes compostos

difrataram, com diferentes resolugdes.

Tabela 4.4 — Resumo das condi¢fes testadas e dos resultados obtidos da difracdo para a tripsina com
0s compostos AB11, JS67 e SR5, pelo método de soaking.

Condicéo de Agente Crio- Linha de Resolucéo
cristalizacéo protetor Sincrotréo Maxima
0,2M Sulfato de
amonio, 0,1M
60mg/mL AB11 Cacodilato de soédio ID29 ESRF 1,07 A
a pH 6,5 e 25%
PEG 8000

0,2M Sulfato de

[Tripsina] Composto

15% Glicerol

JS67 amonio, 0.1M PX Ill SLS 1,12 A
30mg/mL Acetato de sédio a
SR5 pH 4.6 e 25% PEG PX IIl SLS 1,12 A

4000
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Tabela 4.5 — Resumo das condic8es testadas e dos resultados obtidos da difracao para a tripsina com
0s compostos JS66, JS68 e SR8, pelo método de co-cristalizacao.

S Condicédo de Agente Crio- Linha de Resolucéo
[Tripsina] Composto . A - ~ -
cristalizacdo protetor Sincrotréo Maxima
JS66 0,2M Sulfato de ID23-1 ESRF 1,09 A
amonio, 0,1M 5
30mg/mL JS68 Cacodilato de sodio 15% Glicerol ID23-1 ESRF 0,98 A
a pH 6,5 e 25%
SR8 PR ID23-1 ESRF 1,32 A

4.1.3. Experiéncia de difracéo

Comecou-se por selecionar os melhores conjuntos de dados para cada composto, ou seja,
agueles que tivessem uma mais alta resolugéo, e de seguida indexaram-se as imagens recolhidas dos
cristais durante a difracéo, recorrendo ao programa XDS, em que se obtiveram os parametros que
caracterizam a célula unitaria, tais como as constantes a, b, ¢ e os &ngulos a, 8, y.

A partir da utilizag&o do programa AIMLESS, presente no conjunto de programas cristalogréafico
CCP4, foi possivel determinar qual o grupo espacial de cada cristal, verificando-se que todos eles
pertencem ao sistema cristalino ortorrdmbico e ao grupo espacial P21212.

Posteriormente, ainda utilizando o programa AIMLESS, escalaram-se os dados e analisou-se
a qualidade de cada cristal, a partir das estatisticas que se encontram na Tabela 4.6.

Tabela 4.6 — Estatisticas de recolha de dados para os varios cristais de tripsina. Os valores entre
paréntesis correspondem a Ultima camada de resolucao.

Cristal Trip_AB11 Trip_JS66 Trip_JS67 Trip_JS68  Trip_SR5 Trip_SR8
Comprimento
de onda (A) 10 0,97 0,86 0,97 0,86 0,97
Grupo P2:2:12 P2:2:12 P2:212 P2:212 P2:2:12 P2:212
espacial 1e1e1 12121 12121 12121 12121 12121

a=5445  a=5438 a=5429 a=5435 a=5448  a=54.24
Célula unitaria  b=58,50  b=58,32  b=58,06 b=5821  b=5829  b=58,60
(A°) c=66,50  c=66,68 c=66,69 c=66,87 c=66,70  c=67,14
0=p=Y=90 a=p=Y=90 a=p=Y=90 a=p=Y=90 a=p=Y=90 a=p=Y'=90

Limitesde ~ 4392-1,19 43,90-1,12 43,79-1,00 43,91-0,98 43,89-0,99 44,15-1,58
resolugio (A)  (1,21-1,19) (1,14-1,12) (1,02-1,00) (1,00-0,98) (1,01-0,99) (1,61-1,58)

N° reflexdes 293203 648903 717978 684858 738377 186036
observadas (11315) (30806) (26711) (32605) (23550) (8942)
N° reflexdes 68345 82157 113474 121833 117956 30004
Gnicas (3268) (4028) (5352) (5969) (5230) (1457)
Comp(';i:)e”ess 99,4 (96,3) 100 (100) 99,4 (95,6) 99,8 (99,8) 99,5(90,2) 99,9 (99,9)
lio(l) médio 80(22)  11,3(24) 239(40) 185(27) 199(23) 153 (21)
Rmerge (%) 9,8 (36,1) (1100é01) 3,4 (33,6) 42(549) 40(57,7) 7,5(87,6)

Multiplicidade 4,3 (3,5) 7,9 (7,6) 6,3(50) 5,6 (55) 6,3 (4,5) 6,2 (6,1)
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Mosaicidade 0,03 0,20 0,09 0,06 0,12 0,34

Coeficiente de

Mathews, Vwm 2,22 2,22 2,21 2,22 2,23 2,24
(A%/Da)
Conteldo de
Solvente (%) 44,74 44,65 44,34 44,68 44,76 45,16
Rmerge = Zlkl-I<t>] VM = Yolume da C,élula un,it,ér,ia Conteudo de solvente = (1 — ﬁ) x 100
Z|Ik| Massa da célula unitaria VM

A partir da andlise dos resultados representados na tabela, verifica-se que o valor de I/al médio,
que caracteriza o erro associado aos dados de difracdo e que por norma deve ser superior a 2 para a
camada externa de resolucao, apresenta valores bastante baixos para todos os cristais, talvez devido
ao facto de termos altas resolugdes (na maioria dos casos perto de 1A). Quase todos os cristais
apresentam uma relacé@o entre o ruido e a intensidade a volta de 2, o que significa que temos pelo
menos 2x mais intensidade que ruido e no caso do JS67 4x.

Relativamente ao valor do Rmerge, que representa a relagdo entre as reflexdes equivalentes e
as intensidades, este ndo deve ser superior a 50%. Pela visualizagdo da tabela, verifica-se que a
excegdo dos cristais do AB11 e do JS67, com valores de 41,3 e 37,5 respetivamente, na camada
externa de resolugéo, todos os outros apresentam valores superiores a 50%, o que significa que os
dados recolhidos ndo sao tao bons quanto desejavel, segundo este parametro. Ainda assim os dados
foram considerados para resolucdo das estruturas.

Ja os valores de completeness, que correspondem a percentagem de reflexdes medidas
relativamente ao numero total de reflexdes possiveis e que deve andar a volta dos 100%, s&o bastante
elevados, sendo que o0 SR5 é aquele que apresenta um menor valor (90,2%).

No que diz respeito ao conteddo de solvente, que para cristais de proteinas varia entre 30 a
70%, verifica-se que todos eles se encontram dentro desse intervalo (~44%).

Um outro parametro a ter em conta é a multiplicidade, que traduz o nimero de vezes que
determinada reflexdo foi medida, a partir do conhecimento do nimero total de reflexdes e do nimero
de reflexdes Unicas. Quanto mais elevado for este valor, maior a precisdo do calculo das intensidades.
O cristal que apresentou uma mais alta multiplicidade foi 0 JS66.

Por dltimo, temos a mosaicidade, que representa o grau de organizacdo interna do cristal.
Valores de mosaicidade pequenos (por norma menores que 1) indicam que os cristais estdo bem
ordenados e que consequentemente teremos uma boa difragdo dos mesmos, o que se pode verificar a
partir dos resultados obtidos, sendo que os valores se encontram entre 0,03 e 0,34.

4.1.4. Resolucao das estruturas

Apo6s a medicéo das intensidades das reflexdes, € necessario calcular o angulo das fases das
ondas difratadas. Contudo, ndo é possivel a sua obtencdo experimentalmente, ocorrendo assim o
chamado Problema da Fase. Para tal, recorreu-se ao método de substituicdo molecular para a sua

determinacd@o, dado que a estrutura da proteina em estudo ja é conhecida. Assim, utilizou-se o
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programa PHASER, em que se utilizou a estrutura com o cédigo 1S0Q, que se encontra depositada no
PDB, como modelo. A escolha deste modelo deveu-se ao facto de ter uma boa resolucdo, 0 mesmo
grupo espacial e apresentar apenas um ido célcio como ligando, que anteriormente foi retirado do
modelo assim como todas as moléculas de agua.

De seguida, utilizando o programa PHASER, e a partir dos dados gerados no AIMLESS,
calculou-se os angulos de fase necessarios para o célculo dos fatores de estrutura. Para isso,
utilizaram-se as funcgdes de rotacao e translagdo, de modo a encontrar uma molécula de proteina por
unidade assimétrica.

Para a avaliagao dos resultados gerados pelo PHASER, recorreu-se as estatisticas geradas na
rotacdo e translagéo: o LLG e o Z-score, conforme representado na Tabela 4.7.

Tabela 4.7 — Valores de Z-score e LLG para as fung¢des de rotagdo e translacdo obtidos utilizando o
programa PHASER, para todos os conjuntos de dados de tripsina.

Conjunto . . . . . .
de dados Trip_AB11 Trip_JS66 Trip_JS67 Trip_JS68 Trip_SR5 Trip_SR8
LLG
(rotaco) 130 138 127 123 140 139
Z-score
(rotagéo) 53 55 54 55 5,6 55
LLG
(translacao) 6703 7161 6763 7038 6871 5252
Z-score 6,3 8,3 8,1 8,0 8,2 8,6

(translacao)

O valor do LLG determina o nimero de vezes que a solugdo encontrada é melhor que uma
solucgédo aleatdria, sendo que quanto maior este valor, melhor sera a solugéo. Valores proximos de 100
para a rotacdo e de 1000 para a translacédo correspondem a bons resultados. Pela visualizagdo da
tabela, verifica-se que tanto para os valores de LLG de rotacdo como de translacdo estdo dentro dos
limites, e assim sendo estamos perante uma boa resolucao da estrutura.

No que diz respeito ao valor do Z-score, este atua como o valor do desvio-padréo da solucéo
relativamente a média. Valores inferiores a 4 indicam que a solu¢do € aleatéria enquanto valores
superiores a 8 determinam que a estrutura foi resolvida. Pela visualizacdo da tabela, verifica-se que
apesar dos valores serem superiores a 4, nem todos estdo acima de 8, o que indica que apesar de a

estrutura ter sido resolvida, ndo tém valores muito positivos.

4.1.5. Refinamento das estruturas

Para o processo de refinamento, recorreu-se ao programa REFMACS5, que realiza o
refinamento da estrutura, de modo a ajustar o modelo em estudo a densidade eletrénica criada e a
partir do mesmo foi possivel determinar estatisticamente determinados parametros, que se encontram

representados na Tabela 4.8.
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Tabela 4.8 — Estatisticas de refinamento para os diferentes modelos da tripsina com os inibidores AB11,
JS66, JS67, JS68, SR5 e SR8.

Conjunto de

dados Trip_AB11 Trip_JS66 Trip_JS67 Trip_JS68 Trip_SR5 Trip_SR8

Limites de

resolugio (A) 43,92-1,19 43,90-1,12 43,79-1,00 43,91-0,98 43,89-1,00 44,15-1,58

Fator R (%) 14,36 16,79 15,99 15,32 16,33 17,36
N° de reflexdes 64822 77969 107706 115631 109116 28431
Fator Rfree (%) 16,03 19,06 18,33 16,86 18,59 21,67
o -
NEEE e 3456 4113 5683 6114 5755 1519
(Rfree)
N° residuos 223 223 223 223 223 223
N° atomos 2132 2210 2265 2225 2326 2100
RMSD para o
comprimentp de 0,026 0,026 0,027 0,028 0,027 0,020
ligagao (A)
RMSD para o
angulo de 2,25 2,35 2,83 2,87 2,64 1,93
ligacéo (°)

Posteriormente, a partir dos ficheiros provenientes do refinamento efetuado, utilizou-se o
programa COOT de modo a visualizar o mapa de densidade eletrénica ajustado e os residuos que
constituem o modelo. Através do mesmo € possivel ajustar o modelo a densidade eletrénica e verificar
se 0 composto em estudo se encontra ou ndo ligado ao centro ativo da tripsina. Assim sendo, foi
possivel visualizar densidade eletronica relativamente ao composto AB11, alguma densidade eletronica
extra relativamente aos compostos, JS67 e SR5 e nenhuma densidade eletronica extra no centro ativo
com os compostos JS66, JS68 e SR8. Um fator provavel para o fato de ndo haver densidade eletrénica
com estes inibidores podera ter sido a ineficicia da co-cristalizacdo ou entdo o facto de o composto
nao se ligar a tripsina. Assim sendo, abandonou-se o processo de refinamento destas estruturas e
continuou-se com as restantes.

Pela visualizagéo da tabela, verifica-se que os valores referentes ao fator R e ao Rsee de todas
estruturas estéo dentro dos limites e que a diferenca entre o fator R e 0 Riree N80 excede 0s 5%. Quer
isto dizer que as estruturas foram bem resolvidas e refinadas.

Relativamente aos valores do RMSD, estes traduzem o desvio do modelo em relagéo a valores
tedricos. No que diz respeito ao RMSD para o comprimento de ligagdo deve ser aproximadamente 0,02
A, o que pela observacio da tabela se verifica para o caso do composto SR8. Nos restantes casos, 0s
valores encontram-se ligeiramente acima do valor ideal, indicando que o refinamento teve baixo rigor
no que diz respeito as restricbes geométricas. Ja 0 RMSD para o angulo de ligagcao deve ser menor
que 39, 0 que pela visualizacdo dos resultados obtidos se verifica em todos 0s casos.

Em suma, pela avaliacdo das estatisticas do refinamento, é possivel afirmar que o0 modelo em

estudo explica os dados experimentais e como tal podemos proceder a caracterizacdo das estruturas.
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4.1.6. Caracterizacdo das estruturas

A tripsina apresenta na sua estrutura secundaria dois barris-3, conforme descrito anteriormente
na seccdo 1.1.3.1. A Tabela 4.9 representa os valores de RMSD da sobreposicao das estruturas da
tripsina com os compostos AB11, JS67 e SR5 com a estrutura nativa.

Pela sua visualizacéo, verifica-se que os valores de RMSD s&o baixos, mostrando assim que
as estruturas sdo semelhantes a nativa. Assim sendo, pode-se inferir que ndo houve alteragdes
conformacionais significativas na estrutura da proteina, mesmo com o composto ligado ao seu centro

ativo.

Tabela 4.9 — RMSD de subreposi¢éo estrutural das estruturas Trip_AB1, Trip_JS67 e Trip_SR5 com a
estrutura nativa 1S0Q, relativamente a todos os atomos da cadeia principal da proteina.

b~

RMSD (A) 0,090 0,191 0,160

4.1.6.1. Tripsina em complexo com AB11

A partir da analise do centro ativo da estrutura da tripsina em complexo com o composto AB11
é possivel visualizar densidade eletrénica relativa ao composto AB11 no centro ativo da tripsina.
Contudo, ap6s a insercdo do composto na referida densidade eletrénica e posterior refinamento,
observou-se uma densidade extra perto dos grupos hidroxilo ligados ao atomo de boro do composto.
Este resultado leva-nos a questionar se a estrutura em questéo esta correta dado que a estrutura do
composto ndo corresponde ao esperado. Contudo, isto pode ser consequéncia de uma reagéo que
aconteceu entre a tripsina e outros compostos da solucéo de cristalizacéo.

Verificou-se também uma densidade extraordinaria, ainda que minima, perto do anel aromatico,
tendo-se chegado a conclusé@o que se tratava de uma conformagéo alternada do composto. Assim
sendo, adicionou-se uma outra conformac¢do, em que o fator de ocupacao para cada uma foi de 0,65 e
0,35, respetivamente. Deste modo, ja foi possivel justificar a densidade extra correspondente. As
Figuras 4.9 e 4.10 representam as duas conformagfes possiveis do composto e o centro ativo da
tripsina.

Antes da realizacao de um novo refinamento, onde se obtiveram as estatisticas representadas
na Tabela 4.8, ajustou-se o modelo a densidade eletrénica e procedeu-se a analise das moléculas de
aguas existentes, removendo aquelas que se encontravam fora da densidade e adicionando outras que
continham densidade, recorrendo para isso ao programa COOT. Durante este passo foi necessario ter
em atencado os fatores de temperatura, também designados por fatores B. Estes tornam possivel a
determinacéo da vibragdo de um dado atomo no modelo e a detecdo de erros no mesmo. Por noma,
atomos que se encontram a superficie da proteina tém fatores B mais elevados assim como cadeias
laterais longas que ndo interajam com outros residuos, dado que geralmente possuem uma maior

mobilidade. Verificou-se que no caso dos a&tomos do composto os valores sdo semelhantes entre si,
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sendo os valores aproximados entre 8 e 12 A2 No caso da conformac&o alternada do composto, 0s
valores também sdo semelhantes entre si, estando entre 7 e 15 A2. Os fatores B médios da estrutura

encontram-se representados na Tabela 4.10.

Figura 4.9 — Estrutura cristalografica do centro ativo do conjunto de dados da tripsina com o composto

AB11 com um fator de ocupacdo de 0,65. Todas as distancias apresentadas estdo em A. Codigo de cores:
Carbono — laranja; Azoto — azul; Oxigénio — vermelho; Enxofre — amarelo; Boro — rosa. Esta figura foi preparada

utilizando o programa PyMOL.

Figura 4.10 — Estrutura cristalogréafica do centro ativo do conjunto de dados da tripsina com 0 composto
AB11 com um fator de ocupacéo de 0,35. Todas as distancias apresentadas estdo em A. Cadigo de cores:
Carbono - laranja; Azoto — azul; Oxigénio — vermelho; Enxofre — amarelo; Boro — rosa. Esta figura foi preparada
utilizando o programa PyMOL.
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Posteriormente procedeu-se a andlise das interacdes entre a tripsina e o composto AB11.
Verifica-se que este se encontra coordenado a serina catalitica pelo &tomo de boro, a uma distancia de
1,59 A e de 1,80 A, correspondentes as 2 conformagdes.

Relativamente aos oxigénios que se encontram ligados ao atomo de boro, estes fazem ligac6es
de hidrogénio com o grupo amina da Gly193, correspondente ao oxyanion hole, e com uma agua
conservada, a uma distancia de 2,81 e 2,59 A, respetivamente. No caso da conformacao alternada, as
distancias sdo de 2,65 e 2,60 A, respetivamente.

No caso dos grupos amina relativos ao composto, um deles estabelece ligacdes de hidrogénio
com os dois oxigénios do grupo carboxilico do Asp189, responsavel pelo reconhecimento do local de
corte da tripsina, com uma distancia de 2,76 e 2,58 A, respetivamente e com o grupo hidroxilo da
Ser190 a uma distancia de 3,18 A. Relativamente a conformac&o alternada do composto, um dos
grupos amina estabelece uma ligacdo de hidrogénio com um dos oxigénios do grupo carboxilico do
Asp189 a uma distancia de 3,23 A, com uma agua conservada a 2,83 A e com o grupo hidroxilo da
Ser190 a uma distancia também de 2,83 A.

O outro grupo amina do composto estabelece liga¢des de hidrogénio com o oxigénio do grupo
carboxilico da cadeia principal da Gly219, a uma distancia de 2,64 A. O mesmo acontece na

conformagc&o alternada do composto, mas com uma distancia de 3,05 A.

Tabela 4.10 — Estatisticas do refinamento

180~
final da tripsina com o composto AB11. q
Conjunto de dados Trip_AB11 120
Fator B (A?) :
-cadeia principal 7,5 a0 9 . J
-cadeia lateral 9,3 -:-3*|
-Moléculas de agua 21,7 p3: 7] Tt
Grafico Ramachandran (%) -
-residuos nas regioes mais 97 2
favoraveis ’ I
= = =124 _|'|
-residuos nas regides 5 82 ' 7l a
permitidas ’ P I S —ta—
-residuos nas regioes nao =D =2y =0 U @ dEn 4
0 Phi

permitidas . e
Figura 4.11 — Gréafico de Ramachandran

da estrutura refinada da tripsina com o
composto AB11.

Na Figura 4.11 encontra-se representado o grafico de Ramachandran, onde se pode visualizar
os angulos de torsdo y em funcao de ¢ para cada aminoacido, sendo estes os &ngulos de torsédo em
torno da cadeia polipeptidica principal, que se devem encontrar nas regides mais favoraveis.

A partir da analise da Tabela 4.10, verifica-se que a maior parte dos residuos se encontra
posicionado nas regifes mais favoraveis, com 97,2%.

ApOs o processo de validagéo, procedeu-se a novos refinamentos, de modo a verificar se cada

aminoacido se encontrava na respetiva densidade eletrénica, para uma melhor qualidade do modelo.
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4.1.6.2. Tripsina em complexo com JS67

Relativamente a estrutura da tripsina com o composto JS67, apesar de se verificar alguma
densidade eletrénica no centro ativo da tripsina, esta ndo diz respeito ao composto JS67. Precedeu-se
ao refinamento da estrutura para um melhor ajuste da densidade eletrénica e apenas foi possivel
modelar um ido sulfato proximo da serina catalitica, em que este interage com o oxyanion hole.

4.1.6.3. Tripsina em complexo com SR5

No que diz respeito a estrutura da tripsina com o composto SR5, verifica-se, que semelhante
ao que acontece no caso da estrutura da tripsina com o composto JS67, também se observa alguma
densidade eletronica extra, em que uma delas diz respeito ao ido sulfato a interagir com o oxyanion
hole. A densidade extra que se verifica no centro ativo pode corresponder provavelmente a produtos

de degradacdo do composto.

4.1.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Uma outra técnica, rapida, simples e barata que poderia ser utilizada para visualizar se ocorreu
ou ndo inibi¢cdo da tripsina por parte dos compostos utilizados € o SDS-PAGE.

Nesta técnica a tripsina é misturada com um detergente anionico (SDS), que se liga & mesma
e a desnatura, o que faz com que a tripsina migre no gel de acordo com a sua massa molecular. S6 é
possivel visualizar as bandas através da coloracdo com o corante azul de Coomassie.

Inicialmente comecou-se por testar a digestdo da tripsina com a BSA (Bovine Serum Albumin).
Utilizou-se um gel de separacéo de 10% e um gel de concentragdo de 4%, de modo que as amostras
atinjam o gel de separacéo linearmente.

ApOs vérias tentativas de modo a testar quais as melhores condi¢cdes experimentais, chegou-
se a conclusdo que o melhor tempo de incubacéo da tripsina com BSA e da tripsina com o inibidor e
com a BSA foi de 4 horas a temperatura de 37°C. Utilizou-se uma concentracdo de BSA de 15 uM, de
tripsina de 0,6 uM e de inibidor de 6 uM.

De forma a testar quais as melhores temperaturas de incubagéo da tripsina com os inibidores,
utilizou-se como padrdo a benzamidina, conforme representado na Figura 4.12.
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Trip Trip Trip Trip Trip Trip
BSA BSA BSA BSA BSA BSA

Benz Benz Benz Benz Benz Benz
Trip  30min  30min  30min  2H 2H 2H
M BSA  gsp  Gelo Tamb 37°C  Gelo Tamb  37°C

=
(=]
7]

Figura 4.12 — Gel de SDS-PAGE 10% correspondente a digestdo da tripsina com a BSA e o inibidor
benzamidina, a diferentes tempos de incubag&o e temperaturas. M corresponde ao marcador de pesos
moleculares da NZYTech descrito no Anexo 7.5.

Pela visualizacao do gel, verifica-se que 0s pogos 6 e 9 sdo aqueles que apresentam uma maior
intensidade das bandas, sendo esses 0s pogos correspondentes a temperatura de incubacéo de 37°C.
Assim, optou-se por utilizar nas incubagc6es com os inibidores esta temperatura.

A hidrdlise da BSA, lisozima de clara de ovo e hemoglobina bovina foram feitos em paralelo.
Os inibidores utilizados foram a benzamidina, o JS62, o AB1 e o AB11. Os resultados obtidos para

estes compostos encontram-se representados na Figura 4.13.

Trip Trip Trip Trip Trip Trip Trip Trip
BSA  BSA BSA  BSA BSA  BSA  BSA  BSA
Trip Benz Benz JS62 JS62 Trip AB1 AB1 AB11 AB11
M Trip  BSA  BSA  30min  2H 30min 2H kDa Trip M BSA BSA  30min 2H 30min 2H

=
=
-]

Figura 4.13 — Géis de SDS-PAGE 10% correspondente a digestdo da tripsina com a BSA e os
inibidores benzamidina, JS62, AB1 e AB11 a diferentes tempos de incubag&o. M corresponde ao marcador
de pesos moleculares da NZYTech descrito no Anexo 7.5.

Pela visualizagdo das figuras, verifica-se no pogco 3 de ambas uma banda intensa
correspondente a BSA, estando esta de acordo com o seu peso molecular (~ 66500 Da). No que diz
respeito a tripsina sozinha, ndo se observa nenhuma banda, o que é normal dado que esta se encontra
em concentracdes muito baixas. Relativamente a tripsina com a BSA e a tripsina com a BSA e com os
compostos é possivel visualizar em todos os pogos de ambas as figuras varias bandas de peso
molecular inferior ao da BSA. Nos diferentes tempos de incubacéo, de 30 minutos e 2H respetivamente,
ndo se verifica nenhuma alteragéo significativa nas bandas e o mesmo acontece para a tripsina com
os diferentes compostos. Em todos eles verifica-se uma degradacéo da BSA, o que indica que ocorreu
protedlise e que os compostos ndo inibiram a tripsina. Quer isto dizer que a tripsina esta ativa. Assim
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sendo, para avaliar a inibicdo da tripsina por estes compostos, este método torna-se inconclusivo,
sendo por isso necessario realizar testes adicionais com outros métodos.

Relativamente & digestéo da tripsina com a lisozima (Figura 4.14) utilizou-se uma concentracéo
de lisozima de 50 mg/mL e concentracdes de tripsina de 0,5, 1 e 2 mg/mL, respetivamente. Utilizou-se
um gel de separacéo de 15% e um gel de concentragdo de 4% dado que a lisozima tem um baixo peso
molecular (~14400 Da).

Liz Liz Liz Liz Liz Liz
Trip Trip Trip Trip Trip Trip
2mg/ml img/ml  0.5mg/ml 2mg/ml img/ml  0.5mg/ml
kDa M Liz 1pL 1pL 1pL 2uL 2uL 2uL
e

75
63

35
25
20
17
11

Figura 4.14 — Gel de SDS-PAGE 15% correspondente a digestdo da lisozima com a tripsina a
diferentes concentracdes de 0,5, 1 e 2 mg/mL e com diferentes volumes de 1 e 2 pL. M corresponde ao
marcador de pesos moleculares da NZYTech descrito no Anexo 7.5.

Pela visualizacdo da figura, ndo se verificam alteracdes significativas no que diz respeito a
lisozima com a tripsina com diferentes concentrages.
Por fim, no que diz respeito a digestéo da tripsina com a hemoglobina (Figura 4.15) utilizou-se
uma concentracdo de hemoglobina de 60 mg/mL e de tripsina de 0,5 e 1 mg/mL, respetivamente. O
restante processo foi analogo ao da digestao da tripsina com a BSA.

Hb Hb Hb Hb
Trip Trip Trip Trip
0.5mg/ml  0.5mg/ml Img/ml 1mg/ml
kD M Hb 1H 2H 1H 2H

Figura 4.15 — Gel de SDS-PAGE 10% correspondente a digestao da hemoglobina com a tripsina a

diferentes concentra¢des de 0,5, 1 mg/mL com diferentes tempos de incubacgdo, 1 e 2 horas. M
corresponde ao marcador de pesos moleculares da NZYTech descrito no Anexo 7.5.

Na figura, no poco corresponde a hemoglobina sozinha, é possivel visualizar duas bandas, em
que nenhuma delas se encontra no sitio correspondente ao seu peso molecular (~64500 Da). Isto deve-

se ao fato da hemoglobina ser uma proteina tetramérica, ou seja, constituida por duas cadeias alfa e
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duas cadeias beta, o que significa que cada uma tem um peso molecular de aproximadamente 16000
Da. Assim, ao observamos o pog¢o 1 podemos verificar que a banda mais intensa se encontra a volta
desse peso molecular.

No entanto, verifica-se uma degradacao a partir do peso molecular de um dos mondmeros da
hemoglobina, o que indica que ocorreu protedlise.

Desta forma chega-se a conclusdo que este método nao € o ideal para ser utilizado como teste

preliminar de inibicdo da tripsina, como inicialmente pensado.

4.2. Trombina

4.2.1. Ensaios cinéticos

De modo analogo ao que foi feito com a tripsina, realizaram-se ensaios cinéticos da trombina
com o composto JS62, e para isso utilizou-se o substrato BApNA, de modo a avaliar de que modo este
composto inibia a trombina. Utilizou-se este composto dado que ja se tinha conhecimento que 0 mesmo
inibia a tripsina e dado que a trombina existente no laboratoério era limitada.

O procedimento foi semelhante ao descrito nos ensaios cinéticos com a tripsina. A diferenca
corresponde a concentracdo de enzima utilizada. As condic¢des utilizadas para os ensaios encontram-

se representadas na Tabela 4.11.

Tabela 4.11 — Representacdo das concentracdes de BApNA, inibidores e trombina utilizadas nos
ensaios cinéticos.

[Tripsina] (mM) em  [Inibidor] (mM) em

[BAPNA] (MM) = oy Tris-HCl + 50mM Tris-HCI +

em 20% DMSO

20mM CacCl2 20mM CaClz
0,1 =
0,25 0,05
0,5 0,125
0,75 SR 0,25
1 0,5
1,25 }

Conforme referido anteriormente na seccdo 4.1.1, a equacdo de Michaelis-Menten traduz a
relacdo entre a concentracdo de substrato e a velocidade inicial de uma determinada reacao.

A partir do gréfico da Figura 4.16, referente ao efeito da trombina pelo composto JS62, verifica-
se um ligeiro decréscimo da velocidade a medida que se aumenta a concentracdo do JS62, o que pode
ser um indicio de que o mesmo inibe a trombina, ou seja, que houve uma diminuigdo da sua atividade.
Uma outra hipétese sera o fato de termos uma inibigdo relativamente ao substrato. Contudo, os
resultados apresentados ndo séo significativos, dado que determinados pontos encontram-se fora do

esperado e como tal ndo é possivel retirar conclusdes fidedignas. Assim, ndo foi possivel calcular os
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parametros cinéticos correspondentes, pois os dados obtidos ndo sdo bons o suficiente para o seu
calculo.

De modo a podermos calcular os parametros cinéticos, sera necessario realizar novos ensaios
cinéticos e testar novas condicdes, tais como alterar o tampéao da solucéo, concentracdo de enzima ou

de inibidor.

Michaelis-Menten
Trombina + JS62

2.0910 °-
| ]
[ oOomM
5] o} o
o 1.5%10 . =¥ 0.05mM e
2]
s X ] == 0.25mM
E 1010+ —k= 0.125mM
> 0.5mM
5.09810 °- s
HN NH,
0 T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5

[BApNA] MM

Figura 4.16 — Grafico de Michaelis-Menten para a hidrélise do BApNA catalisado pela trombina com
uma concentracdo de 0,0015 mM e com diferentes concentragfes de JS62. Os pontos sdo experimentais.

4.3. Uroquinase

Com o objetivo de produzir e caracterizar a urogquinase, recorreu-se a expressao heteréloga.
Para tal selecionou-se como sistema a levedura Pichia pastoris e o vetor pPNIC706 (Anexo 7.4), o qual
foi utilizado para introduzir o DNA que codifica estas enzimas na levedura. Este vetor confere
resisténcia a canamicina e a zeocina e tem origem de replicagdo em E.coli e o promotor em Pichia,
tornando assim possivel fazer a clonagem em E.coli e a expressdo em Pichia.

Para a expresséo da uroquinase, somente expressamos o seu dominio catalitico, dado que por
norma s6é o dominio catalitico é cristalizado. Um outro fator € o fato de que os inibidores em estudo
inibem o centro ativo do dominio catalitico, ndo sendo relevante expressar os outros dominios.

Conforme se pode verificar no anexo 7.4, relativo ao vetor pPNIC706, fez-se uma mutacéo na
asparagina 145 para uma alanina. Isto aconteceu dado que € um sitio de glicosilagdo e como estamos
a expressar em Pichia e ndo em células humanas ou de animais ndo queremos que haja glicosilagdo
inespecifica pela Pichia (dado que ndo tem a mesma magquinaria celular que as células animais).

A Pichia pastoris € uma levedura anaerébia facultativa e metilotréfica, ou seja, capaz de
metabolizar o metanol como Unica fonte de carbono. Tem como vantagens a baixa secrecdo de
proteinas enddgenas, que permite que as proteinas heterologas secretadas constituam a maior parte

da fragao proteica do meio, facilitando a sua purificacado, e o fato de ser de facil manipulacao.
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Assim, um sistema de expresséo baseado neste microrganismo unicelular, facil de manipular
e cultivar, é indicado para a expressdo heteréloga de proteinas eucariotas e, geralmente, obtém-se
niveis de expressao destas mais elevados, quando comparados com E.coli.

4.3.1. Preparacgao de células competentes de Pichia pastoris

Figura 4.17 — Crescimento de Pichia pastoris efetuado durante 16 horas a 30°C. A placa foi feita com
meio YPD e adicionou-se 50 uL do vetor pPNIC706_uPA. A colonia selecionada para a preparacédo das células
competentes encontra-se assinalada a cinzento.

Fez-se um crescimento em meio YPD, de modo a se obter uma colénia isolada com o objetivo
de preparar células competentes. A partir da andlise da figura 4.17, verifica-se que se obtiveram
inmeras colonias caracteristicas da levedura Pichia pastoris. De modo a selecionar uma coldnia para
a preparacgdo das células competentes, optou-se por uma colénia isolada, que esta representa com um
circulo verde. Fez-se um pré-in6culo com esta colonia em 10 mL de meio YPD e deixou-se a incubar
durante aproximadamente 16 horas, a 30°C, com uma agitacdo de 270 rpm. No final de todo o protoloco
de preparacgéo de células competentes, procedeu-se a transformacéo. Foi realizada uma transformacao
heat shock, dado que facilita a entrada do DNA nas células, pois ao aumentarmos a temperatura 0s

poros da membrana dilatam e o DNA entra mais facilmente.

4.3.2. Transformacéo de células competentes em Pichia pastoris

De modo a inserir 0 nosso vetor plasmidico na levedura Pichia pastoris foi necessario
primeiramente lineariza-lo. Para isso, utilizou-se uma enzima de restricdo, a Sall. Realizou-se o
procedimento adaptado ao protocolo PCR-Clean Up da NZytech, de modo a remover as enzimas de
restricdo e isolar o DNA linearizado e de seguida fez-se um gel de agarose 0,8% (Figura 4.18) de

maneira a podermos visualizar o fragmento de DNA linearizado.
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Figura 4.18 — Gel de agarose 0,8% correspondente a reagdo de linearizagdo do vetor pPNIC706_uPA
com a enzima de restricdo Sall. O primeiro pogo corresponde ao Marcador e o segundo ao DNA linearizado.

Pela andlise do gel representado na Figura 4.18, verifica-se que uma banda correspondente
ao peso molecular da uroquinase. Assim podemos prosseguir para a transformacao.

No final do processo de transformacdo das células competentes, plaqueou-se 100 pyL numa
placa contendo meio YPDS e zeocina 100 pug/mL e incubou-se a 30°C com o objetivo de obtermos
transformantes positivos com a resisténcia conferida pelo vetor. Este procedimento demorou
aproximadamente 3 dias. As colénias que apareceram encontram-se representadas na Figura 4.19.

Figura 4.19 — Coldnias obtidas apos transformacédo de células competentes de Pichia Pastoris numa
placa com meio YPDS e zeocina 100 pg/mL. Os nimeros apresentados dizem respeito & numeragdo das
colénias: 1 a 6, sendo seis 0 nimero total de coldnias.

4.3.3. Avaliacdo da expressdo em Pichia pastoris

De modo a determinar quais as condicGes 6timas de crescimento, selecionaram-se seis
coldnias transformantes que contém o plasmideo de interesse. Para isso, realizou-se um pré-inéculo
para cada uma contendo meio BMGY e colocaram-se a incubar a 30°C, 250 rpm, durante

aproximadamente 16 horas.
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Posteriormente, apés a leitura da O.D. a 600 nm e da adigdo de meio BMMY e zeocina 100
ug/mL, transferiu-se o volume de cada pré-indculo para erlenmeyers de 1 L.

A partir da analise da figura verifica-se que s6 constam cinco erlenmeyers, quando na realidade
tinhamos seis coldnias. Isto aconteceu dado que a colénia denominada como 4 ndo deu nenhum

resultado, ou seja, ndo houve crescimento, sendo por isso descartada.

Figura 4.20 — Pré-indculos realizados para cada uma das coldnias transformantes.

Foram recolhidas aliquotas com diferentes tempos de inducdo com o objetivo de selecionar
selecionar qual aquele que iria obter um melhor nivel de expressdo. Todas as aliquotas foram
guardadas a -80°C.

Durante a indugéo, a cada 24 horas foi adicionado metanol 100% para uma concentracao final
de 0,5%, para manter a indugdo dos transformantes. Os testes de inducdo da expressdo foram

realizados durante aproximadamente 120 horas, conforme se pode visualizar da Tabela 4.12.

Tabela 4.12 — Representacao dos diferentes tempos de indugéo e respetivas horas.

TO T1 T2 T3 T4 TS5 T6 T7 T8

Tempo
5 18 28 42 52 73 100 120

(horas)

As aliquotas recolhidas foram analisadas utilizando géis de SDS-PAGE, com cada um dos
tempos de inducdo para cada colonia. Os géis referentes a estes testes de expressdo encontram-se
na Figura 4.21. Em todos os géis as aliquotas de cada colénia utilizadas correspondem somente ao

sobrenadante.
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Figura 4.21 — Géis de SDS-PAGE 10% correspondentes aos testes de expressdo da uroquinase até
um total de 42 horas de indugdo. Condiges: 200 mA, 200 V, 40 minutos.

Pela andlise dos géis da Figura 4.21, que representam os diferentes tempos de indugéo até um
total de 120 horas de indugédo para cada colonia, verifica-se que até ao T4 ndo houve aparecimento de
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bandas caracteristicas de expressao nos diferentes tempos de incubacao a excegao das colonias 5 e
6. No que diz respeito a coldnia 5, € possivel visualizar uma banda nos tempos de T2 a T8, a
aproximadamente 25 kDa, correspondente ao peso molecular do dominio catalitico da uroquinase.
Verifica-se que ha uma maior expressao entre os tempos T5 e T8, dado que as bandas tém uma maior
intensidade nesse tempo de inducdo. Assim sendo, é possivel fazer a indugcédo da uroquinase até as 28
horas, dado que nédo se observam alteracdes significativas nas restantes horas.

Relativamente a colénia 6, verifica-se uma ligeira banda em T1, a aproximadamente 75 kDa,
correspondente provavelmente a uma contaminacédo ou a alguma proteina endégena de Pichia que foi
secretada.

No que diz respeito as restantes géis, ndo se observou inducéo nas restantes colénias, ndo se
podendo tirar conclusées.

Por fim, o objetivo de expresséo do dominio catalitico da uroquinase em células de levedura foi
alcancado e para termos a nossa proteina pura, o proxXimo passo a seguir € a purificagcdo através da

técnica de cromatografia e posterior quantificacdo da proteina por diferentes métodos bioquimicos.
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5. Conclusoes e Perspetivas Futuras
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Durante a elaboragédo desta dissertacao foi possivel estudar a interagéo de variados compostos
derivados do acido borénico com a proteina tripsina através da técnica de cristalografia de raios-X e de
cinética enzimatica.

Este trabalho teve como objetivo caracterizar cineticamente e estruturalmente inibidores da
uroquinase e de que forma interagiam com a proteina. A uroquinase € uma proteina pertencente a
familia das protéases de serina, tendo como principal funcéo a ativacdo da plasmina. Uma vez que a
sua desregulagdo envolve diversas doencas, tais como cancro, € essencial o desenvolvimento de
potenciais farmacos que inibam a atividade desta proteina. Numa fase inicial recorreu-se a tripsina,
uma proteina da mesma familia e com o centro ativo semelhante ao da uroquinase. Assim sendo,
através da técnica de cristalografia de raios-X cristalizamos a tripsina em quantidades suficientes, de
modo a se puder estudar a sua interacdo com variados compostos, a partir da resolucao e analise de
estruturas de alta resolucéo.

No que diz respeito a cristalografia de raios-X, analisando os resultados obtidos para os seis
compostos testados com a tripsina, é possivel verificar que o soaking do composto AB11 com a tripsina
foi o Unico bem-sucedido, dado que é possivel identificar densidade eletronica no centro ativo da
tripsina relativa ao composto. A partir da resolucéo da estrutura e da constru¢cdo do modelo molecular,
€ possivel compreender de que maneira o composto interage com a proteina, nomeadamente no que
diz respeito aos tipos de ligacdo estabelecida entre os mesmos e local de ligacdo. A partir da estrutura
obtida verifica-se que o composto se liga a serina catalitica (Ser195) da tripsina através do atomo de
boro, estabelecendo pontes de hidrogénio entre o aspartato 189 e o grupo amina terminal. Neste caso
observaram-se duas conformacdes referentes ao composto. Verifica-se também que o0s oxigénios que
se encontram ligados ao atomo de boro fazem liga¢des de hidrogénio com o grupo amina da Gly193,
correspondente ao oxyanion hole.

Relativamente aos compostos JS66, JS68 e SR8 ndo houve ligacdo dos mesmos a proteina,
nem foi possivel visualizar densidade eletrénica.

Ja no caso dos compostos JS67 e SR5, embora ndo se tenham ligado a tripsina, foi possivel
visualizar alguma densidade eletrénica no centro ativo que, apesar de nao ter a forma dos compostos,
pode corresponder a produtos de degradacdo dos compostos.

Do ponto de vista farmacolégico, os resultados obtidos séo positivos, dado que embora s6 se
tenha conseguido obter uma estrutura da tripsina com um dos compostos, as experiencias efectuadas
abrem portas para, futuramente, conseguir obter estruturas com os restantes compostos,

No estudo realizado com a tripsina, além da técnica de cristalografia de raios-X, empregou-se
ainda a técnica de cinética enzimatica. Com esta técnica realizou-se o estudo dos compostos AB1,
AB11, benzamidina, JS61, JS62, JS66, JS67, JS68, SR5, SR8 e SR9 com a tripsina, de modo a verificar
se 0os mesmos a inibam. Pelos resultados obtidos chegou-se a conclusdo que a maioria inibe a enzima
de forma competitiva, sendo que o composto AB1 foi aquele que apresentou inibicdo mais forte.
Contrariamente, o composto SR8 foi aquele que menos inibiu a tripsina, levando-nos a questionar se
de fato houve ou néo inibicdo. Todos estes resultados foram comprovados pela visualizacdo dos
gréficos correspondentes a cinética de Michaelis-Menten e correspondentes parametros cinéticos,

nomeadamente o valor de Ki, sendo esse o parametro de maior interesse. De modo anélogo as
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experiéncias realizadas para a tripsina com os compostos, pretende-se seguir 0 mesmo método para
a uroquinase, a fim de verificar se realmente ocorre inibicdo da uroquinase, uma vez que 0s compostos
utilizados neste estudo séo inibidores especificos da uroquinase.

Um outro objetivo deste trabalho era cristalizar a trombina e posteriormente realizar um estudo
com determinados compostos por cristalografia de raios-X. Contudo, o estudo nao foi possivel de
realizar, dado que ndo houve crescimento de cristais de trombina, apesar das varias condicdes de
cristalizacao testadas. Tentou-se fazer um estudo cinético com o composto JS62, dado que ja tinhamos
informacao a priori que este composto interagia com a tripsina, mas ndo foram obtidos resultados
relevantes, ndo sendo possivel retirar conclusdes. Como tal, € necessario proceder com mais ensaios
cinéticos e persistir na otimizacéo das condi¢c8es de cristalizacdo, de modo a criar novos e melhores
cristais, que sejam bons o suficiente para se conseguir obter uma estrutura de alta resolucéo e
consequentemente um mapa de densidade eletrénica, para que futuramente seja possivel avaliar a
interacdo destes compostos com a trombina.

Por dltimo, relativamente & uroquinase, realizou-se a clonagem e alguns testes de expresséo
do seu dominio catalitico no sistema de expressao Pichia Pastoris. Foi possivel obter células
competentes e realizar a respetiva transformacéo para posteriormente avaliar a expressado. Apds o
processo de transformacéo obtiveram-se seis coldnias isoladas. Posteriormente, foi possivel otimizar o
processo de indugéo da expressao, tendo-se concluido apds os resultados obtidos que o tempo de
inducéo da expresséo pode ir até as 28 horas, no que diz respeito a coldnia 5, tendo sido essa onde se
obtiveram maiores niveis de expressdo. Contudo, os resultados obtidos devem ser repetidos de forma
a corroborar estas observacdes. Ter-se-4 de fazer mais otimizacdes da expresséo e futuramente
conseguir purificar a uroquinase, a fim de conseguirmos obter cristais da mesma, para pudermos
realizar o estudo com os variados compostos.

Em suma, embora ndo tenha sido possivel alcancar todos os objetivos inicialmente propostos,
a execucdo desta dissertacdo permitiu a obtencdo de novos dados cristalogréficos relativos as
interacbes dos compostos, nhomeadamente o AB11 com a tripsina, sendo assim uma mais-valia.
Espera-se ainda que estes novos dados obtidos sejam um indicio de futuramente conseguirmos obter
resultados estruturais para os diferentes compostos Adicionalmente, este trabalho demonstrou que
cristalografia de raios-X e a cinética enzimatica sdo ferramentas adequadas para o estudo de interagédo
entre a tripsina e compostos derivados de &cidos borénicos, indicando que o procedimento adotado

poderé ser estendido a outras proteinas da mesma familia (uroquinase e trombina).
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7.1. Sequéncia peptidica da tripsina de Bos Taurus

IVGGYTCGANTVPYQVSLNSGYHEFCGGSLINSQWVVSAAHCYKSGIQVRLGEDNINVVEGNEQFISASKSIVHPS
YNSNTLNNDIMLIKLKSAASLNSRVASISLPTSCASAGTQCLISGWGNTKSSGTSYPDVLKCLKAPILSDSSCKS
AYPGQITSNMFCAGYLEGGKDSCQGDSGGPVVCSGKLOGIVSWGSGCAQKNKPGVYTKVCNYVSWIKQTIASN

7.2. Sequéncia peptidica da Trombina

Cadeia A
TFGSGEADCGLRPLFEKKSLEDKTERELLESYIDGR

Cadeia B
IVEGSDAEIGMSPWQVMLFRKSPQELLCGASLISDRWVLTAAHCLLYPPWDKNFTENDLLVRIGKHSRTRYERNI
EKISMLEKIYIHPRYNWRENLDRDIALMKLKKPVAFSDYIHPVCLPDRETAASLLQAGYKGRVTGWGPLKETWTA
NVGKGQPSVLQVVNLPIVERPVCKDSTRIRITDNMFCAGYKPDEGKRGDACEGDSGGPFVMKSPENNRWYQMGIV
SWGEGCDRDGKYGFYTHVFRLKKWIQKVIDQFGE

7.3. Sequéncia peptidica do dominio catalitico da uroquinase

MREFPSIFTAVLFAASSALAAPVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDFDVAVLPESNSTNNGLLEINT
TIASTIAAKEEGVSLEKREAEAITGGEFTTIENQPWFAATYRRHRGGSVTYVCGGSLISPCWVISATHC
FIDYPKKEDYIVYLGRSRLNSNTQGEMKFEVENLILHKDYSADTLAHHNDIALLKIRSKEGRCAQPSR
TIQTICLPSMYNDPQFGTSCEITGFGKEASTDYLYPEQLKMTVVKLISHRECQOPHYYGSEVTTKMLC
AADPOWKTDSCQGDSGGPLVCSLOGRMTLTGIVSWGRGCALKDKPGVYTRVSHEFLPWIRSHTKEENGL
AL-

Fator de secrecao a
B UPA-N145A
- Stop
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7.4. Vetor pPNIC706 com o gene da uroquinase (9791 bp)

(1) BglIx Eco53kI (206)
__Sacl (208)

- Pmel (413)
" —{AOX1 promoter]

(9062) Pcil
(8973) Miul

(8637) Fsel T BIpI (588)
(8524) SexAI* \ N SAI (994)
(8407) AatlL X\ Psil (1144)
(8405) Zral - SnaBI (1218)

N\ AarI (1538)

(8397) BssHII-MauBI — “f

A°Q
."1«\2
®

et

\

_—NotI (2236)
—— Agel (2301)

u[ean

03Uy sz TXOY

pPNIC 706_uPA
9791 bp

7037) Sphl
¢ ) sel T FspAl (2827)

,-"' ~—Xbal (3033)
// - Bsu36I (3089)

(6710) PspXI~—
Hpal (3139)

(6655) Nrul’

-
(6314) AsiSI - Pvul

(5645) BbwCI

7.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS PAGE)

Tabela 7.1 — Volumes das solucdes utilizadas na realizacdo dos géis de poliacrilamida. Os volumes

referidos correspondem a realizacgao de 1 gel.
Separating Gel 10% Stacking Gel 4%

Solugéo
Agua (mL) 1,75 1,95
3 M Tris-HCI/SDS, pH 8,45
(mL) 25 0,775
30% acrilamida (mL) 2,5 0,4
Glicerol (mL) 0,75 -
30% APS (uL) 7 7
TEMED (uL) 7 7

O marcador de pesos moleculares utilizado para as varias analises electroforéticas deste

trabalho foi o NZYColour Protein Marker I, marcador da NZYTech.
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Figura 7.1 — Marcador de pesos moleculares da NZYTech.

7.6. Meios de cultura utilizados nos processos de expressdo da uroquinase

Tabela 7.2 — Meios de cultura utilizados no processo de preparacdo de células competentes e no
processo de transformacao. Os volumes representados correspondem a 1 L de cada meio.

Composicao/Reagente YPD YPD
Peptona (g) 20
Extrato de levedura (g) 10
Dextrose (Q) 100 mL 10X D
Sorbitol (g) - 182,2
Zeocina 100 mg/mL
- 1
(mL)
Agar (9) - 20

Tabela 7.3 — Solugdes stock para a preparacdo dos meios utilizados. Os volumes apresentados
correspondem a 1 L de cada solucéo.

Composicdo/Reagente 10x YNB (13,4%) 500x Biotina (0,02%) 10x D (20%)
YNB (sem a.a.) (g) 13,4 - -
Biotina (mg) - 20 -
Dextrose (g) - - 200
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Tabela 7.4 — Solucdes utilizadas nos processos de preparacdo de células competentes e
transformagcéo.

Soluc¢éo | — 10 mM Bicina-NaOH a pH 8,3, 3% (v/v) de etilenoglicol, 5% (v/v) de
dimetilsulféxido (DMSO) e 1 M Sorbitol
Solucéo Il — 40% polietilenoglicol (PEG) e 200 mM Bicina a pH 8,3
Soluc¢éo Ill = 150 mM NacCl e 10 mM Bicina a pH 8,3

Tabela 7.5 — Meios de cultura utilizados no processo de expressao da uroquinase. Os volumes
representados correspondem a 1 L de cada meio.

Composicéo/Reagente MM MD BMMY BMGY
Peptona (g) - 20
Extrato de levedura (g) - 10
1 M Fosfato de potassio i 100
pH 6,0 (mL)
10X YNB (mL) 100
500 X B (mL) 2
10X M (mL) 100 - 100 -
10X GY (mL) - - 100
10X D (mL) - 100 -
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