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INTRODUCAO

As serino-proteases constituem atualmente o maior e mais bem caracterizado grupo de
enzimas proteoliticas, alguns exemplos sdo elastase, calicreina, tripsina e subtilisina,
sendo esta ultima constituida pelas proteinas convertases furina, PC2, PC1/3, PACE4,
PC4, PC5/6, PC7 e Kexina (Kex2). As Pro Proteinas Convertases funcionam no ramo
regulatério ou constitutivo da via secretoria, e uma caracteristica funcional comum a
essas proteases € a ativacao de precursores de polipeptideos biologicamente ativos ou a
ativagdo de precursores de proteinas secretadas ou transmembranais, através da
hidrolise seletiva apds um par de residuos de aminoacidos basicos Lys(Arg)/Arg(Lys).
O mecanismo catalitico das serino-proteases é baseado na catalise do sitio ativo, o qual
¢ constituido por trés aminoacidos invariaveis: a serina que funciona como um grupo
nucleofilico, o aspartato, como um grupo eletrofilico e a histidina atuando como base.
Este mecanismo inicia-se com o ataque nucleofilico do grupo hidroxil da serina do sitio
ativo sobre o atomo de carbono da carboxila da ligacdo peptidica, catalisado pelo
residuo de histidina. Essas proteases estdo envolvidas na maturacdo de um amplo
nimero de precursores proteicos inativos, 0s quais participam em diversos processos
fisiolégicos além de processos patolégico como em inumeras infecgdes, aterosclerose,
diabetes, tumorigenese e desordem neurodegenerativas.

OBJETIVO

O presente projeto de iniciacdo cientifica visa estudar o comportamento de Pro-
proteinas convertases frente a possiveis moléculas inibidoras derivadas de benzofenonas
e biflavondides (flavondides diméricos), que sdo moléculas naturais que foram
quimicamente modificadas.

METODOLOGIA

Os ensaios foram realizados em tampao Bis/tris 200 mM, CaCl2+ 2 mM, KCI 150 mM,
0,01% Triton, pH 6.5 a 35°C em espectrofluorimetro Hitachi F2500, termostatizado,
utilizando-se cubetas de quarzto de caminho 6tico de 10 mm com volume de 1 mL sob
agitacdo constante. A percepcgdo das hidrdlises foi realizada atraves de medigdo da
fluorescéncia utilizando os substratos Abz-RSKRSALRDQ-EDDnp para PC1 e Abz-
YKREFREADQ-EDDnp para Kex2 como sondas fluorescentes onde ABZ (&cido orto-
aminobenzdico) corresponde ao grupo fluorescente e EDDnp (etileno-dinitro-fenol) ao
grupo apagador, submetidos ao comprimento de onda de excitacdo de 320 nm e o
produto da hidrolise foi acompanhado em comprimento de onda de emissao de 420 nm.



Posteriormente a adi¢do do substrato e medicdo da atividade enzimatica na auséncia de
inibidor obtendo-se a velocidade inicial da reagédo, adicionou-se inibidor aumentando
sua concentracao gradativamente até a estabilizacdo da reducdo na atividade enzimatica.
Os dados obtidos foram analisados no programa Grafit 5.0 e os valores de ICs
determinados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de 1Cso das benzofenonas para a Kex2 variaram entre 6 & 105uM e para PC1
variaram entre 0,6 a 0,8uM (Tabela 1). Para os compostos biflavondides os 1Csos
ficaram entre 4,5 a 85uM para Kex2 e entre 1,1 a 3,6uM para PC1 (Tabela 2). O
composto VGO (biflavondide) e LFQM-119 (benzofenona) foram os melhores
inibidores. No caso da protease PC1, os compostos VG4 (biflavonoide) e LFQM-114
(benzofenona) foram os mais efetivos na inibicao.

TABELA 1. Valores de I1Cs, determinados para as enzimas Kex2 e PC1 frente a
compostos benzofendnicos.

1Csg (UM)
Benzofenonas Kex? PC1

CM-a 8,6+0,4 0,71 +£0,04

CM-b 11+1 0,79 +£0,03
LFQM-113 24 + 2 0,62 +0,06
LFQM-114 27+4 0,59 £ 0,06
LFQM-115 105 + 15 0,59 +0,04
LFQM-119 5+1 0,76 £ 0,04
LFQM-120 11+1 0,68 £ 0,04
LFQM-121 10+1 0,65 + 0,07

TABELA 2. Valores de ICs, determinados para as enzimas Kex2 e PC1 frente a
compostos biflavondides.

. 7 1Cso (UM)
Biflavondides Kex2 PCL
VGO 45+04 3,604
VG1 56+ 3 1,45 + 0,09
VG3 49 +2 1,39 + 0,06
VG4 86+8 1,14 + 0,07

CONCLUSOES

De acordo com os dados de 1Csy obtidos, os compostos benzofendnicos foram pelo
menos 130 vezes mais efetivos na inibicdo da PC1 do que a Kex2. A variagao molecular
das estruturas das benzofenonas ou ndo sao relevantes na ligacdo do composto a enzima
ou os subsitios da PC1 onde ha interacdo enzima-inibidor sdo pequenos o suficiente
permitindo um eficiente processo de ligag&o e inibicdo o que é verificado pelos baixos
valores de ICs, todos abaixo de 0,8 uM (0,6 a 0,8 uM). A literatura menciona que
alguns subsitios da Kex2 sdo pequenas reentrancias na superficie da enzima. Em funcéo
dessas informacbes é possivel que, devido a essa menor definicdo estrutural dos
subsitios estabelega-se maiores interagdes com a Kex2 e consequentemente, as
modificacfes nos compostos benzofendnicos possam ser mais identificadas do que na
PC1, devido a uma maior superficie de contato entre os aminoacidos desses subsitios,



entretanto, isso ndo reflete uma maior eficiéncia na inibicdo o que é verificado pelos
elevados valores de 1Csp da Kex2 comparativamente a PC1.

Como ndo ha na literatura a estrutura da PC1l, somente da Kex2, pretendemos
futuramente realizar estudos de acoplamento da Kex2 com benzofenonas e
biflavonoides para definicdo dos possiveis modelos de interacdo Kex2-inibidor para
confirmacdo ou ndo das hipdteses aqui levantadas.
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