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INTRODUCAO

Pro-proteinas convertases (PCs) pertencem a famddim endoproteases calcio
dependente, e apresentam papéis principais nogsaroento de precursores proteicos
inativos convertendo-os as suas formas madurasa@eaue estdo envolvidas em uma
ampla variedade de doencas incluindo céncer, igéscgirais, infecgcdes bacterianas,
disfuncbes metabdlicas como diabetes e dislipidenihiitos peptideos bioativos sé&o
gerados através da transformacao proteolitica de peecursores, que sdo ativados
através do processamento pos-transcricional. Be®egs0 € realizado pelas enzimas
Pro-Proteinas convertases (ou pré-horménios cases), que fazem parte da familia
de enzimas intracelulares, as quais agem clivarmdespde residuos de aminoacidos
basicos. Nos eucariotos, diversas proteinas queamaspela via secretéria sao
sintetizadas como pro-proteinas e sofrem endo aupetedlise. Sdo exemplos
classicos alguns fatores secretados como a ins#ligamas proteinas de membrana
podem sofrer esse tipo de processamento, comoadmdo receptor da insulina ou a
proteina gp 160 do HIV (FULLERt al, 1988; ROUILLEet al, 1995; SEIDAH e
CHRETIEN, 1994). Os flavondides representam um dagpos fendlicos mais
importantes e diversificados entre os produtos fiigem natural.. E conhecido que
compostos derivados de flavondides possuem atiggladti-inflamatorias e de efeito
vasodilatador, acdo antialérgica, atividade andph&sica, hepatoprotetora, anti-
ulcerogénica, inibicdo da agregacdo plaquetariay bemo acdes antimicrobianas e
antivirais (PETERSON, e DWYER, 1998). Além dosdithndides, dados na literatura
mostram benzofenonas naturais polipreniladas semagazes de inibir as cisteino
proteases catepsina B e papaina e as serino metepsina G e tripsina.

OBJETIVOS

Estudar o comportamento da pro-proteina converfasena frente a possiveis
moléculas inibidoras derivadas de benzofenonadlavdnoides e a determinacdo do
mecanismo de acado dos inibidores sobre as conesidsX2, FURINA, e PC1.

METODOLOGIA
Os ensaios de inibicdo das proteases PC1 e Keathforalizados em tampéao Bis/tris
200 mM, CaCl* 2 mM, KCI 150 mM, 0,01% Triton, pH 6,5 e para Fariutilizou-se



tampdo 10mM MES, 1mM Ca€] 0,01% Triton, 5mM MgGl pH 6,5 em
espectrofluorimetro Hitachi F2500, termostatizad@58C, utilizando-se cubetas de
quarzto de caminho 6tico de 10 mm com volume dmL1sob agitagdo constante. A
percepcdo das hidrolises foi possivel devido a ¢aedda fluorescéncia utilizando-se
substratos fluorogénicos (gentilmente cedidos peth Dra. Maria Aparecida Juliano
do departamento de biofisica UNIFESP-INFAR) comidss fluorescentes onde ABZ
(acido orto-aminobenzdico) corresponde ao grupordiscente e EDDnp (etileno-
dinitro-fenol) ao grupo apagador, submetidos aopronento de onda de excitacdo de
320 nm e o produto da hidrolise foi acompanhadaemprimento de onda de emissao
de 420 nm. Posteriormente a adicdo do substratedécéo da atividade enzimatica na
auséncia de inibidor obtendo-se a velocidade inda@areacao, adicionou-se inibidor
aumentando sua concentracdo gradativamente aténdoehouvesse reducdo na
atividade enzimatica. Com os dados adquiridos ésisfvel calcular o 16 através do
programa Grafit 5.0, o valor obtido corresponde@centracdo de inibidor necessaria
para reduzir a atividade enzimatica em 50%. Apdé®rsios de determinacdo dos
valores de I, 0s compostos mais ativos foram submetidos aaEansinéticos para
determinacao do mecanismo de acao e consequengsaiancao dos valores de Ki. O
método experimental consiste em medir a velociddelereacdo na auséncia e na
presenca de concentracoes diferentes de inibidon, variacdo das concentragcbes de
substrato até a saturacdo do ensaio enzimaticdaiss coletados originam graficos de
duplo-reciprocos e através do padrao de intersetggioetas no plano de coordenadas
cartesianas, torna-se possivel determinar o meuards acao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 (A-D) apresenta os dados das cinétieasnithicdo da enzima PC1 pelo
composto benzofenona LFQM-119, este atua na aatdiisenzima de processamento
Kex2 e PC1 do mesmo modo, apresentando inibicdezo@petitiva linear simples. De
acordo com os dados obtidos de inclinacbes e eytrs, observamos as retas
interseccionando o eixo X praticamente no mesmdaopdaterminando urki = aKi,
desta forma verificamos que o composto LFQM-11@sgmta a mesma afinidade tanto
pela enzima livre quanto com o complexo bimolec@&r;, estabelecendo assiml,
dessa forma, tal composto comporta-se como umdmibndo-competitivo linear
simples. Diferentemente disso, na inibicdo da FRurims resultados (figura 2 A-C)
mostram que esta molécula atua como um inibidorpetitivo, na qual as retas
interseccionam 0 eixo Y em um mesmo ponto de 1/VrEamw funcdo disso, ndo se
obtém o replote dos interceptos, sendo possivektwon apenas o replote das
inclinacdes, a partir do qual determinou-se o vaeKi = 14 + 3 uM, podendo-se
assumir quer—>. Estes dados permitiram estabelecer o mecanisngoiademos que

o composto LFQM-119 liga-se especificamente a eadisme Furina definindo uma
inibicdo competitiva linear simples.



Figura 1- Cinética de Michaelis-Mentem para a determinagi;ce mecanismo de inibicdo da enzima
de processamento PC1 pelo composto LFQM-A19Plote de Michaelis-Mentem: Velocidade reacional
versus concentracdo de substr&o. Plote dos duplos reciprocos (Lineweaver-Bufk)- Replote da
Inclinacdo versus a concentracao de LFQM-119. Replote do Intercepto versus a concentracao de
LFQM-119.
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Figura 2- Cinética de Michaelis-Mentem para a determinagil;&e mecanismo de inibicdo da enzima
de processamento Furina pelo composto LFQM-149. Plote de Michaelis-Mentem: Velocidade
reacional versus concentracdo de substfate.Plote dos duplos reciprocos (Lineweaver-BuiR)-
Replote da Inclinacdo versus a concentracao de LEQM
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De acordo com os resultados obtidos do composto f¥éele a PC1, determinamos o0s
valores deKi= 9,1 + 0,6 UM exKi= 34 + 4 uM, estabelecendo assim um valor de
a=3,7. Dessa forma, verificamos que neste mecandemaibicdo ndao-competitivo do
tipo misto, comu#£l e portanto, o inibidor liga-se preferencialmef®§ vezes mais) a
enzima livre E do que ao complexo ES. Igualmengerasultados obtidos na inibicao
da PC1 pelo biflavondide VGO, a inibicdo da Kex2 peta molécula, apresentou o
mesmo perfil de inibicdo, os replotes das incliescé dos interceptos definiram que a
molécula VGO preferencialmente liga-se a enzimie ldo que ao complexo ES, pois a
constante de inibicad&i= 20+2 uM, correlaciona-se a afinidade da enzimee|i
enquanto queKi= 62 + 5 UM, correlaciona-se a afinidade da enamaomplexo ES.
Sendoa= 3,1 que corresponde ao grau de afinidade do catmpdGO em ligar-se
preferencialmente a enzima livre Kex2, Analisandm p@lote dos inversos ou
Lineweaver-Burk do biflavondide VGO frente a enzima processamento Furina,
verificamos que todas as retas interseccionam emm&smo ponto do eixo Y,
igualmente ao observado na inibicdo da Furina petoposto LFQM-119. O plote dos
inversos permitiu a construcdo apenas do ploteirdmacdes, o qual foi possivel
determinar o valor da constante de inibigds 2,4 + 0,3 pM. As informacdes obtidas
permitiram estabelecer que o composto VGO na iaida Furina apresenta um
mecanismo de inibicdo competitivo linear simples,qual esse biflavondide liga-se
exclusivamente a enzima livre.

CONCLUSOES

Com o0 avango nessa linha de pesquisa, pode-seaaftue novos estudos devem ser
realizados, uma vez que a ampla diversidade estfutasses compostos, bem como a
capacidade de interagcdo com outras substanciasreposta a imaginar que novas
descobertas ainda podem e devem ser realizadasdgdwblvimento de novos farmacos
visando essas enzimas de processamento como alvavds drogas poderia surgir da
modificacdo quimica de compostos naturais comoiftevbndides ou de compostos
sintéticos como as benzofenonas. Além disso, asobaralores de I§ de alguns
compostos os tornam moléculas interessantes tambétasenvolvimento de farmacos
para essa enzima de processamento uma vez que mhast@nzimas de processamento
estdo envolvidas no processamento de toxinas vaais quanto bacterianas.
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