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Resumo

ESTUDO DE INIBIDORES NATUAIS E SINTETICOS DE CISTEINO PROTEASES.
Este trabalho descreve, em sua primeira parte o estudo quimico do fungo Fusarium
proliferatum buscando inibidores de cisteino proteases, através de duas abordagens
distintas: i) A busca de inibidores de papaina, para o entendimento da interagcéo
guimioecoldgica entre plantas ricas em proteases e micro-organismos que conseguem
infecta-las; ii) o isolamento de compostos que sejam possiveis inibidores de cisteino
proteases humanas. Foram isolados nove metabdlitos, sendo a beuveracina o
composto majoritario nos extratos. Este composto apresentou atividade inibitoria
frente a papaina com ICso: 25,2 pM. Além disso, a beuvericina também apresentou
atividade inibitoria de duas cisteino proteases humanas, CatV com ICso: 40,6 UM e
CatB com ICso0: 6,8 uM. Na segunda parte do trabalho, foram avaliados compostos
sintéticos quanto a inibicdo da catepsina K. Esta enzima é também uma cisteino
protease, papain-like, e estd diretamente associada ao processo de reabsorcao
0ssea, onde uma elevada atividade de CatK esta relacionada com doencas 6sseas
como a osteoporose. Foram avaliados dezesseis novos compostos sintéticos, que
apresentaram atividades moderadas, em baixo micro molar frente a CatK, utilizando
duas abordagens de busca de inibidores: i) inibicdo de sitio ativo e ii) inibicdo de
exositios da enzima. Os compostos avaliados pertencem a trés classes diferentes,
sendo o0s epoxi-a-aciloxicarboxamida, os epoxi-a-acilaminocarboxamida e as
quinolinas ftalonitrilas. Foi realizada uma triagem inicial para verificar a atividade dos
inibidores, em seguida verificado a poténcia destes inibidores e 0os compostos que
apresentaram melhores atividades inibitérias foram submetidos a estudos dos
mecanismos de acdo. Também foram realizados estudos de docking molecular para
0 entendimento das interagfes existentes entre a proteina e o inibidor avaliado. Os
compostos testados apresentaram atividade inibitéria moderada, sendo as quinolinas-
ftalonitrilas os que apresentaram maior poténcia, com ICso de aproximadamente 1,5
MM. Os compostos avaliados, foram identificados como inibidores incompetitivos da
CatK.
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Abstract

STUDY OF NATURAL AND SYNTHETIC INHIBITORS OF CYSTEINE PROTEASE.
This work describes in its first part the chemical study of the fungus Fusarium
proliferatum looking for inhibitors of cysteine proteases, with two distinct approaches:
i) The search for papain inhibitors, to understand the chemoecological interaction
between plants rich in proteases and micro-organisms that can infect them; ii) the
isolation of compounds that are possible human cysteine protease inhibitors. Nine
metabolites were isolated, with beauvericin being the major compound in the extracts.
This compound showed inhibitory activity against papain with 1Cso: 25.2 uM. In
addition, beauvericin also showed inhibitory activity of two human cysteine proteases,
CatV with ICso: 40.6 uM and CatB with ICso: 6.8 uM. In the second part of the study,
synthetic compounds were evaluated for inhibition of cathepsin K. This enzyme is also
a cysteine protease, papain-like, and is directly associated with the bone resorption
process, where high CatK activity is related to bone diseases such as osteoporosis.
Sixteen new synthetic compounds were evaluated, which presented moderate
activities, low micro molar, against of CatK, using two approaches to search for
inhibitors: i) inhibition of active site and ii) inhibition of exosites of enzyme. The
compounds evaluated belong to three different classes, being epoxy-a-
acyloxycarboxamide, epoxy-a-acylaminocarboxamide and quinolines phthalonitriles.
An initial screening was performed to verify the activity of the inhibitors, then verified
the potency of these inhibitors and the compounds that presented the best inhibitory
activities were submitted to studies of the mechanisms of action. Molecular docking
studies were also performed to understand the interactions between the protein and
the inhibitor evaluated. The evaluated compounds showed moderate inhibitory activity,
with the phononitriles being the ones with the highest potency, with ICso: 1.5 M
approximately. The compounds evaluated were identified as incompatible CatK

inhibitors.



Xiii

Sumario
I [ Yoo U o= To I (== U (=2 | 2
1.1 — Enzimas como alvos MOIECUIAIES ............coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 2
1.2 — Papaina e Cisteino Proteases LISOSSOMAIS .........ccvvvvvvvviiieiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeens 3
1.2.1 — CAtEPSINGA V ..ottt 6
1.2.2 — CatepSINa B ......uiiiiiiiiiiiiiiiii e 7
1.3 — Proteases em Plantas e Fungos FitopatOgE&niCos ..........cccvvvveviiiiiiiiiiieiiiiieieeeeeen, 8
1.4 — Micro-organismos como Fontes Promissoras de Substancias Bioativas ........... 9
1.5 — Fusarium proliferatUm..............ooviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 11
2 —ODJEtiVOS (PArTe 1) .o 13
3 — Materiais € MEtOd0oS (PArte 1) .....c..uuiiiiiiiiee et 14
3.1 —Reagentes € SOIVENTES .......coooeieeeeeeee e 14
3.1.1 — Mei0S de CURIVO: .....uueiieee e 14
3.2 — Suportes para Cromatografia..........coooeeeeeieii e 15
TR T o [ 1] 2= 11 =] ] (o 1O 15
3.4 — Isolamento e Identificacdo de F. proliferatum.............ccccovveiviiiiiiiine e, 17
3.5 — Avaliacao do Perfil Quimico em Diferentes Meios de Cultivo...............c.ceeeee... 18
3.6 — Crescimento de F. proliferatum em Meio Solido, Larga Escala........................ 19
3.7 — Metodologia para Extracdo em Fase Sélida e Fracionamentos de Fp.............. 20
3.8 — Crescimento de Fusarium proliferatum em Meio Liquido ............ccooviiiieneenennn. 21
3.9 — Fracionamento dos Extratos Obtidos do Cultivo de F. proliferatum ................. 21
3.10 — Andlise por CG-EM dos compostos isolados ............cccceeeeeeeeeeeeeeeeeceeeeeeeeee, 23
3.11 —ENsaios ENZIMALICOS .....coooeeieeeeeeeeeeeeeeeeee 24
4 — Resultados € DISCUSSE0 (PArte 1) .......ceeeeeeiiiiieiie e 27
4.1 — Escolha do Meio de CUItIVO .........coovvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 27
4.2 — Cultivo em Larga Escala em Meio SOldO ...........ccoevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 29
4.3 — Cultivo em Meio LiQUidO ........coooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 29
4.4 — Compostos Isolados — Elucidagao Estrutural ..., 31
4.4.1 — CompPOStO PNL ... e e 31
4.4.2 — ComMPOSEO PNZ ... e 36

4.4.3 — ComMPOSLO PNS ... 38



Xiv

4.4.4 —CompPOStO PNA4 ... 40
4.45 — CompPOoStO PNS ..o 42
4.4.6 — COMPOSLOS PNB......ooniiiiiiiiiiii e 45
4.4.7 — COMPOSLO PNT .ot 47
4.4.8 — CompPOStO PN ..o 50
4.4.9 — CompPOStO PN ... 51
4.5 — ENS@I0S ENZIMALICOS .....coovviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 52
4.5.1 — Titulag&o do Sitio Ativo da Papaina...........cccoeecuviiieeeeeiennniiiiee 53
4.5.2 — Determinagao do valor de Km ..., 54

4.5.3 — Avaliacdo da Atividade de Inibicdo Enzimatica dos Compostos

150} = o [0 54
SR L1 g0 To [UTor= To I (= U (= | S PS 59
LT I @ 15 (= To ] oL (01PN 59
5.2 — CatePSING K. .o 60
5.3 —Modo de INIbIGAO ENZIMALICA.........uuviiiiieiiiiiiiiiiiiecee e 61
5.3.1 — INIDIGAO COMPETILIVA ....cceeeeeeeeeeeeeee e 62
5.3.2 — InibicAo N80 coMPEtitiva ..........cevviiiiiii e 63
5.3.3 = INibICA0 INCOMPELILIVA ......cceeieeeeiie e 64
5.4 — Inibidores de Cisteino Proteases LiSOSSOMAIS .....ccceeevviiiuviiiiiiieeeeeeeiiiiiiieeeeenn 65
5.5 — EXOSItIo CatepSiNa K .....ccoiiiiiiiiiiiiiiie et 67
B — ODJELIVOS ... 69
7 — MateriaiS € MELOUOS .......ccoeeieeeeeeee e 70
7.1 —REAJENLES € SOIVENLES ....uuii et e e e e 70
Al o T 1T =10 =] ] (o 1 USSR 70
7.3 — ComPpPOSIOS AVALIAUOS .......ccoeeeeeeeeeeee e 71
7.4 — Expresséo e Purificagdo da Catepsina K ... 71
7.5 — Titulac&o do Sitio Ativo com E-64 e Determinacdo de Km.........coeeeeeeeeeeeennnnnn. 72
7.6 — Complexo Colagenoliticamente Ativo K/GAG — Determinacdo da
ConcentraGao de C4-S ... ..o 73
7.7 — ENSAIOS ENZIMALICOS ...evvvviiiiii e eeieieiiiiie ettt s e e e e e e e e et e e e e e e e e eeeennnnnnnes 74
7.7.1 — ENSAIO SItI0 ATIVO ....ceeveeiiiieie e eeeeeeeeiis e e e et e e e e e e e e 74

7.7.2 — Ensaio de Degradacéo de Coldgeno — EXOSItio .........ccoeeveeeeeennnn. 74



XV

7.8 — Determinagao ICso — ENSaio Sitio AtIVO .....ccooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 75
7.9 — Determinagé@o do Mecanismo de Ag&o dos Inibidores ...........cccoeeeeeieii, 75
7.10 — EStUdO de DOCKING ...ccvviiiiieiie e e e 76
8 — Resultados € DISCUSSA0 (PArte 1) .......uuuuiiiiieeiiiiiiiiiie e 77
8.1 — Determinacao da Concentracdo da Enzima e do Valor de Km ..........cccccoveeee. 77
8.2 — Avaliacdo da Atividade INIDILOA.........ccooeeeeeeeeeeeee 78
8.3 — Determinacao da Poténcia dos Inibidores (ICs0) .......occeevvveeerviiiiiiieeeeeeeeeiiiinnn, 81
8.4 — Ensaios de Degradacao de COIAgENO. ........c.uuuiiiiiiieeiiiiiiieieeee e 85

8.4.1 — Complexo Colagenoliticamente Ativo CatK/GAG ..........cccceeeeenenn. 85

8.4.2 — Avaliacdo dos Compostos como Inibidores de Exositio .............. 86
8.5 — Determinacao do Mecanismo de Acao dos Inibidores e do valor de Ki............ 88
8.6 — Modelagem molecular do complexo CatK/inibidores............cccccoeeieeiiiiiinnn. 91
O — CONCIUSED ..o 102

10 — Referéncias BibliografiCas ..........ccoeiiiiiiiiiiiii e 104



Parte |: Estudo de Fusarium proliferatum Buscando
Inibidores de Cisteino Proteases



1 — Introducéao (Parte I)

1.1 — Enzimas como alvos moleculares

Enzimas catalisam reacfes quimicas que sao essenciais para a vida. No
entanto, problemas na regulagéo de suas atividades cataliticas, como por exemplo, a
superexpressao, causam um aumento em sua atividade e levam ao desenvolvimento
de diversas patologias. A mutacéo de genes responsaveis pela producéo de enzimas
pode levar a um nivel anormal de concentracdo de determinada enzima dentro da
célula. Isto causa 0 aumento da formagéo de produtos de reacdo que podem levar a
patologias (COPELAND, 2013).

As enzimas tém um papel importante em muitas vias de sinalizacdo e
representam excelentes alvos para o desenvolvimento de farmacos para o tratamento
de muitos problemas de saude como doencas cardiovasculares e cancer, bem como
para combater muitos parasitas e micro-organismos causadores de patologias (DRAG
& SALVESEN, 2010). Outro atrativo para o0 uso de enzimas como alvos terapéuticos
é o fato de que elas sao altamente propensas a inibicdo por moléculas de baixa massa
molecular. Assim, as enzimas sao comumente alvos na descoberta e desenvolvimento
de substancias de interesse de grandes empresas farmacéuticas (COPELAND, 2013).

Os inibidores enzimaticos tém sido utilizados como intervencao farmacologica,
tornando-se quase a metade dos farmacos atualmente em uso clinico (COPELAND,
2013; ROBERTSON, 2007). Dentre as classes enziméticas, estima-se que as
proteases representem aproximadamente de 5-10% de todos os alvos farmacéuticos
demonstrados pelos medicamentos disponiveis no mercado (DRAG & SALVESEN,
2010).

Proteases sdo enzimas que catalisam a clivagem de ligacfes peptidicas de
proteinas, e sua utilizacdo como alvo para o desenvolvimento de novos medicamentos
€ bem estabelecida. Alguns inibidores de proteases foram desenvolvidos como
medicamentos muito bem-sucedidos (FIGURA 1). Como exemplo podemos citar o
captopril que utilizado no tratamento de hipertensédo, e que atua sobre a enzima
conversora da angiotensina (SMITH & VANE, 2003). Também inibidores de protease
do HIV, como saquinavir, indinavir, ritonavir, nelfinavir, amprenavir, fosamprenauvir,

lopinavir, atazanavir, tipranavir, e darunavir, sdo medicamentos licenciados para uso



clinico em pacientes portadores do virus, e tém demonstrado sucesso terapéutico
substancial (LV et al., 2015).
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FIGURA 1: Inibidores de proteases que atuam como medicamentos.

1.2 — Papaina e Cisteino Proteases Lisossomais

As proteases, sdo macromoléculas biolégicas responsaveis por executar a
importante tarefa de degradacéo proteica. Estas enzimas sao classificadas de acordo
com suas caracteristicas estruturais e cataliticas (TURK et al., 2012).

As cisteino proteases sdo agrupadas em clas (superfamilias), sendo o cla CA
o maior deles. Cada cla é subdivido em familias com base em suas homologias e
estrutura tridimensional. A familia da papaina (C1) é uma das familias pertencentes a
cla CA, sendo a papaina, a primeira cisteino protease isolada de Carica papaya e
caracterizada e também a primeira protease que teve sua estrutura determinada por
cristalografia de raios-X (LIU et al., 2018).

As cisteino proteases pertencentes a familia C1 sé&o expressas em diferentes
organismos como virus, bactérias, plantas e animais. Em mamiferos, estas cisteino
proteases sao chamadas de catepsinas (LECAILLE et al., 2002). Estas enzimas sao
sintetizadas como precursores inativos contendo um pré-dominio auto inibidor para

evitar a degradacao proteica indesejada. O pré-dominio pode bloquear o acesso do



substrato ao sitio ativo da enzima. A atividade destas proteases também € diretamente
dependente do pH e da presenca de seus ativadores enddgenos, onde € necessario
um equilibrio entre eles e as proteases, para o controle da atividade e do catabolismo
das enzimas (LIU et al., 2018).

Com excecao da catepsina C, que é tetramérica, todas as cisteino proteases
lisossomais sdo proteinas monoméricas com massa molecular entre 23-25kDa (TURK
& GUNCAR, 2003). A estrutura tridimensional das cisteino proteases pertencentes a
familia C1 é altamente conservada apresentando dois dominios, R (direita) e L
(esquerda), formando uma fenda catalitica entre eles (LECAILLE et al., 2002). Cys25
e His159 (numeracao papaina) sdo os residuos que formam a diade catalitica, estes
se encontram em diferentes dominios da enzima, sendo Cys25 no dominio esquerdo
e His159 no dominio direito. Outros dois residuos funcionalmente importantes também
sdo encontrados nas enzimas da familia C1, estes sdo GInl9 que auxilia na
estabilizacdo do intermediario tetraédrico e Asn175 que orienta o anel imidazdlico da
His catalitica (POLGAR, 2013). Na FIGURA 2 é mostrado a estrutura tridimensional
da catepsina K, com os dominios R e L e a fenda catalitica. Em azul estdo destacados
os residuos de aminoacidos diretamente envolvidos no processo catalitico das

enzimas da familia C1.

DominioL Fenda Catalitica DominioR

N T’

FIGURA 2: Estrutura tridimensional da CatK obtidas do PBD 1ATK. Em azul estdo
destacados os principais residuos cataliticos.



O mecanismo catalitico destas enzimas € similar ao de outras cisteino
proteases. A diade catalitica Cys-His, durante a catalise enzimatica, forma um par
ibnico atraveés da transferéncia de um préton do grupo tiol da cisteina para o nitrogénio
imidazélico da histidina, antes da ligagdo com o substrato. Neste processo, um residuo
de asparagina no sitio catalitico orienta a histidina durante a sua catalise acido-base
e, assim, € normalmente referido como o terceiro residuo catalitico de proteases do
tipo papaina. Em seguida, ocorre um atague nucleofilico do enxofre da cisteina a
carbonila da ligagdo peptidica do substrato e, assim, um intermediario tetraédrico é
formado. Esse intermediario, por sua vez, é estabilizado por um residuo de glutamina
através de uma ligacdo de hidrogénio. O bolsdo onde ocorre esta estabilizacdo &
denominado cavidade oxianionica e esta diretamente relacionado a especificidade
enzimatica. Na etapa posterior, ocorre a regeneracao da carbonila e clivagem da
ligacdo peptidica. Nesta etapa, a histidina doa seu préton adicional para o nitrogénio
da porcao N-terminal do substrato, dando origem a acil-enzima e liberando a amina.
Para completar a clivagem e liberar a enzima da porgdo C-terminal do substrato,
ocorre a desacilacdo da enzima através do atague nucleofilico de uma molécula de
agua a carbonila da acil-enzima, fornecendo o segundo intermediario tetraédrico. Mais
uma vez, este passo € realizado por meio de desprotonacédo da agua pela histidina
para criar um nucledfilo mais forte. Em seguida, a carbonila é regenerada, liberando
assim a enzima e fornecendo o peptideo resultante (LECAILLE et al., 2002; POLGAR,
2013). Na FIGURA 3 mostrado um esquema do mecanismo de hidrolise peptidica

pelas cisteino proteases.
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FIGURA 3: Mecanismo de hidrdlise peptidica pelas cisteino proteases da familia C1
(Adaptado (LECAILLE et al., 2002).

1.2.1 — CatepsinaV

A catepsina V é predominantemente expressa no timo, testiculos e cornea
epitelial. Esta associada com miastenia gravis, diabetes tipo 1 e também a doencas

neurolégicas. Aléem das fungdes fisiologicas as quais a CatV participa, esta enzima é



também altamente expressa em algumas linhagens de canceres, como carcinomas
da mama e colo retal (NIWA et al., 2012). Ela compatrtilha cerca de 80% de identidade
sequencial com a catepsina L, no entanto se diferem na especificidade para o
substrato e na distribuicdo tecidual. A catepsina V € especificamente expressa no
timo, nos testiculos e no epitélio da cérnea, e essa distribuicdo limitada contrasta com
a catepsina L, que é expressa em todo o corpo (SOMOZA et al., 2000).

Possui alta atividade elastolitica, sendo a mais potente dentre as proteases.
Desta forma, a catepsina V € um interessante alvo molecular para o tratamento da
aterosclerose (YASUDA et al., 2004). Considerando também seu grande potencial em
apresentar antigeno do timo, esta enzima pode ser considerada como alvo na buscar

por medicamentos para o tratamento de doengas autoimunes.

1.2.2 — CatepsinaB

A catepsina B é uma protease de ampla distribuic&o tecidual. E a Gnica dentre
as catepsinas que pode atuar como endo e exopeptidase, devido a presenca de uma
regido na enzima denominada loop de oclusdo. Sua atividade depende do pH,
atuando como endopeptidase em pH neutro e como exopeptidase em pH &cido
(BROMME & KALETA, 2002; LECAILLE et al., 2002; Y. Ll et al., 2016).

Juntamente com a catepsina L, a catepsina B esta intimamente associada a
diversos tipos de canceres. Uma elevada atividade da catepsina B ja foi descrita em
carcinomas de cérebro, mama, célon e pancreas (BROMME & KALETA, 2002;
LECAILLE et al., 2002; SLOANE et al., 1986).

Além do lisossomo, a catepsina B também ja foi descrita como sido localizada
na membrana plasmatica de células tumorais. Isso se deve a acidificacdo do ambiente
tumoral, o que proporciona condicdes ideais para a atividade da enzima. Estudos de
progressao tumoral demonstraram que grandes quantidades de catepsina B séo
encontradas na maioria dos tumores malignos em estagios invasivos. Assim, a busca
por inibidores destas enzimas tem despertado muita atencdo nos ultimos anos
(AGGARWAL & SLOANE, 2014; TURK et al., 2002).



1.3 — Proteases em Plantas e Fungos Fitopatogénicos

As plantas possuem um refinado sistema imunolégico para lidar com diferentes
patdgenos microbianos e outros invasores. Pesquisas recentes mostram evidéncias
de que proteases sdo fundamentais na imunidade das plantas, sendo necessarias
para a grande resisténcia das plantas a varios patdogenos (MISAS-VILLAMIL et al.,
2016).

As enzimas proteoliticas, presentes em diversas espécies de plantas, estdo
envolvidas em quase todos os aspectos do crescimento e desenvolvimento do
vegetal, incluindo a germinacdo e a morte celular programada. Além disso,
desempenham papéis importantes na regulagcéo de processos biol6gicos tais como o
reconhecimento de patdégenos e a inducao de respostas de defesa eficazes (HOORN
& JONES, 2004).

A maioria das enzimas proteoliticas presente nas plantas sado cisteino
proteases e assim como as catepsinas humanas, pertencem a familia da papaina.
Estudos mostram que a atividade destas proteases em plantas é necessaria para
desencadear respostas imunes das plantas contra o ataque de patdgenos (LIU et al.,
2018).

Diversos estudos demonstraram a importancia das proteases pertencentes a
familia da papaina na defesa das plantas. Proteases presentes no latex de Carica
papaya, Ficus globrata e Ervatamia coronaria foram associadas a protecdo destas
espécies contra patdgenos e pragas, tais como bactérias, fungos e insetos
(DOMSALLA & MELZIG, 2008).

Estudos realizados por Konno e colaboradores (KONNO et al., 2004)
demonstraram que dietas artificiais contendo uma das trés enzimas papaina,
bromelina ou ficina, encontradas respectivamente no mamao, abacaxi e figo, nas
mesmas concentracdes em que ocorrem no latex destas plantas, foram tdxicas para
larvas de bicho da seda. Também foi observado que as larvas morreram quando foram
alimentadas com folhas de figo, no entanto as larvas ndo morreram quando o latex foi
removido destas folhas por lavagem ou quando as enzimas foram inativadas pelo E-
64, um inibidor de cisteino proteases.

As enzimas proteoliticas desempenham um papel fundamental na fisiologia da
planta, elas mantém o pool de proteinas da célula, e também estdo envolvidos em
Varios processos intra e extracelulares de defesa da planta (DOMSALLA & MELZIG,
2008).



O importante papel das cisteino proteases pertencentes a familia da papaina
na imunidade do vegetal tem se tornado bastante evidente. No entanto, plantas
conhecidas por conterem altos teores destas enzimas n&o estéo isentas dos ataques
de patdgenos, como por exemplo fungos. Um exemplo é o abacaxi, (Ananas comosus)
que, apesar de ser rico em bromelina, € comumente infectado por fungos do género
Fusarium (STEPIEN et al., 2013). Na TABELA 1 s&o mostrados alguns exemplos de
micro-organismos que infectam plantas contendo elevados teores de proteases
pertencentes a familia da papaina.

TABELA 1: Espécies de plantas ricas em proteases e fungos que as infectam.
Planta Protease presente Fungos Fitopatogénico

Colletotrichum
Carica Papaya Papaina gloeosporioides
Asperisporuim caricae

Fusarium proliferatum

Ananas comosus Bromelaina _ .
Fusarium subglutinans
Ficus glabrata Ficina Glomerella cingulata
o o o Ceratocystis fimbriata
Actinidia deliciosa Actinidina

Armillaria mellea

As proteases sao essenciais para a imunidade da planta. No entanto, ainda néo
€ bem conhecido como estas enzimas sdo ativadas e quais sao as vias de sinalizacdo
gue desencadeiam as diferentes respostas. Além disso, é necessario ressaltar que ao
mesmo tempo que as proteases sd0 necessarias para a resisténcia das plantas, elas
sdo alvos de efeitos de agentes patogénicos secretados para suprimir as respostas
imunes. Assim, estdo sujeitas a uma corrida armamentista co-evoluciondria do
patégeno e o hospedeiro (LIU et al., 2018; MISAS-VILLAMIL et al., 2016).

1.4 — Micro-organismos como Fontes Promissoras de Substancias

Bioativas

Os produtos naturais sao fundamentais na descoberta de compostos bioativos.
Ha muitos anos eles tém sido fonte de inspiracdo para grande parte dos farmacos
aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration). Entre o ano de 1981 e 2014,

certa de 35% dos medicamentos aprovados para comercializacdo em todo o mundo
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sdo baseados em produtos naturais. Eles também foram as principais fontes
moléculas utilizadas como materiais de partida nas descobertas farmacéuticas ao
longo do século passado (MISHRA & TIWARI, 2011; NEWMAN & CRAGG, 2016).
Além da diversidade estrutural os produtos naturais possuem uma caracteristica
adicional importante, muitas vezes apresentam atividades biolégicas altamente
especificas com base em mecanismos de acdo (CRAGG & NEWMAN, 2013).

Apesar dos estudos quimicos de plantas serem mais frequentes, os micro-
organismos vém sendo explorados como hébeis produtores de metabdlitos
secundarios. Substancias produzidas por micro-organismos apresentam um vasto
leque de aplicacbes, tais como antibidticos, anti-inflamatorios, agroquimicos,
inseticidas e anticancerigenos (BAKER et al., 2000).

O reino fungi € um dos mais numerosos, ele inclui muitas espécies,
apresentando uma grande variedade morfolégica, comportamentos e vias
bioquimicas Unicas (FIGURA 4). Muitas dessas espécies sao utilizadas na fabricagcéo
de alimentos, bebidas, cosméticos e farmacos. Os fungos possuem uma ampla e
diversa arquitetura molecular, sendo uma importante fonte na descoberta de
moléculas bioativas (DEMAIN & SANCHEZ, 2009; KELLER et al., 2005).

FIGURA 4: Diversidade fungica.

A descoberta acidental da penicilina, (FIGURA 5) por Fleming, em 1928, isolada
do fungo Penicillium notatum, deu inicio aos estudos utilizando fungos como fonte de
substancias bioativas. As pesquisas mostram o enorme potencial dos fungos em
produzir diversas classes de substancias que podem ser utilizadas na medicina. A
partir destes organismos ocorreu um grande avanco nas areas dos antibidticos,

imunossupressores e medicamentos anti-neoplasmaticos (TULP & BOHLIN, 2004).
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Dentre os compostos produzidos por fungos, existem importantes produtos
farmacéuticos como a lovastatina (redutor de colesterol) e a ciclosporina
(imunossupressor), (FIGURA 5) (KELLER et al., 2005).

Penicilina Lovastatina

Ciclosporina

FIGURA 5: Produtos naturais isolados de fungos utilizados como farmacos.

Sao muitas as razfes para se utilizar fungos como fontes de substancias
bioativas. Os fungos podem apresentar diferentes tipos de interacbes com seus
hospedeiros e essas interacdes permitem que tenham um sistema enzimatico muito
rico para a producdo de metabdlitos secundarios na tentativa de se fortalecer em seu
habitat. Assim, os fungos possuem um potencial para producdo de substancias
bioativas que podem ser utilizadas com diversos propositos medicinais (CRAGG &
NEWMAN, 2013).

1.5 — Fusarium proliferatum

A espécie Fusarium proliferatum € um fungo fitopatogénico que cresce

principalmente em partes aéreas de plantas, mas pode estar associado a solos.
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Possui ampla distribuicdo mundial em uma grande variedade de cultivos agricolas
(NEUMANN et al., 2004).

Sobre a classificacdo taxonOmica, F. proliferatum pertence ao género
Fusarium, ordem Hypocreales, do filo Ascomycota. O género Fusarium constitui um
estado anamorfo, sendo F. proliferatum o anamorfo da espécie Gibberela intermedia.
Juntamente com outras espécies, F. proliferatum compde o complexo Gibberella
fujukuroi, que estdo associadas a doencas de diversas culturas de importancia
econdmica, como milho, trigo e cana-de-agucar (LESLIE et al., 2004; NEUMANN et
al., 2004; WALKER et al., 2016).

Esta espécie ja foi descrita como fitopatogénica de diversos cultivares, como
abacaxi (STEPIEN et al., 2013), banana (JIMENEZ et al., 1993), citrus (SANDOVAL-
DENIS et al., 2018), dentre outras. Alguns estudo realizados com F. proliferatum
permitiram o isolamento de diversos compostos quimicos, como do ciclopeptideo
beauvericina (MORETTI et al., 1994), o sesterterpeno fusaproliferina (SANTINI et al.,
1996) e algumas naftoquinonas, (FIGURA 6) (DAME et al., 2015).
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FIGURA 6: Estrutura quimica de alguns compostos produzidos por F. proliferatum.

A linhagem de F. proliferatum utilizada neste trabalho foi isolada de Ananas
comosus, sendo esta uma espécie conhecida por ser rica em enzimas proteoliticas
pertencentes a familia da papaina. Assim o uso deste micro-organismo se constitui
em uma atraente estratégia na busca por compostos inibidores de enzimas desta

classe.
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2 — Objetivos (Parte )

Esta parte do trabalho teve como objetivo, realizar o estudo quimico de F.
proliferatum, isolado de Ananas comosus (abacaxi), buscando o entendimento das
interacbes quimioecoldgicas entre o micro-organismo e a planta. Também o
isolamento e identificagdo de compostos que sejam possiveis inibidores de papaina e
das cisteino proteases humanas, catepsina V e catepsina B. Para isto foi necessério:

— Realizar o isolamento e identificacdo do micro-organismo a ser estudado;

— Estabelecer protocolos de cultivo, extracao e analise do micro-organismo
a ser estudado;

— Cultivar o micro-organismo em larga escala para obtencéo dos extratos;

— Isolar e caracterizar os metabolitos presentes no extrato, através de

técnicas cromatogréaficas e espectroscopicas diversas;

— Realizar ensaios para avaliacdo da atividade enziméatica dos metabdlitos
isolados;

— Determinar a poténcia (ICso) dos inibidores mais promissores.
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3 — Materiais e Métodos (Parte )

3.1 — Reagentes e Solventes

— Foram utilizados solventes comerciais destilados no DQ-UFSCar;

— Solventes para CLAE: solventes comerciais ULTRA ANALYSIS marca
Tedia;

— Solventes para ensaio: Dimetilsulfoxido (DMSO) da marca Mallinckrodt
Chemicals;

— Solventes para analises espectroscopicas: solventes deuterados
MERCK e ALDRICH,;

— Agua purificada em aparelho Milli-Q;

— Cartuchos C18/500mg — Chromabond,;

— Substrato Z-FR-MCA (Carbobenzoxi-fenilalanina-arginina-7-amino-4-
metilcumarina) — Sigma;

— Inibidor E-64 [L-3-carboxi-trans-2,3-epoxipropionil-leucilamido(4-
guanino)butano] — Sigma,;

— DTE (ditioeritritol) — Sigma;

— Acido etilenodiamino tetracético (EDTA) da J.T. Baker;

— Acetato de Sodio triidratado da J.T. Baker;

3.1.1 — Meios de Cultivo:

— Agar Nutriente

= Peptona

Extrato de carne

Extrato de levedura
NaCl
= Agar

— BDA (Batata, Dextrose e Agar)

— Malte — Agar

— Meio de Cultivo Czapeck com extrato de levedura:
= NaNOs3
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= MgSOas-7H20

= KCI

= FeS04:-7H20
= K2HPO4

= D-glicose

= Extrato de levedura

= Agar (em caso de meio de cultivo solido).

3.2 — Suportes para cromatografia

— Sephadex LH-20 — Amershan Pharmacia Biotech AB;

— Placas de CCD (Macherey-Nagel) ALUGRAM® SIL G/UV254 fiur die DC

— Coluna analitica Phenomenex Luna Phenyl-Hexyl 250 x 4.6mm (5um);

— Coluna semipreparativa Phenomenex Luna Phenyl-Hexyl 300 x 4,6 mm
(5u);

— Coluna CG: Rtx-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um).

3.3 — Equipamentos

— Analises espectroscoépicas:
= Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear marca Bruker
Avance lll - 9,4 Tesla (400 MHz para frequéncia do hidrogénio e

100 MHz para o carbono);

— Cromatografo liquido de alta eficiéncia acoplado a Espectrobmetro de
Massas:

= Agilent 1200 serie equipado com bomba quaternaria G1311A,

injetor automatico G1329A, detector arranjo de diodos G1314B e

degaseificador G1322A; Espectrdbmetro de massas modelo

API12000 da marca Applied Biosystems, com fonte de ionizacéo

por eletrospray e analisador triplo quadrupolo.

— Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia:
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= Agilent Technologies 1200 series, equipado com bomba
guaternaria G1311A, injetor automatico G1329A, detector UV-Vis
G1314B e degaseificador G1322A,;

= Shimadzu LC-20AD preparativo, composto por Injetor para HPLC
SHIMADZU  SIL-20AP  Vp, mbédulo de comunicacéo
detector/computador em CBM-20. Communication BUS Module,
bomba SHIMADZU LC20AP gradient pumps, detector SPD-20AV
UV-Vis, degaseificador DGU-20A,;

— Cromatografo Liquido de Ultra Eficiéncia acoplado a espectrémetro de
massas:

= Cromatografo liquido de ultra eficiéncia Waters® Acquity UPLC

H-class, acoplado a um espectrdmetro de massas Waters®

Xevo® G2-XS QToF com interface eletrospray (ESI) (Waters

Corporation);
— Cromatografo a gas acoplado a espectrébmetro de massas:
* CG-EM Shimadzu® GC 2010 Plus acoplado a Espectrometro de
massas MSTQ8030, detector de ionizacao por elétrons de 70eV;
— Evaporadores rotativos: os extratos foram concentrados em evaporador
rotativos de baixa pressdo do tipo Bichi Rotavapor R-114 com banho
Blchi Watherbath B-480, e recirculador refrigerado NESLAB, modelo

CFT-25 mantido a 25°C;

— Fluorimetro: Leitor de placa de ELISA modelo SpectraMax M3 da
Molecular Devices;

— Camara de Fluxo Laminar: Veco VL FS-12M;

— Autoclave Vertical: Phoenix AV 70;

— Banho de ultrassom: Tecnal TE 140.
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3.4 — Isolamento e Identificac&o de F. proliferatum

A espécie F. proliferatum foi isolada de abacaxi (Ananas comosus) que
apresentava infeccao fungica (podridao), pelo fitopatologista Dr. Leonardo Toffano,
utilizando a metodologia descrita por (PETRINI et al., 1992).

A regido de infeccdo da fruta retirada, e em seguida lavada com agua
esterilizada. Logo apds foi feita a imersdo do material em hipoclorito de sédio 1%,
seguido de etanol 70% e por fim agua destilada. Este processo foi repetido quatro
vezes. Ao finalizar o processo de esterilizacdo, o tecido infectado foi transferido para
placas de petri contendo meio de cultivo BDA (batata, dextrose e agar).

Apbs o crescimento dos micro-organismos, a purificacdo da cepa de F.
proliferatum, foi realizada através de sucessivas repicagens em placas de petri
contendo meio BDA. ApGs a purificacdo, o fungo foi mantido em tubos estéreis de
penicilina contendo agua destilada estéril, em glicerol 10% armazenado em freezer -
80° C, e em placas de petri contendo meio de cultivo BDA.

A identificagdo do micro-organismo foi realizada pela empresa BPI
Biotecnologia, utilizando o método sequenciamento Sange. As etapas realizadas na

identificacdo da cepa foram fornecidas pela propria empresa, sendo elas:

1 - Extracdo do DNA: o DNA total da amostra foi extraido através do Kit ZR
Fungal/Bacterial DNA MicroPrep™ (D6007) de acordo com protocolo do fabricante. A
gualidade do DNA extraido foi avaliada através de eletroforese em gel de agarose 2%
e quantificados por fluorescéncia (Qubit). O DNA extraido foi mantido a temperatura
de -20 °C até o momento do uso.

2 — Amplificacdo do DNA: As reacdes de PCR foram feitas em um volume
final de 20 pL, contendo 10 pL de GoTag® Colorless Master Mix 2x (Promega, USL),
0.6 uM de oligonucleotideo foward e 0.6 uM de oligonucleotideo reverse, 40 ng de
DNA gendmico e agua ultrapura estéril suficiente para 20 uL. Para a amplificacdo da
regiao ITS foram utilizados 0s primers ITS-5 foward
(5’GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) e ITS-4 reverse
(5TCCTCCGCTTATTGATATGCS3’) conforme descrito por (WHITE et al., 1990). O
programa de amplificacdo consistiu de desnaturacao inicial a 95 °C por 5 min, seguida
por 30 ciclos de desnaturagéo a 95 °C por 30 seg., anelamento a 56 °C por 40 seg;

extensdo a 72 °C por 1 min e uma extenséo final a 72 °C por 5 min. As reacdes de



18

amplificacdo foram conduzidas em termociclador Veriti™ Thermal Cycler (Applied

Biosystems).

3 - Sequenciamento: As amostras de PCR foram avaliadas em gel de agarose
2% corados com UniSafe Dye, visualizado sob luz UV e apds purificadas com
Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, Inc.). A quantificacdo dos produtos
purificados foi realizada por fluorescéncia em aparelho Qubit (ThermoFhischer). Para
realizagdo do sequenciamento foram utilizados os primers ITS 5 e ITS 4. Reagéo de
Sequenciamento BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied) e reacéo
de precipitacdo por Etanol/EDTA/Acetato de Sodio. Sequenciamento automatico por

eletroforese capilar no equipamento ABI3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

4 — Analise dos resultados: Apos o0 sequenciamento, foi realizado a analise
dos eletroferogramas utilizando os programas EMBOSS/Merger, Chromas Lite,
Geneious 4.8.3 para obtencdo da sequéncia consenso. Apoés a edi¢do, a sequéncia
obtida foi utilizada na busca de sequéncias de referéncia similares depositadas no

GenBank, através da ferramenta BLAST.

3.5 — Avaliacéo do Perfil Quimico em Diferentes Meios de Cultivo

A espécie F. proliferatum foi cultivada em quatro diferentes meios de cultivo
sélido para verificar a variacdo do perfil quimico da espécie. Para cada meio foram
feitas triplicata, além de um branco, onde ndo se inoculou o micro-organismo. Os
meios de cultivo utilizados foram: agar-nutrientes, BDA (batata, dextrose e &gar),
Czapeck com extrato de levedura e agar, e malte-agar. Todos 0os meios foram
preparados utilizando 4gua destilada, e autoclavados por 15 minutos a 120 °C. Cerca
de 20 mL de cada meio foram vertidos em placas de petri descartaveis e estéreis.

Depois de resfriadas e ainda em fluxo laminar, inoculou-se um plug de 0,9 cm
do micélio em cada placa. Apds o crescimento de 14 dias, os metabdlitos foram
extraidos pelo processo de microextracao, onde foram retirados dez plugs de 0,9 cm
de diametro, em diferentes partes da placa e estes foram colocados na mistura de
solvente MeOH/DCM/AcOEt, nas propor¢des 1:2:3 e extraidos em banho de
ultrassom pelo periodo de uma hora (SMEDSGAARD, 1997). Ap0s a extragdo o
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solvente foi filtrado, evaporado e os microextratos obtidos foram analisados em UPLC-
QTof.

A analise dos microextratos foram realizadas em UPLC-MS da Waters Acquity,
em coluna Waters® Acquity UPLC BEH (2,1 x 100 mm) - C18 de particula com
didmetro de 1,7 um. Utilizou-se o0 modo gradiente de eluicdo de acordo com a
metodologia descrita na TABELA 2, com um fluxo de 0,5 mL/min, volume de injecao
de 5,0 yL. Todas as linhas foram acidificadas com 0,1% v/v de acido férmico. Os
espectros de massas foram obtidos através de uma varredura em fullscan no modo

positivo em fonte ESI.

TABELA 2: CondigBes cromatograficas utilizadas para andlise dos microextratos
obtidos em diferentes meios de cultivo de F. proliferatum utilizando UPLC-MS. Sendo
0s solventes utilizados: A — agua; B— ACN e C — MeOH.

Tempo (min) %A %B %C
0,0 97 1,5 1,5
3,0 80 10 10
14,0 30 35 35
15,0 0 50 50
19,0 0 50 50
22,0 97 15 15
24,0 97 15 15

3.6 — Crescimento de F. proliferatum em Meio Solido, Larga Escala

Apos definir o meio de cultivo a ser utilizado, experimentos em larga escala
foram realizados para obtencéo de maiores quantidades de extrato, para o isolamento
de seus constituintes quimicos.

F. proliferatum foi inoculado em placas de petri 25 cm de diametro contendo
meio solido de cultivo Czapeck com extrato de levedura e agar. Para este experimento
foram preparadas 100 placas sendo 3 placas utilizadas como branco. Em cada placa
foram inoculados 3 plugs de 0,9 cm de diametro.

Ap0bs o crescimento do micro-organismo pelo periodo de 14 dias, o material das
placas (meio de cultivo e fungo) foi extraido utilizando a mistura de solventes
MeOH/DCM/ACOEt, nas proporcdes 1:2:3 em banho de ultrassom pelo periodo de
uma hora. O extrato (Fp) foi obtido apos a evaporacéo do solvente em rotaevaporador.
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Apobs a obtencéo do extrato, este foi submetido a extracdo em fase sélida, com

0 objetivo de retirar constituintes que pertenciam apenas ao meio de cultivo utilizado.

3.7 — Metodologia para Extragcdo em Fase Solida e Fracionamentos
de Fp

O procedimento de extracdo em fase solida, foi realizado com o auxilio de
cartuchos de C18/500mg da marca Chromabond. Esta extracdo seguiu procedimento
de pré-tratamento de amostras descrito por (CALDAS et al., 2011), realizado em 4

etapas:

1 — Condicionamento: Referente a ativacdo da fase estacionaria. O solvente

utilizado nesta etapa, depende do tipo de fase estacionéria esta sendo utilizada.

2 — Aplicacado da amostra: Retencdo dos compostos de interesse e descarte

dos possiveis interferentes na eluicéo.

3 — Lavagem: Remocéo dos interferentes menos retidos que os compostos de
interesse. O solvente a ser utilizado nesta etapa depende do modo de elui¢édo e das

caracteristicas da amostra.

4 — Eluicao: Eluicdo dos compostos retidos. Nesta etapa sao utilizados

solventes que rompam as interacdes da amostra com a fase estacionaria.

Aplicagao da
condicionamento amostra lavagem eluigdo

{ | U {

@ @
L™ .

A = o
A n o

FIGURA 7: llustracdo das etapas de pré-tratamento em cartuchos de SPE (CALDAS
etal., 2011).
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Para extracdo em fase solida do extrato Fp, os cartuchos foram condicionados
com 3 volumes de metanol (6 ml por volume) e uma vez com agua (6 ml). Em seguida
aplicaram-se 50 mg (10% da capacidade maxima do cartucho) do extrato Fp
solubilizado em metanol. Ap6s a aplicagdo do extrato, procedeu-se a limpeza dos
cartuchos, utilizando o seguinte sistema de solvente: 6 ml de agua 100%, 6 ml de 70%
agua e 30% metanol, 6 ml de metanol 100% para eluicdo dos analitos de interesse.

Logo apoés o pré-tratamento do extrato, deu-se inicio ao fracionamento de Fp,
que foi realizado por cromatografia de exclusdo molecular em coluna de Sephadex
LH20 (h= 45 cm, g= 4 cm), utilizando como fase movel metanol 100%. A analise das
fracGes foi feita por CCDA e RMN de *H.

3.8 — Crescimento de Fusarium proliferatum em Meio Liquido

Para o cultivo de F. proliferatum em meio liquido, prepararam-se 12 litros de
meio de cultivo Czapeck com extrato de levedura, que foram repartidos igualmente
em 40 Erlernmeyers de 1 L de capacidade, (300 mL de meio em cada erlenmeyer), e
autoclavados por 15 minutos a 120° C.

Apbs a esterilizacdo e resfriamento do meio de cultivo, o fungo foi inoculado.
Para isto, 100 uL de uma suspensao de esporos a 106 esporos/mL foram adicionados
a cada erlenmeyer, sendo 3 deles deixados para serem utilizados como
controle/branco, onde néao foi feita a inoculacdo do micro-organismo.

Apos 14 dias de crescimento, fez-se a separacdo do micélio do meio liquido
por filtracdo a vacuo, utilizando funil de Buchner. Com a fase aquosa realizou-se
particao liquido-liquido utilizando AcOEt (3 vezes), e apds a separacao das fases, o
solvente da fase organica foi coletado e evaporado em rotaevaporador para a
obtencéo do extrato codificado como (FA). Ao micélio foi adicionado etanol e deixado
em repouso por 3 dias, em erlenmeyer vedado. Logo apds este periodo o solvente foi
concentrado para a obtencg&o do extrato codificado como (ME).

3.9 — Fracionamento dos Extratos Obtidos do Cultivo de F.

proliferatum

Apoés a obtencdo dos extratos da fase organica (FA) e do micélio (ME), estes
foram submetidos a fracionamento em HPLC-UV com deteccdo em 210 nM.
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O extrato FA foi fracionado em HPLC preparativo, com vazao de 4,7 mL/min
utilizando coluna Luna Phenyl-Hexyl 300 x 4,6 mm (5u), e o sistema de eluicdo
composto por 4gua e ACN. Iniciou-se com 5% de ACN e indo até 30% em 40 minutos,
seguido de 30% de ACN até 100% em 2 minutos, mantendo-se em 100% de fase
organica (ACN) por 8 minutos para limpeza, em seguida fez-se o recondicionamento
da coluna cromatogréfica para posterior analise por mais 15 minutos, totalizando 65
minutos. Conforme mostrado na , o fracionamento de FA resultou em 13 fracfes, que
foram analisadas por CCDA e RMN de H.

As fracbes obtidas foram submetidas a novos fracionamentos para a
purificacdo dos metabdlitos presentes. As purificagcbes denominadas Al, A2, A3, A4,
A5 e A6 mostradas na FIGURA 8, foram obtidas por cromatografia de excluséo
molecular, utilizando Sephadex LH20 (h= 32 cm, g= 2 cm) como fase estacionéria, e

metanol como fase movel.

FA1

éé
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—[FA5.1 | PN5 |

FA4
FA5; AL
FAG A2
——| FA6.3 | —{ PN9 |
=2 | PNe A3 FA72 | PN6 |
e fFAToT]
[ FA9 |
[ FA10 A4
——[FA10.4— PN7 |
FA11.1
FA1T |-A FA11.2— PN4 |
FA12
— [FA13.2—{ PN1 |
FA13.3

FIGURA 8: Fluxograma do fracionamento do extrato obtido da fase orgéanica do cultivo
de F.proliferatum.
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O fracionamento do extrato ME (FIGURA 9), foi realizado em HPLC preparativo,
com vazao de 4,7 mL/min, utilizando coluna Luna Phenyl-Hexyl 300 x 4,6 mm (5 p), e
o sistema de eluicdo composto por agua e ACN. Iniciando-se com 5% de ACN e indo
até 100% em 45 minutos, seguido de 10 minutos de limpeza apenas com a fase
organica (100% ACN) e depois recondicionamento da coluna cromatografica para

posterior analise por mais 15 minutos, totalizando 70 minutos.

ME1

ME2 PN8

ME3

ME4 PNG6

MES PN2

MEG6

ME ME7 PN3

MES8

MES

ME10

ME11

ME12

ME13 PN1

FIGURA 9: Fluxograma do fracionamento do extrato obtido do micélio de F.
proliferatum extraido com etanol.

3.10 — Andlise por CG-EM dos compostos isolados

Os compostos PN3, PN4, PN4, PN5, PN6, PN7 e PN9 foram analisados por
CG-EM para a confirmacgéo das estruturas quimicas propostas.

As analises foram realizadas em um sistema de Cromatografia a gas acoplado
a Espectrometro de Massas (CG-EM), equipado com autoinjetor (Combi PAL AOC-
5000 Shimadzu), coluna Restek Rtx-5ms (30m x 0,250 mm x 0,25 pm) fundida com
silica e Espectrometro de Massas Sequencial (MSTQ8030 Shimadzu). O tratamento
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de dados foi realizado utilizando-se o Software GCMS Real Time Analysis®, e a
comparacao dos espectros foi feita com a biblioteca NIST.

A rampa de aquecimento na coluna cromatografica e os parametros
operacionais utilizados para as analises dos compostos sdo mostrados nas TABELA

3 e TABELA 4 respectivamente. O gas hélio foi utilizado como gas de arraste.

TABELA 3: Rampa de aquecimento da coluna cromatografica nas analises por CG-
EM.

Taxa de variagéo Temperatura Tempo de espera
(°C min') (°C) (min)
0 - 80 1,0
10 280 1,0

TABELA 4: Parametros operacionais utilizados para analises em CG-EM

Temperatura do forno da coluna 80° C
Temperatura de injecao 280° C

Volume de injecédo 1puL

Pressao 90,2 kPa

Fluxo na coluna 1,2 mL/min
Velocidade linear 40,4 cm/sec
Razéo de fracionamento 10,0
Temperatura da fonte de ions 280 °C

Faixa de varredura massas m/z 45 a m/z 600

3.11 — Ensaios Enzimaéaticos

O procedimento para 0s ensaios enzimaticos com a papaina, catepsina V e
catepsina B sdo semelhantes. O que varia em cada ensaio é a concentracao de
substrato utilizada para cada enzima, que é ajustada de acordo com o valor de Km de
enzima em relagéo ao ZFR-MCA. As concentracdes de substrato utilizadas para cada

enzima no ensaio sao mostradas na TABELA 5.
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TABELA 5: Concentracdo de substrato ZFR-MCA utilizada para cada enzima com
base no valor de Km de cada uma.

Enzima Concentracao de ZFR-MCA (uM)
Papaina 90

CatV 10

CatB 185

A atividade enzimatica é determinada com base no aumento da fluorescéncia
em funcdo do tempo de reacdo, através da hidrélise do substrato ZFR-MCA. Este
experimento foi realizado em um fluorimetro utilizando placas de ELISA de 96 pocos
preta e opaca, com volume final de 200 uL, temperatura 27 °C, com comprimento de
onda de excitagdo (Aex) 380 nm e emissao (Aem) 460 nm.

Na placa de ELISA, contendo 150 pL de tampéao acetato (pH 5.5, 2,5 mM de
DTE e 2,5 mM de EDTA), a enzima foi incubada com 5 pL da solu¢éo de inibidor em
DMSO na concentracdo a ser testada, pelo periodo de 5 minutos, em seguida
adicionaram-se 45 pL da solugdo contendo substrato ZFR-MCA na concentracéo
correspondente para cada enzima, e fez-se a leitura de fluorescéncia. Como controle
negativo utilizou-se DMSO e para controle positivo E-64. A determinacéo da atividade
enzimatica foi realizada através do monitoramento continuo e direto da hidrélise do
substrato fluorogénico (ZFR-MCA) por 300 segundos (5 minutos) (SEVERINO, 2008).
Na FIGURA 10 é mostrado um esquema geral da metodologia do ensaio.
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TAMPAO + ENZIMA 'ncsu:irs‘ao
+DTT ———> INIBIDOR ——— 5 SUBSTRATO ____  FLUORIMETRO
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FIGURA 10: Esquema de geral dos ensaios enzimaticos com o substrato fluorogénico
ZFR-MCA.

O percentual de inibicdo é calculado pelo software do equipamento utilizado

para as leituras, SoftMaxPro®.
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4 — Resultados e Discussao (Parte |)

4.1 — Escolha do Meio de Cultivo

Com o objetivo de definir qual meio de cultivo seria utilizado para o crescimento
em larga escala de F. proliferatum, primeiramente foi realizado um cultivo em pequena
escala, em diferentes meios de cultivo. Assim, através da analise dos extratos obtidos,
pdde-se definir qual melhor meio para o cultivo em larga escala do micro-organismo.

F. proliferatum foi cultivado em 4 tipos diferentes de meio de cultivo disponiveis
no laboratério. Os meios utilizados foram: 1 — agar-nutrientes, 2 — batata, dextrose e
agar, 3 — Czapeck com extrato de levedura e 4gar, e 4 — malte e agar.

Apos 14 dias de crescimento, foi realizado o procedimento de microextracao
para a obtencdo dos microextratos, conforme descrito anteriormente. A analise dos
extratos foi realizada por UPLC-MS, e os cromatogramas de ions totais (TIC) sdo
mostrados na FIGURA 11.
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FIGURA 11: Cromatogramas de ions totais obtidos a partir da analise dos
microextratos de F. proliferarum em diferentes meios de cultivo, 1 — agar nutrientes; 2
— BDA,; 3 — Czapeck com extrato de levedura e agar; 4 — Malte e agar. Em todos os
cromatogramas foram descontados os picos referentes ao controle/branco.

Este experimento foi realizado com o objetivo de verificar o perfil metabdlico do
fungo em diferentes meios, em qual deles F. proliferatum produziria a maior variedade
de metabdlitos. Nos TICs apresentados, ja foram descontadas as bandas referentes
ao controle.

Como pode ser observado na FIGURA 11, os meios de &gar-nutrientes (1) e
malte-agar (4), apresentaram uma quantidade menor de bandas, referente a
guantidade de metabdlitos produzidos pelo fungo nestes meios de cultivo. Além disso,
€ possivel observar que os metabdlitos presentes nestes meios de cultivo sdo apenas
compostos baixa polaridade, pois estes tiveram maior retencdo da coluna
cromatografica. Os meios de cultivo BDA (2) e Czapeck com extrato de levedura (3)
foram os que apresentaram maior quantidade de bandas. No TIC 3, as bandas estao
mais bem resolvidas, com melhor separacdo. Também é possivel observar uma maior
variabilidade metabdlica presente neste extrato, com compostos de diversas
polaridades. Assim, com a analise dos TICs obtidos, o0 meio de cultivo escolhido foi

Czapeck com extrato de levedura.
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4.2 — Cultivo em Larga Escala em Meio Sélido

Apés a escolha do meio de cultivo, foi realizado experimento para a obtengéo
de maior quantidade de extrato para possibilitar o isolamento dos metabdlitos. Foram
preparadas 100 placas de petri de 25 cm de didametro contendo meio de cultivo
Czapeck com extrato de levedura e agar e em cada placa foram inoculados 3 plugs
de 0,9 cm diametro do fungo.

Os extratos foram obtidos e fracionados conforme descrito anteriormente. No
entanto, a quantidade de extrato obtida com o cultivo em meio sélido foi pequena (112
mg), resultando no isolamento de apenas um composto, sendo este o0 constituinte
majoritario do extrato. Através das andlises dos espectros de RMN de 'H, HSQC e
HMBC, foi possivel concluir que o composto é a beauvericina (FIGURA 12). A
discussdo da elucidacdo estrutural deste composto sera apresentada no item

composto PN1.

4.3 — Cultivo em Meio Liguido

Tendo como objetivo a obtencdo de maior quantidade de extrato para
isolamento e caracterizacdo dos metabdlitos, optou-se pelo cultivo de F. proliferatum
em meio liquido. Assim, foram preparados 12 litros de meio de cultivo Czapeck com
extrato de levedura e a obtencdo dos extratos foi feita conforme descrita
anteriormente.

O cultivo em larga escala em meio liquido resultou na obtencdo de dois
extratos, sendo um proveniente da particao liquido-liquido da fase aguosa com AcOEt
(FA) e o outro da extracdo do micélio com etanol (ME). As massas obtidas para cada
extrato foram 306 mg para o extrato FA, e 698 mg para o extrato ME.

Apds a obtencdo dos extratos deu-se inicio aos fracionamentos utilizando
metodologia descrita anteriormente.

Ao solubilizar o extrato FA em metanol, foi possivel observar um precipitado de
colocacdo branca, este foi separado do restante do extrato para analise
espectroscopica de RMN de *H, que levou a conclusédo de que se tratava do composto
codificado como PN8 (FIGURA 35).

Através dos fracionamentos realizados com FA e ME foi possivel isolar um total
nove metabalitos. Alguns destes metabolitos, como € o caso de PN1, PN6 e PN8

foram observados nos dois extratos, sendo a beauvericina (PN1), o constituinte



majoritario de ambos os extratos. Na TABELA 6 sdo mostrados os compostos
isolados, juntamente com a descricdo das fragbes das quais foram isoladas cada

composto e a massa total obtida do composto.

TABELA 6: Compostos isolados dos extratos do meio liquido (FA) e do micélio (ME)
do cultivo de F. proliferatum.

Céd. Estrutura Quimica Fracdo da qual foi isolado Massa

PN2 N _0 MA5 7,8 mg

OH

PN4 w ° FA11.2 2,2 mg
N
H

FA7.2
FA 8* 4,3 mg
MA 4 (identificada)

I
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O
FA
PN8 S 5.6 mg
Py MA2
o} N
H
(0]
H
PN N FA6.3 1,1 mg

Iz

4.4 — Compostos Isolados — Elucidagé&o Estrutural

4.4.1 — Composto PN1

O composto PN1 foi isolado de ambos os extratos, fase aquosa (FA) e micélio
(ME) de F. proliferatum, na forma de sdlido branco (17,3 mg). A andlise dos dados de
RMN permitiu concluir que PN1 é a beauvericina (FIGURA 12). A beauvericina € um
ciclo-depsipeptideo formado por trés unidades de residuos de fenilalanina e trés
unidades de &cido hidroxi-isovalérico intercaladas. Este composto é muito comumente
produzido por pelo fungo Beauveria bassiana e também por diversas espécies de
Fusarium (LOGRIECO et al., 1998).

%;

FIGURA 12: Estrutura quimica da beauvericina (PN1).

Por se tratar de unidades repetidas de residuos de fenilalanina e do &cido
hidroxi-isovalérico, os valores das integrais apresentados no espectro RMN de 'H

estdo multiplicados por 3.
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No espectro de RMN de *H (FIGURA 13) foram observados dois dupletos em
on 0,85 e &1 0,25, integrando para trés hidrogénios cada, referente aos hidrogénios
dos grupos metilas (H3 e H4). Também foi observado um multipleto em &u 1,80
referente a H2 e um dupleto em on 4,84 referente a H1. Sendo estes sinais de
deslocamento quimico referentes a por¢ao proveniente do acido hidroxi-isovalérico.

Além disso, também foram observados sinais de deslocamentos quimicos
referente a porcdo proveniente do residuo de aminoacido fenilalanina. Foram
observados sinais de deslocamento quimico caracteristicos de hidrogénios ligados a
anel aromético em on 7,18 e &1 7,26, referente a H11, H12 e H13. Também foi
observado um simpleto em &+ 3,14 referente a hidrogénios de grupo metila ligada a
nitrogénio (H7), um duplo dupleto em &+ 5,80 referente a H8 e dois duplos dupletos
em On 3,40 e o1 3,04 referentes aos hidrogénios da posi¢cao 9 (H9a e H9b). Todos os
valores de deslocamentos quimicos de hidrogénio estdo mostrados na TABELA 7,

juntamente com os dados da literatura utilizada para comparacéao.

045
0.40

0.35

ETHANOL-d4
-~

0 6.5 6.0 55 5.0 45 40 35 3.0 25 20 18 1.0 05 0
Chemical Shift (ppm)

FIGURA 13: Espectro RMN de 'H do composto PN1(400 MHz, CD30OD).
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TABELA 7: Dados de RMN de 'H para o composto PNL1.

H OH 61 (HU & RYCHILIK, 2012)
(400 MHz, CD30D) (500 MHz, CDCl3s)
1 4,84 (d, J=8,9H2) 4,80 (d, J=8,1H2)
2 1,80 (m) 1,89 (m)
3 0,85 (d, J=6,6Hz) 0,73 (d, J= 6,6Hz)
4 0,25 (d, J= 6,9Hz) 0,34 (d. J=6,8Hz)
7 3,14 (s) 2,95 (s)
8 5,80 (dd, J=12,7; 4,5Hz) 5,47 (m)
3,04 (dd, J=14,7; 12,7Hz) 2,89 (m)
> 3,40 (dd, J= 14,7; 4,6Hz) 3,32 (m)
11 7,26 (M) 7,26 (M)
12 7,26 (M) 7,26 (M)
13 7,18 (m) 7,26 (m)

No espectro de HSQC (FIGURA 14) foi possivel observar as correlacfes entre
os hidrogénios em 6+ 0,85; 0,25; 1,80; 4,84 com seus respectivos carbonos 6c 18,07;
16,52; 29,65 e 75,94, referente a por¢cao proveniente do acido hidroxi-isovalérico.

Também foram observadas as correlacdes dos hidrogénios aromaticos o+ 7,18
e 7,26 com os carbonos dc 126,49 e 128,93 respectivamente. As correlagdes dos
hidrogénios &1 3,14; 5,80 com seus respectivos carbonos &c¢ 30,25 e 55,83. E também
a correlagéo dos hidrogénios da posicao 9, ou 3,40 e 3,04 com o carbono 6c 34,61.
Sendo estas correlacfes referentes a porcédo proveniente do residuo de aminoacido

fenilalanina.
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FIGURA 14: Mapa de contorno de HSQC do composto PN1 (400 MHz, CD3OD).

No espectro de HMBC (FIGURA 15), foi possivel observar as correlagfes entre
o hidrogénio em &1 0,25 (H4) com os carbonos em &¢c 18,7 (C3); 29,65 (C2) e 75,94
(C1), entre o hidrogénio em &1 0,85 (H3) com os carbonos em 6c 16,52 (C4); 29,65
(C2) e 75,94 (C1), entre o hidrogénio em &+ 4,87 (H1) com os carbonos em &c 29,65
(C2) e 169,73 (C5 grupo carbonila).

Também foram observadas as correlacdes dos hidrogénios aromaticos em on
7,26 (H11 e H12) com os carbonos aromaticos em &c 127,64 (C11 e C12) e 126,3
(C13), e com o carbono em 6¢ 34,61 (C9). Assim como a correlacdo entre o hidrogénio
em 0n 3,14 (H7) com os carbonos em ¢ 55,83 (C8) e 171, 37 (C14) grupo carbonila,
entre o hidrogénio em o1 5,80 (H8) com os carbonos em 35,12 (C9), 134,20 (C10) e
171,37 (C14). A correlacdo dos hidrogénios da posicdo 9, sendo em dn 3,40 com 0S
carbonos em 55,83 (C8), 127,64 (C11) e 134,20 (C10), e em dn 3,04 com os carbonos
em 55,83 (C8), 127,64 (C11) e 134,20 (C10) e (C14) grupo carbonila.
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FIGURA 15: Mapa de contorno de HMBC do composto PN1 (400 MHz, CDsOD).

Através do espectro de massas (FIGURA 16) obtido para este composto
observou-se o pico do ion [M+Na]* de m/z 806,3904, cuja a formula molecular
corresponde a [CasHs7N3OgNa]*. A fragmentacéo do pico de m/z 806,3984 forneceu
os ions de m/z 645,3143, m/z 545,2620, m/z 384,1783, m/z 284,1226 e m/z 266,1153,
referente  as espécies [CssHasN20sNa]*, [CsoH3sN20sNa]*, [CsoHssN20sNa]*,
[C1sH19NOsNa]* e [C1sH17NO2Na]* respectivamente, também confirmam tal proposta.
Na FIGURA 17 é mostrada a proposta de fragmentacéo para gerar cada um dos ions

observados.
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FIGURA 16: Espectro de ions produtos (ESI+) do composto PN1.
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FIGURA 17: Proposta de fragmentacédo do composto PN1, beauvericina.

4.4.2 — Composto PN2

O composto PN2 foi isolado na forma de um solido branco (7,8 mg). A analise
dos dados de RMN de 'H permitiu concluir que este composto é o acido fusarico

(FIGURA 18), uma micotoxina comumente produzida por fungos do género Fusarium.
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FIGURA 18: Estrutura quimica do &cido fusarico (PN2).

No espectro de RMN de 'H (FIGURA 19), foram observados sinais de
deslocamento quimico caracteristico de hidrogénios aromaticos, ligados a um anel
piridinico substuido nas posi¢cdes 2 e 5. Um simpleto largo em &n 8,51, um dupleto em
on 8,10 (J= 8,0Hz) e um duplo dupleto em &+ 7,90 (J= 8,0 e 2,1Hz), atribuidos a H6,
H3 e H4 respectivamente.

Também foi possivel observar sinais deslocamento quimicos caracteristicos de
hidrogénios benzilicos. Um tripleto em on 2,76 (J= 7,8Hz, 2H) referente aos
hidrogénios da posi¢cdo 7, um quintupleto em on 1,66 (J= 7,6, 2H) referente aos
hidrogénios da posicdo 8 e sextupleto em &w 1,40 (J=7,4, 2H) referente aos
hidrogénios da posicdo 9. Além destes sinais, um tripleto em & 0,96 (J=7,3, 3H)
referente aos hidrogénios metilicos (H10). Assim, através das analises do dados de
RMN de 'H e em comparacgdo com dados da literatura (STIPANOVIC et al., 2011), foi
possivel concluir que o composto PN2 € o 4cido fusérico. Na TABELA 8 sdo mostrados
os valores dos sinais de deslocamentos quimicos observados juntamente com os da

literatura utilizado para comparacéo.
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FIGURA 19: Espectro RMN de 'H para o composto PN2 (400 MHz, CDz0D).
TABELA 8: Dados de RMN de 'H para o composto PN2.
H OH o1 (STIPANOVIC et al., 2011)
(400 MHz, CDsOD) (500 MHz, CDCl3)
3 8,10 (d, J= 8,0H2) 8,17
4 7,90 (dd, J=8,0; 2,1Hz) 7,75
6 8,51 (s) 8,70
7 2,76 (t, J= 7,8Hz) (2H) 2,71
8 1,66 (quint, (J= 7,6Hz) (2H) 1,62
9 1,40 (sext, J=7,4Hz) (2H) 1,34
10 0,96 (t, J= 7,3Hz) (3H) 0,90

4.4.3 - Composto PN3

O composto PN3 (FIGURA 20) foi isolado (3,8 mg) a partir do fracionamento do

extrato do micélio de F. proliferatum.
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FIGURA 20: Estrutura quimica do composto N-etil-3-fenil-acetamida (PN3).

No espectro de RMN de 'H de PN3 (FIGURA 21) foi possivel observar sinais
caracteristicos de hidrogénios aromaticos ligados a anel monossubstituido. Um
multipleto em &x 7,20 integrando para trés hidrogénios, atribuido a H6, H7 e H8, e um
multipleto em &+ 7,28 integrando para 2 hidrogénios, atribuido a H5 e H9. Também
foram observados dois tripletos em dn 2,80 e ou 3,38 atribuidos ha H3 e H2
respectivamente e um simpleto em 6+ 1,90 integrando para trés hidrogénios, referente

aos hidrogénios metilicos.

0 6.5 6.0 55 5.0 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5 0
Chemical Shift (ppm)

FIGURA 21: Espectro RMN de 'H do composto PN3 (400 MHz, CDsOD).

Para a confirmacgéo da estrutura do composto, fez-se analise deste por CG-EM
FIGURA 22. Observou-se o pico do ion molecular com m/z 163, correspondente a

estrutura proposta pelos dados de RMN de *H.
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FIGURA 22: Espectro de massas (EIl) obtido do composto PN3.

Assim, com base nos dados obtidos por RMN de H e por CG-EM, pode-se

concluir que o composto PN3 é a N-etil-3-fenil-acetamida.

4.4.4 — Composto PN4

O composto PN4 foi isolado (2,2 mg) do extrato da fase aquosa, na forma de

um po branco. A andlise dos dados de RMN de 'H permitiu concluir que o composto

H 14
i
@)

é a N-acetiltriptamina.

FIGURA 23: Estrutura quimica do composto N-acetiltriptamina (PN4).

No espectro de RMN de 'H (FIGURA 24) foram observados um simpleto em on
1,93 integrando pra trés hidrogénios, atribuido aos hidrogénios do grupo metila (H14),
dois tripletos em &u 2,96 e on 3,48 integrando para dois hidrogénios cada,
caracteristicos de ligacdo CH2-CHz, atribuidos a H10 e H11 respectivamente, e um
multipleto em &1 7,0 atribuido a H2.

Também foram observados sinais de hidrogénios aromaticos ligado a anel orto-
dissubstituido e dois dupletos em dn 7,57 e dn 7,32 atribuidos a H5 e H8
respectivamente, além de um multipleto em &n 7,08 integrando pra dois hidrogénios,
atribuido a H6 e H7. Na TABELA 9 sdo mostrados os valores dos sinais de
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deslocamentos quimicos observados juntamente com os da literatura utilizada para
comparacao.(PAVLAT et al., 1999).
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FIGURA 24: Espectro de RMN de *H do composto PN4 (400 MHz, CD30OD).

TABELA 9: Dados de RMN de 'H para o composto PN4.

OH 31 (PAVLAT et al., 1999)
(400 MHz, CDs0D) (300 MHz, CD30D)
H H
N —0 N
O N G B S
\ \
2 7,00 (m) 7,03
5 7,57 (d, J= 7,9Hz) 7,05
6 7,08 (m) -
7 7,08 (m) 7,75
8 7,32 (d, J= 8,1Hz) 7,21
10 2,96 (t, 7,1Hz) 2,90
11 3,48 (t, 7,3Hz) 3,43
14 1,93 (s) 1,82
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No espectro de massas (FIGURA 25) do composto PN4 foi possivel observar o
pico do ion molecular de m/z 202, que est& de acordo com os dados obtidos por RMN
de H.
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75; , 0 I ’
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4 H H H
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25
] 77 103
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FIGURA 25: Espectro de massas (EIl) obtido do composto PN4.

Assim com base nos dados obtidos por RMN de 'H, CG-EM e em comparagéo
com dados da literatura (PAVLAT et al., 1999), foi possivel concluir que o composto

PN4 é a acetiltriptamina.

4.4.5 - Composto PN5

O composto PN5 foi isolado na forma de um soélido branco/transparente
(1,2mg), com alguns cristais em forma de agulha. A andlise dos dados de RMN de H
permitiu concluir que este composto é a dicetopiperazina ciclo prolina-valina (FIGURA
26).

FIGURA 26: Estrutura quimica da dicetopiperazina ciclo prolina-valina (PN5).

No espectro de RMN de 'H (FIGURA 27) foi possivel observar sinais de

deslocamento quimico caracteristicos de dicetopiperazinas derivadas de aminoacidos
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nao aromaticos. Foram observados dois dupletos em &1 0,93 (J= 6,9Hz) e &1 1,09
(6,9Hz) referentes a hidrogénios de grupos metilicos. Também foram observados um
sinal em 6n 4,19 e um duplo hepteto em 6x 2,48 (J=7,1; 2,5Hz) atribuidos a H9 e H10
respectivamente. Esses sinais sao caracteristicos da por¢éo formada pelo residuo de
aminoacido valina.

Observaram-se também multipletos entre &1 1,9 e 3,5 caracteristicos de
hidrogénios metilénicos atribuidos aos hidrogénios das posi¢des 3, 4, e 5 e um sinal
em &+ 4,03 atribuido a H6. Estes sinais séo referentes a porcao formada pelo residuo
do aminoacido prolina. Os deslocamentos quimicos de cada hidrogénio do composto

PN5, juntamente com os dados obtidos da literatura sdo mostrados na TABELA 10.
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FIGURA 27: Espectro RMN de 'H do composto PN5 (400 MHz, CDsOD).
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TABELA 10: Dados de RMN de *H para o composto PN5.
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H OH ox (HE et al., 2013)
(400 MHz, CD3OD) (500 MHz, CDCls)
3 3,47 — 3,58 (m) (2H) 33
3,69
. 1,94 (m) 1,89
2,03 (m) 2,03
c 1,94 (m) 1,94
2,32 (m) 2,40
4,03 (m) 4,09
9 4,19 (m) 3,73
10 2,48 (dhept, J= 7,1; 2,5Hz) 2,24
11 0,93 (d, J=6,9Hz) 0,99
12 1,09 (d, J=6,9Hz) 1,04

Para a confirmacado da estrutura quimica, o espectro de massas (CG-EM) foi

adquirido. O pico do ion de m/z 196 foi observado, estando de acordo com os dados

obtidos de RMN de *H para esta estrutura. Também foram observados picos de m/z

caracteristicos desta dicetopiperazina, conforme mostrados na .
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FIGURA 28: Espectro de massas (EIl) obtido do composto PN5.

200.

Desta forma, os dados obtidos por RMN de 'H e CG-EM, e em comparagao

com dados da literatura (HE et al., 2013) foi possivel concluir que o composto PN5 é

a dicetopiperazina ciclo prolina-valina.
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4.4.6 — Compostos PN6

O composto PN6 foi isolado na forma de um p6 de coloracdo amarelada
(4,3mg). Através da andlise dos espectros de RMN de 'H foi possivel identificar o

composto como sendo da dicetopiperazina ciclo prolina-leucina (FIGURA 29).

FIGURA 29: Estrutura quimica da dicetopiperazina ciclo prolina-leucina (PN6).

No espectro de RMN de 'H (FIGURA 30) foi possivel observar sinais
caracteristicos de dicetopiperazinas derivadas de aminoacidos ndo aromaticos.
Analisando o espectro é possivel observar dois dupletos em &1 0,95 (J= 2,3 Hz) e &H
0,97 (J= 2,3Hz) referente a hidrogénios de grupos metilas. Também foi possivel
observar um multipleto referente a hidrogénios metilénicos entre du 1,83 — 2,08 e um
sinal de hidrogénio em &n 4,26 (ddd J=9,5; 7,0; 1,7Hz) caracteristico do residuo de
aminoacido leucina. Além desses, também foram observados sinais de hidrogénios
metilénicos e metinicos, que séo caracteristicos do residuo de aminoacido prolina. Os
deslocamentos quimicos de cada hidrogénio do composto PN6, juntamente com os

dados obtidos da literatura sdo mostrados na TABELA 11.
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FIGURA 30: Espectro RMN de 'H do composto PN6 (400 MHz, CDsOD).

TABELA 11: Dados de RMN de *H para o composto PN6.
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] L 5+ (HE et al., 2013)
(400 MHz, CDsOD) (500 MHz, CDCls)
3,52 (m)
3 3,49 — 3,54 (m) (2H)
3,59 (M)
1,88 (m)
4 1,83 —-2,09 (m)
2,01 (m)
. 2,31 (m) 2,33 (m)
1,83 —-2,09 (m) 2,10 (m)
4,13 (m) 4,10 (m)
4,26 (ddd, J=9,5; 70; 1,7 Hz) 4,00 (m)
0 1,53 (m) 1,51 (m)
1,83 —-2,09 (m) 2,05 (m)
11 1,83 — 2,09 (m) 1,77 (m)
12 0,95 (d, J= 2,3Hz) 0,98 (d)
13 0,97 (d, J= 2,3 Hz) 0,98 (d)
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No espectro de massas (FIGURA 31) foi observado o pico do ion molecular de
m/z 210, e também outros picos de m/z caracteristicos da fragmentacdo da

dicetopiperazina proposta através dos dados de RMN de *H.
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FIGURA 31: Espectro de massas (EIl) obtido do composto PN6.

Desta forma, as andalises dos espectros de RMN de 'H e CG-EM, e em
comparagcdo com dados da literatura (HE et al., 2013) foi possivel concluir que o

composto PN6 é a dicetopiperazina ciclo prolina-leucina.

4.4,7 — Composto PN7

A substéancia PN7 foi isolada (0,8 mg) a partir do fracionamento FA10 em coluna
de Sephadex. A andlise dos espectros de RMN de *H sugeriu que esta substancia era

uma dicetopiperazina a ciclo valina-fenilalanina (FIGURA 32).

FIGURA 32: Estrutura quimica da dicetopiperazina ciclo valina-fenilalanina (PN7).

No espectro de RMN de 'H (FIGURA 33) foi possivel observar dois dupletos
em on 0,44 (J= 6,9Hz) e &1 0,79 (J= 6,9Hz) referente aos hidrogénios dos grupos
metilas, um multipleto em 6+ 2,15 atribuido a H14 e um multipleto em &+ 3,64 atribuido
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a H3. Estes sinais séo caracteristicos da porcao formada pelo residuo de aminoacido
valina.

Também foram observados no espectro de RMN de H sinais de hidrogénios
aromaticos em on 7,23 e &1 7,28, dois duplos dupletos em &1 3,03 (J=13,8 € 4,9Hz) e
on 3,24 (J=13,8 e 5,1Hz), referente aos hidrogénios metilénicos da posicdo 7 e um
triplo dupleto em on 4,31 (J=5,0 e 1,7Hz) referente a H6. Estes sinais sdo
caracteristicos da porcdo formada pelo residuo de amino&cido fenilalanina. Os
deslocamentos quimicos de cada hidrogénio do composto PN6, juntamente com o0s

dados obtidos da literatura sdo mostrados na TABELA 12.
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FIGURA 33: Espectro RMN de 'H do composto PN7 (400 MHz, CDsOD).



TABELA 12: Dados de RMN de *H para o composto PN7.
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. B+ 51 (ALSHAIBANI et al.,
(400 MHz, CD30D) 2017) (600 MHz, CDz0OD)
3 3,64 (M) 3,66
4,31 (td, J=5,0 e 1,7 Hz) 3,34
; 3,03 (dd, J=13,8 e 4,9 Hz) 3,01
3,24 (dd, J=13,8 e 5,1 Hz) 3,26
9 7,28 (m) 7,22
10 7,23 (m) 7,28
11 7,23 (m) 7,23
12 7,23 (m) 7,28
13 7,28 (m) 7,22
14 2,15 (m) 1,66
15 0,79 (d, J=6,9 Hz) 0,79
16 0,44 (d, J=7,0 Hz) 0,42

No espectro de massas do composto PN7, foi observado o pico do ion
molecular de m/z 246, estando este de acordo com os dados obtidos por RMN de H.
Também foram observados outros fragmentos caracteristicos da molécula, como
mostrado na FIGURA 34.
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FIGURA 34: Espectro de massas (EIl) obtido do composto PN7.
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Assim, através das andlises dos dados de RMN de 'H, CG-EM e em
comparacao com dados da literatura (ALSHAIBANI et al., 2017) foi possivel concluir

gue o composto PN7 é a dicetopiperazina ciclo valina-fenilalanina.
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4.4.8 - Composto PN8

O composto PN8 foi isolado (5,6 mg) do extrato da fase aquosa do cultivo de
F. proliferatum, na forma de um precipitado branco. A analise do espectro de RMN de

'H permitiu concluir que o composto PN8 é a base nitrogenada uracila (FIGURA 35).

0

HN" )

O%\N 6
H

FIGURA 35: Estrutura quimica do composto uracila (PN8).

No espectro de RMN de H (FIGURA 36) foram observados apenas dois sinais
de deslocamento quimico, sendo dois dupletos em 61 5,60 e &n 7,40 referente aos dois
hidrogénios H5 e H6.
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FIGURA 36: Espectro RMN de 'H do composto PN8 (400 MHz, CDsOD).
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4.4.9 — Composto PN9

O composto PN9 foi isolado na forma de p6 de coloracdo amarelada (1,1mg),
do fracionamento de FA6. A andlise do espectro de RMN de 'H e CG-MS sugeriu o

composto como sendo o indol-3-carboxaldeido (FIGURA 37).

FIGURA 37: Estrutura quimica do composto indol-3-carboxaldeido (PN9).

No espectro de RMN de *H (FIGURA 38) foi observado um simpleto bastante
desblindado em &+ 9,90, caracteristico de hidrogénio de grupo aldeido. Também
foram observados sinais de hidrogénios aromaticos em ox 8,15 (H4), &n 7,48 (H7), e
um multipleto &n 7,22-7,30 integrando para dois hidrogénios, atribuidos a H5 e H6.

No espectro de CG-EM foi possivel observar o pico do ion molecular de m/z
145 e também outros picos caracteristicos da molécula, como mostrados na .

Assim, através dos dados de RMN de H e CG-MS foi possivel concluir que o

composto PN9 é o indol-3-carboxaldeido.
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FIGURA 38: Espectro RMN de 'H do composto PN9 (400 MHz, CDsOD).
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FIGURA 39: Espectro de massas (EI) obtido do composto PN9.

4.5 — Ensaios Enzimaticos

A procura por inibidores da papaina, neste trabalho, teve como objetivo duas
abordagens diferentes. A primeira delas foi a busca por entendimento sobre a
interacdo ecologica entre plantas ricas em proteases e micro-organismos que Sao
capazes de infecta-las, uma vez que estas enzimas participam dos processos de

defesas do vegetal, e ainda assim ndo estédo isentas de infeccbes por patdgenos,
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como fungos. A segunda abordagem foi o estudo de metabdlitos produzidos F.
proliferatum como possiveis inibidores de catepsinas humanas.

Desta forma o fungo utilizado para este trabalho foi F. proliferatum, obtido das
partes podres do abacaxi. Os metabdlitos isolados foram avaliados quanto a
capacidade inibitoria da papaina e também frente a duas cisteino proteases humanas,

a catepsina V e a catepsina B.

4.5.1 — Titulacado do Sitio Ativo da Papaina

Para a realizacdo do ensaio de inibicdo enzimatica com a papaina,
primeiramente foi necessario a determinacdo da sua concentracdo molar. A enzima
foi adquirida comercialmente na forma de p6. Para a determinar a concentragdo molar
de enzima utilizada no ensaio de inibicéo foi preparado uma solucdo de 5 mg/mL e
em seguida feitas diluicbes necessarias para a observagcédo de sua atividade através
da clivagem do substrato fluorogénico.

A descoberta do E-64 como inibidor de cisteino proteases e o entendimento da
estequiometria da reacao entre este composto e a enzima possibilitou a titulacdo do
sitio ativo e entdo a determinacgéo da concentracdo da enzima (BARRETT et al., 1982).

Para a determinar a concentracdo da enzima, a atividade enzimatica foi
verificada na presenca de diferentes concentragdes de inibidor E-64. Para a titulagdo
do sitio ativo da papaina foi observado o declinio da atividade enzimatica com o
aumento da concentracdo do inibidor. Assim foi tracado um grafico da atividade
enzimatica versus concentracdo de E-64 e o valor da concentracdo da enzima foi
obtido através da intercessdo no eixo da abscissa. No caso da papaina a
concentracdo molar encontrada para a solugéo estoque preparada foi de 184 uM, e a
concentracdo utilizada em cada ensaio foi de aproximadamente 2 nM.

Assim como foi feito para outras cisteino proteases que o grupo ja trabalha ha
alguns anos, apds a determinagéo da concentragdo molar da enzima estabeleceu-se
uma correlacdo entre concentracdo da enzima com o valor de slope (inclinacédo da
reta) obtido quando feitos os ensaios cinéticos. Desta forma, a concentragdo molar da
enzima utilizada em cada teste foi monitorada pela hidrélise do substrato, ou seja, foi
estabelecido um valor ideal de slope para trabalhar. Com isso ndo é necesséria a

realizacdo de titulagcdes diarias da enzima.
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Para as outras cisteino proteases (CatV e CatB) utilizadas neste trabalho, a
relacdo da concentracdo da enzima e a atividade ja haviam sido determinadas
anteriormente pelo grupo, assim ndo houve a necessidade da titulacdo do sitio ativo
destas enzimas. A concentracdo de enzima utilizada em cada ensaio também foi de

aproximadamente 2 nM.

4.5.2 — Determinacao do valor de Km

O valor experimental de Km foi determinado com a finalidade de se estabelecer
a concentracdo de substrato a ser utilizado nos ensaios enzimaticos de inibicdo. O Km
refere-se a afinidade da enzima pelo substrato (COPELAND, 2013). Para sua
obtencao realizou-se a leitura da atividade enzimética, como descrito anteriormente,
utilizando o substrato ZFR-MCA. O valor encontrado foi comparado com o valor

descrito na literatura e estes estdo mostrados na TABELA 13.

TABELA 13: Valor de Km para as enzimas papaina, CatV e CatB com o substrato ZFR-
MCA.

Enzima Km experimental Km literatura

Papaina 80 79 (DAVY et al., 1998)
CatV 7 6,2 (BROMME et al., 1999)
CatB 160 157 (ALMEIDA et al., 2001)

A concentracdo de substrato utilizada nos ensaios deve ser sempre acima do
valor do Km da enzima. Assim, para os ensaios de inibicdo enzimaticas as
concentracbes de ZFR-MCA utilizada foram 90 uM para a papaina, 10 uM para a

catepsina V e 185 UM para a catepsina B.

4.5.3 — Avaliacédo da Atividade de Inibicdo Enzimatica dos

Compostos Isolados

Para verificar a atividade inibitoria dos compostos isolados frente as enzimas,
foi realizada uma triagem inicial. Para isto os compostos foram avaliados em duas
diferentes concentracdes para cada uma das enzimas. Para as catepsinas V e B as

concentracdes utilizadas foram 50 e 10 uM. A escolha destas concentracdes foi feita
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com base em estudos prévios do grupo, onde um grande nimero de compostos foi
avaliado frente a estas enzimas e assim, foi possivel ter um parametro de comparacéao
entre potencias de inibidores. No caso da papaina as concentra¢des utilizadas na
triagem inicial foi de 200 e 50 uM. Como ha poucos dados para esta enzima na
literatura como alvo na busca por inibidores e ndo havia conhecimento prévio do grupo
sobre poténcia de compostos testados, optou-se por avaliar os compostos isolados
em concentragdes mais altas que as utilizadas para catepsinas humanas.

Os valores das porcentagens de inibicdo para cada enzima estdo mostrados
na TABELA 14.

TABELA 14: Triagem da atividade inibitéria dos compostos isolados de F. proliferatum
frente as enzimas Papaina, CatV e CatB.
% inibicao % inibicao % inibicao
Cod. Estrutura quimica Papaina CatV CatB
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0]

PN6 CK;U 96 94 53 12 44 13

0]
0
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PN7 HNw 15 3 0 0 31 19

0
0
PN8 fLNH 0 0 0 0 19 12
N0
H
PNO ©j\>_\ 6 0 5 0 5 1
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AplOs a triagem da atividade, os inibidores que apresentaram melhores
percentuais de inibicdo (acima de 70%) foram selecionados para a determinacdo do
valor de ICso.

Como podemos observar na TABELA 14, o composto PN1 apresentou
atividade inibitoria superior a 70% para a papaina e para a CatB. Como a atividade
frente a CatV foi proxima a 70%, optou-se por realizar o ensaio de ICso deste composto
frente as trés enzimas. Os resultados s&o mostrados na TABELA 15.

Além disso, outros dois compostos, PN3 e PN6 apresentaram atividade
inibitoria frente a papaina e tiveram seus ICso calculados. Os valores de 1Cso obtidos
para estes compostos sdo mostrados na TABELA 16. Esses compostos nao

apresentaram atividade inibitoria significativa frente as outras enzimas.

TABELA 15: Valores de ICso obtidos para o composto PN1 frente as diferentes
enzimas.

Papaina Catepsina VvV Catepsina B
25,3+ 1,9 uM 46,0 + 3,0 uM 6,8 + 0,7 uM
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TABELA 16: Valores de ICso obtidos para os compostos PN3 e PN6 frente a Papaina.

Composto ICso frente a Papaina
PN3 39,4+£25uM
PN6 7,4 £0,5 uM

PN1 apresentou atividade moderada frente as trés enzimas, sendo a atividade
frente a catepsina B a mais potente (menor valor de ICso).

Observando a atividade inibitéria de compostos produzidos por F. proliferatum
frente a papaina podemos refor¢ar a ideia de que um dos meios que pode ser utilizado
pelo fungo para conseguir vencer a barreira de protecdo da planta e entao infecta-la,
seja através da producdo de substancias que inibam a atividade das proteases
presentes nela.

A atividade destes compostos (PN1, PN3 e PN6) frente a papaina corroboram
com a ideia de que fungos que infectam plantas com altos teores de proteases, podem
produzir compostos que sejam inibidores destas enzimas. Estes resultados
contribuem para o entendimento da interacdo ecoldgica entre plantas ricas em
proteases e micro-organismos que conseguem infecta-las.

Além disso a beuvericina também apresentou atividade inibitoria frente as

catepsinas humanas (CatV e CatB).



Parte II: Avaliacdo de Compostos Sintéticos como
Inibidores de Catepsina K
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5 — Introducéao (Parte Il)

5.1 — Osteoporose

A osteoporose € uma doenca esquelética que provoca uma diminuicdo da
massa 0ssea e deterioracdo da microarquitetura do tecido 6sseo. Ela pode progredir
para aumento da fragilidade 6ssea e suscetibilidade a fraturas, que s@o as principais
causas de mortalidade em idosos (ABDEL-MAGID, 2015). Na FIGURA 40 € mostrada
uma ilustracéo da perda de massa 0ssea causada pela osteoporose que pode levar a

fraturas.

Osso saudavel Osso com osteoporose

FIGURA 40: Foto ilustrativa da perda de densidade 6ssea causada pela osteoporose,
gue leva a maior incidéncia de fraturas.

Esta doenca é provocada por um desequilibrio no processo de remodelamento
0sseo. Este € um processo dindmico, no qual o tecido maduro € substituido por um
novo. Ele consiste em dois estagios distintos chamados de reabsorcédo e formacéo, e
cada estagio envolve um tipo especifico de células. Os osteoclastos sao responsaveis
pela reabsor¢cdo 6ssea, enquanto a formacao € realizada pelos osteoblastos. Estes
dois processos ocorrem coletivamente, substituindo cerca de 10% do esqueleto
humano a cada ano (BOONEN et al., 2012; DRAKE et al., 2017).

Com o envelhecimento progressivo ou por questdes patoldgicas, o processo de
remodelamento 6sseo pode se tornar desequilibrado, onde a reabsorcdo excede a
formacdo 0ssea, resultando na perda de massa 6ssea e levando ao desenvolvimento
de doencas como a osteoporose (DRAKE et al., 2017).

O aumento do numero de idosos propensos a ter osteoporose e 0s grandes
gastos de recursos da saude associados com fraturas osteoporoéticas tornam a busca
por desenvolvimento de farmacos um objetivo crucial para a prevencao desta doenca
(BOONEN et al., 2012).
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Esta doenca afeta homens e mulheres, embora a perda 6ssea ocorra em
mulheres cerca de 15 anos mais cedo do que em homens, devido a alteracbes
hormonais durante e apés a menopausa (BROMME & LECAILLE, 2009). Estima-se
gue metade das mulheres e um terco dos homens irdo experimentar uma fratura
osteoporética (ABDEL-MAGID, 2015).

Os medicamentos antirreabsortivos disponiveis atualmente no mercado
desaceleram as taxas de renovacdo O0ssea que ocorrem com 0 envelhecimento.
Entretanto, estes medicamentos interferem tanto no processo de reabsor¢céo quanto
na formacéo 6ssea, devido ao acoplamento entre eles (BOONEN et al., 2012).

Uma nova classe de farmacos antirreabsortivos em desenvolvimento mostra
que uma forma de diminuir a reabsorcdo 6ssea sem diminuir sua formacao é através
da inibicdo da catepsina K, que € a principal responsavel pela degradacdo da matriz
0ssea pelos osteoclastos (BONNET et al., 2017; BOONEN et al., 2012).

5.2 — Catepsina K

A catepsina K (CatK) é uma cisteino protease pertencente a familia C1,
altamente expressa nos osteoclastos e desempenha um papel central na mediacao
da reabsorcdo 6ssea (STOCH et al., 2013). Os osteoclastos formam hemivacuolos
extracelular que ficam em contato com a superficie 6ssea. A catepsina K, € ativa no
pH &cido presente nos hemivacuolos, sendo a principal responsavel pela degradacao
do colageno tipo |, que compde cerca de 90% da matriz organica 6ssea. Ela também
consegue degradar o colageno tipo Il que € uns dos principais componentes organicos
da cartilagem (LINDSTROM et al., 2018).

Em relacdo a sua estrutura, a catepsina K € uma proteina monomeérica,
expressa na forma de proenzima com aproximadamente 329 residuos de
aminoacidos. O pré peptideo, responsavel pela inativacdo da enzima, é composto por
99 aminoacidos; além deste a proteina possui um peptideo sinal contendo 15
aminoacidos. Apoés a clivagem da porcao pro, obtém-se a enzima madura composta
por 215 residuos de aminoacidos. Assim como na papaina, o sitio catalitico encontra-
se entre os dominios L e R. Uma particularidade da catepsina K é sua alta frequéncia
de residuos de aminoacidos contendo cadeia lateral carregada positivamente (Lys e
Arg), do lado oposto ao sitio catalitico (LECAILLE et al., 2008). Em proteinas de Homo

sapiens € observado uma frequéncia média de 5,5% de residuos de lisinas, por
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exemplo, enquanto que, a catepsina K possui 8,8% desses residuos, a mesma
tendéncia é observada para residuos de arginina. Esses residuos positivos interagem
com os glicosaminoglicanos (GAGs) presentes na matriz extracelular, como
condroitina 4-sulfato (C4-S), que sdo carregados negativamente, por meio de
interacOes eletrostaticas e desempenham papel importante na funcéo fisiologica da
catepsina K (Z. LI et al., 2008).

A CatK é expressa em varios tecidos, tais como adiposo (CHIELLINI et al.,
2003), epitelial (QUINTANILLA-DIECK et al., 2009), pulm&o (BUHLING et al., 2000),
ovario (BROMME & OKAMOTO, 1995), tireoide (FRIEDRICHS et al., 2003). No
entanto, seu papel fisiologico principal parece ser a reabsor¢cao 6ssea. Camundongos
deficientes em CatK apresentaram problemas na reabsorcédo 6ssea e desenvolveram
osteopetrose (SAFTING et al., 1998). Além disso também foi observado mutacdes no
gene que codifica a CatK em pacientes com picnodisostose, uma doenca esquelética
rara caracterizada por baixa estatura (GELB et al., 1996). Evidencias genéticas e
farmacoldgicas confirmam o papel fundamental da CatK na reabsorcdo 6ssea. Em
estudos pré-clinicos, os inibidores desta enzima reduziram os niveis de marcadores
bioquimicos da reabsorcédo 6ssea e aumentaram a densidade mineral éssea. Estes
resultados tém apoiado a utilizacdo da catepsina K como um alvo para novas

moléculas para o tratamento de osteoporose (STOCH et al., 2013).

5.3 — Modo de Inibicdo Enzimatica

As reacoes catalisadas por enzimas, de forma geral, comecam com a ligacao
da enzima (E) ao seu substrato (S) formando o complexo enzima-substrato (ES). O
complexo ES assim formado passa por um estado de transicdo e comeca a gerar o(s)
produto(s) de reacdo através de uma série de etapas quimicas, resultando no
complexo enzima-produto (EP), que rapidamente se dissocia liberando a enzima e o
produto para o meio reacional (FIGURA 41) (COPELAND, 2013).

E+ S &=<—= ESS~——EP—>™E+P

FIGURA 41: Equilibrio cinético de reagdo enzimatica.
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A atividade catalitica de uma enzima pode ser alterada através da acdo de
inibidores, que sdo compostos quimicos que interferem na catalise, reduzindo a
velocidade ou interrompendo as reagdes enzimaticas. Os inibidores enzimaticos
podem ser reversiveis e irreversiveis. Os inibidores irreversiveis se ligam a enzima de
forma que a atividade enzimatica é perdida, causam a inativacdo enzimatica e a
enzima nao volta a ter sua atividade catalitica original. J& os inibidores reversiveis
permitem que a atividade enzimatica seja recuperada através da remocao do inibidor
(COPELAND, 2013).

Os estudos sobre o0 modo de acéo de inibidores enzimaticos sdo de extrema
importancia para estabelecimento racional de estudos de modelagem molecular. A
determinacdo do mecanismo de acdo também fornece informacdes valiosas a respeito
da afinidade do inibidor pela enzima alvo, quantificada em termos da constante Ki, que

se refere a dissociacdo do complexo enzima-inibidor.

5.3.1 — Inibicdo competitiva

Os inibidores competitivos sdo aqueles que competem pelo sitio catalitico da
enzima com o substrato uma vez que eles se ligam exclusivamente a enzima livre. A
velocidade da reacéo da formacao de produto (P) € diminuida devido a formacao do
complexo enzima-inibidor (El) que resulta na diminuicdo da formacédo do complexo
enzima-substrato (ES) (FIGURA 42). Em relacdo as constantes cinéticas e as etapas
de catalise, na inibicdo competitiva o valor de Vmax (Que esta relacionado com a
formacao do completo ES) se mantém constante, mas o valor de Km aparente (que se
relaciona com a formacdo do complexo El) aumenta com o acréscimo da

concentracéo do substrato.
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FIGURA 42: Esquema geral do modo de inibigdo competitiva.

Existem diversos medicamentos em uso para o tratamento de varias doencas
que atuam como inibidores enzimaticos competitivos, alguns exemplos sao:
Acetazolamida, atua inibindo a enzima anidrase carbonica, utilizado para o tratamento
de Glaucoma; Viagra atua inibindo a enzima fosfodiesterase, utilizado para o
tratamento de disfuncédo erétil; enalapril atua sobre a enzima conversora de
angiotensina, dentre outros (COPELAND, 2013).

5.3.2 — Inibicdo ndo competitiva

Os inibidores do tipo ndo competitivo, ndo se ligam ao sitio catalitico da enzima.
Esses inibidores apresentam afinidade tanto pela enzima livre, quanto pelo complexo
enzima-substrato. Em ambos os casos, a ligacdo a um sitio alostérico da enzima
induz mudancas conformacionais na sua estrutura, modificando assim a conformacao
do sitio catalitico impedindo a interacao eficaz com o substrato e consequentemente
a formacé&o de produto.

Para este tipo de inibicdo sé&o definidas duas constantes de ligacdes referentes
as afinidades de ligacdo, uma para o complexo El (Ki) e outra para o complexo ESI
(aKi). Assim, quando a > 1, o inibidor se liga preferencialmente a enzima livre, e
quando a < 1, o inibidor se liga com maior afinidade ao complexo ES. Se a = 1 tem-
se que a afinidade do inibidor € a mesma tanto para enzima livre quanto para o
complexo ES. Na FIGURA 43 & mostrado um esquema geral de inibicdo nédo

competitiva e o equilibrio existente entre as espécies envolvidas.
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FIGURA 43: Esquema geral do modo de inibigdo ndo competitiva.

Existem na literatura diferentes usos do termo inibicdo n&o competitiva. Alguns
autores reservam esse termo apenas para a situagao em que a = 1, e a afinidade do
inibidor para a enzima livre e o complexo ES sédo, portanto, equivalentes. Alguns
autores usam o termo inibicdo do tipo mista para qualquer situagcdo em que a # 1.

Como exemplo de medicamentos em uso que atuam como inibidores
enzimaticos de modo ndo competitivo podemos citar a Nevirapina, que atua sobre a
transcriptase reversa do virus HIV (COPELAND, 2013).

5.3.3 — Inibicdo incompetitiva

Os inibidores incompetitivos sdo aqueles que se ligam exclusivamente ao
complexo ES, possuem pouca ou nenhuma afinidade pela enzima livre, conforme
ilustrado na FIGURA 44. Na inibicdo incompetitiva, € necessario a formacéao prévia do
complexo ES para que o inibidor se ligue e iniba a atividade enzimatica. Assim, neste
tipo de inibicdo ocorre uma diminuicdo nos valores aparentes de Vmax e Km com o

aumento da concentracao de inibidor.
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FIGURA 44: Esquema geral do modo de inibicdo incompetitiva.

A finasterida é um exemplo de medicamento que atua como inibidor enziméatico
no modo incompetitivo. Ela inibe a enzima 5-a-redutase tipo 2, e é utilizada para o
tratamento de neoplasias benignas na préstata e também para o tratamento de
calvicie em homens (COPELAND, 2013).

5.4 — Inibidores de Cisteino Proteases Lisossomais

Um dos primeiros compostos estudado como inibidor de cisteino protease foi o
L-trans-epoxisuccinil-leucilamido-(4-guanidino)-butano, conhecido como E-64
(FIGURA 45). Este composto, produzido pelo fungo Aspergillus japonicus, se liga as
cisteino proteases de forma covalente e irreversivel. Ele apresenta uma potente
atividade inibitéria das cisteino proteases, no entanto, este inibidor ndo permite
distinguir as varias enzimas desta classe, ndo sendo seletivo. E comumente utilizado
para titulacdo do sitio ativo de varias destas enzimas e também como controle positivo
(inibicdo enzimatica) em ensaios de inibicdo enzimatica (BARRETT et al., 1982). Além
das cisteino proteases lisossomais, o E-64 também possui atividade inibitoria para
outras cisteino proteases que néo sao lisossomais como € o caso das Calpainas
(MOLDOVEANU et al., 2004).
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FIGURA 45: Estrutura quimica do inibidor irreversivel de cisteino protease (E-64).

Nos ultimos anos houve um aumento crescente no interesse de industrias
farmacéuticas por inibidores de cisteino proteases, visto o papel fundamental dessas
enzimas no tratamento de diversas patologias. Grandes esforcos tém sido realizados
no desenvolvimento de inibidores da catepsina K altamente potentes, seletivos e
aplicaveis oralmente. Alguns destes inibidores (FIGURA 46) passaram por testes pré-
clinicos e clinicos, no entanto, tiveram seus estudos interrompidos. O Relacatib (GSK)
e o Balicatib (Novartis), apresentaram baixa seletividade. Relacatib tem uma fraca
seletividade sobre as catepsinas B, L, S e V. O Balicatib € seletivo para a catepsina K
em ensaios enzimaticos, mas ndo em ensaios celulares (BOONEN et al., 2012).
Recentemente, o Odanacatib (Merck), o inibidor de catepsina K que esteve em estagio
mais avancado de estudos, foi retirado do processo de aprovacdo regulatéria. Ele
passou por testes de fase clinica com mulheres em periodo pés menopausa com
osteoporose. Enquanto estas avaliacdes demonstraram reduc¢des significativas nas
fraturas em véarios locais, o Odanacatib teve seus estudos descontinuados apos ter
sido associado a um aumento do risco de acidentes vasculares cerebrais (DRAKE et
al., 2017). Atualmente o inibidor de catepsina K que est4 em estagio mais avancado
de estudos é o MIV 711 (Medivir), este composto, cuja a estrutura quimica néo foi

disponibilizada, encontra-se em fase |l de testes clinicos (LINDSTROM et al., 2018).
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FIGURA 46: Estruturas quimicas dos inibidores de catepsina K que passaram por
estudos clinicos.

5.5 — Exositio Catepsina K

A catepsina K é considerada um excelente alvo na descoberta de novos
medicamentos para o tratamento da osteoporose. Embora a sua atividade de
colagenase seja Unica, a catepsina K também exerce potente atividade elastolitica,
que é também observada em outras catepsinas humanas como a catepsina V e a
catepsina S. Outros membros da familia das cisteina proteases, que séao
estruturalmente semelhantes, ndo exibem atividades de degradacdo de colageno
significativas. Isso levanta a questdo da presenca de elementos estruturais
especificos, como exositios, que sdo necessarios para essas atividades (AGUDA et
al., 2014; SHARMA et al., 2015)

A catepsina K é a principal protease com atividade colagenolitica no 0sso, o
gue facilita a degradacéo éssea tanto fisiolégica como patoldgica. Para a degradacéo
do colageno por esta protease é necessaria a formacao de complexos entre enzima e
os glicosaminoglicanos (GAG). A ligacédo da cadeia GAG néo interfere na funcao do
sitio ativo da enzima, o complexo ainda apresenta eficiéncias cataliticas semelhantes
a catepsina K monomérica. Na auséncia de GAGs, a catepsina K exerce apenas uma
atividade de clivagem da gelatina e peptideos semelhante a de outras catepsinas
(AGUDA et al., 2014).
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O GAG mais comum associado as fibras de coladgeno nos ossos é sulfato de
condroitina 4 (C4-S) (CHERNEY et al., 2011). Como a especificidade primaria do
substrato da catepsina K ndo € alterada pela formacao de complexos, sugere-se que
0 complexo protease-sulfato de condroitina facilita principalmente a desestabilizacao
el/ou a ligacao especifica da estrutura do colageno (Z. LI et al., 2002).

O conhecimento da estrutura do complexo CatK-GAG abriu novas
possibilidades na busca por inibidores de catepsina K. Assim, uma nova abordagem
para a busca por inibidores da atividade colagenolitica desta enzima seria atraveés do
impedimento da formacdo de complexos CatK-GAG. Alguns compostos ja foram
testados e apresentaram inibicdo especifica da atividade colagenolitica da catepsina
K, como € o caso do compostos p-diidrotansinona (DHT) e o-diidrotansinona (DHT1)
(FIGURA 47) (PANWAR et al., 2016; SHARMA et al., 2015). Experimentos de docking
realizados sugeriram que estes compostos se liga a exositio especifico na catepsina
K, o que é crucial para a formacdo do complexo colagenoliticamente ativos na
presenca de GAGs (CHERNEY et al., 2011; SHARMA et al., 2015).

DHT DHT1

FIGURA 47: Estrutura quimica dos compostos DHT e DHT1 que apresentaram
atividade inibitéria frente ao exositio da CatK.
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6 — Objetivos

Este trabalho tem como objetivos avaliar compostos sintéticos como possiveis
inibidores da catepsina K utilizando duas diferentes abordagens; inibidores do sitio

ativo e do exositio da enzima. Para isto SAo necessarios:

— Realizar a expressao e purificacdo da enzima recombinante;

— Determinar os parametros cinéticos da enzima expressa,

— Realizar a triagem dos compostos para a identificacdo de possiveis

inibidores utilizando as duas metodologias de ensaios propostas;

— Determinar a poténcia (ICso) dos inibidores;

— Determinar o mecanismo de acao dos inibidores mais promissores e suas

constantes de afinidade (Ki);

— Realizar estudos de docking dos inibidores mais promissores para

entendimento das interacfes entre eles e a enzima.
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7 — Materiais e Métodos

Todos os materiais e equipamentos utilizados, bem como os procedimentos
experimentais de expressao e purificacdo da enzima e dos ensaios enzimaticos, neste
estudo de busca de inibidores da catepsina K, foram realizados no laboratério do
professor Dr. Dieter Bromme na University of British Columbia em Vancouver —
Canada, durante o estagio de doutorado sanduiche.

7.1 — Reagentes e Solventes

— Substrato ZFR-MCA (Carbobenzoxi-fenilalanina-arginina-7-amino-4-
metilcumarina) — Bachem

— Inibidor E-64 [L-3-carboxi-trans-2,3-epoxipropionil-leucilamido(4-
guanino)butano] — Bio Basic Inc

— DTT (ditioeritritol) — Sigma-Aldrich

— Acido etilenodiamino tetracético (EDTA) da J.T. Baker

— Acetato de Sodio triidratado da J.T. Baker

— Acido acético glacial — Fisher Scientific

— Pepsina — Sigma-Aldrich

— Colageno bovino tipo | — Affymetrix

— Sulfato de condroitina A (C4-S) — Sigma-Aldrich

— Solucao 30% acrilamide e bis-acrilamide — Bio-Rad

— Tampéo 1,5M Tris (pH 8.8) — Bio-Rad

— Tampéo 1,5M Tris (pH6.8) — Bio-Rad

— SDS10%

— Solucao de persulfato de aménio10%

— TEMED - Thermo Scientific

— Protein Ladder (Escala de proteina) — Page Ruler

— Membrana de Ultrafiltragdo Amicon — EMD Millipore

7.2 — Equipamentos

— Leitor de cubeta: Luminescence Spectrometer LS 50B — Perkin Elmer
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— Akta Purifier FPLC UPC-900 — GE Healthcare Life Sciences

7.3 — Compostos Avaliados

Os compostos testados neste trabalho sdo de origem sintética. Foram
gentilmente cedidos pelos grupos de sintese de compostos organicos do
Departamento de Quimica da UFSCar. As quinolinas-ftalonitrilas foram sintetizadas
pelo doutorando Aloisio de Andrade, orientando pelo Prof. Dr. Kleber Thiago de
Oliveira e o0s peptidomimeticos (epoxi-a-aciloxicarboxamida e epoxi-a-
acilaminocarboxamida) foram sintetizados pela Dra. Deborah Araujo, orientada da

Prof. Dra. Arlene Goncalves Correa.

7.4 — Expresséo e Purificacédo da Catepsina K

Para a expressdo da catepsina K foi utilizado a linhagem de Pichia pastori
GS115. Os clones foram incubados em 5 ml de meio BMGY contendo 1% de extrato
de levedura, 2% de peptona, 100 mM de fosfato de potassio (pH 6,0), 1,34% YNB, 4x
10-15% de biotina e 1% de glicerol, a 30 °C, até a cultura atingir um ODeoo de 2,0-6,0.
As células foram entéo transferidas para 3 ml de meio BMMY suplementado com 0,5%
de metanol a cada 24 horas para induzir a expresséo da proteina. O monitoramento
da expresséao foi feito durante 8 dias e a produ¢cdo maxima de proteina foi atingida no
4° dia da indugdo com metanol. Foram retiradas aliquotas para teste da atividade da
proteina apds a ativacdo com pepsina. A atividade foi verificada utilizando o substrato
ZFR-MCA. Esta parte foi feita pelo grupo do Professor Dieter Bromme, seguindo o
protocolo previamente descrito em (BROMME & OKAMOTO, 1995; LINNERVERS et
al., 1997).

O clone foi inoculado em 5 mL de meio MD, contendo 1,34% YNB 4x 10-15%
de biotina, 2% de dextrose e 1,4% de agar bacteriologico, a 30 °C por 24 horas,
seguido de posterior inoculagcdo em 50 mL de meio BMGY por 12 horas. Em seguida
as ceélulas foram centrifugadas e o pellet foi ressuspenso em 500mL de BMGY, para
crescimento até obter um ODeoo de 6.0. As células foram transferidas para 1,5 L de
meio BMMY com indugcdo de metanol a 0,5% a cada 24 horas. Aliquotas do

sobrenadante foram retiradas todos os dias para monitorar a atividade da proteina
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apos a ativacdo com pepsina. A atividade foi verificada utilizando o substrato ZFR-
MCA. As células foram colhidas no 4° dia de induc&o. O sobrenadante foi concentrado
50 vezes utilizando membrana de Ultrafiltracdo Amicon até cerca de 30 mL a 4 °C.
Para purificagdo da enzima, o pH do sobrenadante concentrado foi reduzido
para 4 utilizando acido acético glacial, e pepsina (concentragéo final 0,6 mg/mL) foi
adicionada para ativacao da catepsina K. A mistura foi incubada a 37 °C e monitorada
quanto a atividade utilizando o substrato ZFR-MCA em tampé&o acetato de sodio
100mM (pH 5,5, contendo EDTA 2,5 mM e DTT 2,5 mM). Ao atingir a atividade
maxima, o pH foi elevado para 5.5 para parar a ativacdo com a pepsina e assim evitar
a hidrolise da catepsina K pela pepsina. A solucdo de enzima ativada foi suplementada
com sulfato de aménio para uma concentragao final de 2M e centrifugada a 15000
rpm por 30 min a 4° C. O sobrenadante resultante foi carregado em uma coluna de n-
butil Sepharose e lavado completamente com o high salt buffer (50nM de acetato de
sédio, pH 5,5, 2 M sulfato de amoénio, 0,5 mM EDTA e 0,5 mM de DTT). A proteina foi
eluida utilizando um gradiente linear com reducdo da concentracdo de sulfato de
amonio (Low salt buffer (50 nM de acetato de sodio, pH 5,5, 0,5 mM EDTA e 0,5 mM
de DTT)). A fracdo contendo a catepsina K foi monitorizada utilizando ZFR-MCA. As
fracOes ativas foram reunidas e concentradas 10 vezes utilizando Ultra Centrifugal
Filters Amicon, e o tamp&o foi mudado para pH 5.5 (tampé&o acetato de s6dio 100 mM,
contendo 0,5 mM de EDTA e 0,5 mM de DTT). A enzima purificada final foi

armazenada a -80° C para uso posterior.

7.5 — Titulac&o do Sitio Ativo com E-64 e Determinacao de Kn,

Para determinacéo da concentracdo molar da catepsina K fez-se uma titulacéao
do sitio ativo da enzima utilizando o inibidor irreversivel E-64, conforme descrito em
(BARRETT et al., 1982). Para isso foram realizadas medidas da atividade enzimatica
na presenca de diferentes concentracées do inibidor.

Foram preparadas solugdes contendo a 9 pL de tampéo ativador (0,1 M acetato
de sodio, 2,5 mM DTT e 2,5 mM EDTA, pH 5.5), 1 pL de enzima e 10 pL E-64 em
diferentes concentragdes. As solucdes foram incubadas durante 30 minutos em banho
de gelo. Apds a incubacdo, fez-se a leitura da atividade enzimatica. Adicionaram-se
em uma cubeta de quartzo 990 pL de tampéo ativador, 5 pL da solucdo descrita

anteriormente e 5 pL de substrato (ZFR-MCA) em seguida fez-se a leitura. Os
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resultados foram plotados em um grafico de atividade enzimatica versus concentracao
de inibidor.

Para definir a concentracdo de substrato utilizada nos ensaios de inibi¢do do
sitio ativo da enzima determinou-se primeiramente o valor de Km experimental do ZFR-
MCA com a catepsina K. Para isso foram utilizadas diferentes concentracdes de
substrato, até a completa saturacdo da enzima onde o aumento na concentracao de
substrato ndo causasse mudancas significativas na velocidade da reacdo. A
determinacao do valor de Knm foi feita utilizando o programa SigmaPlot 12.0 através do

método de regressao nao linear.

7.6 — Complexo Colagenoliticamente Ativo K/GAG — Determinacao

da Concentracédo de C4-S

Para a realizacdo dos ensaios de degradacao de colageno, foi feito antes um
teste para verificar a concentracédo de C-4S a ser utilizada. Para isto foram verificadas
a atividade enzimética de degradacdo do colageno em diferentes concentracfes de
C-4S.

Colageno bovino tipo I (0,6 mg/mL) foi incubado com 400 nM de catepsina K e
diferentes concentracdes de C4-S. Foram utilizadas as seguintes concentragdes,
Onm, 40 nM, 70 nM, 100 nM, 200 nM, 400 nM, 1 uM e 2 uM. Foi adicionado tampéo
ativador (acetato de sédio, pH 5,5, contendo 2,5 mM DTT e 2,5 mM EDTA) até
completar o volume final de 50 L. As reacdes foram encubadas durante 4 horas a 28
°C. Apos este periodo de incubacéo, foram adicionados 10 pL de loading buffer (0,25
nM de tris HCI pH 6.8, 10% SDS,10% (-mercaptoetanol, 30% glicerol, e corante azul
de bromofenol) e colocados a 98 °C por um periodo de 5 minutos. Em seguida as
analises foram realizadas em gel de SDS-PAGE 10%. As bandas que representam o
colageno residual, apds coloracdo com o corante azul de coomassie, foram avaliadas
utilizando o programa GeneSnap para determinar a extensdo da degradacdo do
colageno, e assim feita a determinagéao da concentracédo de C-4S a ser utilizada.
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7.7 — Ensaios Enzimaticos

7.7.1 — Ensaio Sitio Ativo

O procedimento para a determinacao da atividade enziméatica da catepsina K &
0 mesmo descrito anteriormente para as outras cisteino proteases. No, entanto para
este ensaio foi utilizado um fluorimetro leitor de cubeta.

A atividade é determinada com base no aumento da fluorescéncia em funcéo
do tempo de reacao, oriunda da hidrolise do substrato ZFR-MCA. Este experimento
foi realizado utilizando cubeta de quartzo com volume final de 1000 pL e tampéao
acetato de sédio (pH 5.5). A leitura da fluorescéncia foi feita em fluorimetro leitor de
cubeta com comprimento de onda ajustado para excitagdo (Aex) 380 nm e emisséo
(Aem) 460 nm.

Adicionou-se em uma cubeta a enzima com tampéao ativador (0,1 M acetato de
sédio, 2,5 mM DTT e 2,5 mM EDTA, pH 5,5) e 5 pL da solucéo do inibidor em DMSO
a ser testado. O volume de tamp&o a ser utilizado é ajustado de acordo com o volume
da enzima que sera adicionado para que esta esteja na concentracdo de 2 nM, sendo
o volume final de 1000 pL. Apds o periodo de 5 minutos de incubacao da enzima com
o inibidor, foi adicionado o substrato ZFR-MCA (10 uM) e fez-se a leitura. Como
controle negativo utilizou-se DMSO e para controle positivo E-64. A determinacao da
atividade enzimética foi realizada através do monitoramento continuo da hidrélise do
substrato fluorogénico (ZFR-MCA) pelo periodo de 5 minutos.

O percentual de inibicdo foi determinado a partir da atividade enzimética na

auséncia e na presenca do inibidor sendo calculado pela equacéo:

% Inibicdo = 100 x (1 - Vi/Vo)

Sendo, Vi a velocidade de reacdo observada na presenca de inibidor e Vo a
velocidade de reacdo observada na auséncia do inibidor (velocidade controle).

7.7.2 — Ensaio de Degradacéao de Colageno — Exositio

Para o ensaio de exositio, a atividade enzimética € avaliada através da
degradacdo do colageno, observando as bandas caracteristicas em um gel de

eletroforese.
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Colageno bovino tipo I (0,6 mg/mL) foi incubado com 400 nM de catepsina K,
200 nM C4-S e 10 uM de inibidor. Foi adicionado tampé&o ativador (acetato de sédio,
pH 5,5, contendo 2,5 mM DTT e 2,5 mM EDTA) até completar o volume final de 50
HL. As reacdes foram incubadas durante 4 horas a 28 °C, e ap0s este periodo
adicionaram-se 5 uL de E-64 100 uM a cada reacdo para inibir a atividade enzimatica
residual. Apés a adi¢do do E-64, as misturas reacionais foram mantidas em geladeira
a 4 °C durante a noite e as analises realizadas em gel de SDS-PAGE 10%. As bandas
que representam o coldgeno residual, apOs coloracdo com o corante azul de
coomassie, foram avaliadas utilizando o programa GeneSnap para determinar a

extensdo da degradacao do colageno.

7.8 — Determinacéo ICso — Ensaio Sitio Ativo

O valor de ICso € definido como concentragdo de inibidor que provoca uma
gueda de 50% na atividade da enzima. Este valor € uma convencéo criada e utilizada
com o objetivo de se comparar a poténcia entre inibidores.

A determinagéo do ICso foi realizada de maneira direta utilizando o ensaio
cinético apresentado com a utilizacdo do substrato fluorogénico. Desta forma,
determinaram-se o0s percentuais de inibicdo utilizando cerca de oito diferentes
concentracfes de inibidor, construindo assim, uma curva de concentracdo versus
inibicdo. Os dados cinéticos foram obtidos e tratados para a determinacéo do valor de
ICs0 através do método de regressdo nao linear empregando o programa SigmaPlot
12.0.

7.9 — Determinacao do Mecanismo de Acéao dos Inibidores

Apoés a determinacgéo dos valores de ICso, selecionou-se um inibidor de cada
classe de compostos testados que foram submetidos a ensaios cinéticos para a
determinacao de seus mecanismos de acdo e a obtencéo do valor de Ki.

O método experimental deste estudo consiste em medir a velocidade de reacéo
na auséncia e em diferentes concentragfes de substrato, e também na auséncia e em
diferentes concentragdes de inibidor. A escolha das concentra¢des de substrato foi

realizada com base no valor de Km experimental obtido e as concentracfes de
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inibidores foram escolhidas com base no valor do ICso do composto a ser testado.
Assim, o mecanismo de acao dos inibidores € determinado através do grafico de
duplo-reciproco pelo modo de interseccdo das retas no plano de coordenadas
cartesianas. Com esses dados também € possivel obter o valor de Ki para cada

inibidor.

7.10 — Estudo de Docking

Nas simulag¢des de docking molecular foi utilizado o protocolo RosettaScripts
(FLEISHMAN et al., 2011). do software Rosetta (versao 3.8) (ALFORD et al., 2017).
Inicialmente, a estrutura cristalografica da catepsina K de Homo sapiens (CatK; PDB
1ATK) foi relaxada/refinada utilizando o algoritmo Relax (CONWAY et al.,, 2013;
NIVON et al., 2013). Em seguida, para cada inibidor a ser testado, foi gerada uma
biblioteca de conférmeros a partir do método de amostragem conformacional
BCL::Conf (KOTHIWALE et al., 2015), considerando todos os estereoisémeros
possiveis e 0 estado tautomérico do composto em pH fisiologico.

O centro geométrico inicial do ligante, em cada um dos complexos de interacgéo,
foi determinado com auxilio do servidor PatchDock (SCHNEIDMAN-DUHOVNY,
INBAR et al., 2005). As simula¢gdes de docking entre a estrutura refinada da CatK e
os conférmeros possiveis para cada um dos compostos foram entéo realizadas dentro
de uma esfera de 60 A, a partir do centro geométrico. Foram gerados um total de 1000
modelos para cada complexo de interacao utilizando as rotinas descritas por (COMBS
et al., 2013).

A selecdo do modelo foi feita inicialmente filtrando os 50 modelos de menor
energia (Rosetta score). Os principais componentes da funcao de energia do Rosetta
sdo termos associados com interacfes de van der Waals, interacdes eletrostaticas,
energia de ligacéo, ligagdes de hidrogénio, solvatagéo e comprimentos e angulos de
ligacdes (COMBS et al., 2013). O subconjunto de modelos (50 de menor energia) foi
agrupado com base em sua similaridade estrutural, dada pelo desvio da raiz média

quadratica (RMSD), e aquele com o menor RMSD médio foi escolhido.



77

8 — Resultados e Discusséo (Parte Il)

A importancia da busca por inibidores enzimaticos de catepsina K esta baseada
Nnos processos patolégicos aos quais esta enzima esta envolvida e a dificuldade de se
encontrar tratamentos eficazes e especificos para a reabsorcdo 6ssea. A descoberta
de inibidores desta enzima é também de grande interesse da industria farmacéutica,
como anteriormente apresentado, sendo a catepsina K um alvo validado na procura
por tratamento de doengas dsseas, como a osteoporose

Considerando que as possibilidades de se encontrarem novos inibidores para
essa enzima pode se sustentar na variedade quimica, trés diferentes classes de
compostos que ainda ndo haviam sido testadas frente a este alvo, foram selecionadas
para o desenvolvimento deste estudo. As quinolinas-ftalonitrilas que sdo compostos
inéditos na literatura e foram sintetizadas para serem utilizadas, que também séo
precursoras de outras moléculas de interesse. Por serem compostos inéditos, nao
existe nenhum tipo de estudo sobre a atividade inibitéria enzimética destes
compostos. As epoxi-a-aciloxicarboxamida e as epodxi-a-acilaminocarboxamida
(chamados de peptidomimeticos), foram sintetizados com base em estudos
preliminares do grupo onde compostos com estruturas quimicas similares a estes

apresentaram significativa inibigcao frente a catepsina L (SANTOS et al., 2017).

8.1 — Determinacao da Concentracao da Enzima e do Valor de Km

ApoOs a expressado e purificacdo da catepsina K foi feita a determinacdo da
concentracdo da enzima. Através da titulagdo do seu sitio ativo, utilizando o inibidor
de cisteino protease E-64, € possivel determinar essa concentracdo (BARRETT et al.,
1982).

O procedimento realizado para titulacdo do sitio ativo da catepsina K e a
determinacado da concentracdo molar da enzima, foi 0 mesmo descrito para a papaina.
A atividade enzimatica foi verificada na presenca de diferentes concentracdes de
inibidor E-64. Para a titulag&o do sitio ativo da catepsina K foi observado o declinio da
atividade enzimatica com o aumento da concentracdo do inibidor. Assim foi tracado
um grafico da atividade enzimética versus concentracdo de E-64 e o valor da

concentragdo da enzima foi obtido através da intercesséo da reta com o eixo da
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abscissa. A concentracdo da enzima expressa € mostrada na TABELA 17. Apés a
expressao e purificacdo, a enzima foi distribuida em aliquotas de 30 puL e mantida em
freezer -80 °C.

Em trabalhos anteriormente realizados pelo grupo, alguns experimentos
permitiram correlacionar a concentracdo molar da enzima com o valor da inclinacao
da reta (slope) obtida quando feitos os ensaios cinéticos. Assim, a concentracdo molar
da enzima utilizada em cada teste foi monitorada pela hidrdlise do substrato, ou seja,
foi estabelecido um valor ideal de slope para trabalhar com a enzima. Desta forma foi
estimada a concentragcdo molar da enzima, para ndo haver a necessidade de
titulacdes diarias.

Para estabelecer a concentracédo de substrato a ser utilizada nos ensaios de
inibicdo enzimética, primeiramente determinou-se o Km experimental da enzima para
o substrato ZFR-MCA. O procedimento realizado para sua determinacao foi 0 mesmo
descrito na Parte | deste trabalho. O valor encontrado foi comparado com o valor
descrito na literatura e estes estdo mostrados na TABELA 17, juntamente com a
concentracdo molar da catepsina K expressa.

TABELA 17: Valores da concentracdo molar e Km da catepsina K expressa
Enzima Concentracdo molar Km experimental Km literatura

CatK 8 uM 8,38 7,5 (BROMME et al., 1996).

8.2 — Avaliacao da Atividade Inibitoria

Realizou-se uma triagem inicial da atividade inibitéria dos compostos frente a
catepsina K. Através da triagem foi possivel identificar os compostos que sao capazes
de interferir significativamente na atividade catalitica desta enzima.

Primeiramente preparou-se uma solucao estoque na concentracéo de 10 mM
dos compostos a serem ensaiados, utilizando-se DMSO como solvente. Assim, 0s
compostos foram testados em trés diferentes concentra¢cdes 50 uM, 10 uM e 1 uM. As
estruturas quimicas dos compostos estdo mostradas na FIGURA 48 e os valores das

porcentagens de inibicdo sdo mostrados na TABELA 18
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FIGURA 48: Estruturas quimicas dos compostos avaliados como possiveis inibidores
de catepsina K.



80

TABELA 18: Porcentagem de inibicdo dos compostos mostrados na FIGURA 48 frente
a CatK em diferentes concentracdes.

Composto % Inibicdo 50uM % Inibicdo 10uM % Inibicdo 1uM
1 94 55 14
2 100 77 42
3 100 91 34
4 - - -
5 100 97 37
6 100 87 38
7 - - -
8 - - -
9 - - -
10 99 99 32
11 - - -
12 - - -
14 96 77 25
15 81 66 23
16 90 23 12
17 95 79 12
18 7 5 -
19 90 79 18
21 83 57 24
22 85 67 31
23 82 80 8
24 95 77 25
25 74 47 10

Os compostos 4, 7, 8, 9, 11, e 12 ndo foram soltveis em DMSO e/ou agua,
assim nao foi possivel testa-los. O composto 18 ndo apresentou inibicdo significativa

da enzima nos ensaios preliminares e, portanto, teve seu estudo descontinuado.



81

8.3 — Determinacdo da Poténcia dos Inibidores (ICso)

Apbs os testes iniciais de inibicdo, 0os compostos que apresentaram inibi¢cao
significativa (maiores que 70%) foram selecionados para a determinacéo do valor de
ICs0. O ICs0 € definido como a concentracdo de inibidor capaz de reduzir a atividade
enzimatica em 50%. Através deste estudo é possivel determinar a poténcia dos
inibidores testados (COPELAND, 2013).

A determinacéo da poténcia dos inibidores (ICso) foi realizado através do ensaio
cinético de fluorescéncia, utilizando o substrato fluorogénico ZFR-MCA, conforme a
metodologia apresentada anteriormente. A atividade enzimatica foi avaliada em
diferentes concentracBes de inibidores e em seguida, construiu-se um grafico de
concentracéo de inibidor versus porcentagem de inibi¢cdo, utilizando pelo menos oito
pontos, explorando valores de inibicdo entre 15 e 90%, para maior confiabilidade dos
resultados. Os dados cinéticos obtidos foram tratados pelo método de regresséo nao
linear, através de uma curva sigmoide, utilizando o programa SigmaPlot 12.0. Os
valores de ICso dos compostos sao apresentados na TABELA 109.

TABELA 19: Valores de ICso dos compostos testados frente ao sitio ativo da CatK.

Composto Estrutura Quimica ICso0 (LM)
1 ICs0=7,29 £ 0,73
R=10,99

19 ICs0= 3,91 £ 0.20
R=0,99
2 ICs0= 1,55 + 0,26

R=0,98




3 O ICs0= 1,42 £ 0,10
R=10,99

6 ICs0= 1,50 £ 0,12

O R=0,99

ICs0= 6,71 + 0,69

R=0,99

23 O ICs0= 6,54 + 0,22
R=0,99

X

N/
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Na TABELA 19 sdo mostrados os valores de ICso obtidos para as trés classes

diferentes de compostos avaliados. As quinolinas-ftalonitrilas compostos 1, 2, 3, 5, 6,

10, 19, 21, 22 e 23; os epodxi-a-aciloxicarboxamida, compostos 14, 15, 24, 25; e 0s

epoxi-a-acilaminocarboxamida, compostos 16 e 17. A sequéncia dos compostos na

tabela foi feita de acordo com a estrutura quimica dos mesmos, desta forma é possivel

avaliar as diferencas estruturais entre 0s compostos pertencentes a mesma classe..

De forma geral, os compostos apresentaram atividades moderadas com baixos

valores de ICsp frente a catepsina K.
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Para a discussao da atividade dos compostos em relacdo as suas estruturas

guimicas, serao utilizadas as numeracdes conforme mostradas na FIGURA 49.
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FIGURA 49: Numeracdao atribuida as estruturas quimicas, sendo (a) para quinolinas-
ftalonitrilas; (b) para epoéxi-a-aciloxicarboxamida; e (c) para epOxi-a-
acilaminocarboxamida.

Comecando pelos compostos 16 e 17, as epoxi-a-acilaminocarboxamida, é
possivel observar uma mudanca significativa no valor de ICso passando do 16 para o
17. Existem duas diferencas estruturais entre esses dois compostos que podem estar
relacionada a essa mudanca na atividade, sendo elas a inser¢cao de um atomo de iodo
na posicao 4’ do anel aromatico e a mudanga do grupo substituinte no nitrogénio da
posicdo 2. Para melhor entendimento das interagbes dos compostos e a enzima, e
assim compreender a relacdo dos grupos substituintes da molécula e a atividade
inibitéria dos compostos, foram feitos estudos de modelagem molecular que seréo
apresentados e discutidos no item 8.6.

Para os compostos 14, 24, 25, 15, as epOxi-a-aciloxicarboxamida, podemos
observar a influéncia do anel aromatico contendo um atomo de iodo. Quando
analisamos os compostos 14 e 24, onde a mudanca esta no grupo ligado ao &tomo
de nitrogénio da posicao 5, ndo é possivel observar grandes mudanc¢as no valor do
ICs0. NO entanto, quando se substitui o grupo ligado a carbonila do éster (posicao 1),
ocorre um aumento no valor de ICso, 0 que mostra a importancia do anel aromatico
contendo o atomo de iodo, na inibicdo da atividade enzimatica.

Para as quinolinas-ftalonitrilas, € possivel observar a importancia dos grupos
CN nas posicoes 4’ e 5’ para a atividade inibitoria. Passando do composto 1 para o
composto 19 houve uma queda quase pela metade no valor do ICso, pela insercéo de
um grupo CN na posi¢ao 4’. Avaliando a estrutura do composto 2, é possivel observar
que o valor de ICso diminui significativamente quando sao inseridos grupos CN nas

posicoes 4’ e 5'. Isto demonstra a importancia destes grupos na inibigdo da atividade
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enzimatica. Quando novos substituintes sdo inseridos nas posicoes 6 e 4”, ndo se
observam grandes mudancas nos valores de ICso. ISto sugere que estas posi¢des na
molécula ndo interferem no mecanismo de inibicdo da enzima. Ja mudando o
substituinte das posi¢cdes 4’ e 5°, como é o caso dos compostos 21 e 23 observa-se 0
aumento no valor de ICso. O que confirma a importancia dos grupos CN para a
atividade inibitoria destes compostos

Estudos de modelagem molecular foram realizados para o melhor
entendimento das interacdes existentes entre os inibidores e a proteina e estes estao

mostrados no item 8.6.

8.4 — Ensaios de Degradacao de Colageno.

A busca por inibidores de exositio da catepsina K é uma nova abordagem
utilizada para reduzir a excessiva atividade proteolitica desta enzima frente ao
colageno. Este estudo leva em consideracao a formacao do complexo entre a enzima
com glicosaminoglicanos (CatK-GaG) que favorece alta atividade colagenolitica.
Neste sentido, esta elevada atividade colagenolitica da catepsina K pode ser
bloqueada pela inibicdo da formacao deste complexo.

Antes de seguir com os estudos de inibicdo do sitio ativo da catepsina K, os
inibidores também foram avaliados no ensaio de degradacdo de colageno, para

verificar se estes poderiam ser também inibidores desta enzima via exositio.

8.4.1 — Complexo Colagenoliticamente Ativo CatK/GAG

A atividade colagenolitica da catepsina K requer a assisténcia de GAGs, como
C4-S para formar complexos, como mostrado em estudos anteriores (LI et al., 2002;
SHARMA et al., 2015). Sem GAGs, a catepsina K é incapaz de clivar a fibra de
colageno (FIGURA 50a) devido ao insuficiente espaco ativo da fenda (5A) para
acomodar uma molécula de colageno trés vezes maior (15A). Os ensaios de
degradacdo de colageno realizados utilizando uma quantidade fixa de catepsina K
(400nM) revelaram que apenas uma pequena faixa de concentracdes de GAG
permitiu a quebra eficiente do colageno soltvel (FIGURA 50b). No caso do C4-S esta

janela de concentracdo varia de algo entorno de 100-400 nM. Dentre as opgdes a
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concentracdo de 200 nM de C4-S foi a mais eficiente e esta foi a concentracéo

escolhida.
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FIGURA 50: Avaliacdo da degradacéo do colageno pela catk sem GAG (a) (SHARMA
et al., 2015). Avaliacdo de diferentes concentracdes de C4-S na degradacdo do
colageno pela catK (b).

8.4.2 — Avaliacdo dos Compostos como Inibidores de Exositio

ApOGs a determinagdo da concentracdo de C4-S a ser utilizada no ensaio de
degradacédo de colageno, passou-se a avaliacdo dos compostos.

Com conhecimento da atividade inibitéria dos compostos testados frente ao
sitio ativo da catepsina K, € preciso levar em consideracao esta atividade na avaliacdo
destes compostos no ensaio de degradacdo de colageno.

A concentracdo de enzima utilizada em cada ensaio é diferente, sendo assim
€ necessario considerar a relacdo entre a concentracdo de enzima utilizada no ensaio
de sitio ativo e concentracdo de inibidor utilizada neste ensaio (ICso), para que néo
haja resultados falsos positivos, uma vez que inibindo o sitio ativo de uma enzima,
toda e qualquer atividade catalitica da mesma ¢€ inibida. Desta forma, para avaliar a
possibilidade dos inibidores do sitio ativo da catepsina K, serem também inibidores
desta enzima via exositio, estes foram testados em concentracdo abaixo da que
apresentou atividade inibitoria do sitio ativo da catepsina K.

Os compostos testados frente ao sitio ativo da catepsina K apresentaram
atividade inibitéria com valor de ICso em torno de 2 uM, em sua grande maioria, como

mostrado na TABELA 19, sendo a concentracédo de enzima utilizada neste ensaio de
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2 nM. No ensaio de degradacédo de colageno (exositio) a concentracdo de enzima
utilizada é 400 nM. Desta forma, se os compostos fossem testados em concentracdes
correspondentes a cada ensaio, a inibicdo da degradacdo do colageno seria
observada. No entanto, esta inibicdo ndo seria via exositio, uma vez que ja sabemos
gue os inibidores testados inibem o sitio ativo da enzima. Tendo este conhecimento,
optou-se por ensaiar 0S compostos no exositio da catepsina K a concentracdo de
10uM, sendo esta uma concentracdo muito abaixo do valor da inibicdo do sitio ativo
da enzima. Os resultados deste ensaio s&o mostrados na FIGURA 51.
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FIGURA 51: Compostos testados em ensaio de degradacéo de colageno pela CatK
em gel de eletroforese.

Na FIGURA 51 sdo mostrados os dois géis onde foram testados os compostos
no ensaio de degradacdo de colageno. A metodologia utilizada foi a descrita
anteriormente, sendo o conteldo de cada poc¢o: 1 — escala de proteina (padrdo de
massa molecular); 2 - controle de colageno (sem CatK); 3 — controle da degradacéo
do colageno pela Catk sem C4-S; 4 — controle da degradacdo do colageno na
presenca de C-4S; 5 — controle do solvente que foi utilizado para solubilizar os
inibidores (DMSO), nos demais po¢os sdo 0s compostos que foram testados como
possiveis inibidores.

A avaliacdo da atividade enzimética é feita através da degradacao da fibra de
colageno, observando as bandas caracteristicas no gel de eletroforese. Como pode
ser observado, na auséncia do C-4S (poco 3) a catepsina ndo € capaz de degradar o
colageno de forma eficiente, sendo possivel observar as bandas referentes ao

coldgeno residual. Na presenca de C-4S, com a formacdo do complexo CatK-C4S
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(poco 4), ocorre a completa degradacao do colageno pela enzima, ndo sendo possivel
observar nenhuma banda residual.

Desta forma, podemos concluir da FIGURA 51, que os compostos testados nao
apresentaram atividade inibitéria da catepsina K no ensaio de degradacdo de
colageno, uma vez que na auséncia de inibicdo a enzima é capaz de degradar
totalmente o colageno existente, ndo sendo assim a possivel visualizacdo de suas

bandas caracteristicas.

8.5 — Determinacao do Mecanismo de Ac¢é&o dos Inibidores e do

valor de K;

Os experimentos para determinacdo do mecanismo de ag¢do dos inibidores
foram realizados de acordo com os procedimentos descritos anteriormente, utilizando
0 método do grafico de duplo-reciproco de Lineweaver-Burk e também os gréficos de
Dixon. Os dados obtidos foram tratados no programa SigmaPlot 12.0 e no GraphPad
Prism 5.

Para a realizacdo deste experimento selecionou-se um composto de cada
classe dentre os compostos testados. Os compostos selecionados foram 2, 14 e 17.

O composto 2 apresentou inibicdo do tipo incompetitiva, ou seja, se liga
exclusivamente ao complexo enzima-substrato. Para este tipo de inibicdo, os graficos

plotados se apresentam com retas paralelas entre si (FIGURA 52).
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FIGURA 52: Grafico de Lineweaver-Burk e grafico de Dixon para o composto 2 como
modo de inibi¢gdo incompetitivo.
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Para os compostos 14 e 17 foram observadas inibicdes do tipo mista. A inibicdo
mista € observada quando o inibidor possui mecanismo de acdo que pode se
assemelhar a mais de um modo. Em alguns casos, 0 composto possui uma afinidade
desigual pela enzima livre e/ou pelo complexo enzima-substrato, ndo podendo assim,
ser considerado um inibidor do tipo ndo competitivo ou do tipo incompetitivo.

Os graficos de Lineweaver-Burk e Dixon foram plotados para o composto 17,

apresentando inibigdo do tipo mista, como citado anteriormente (FIGURA 53).
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FIGURA 53: Grafico de Lineweaver-Burk e grafico de Dixon para o composto 17 como
modo de inibicdo mista.

Para o composto 14 também foram realizados os mesmos experimentos
anteriores, no entanto ao plotar os graficos de Lineweaver-Burk e Dixon através do
programa SigmaPlot 12.0, as retas ndo se ajustaram de forma que pudessem ser
entendidas. Sendo assim, optou-se pelo uso de outro software para tratamento de
dados de cinética enzimatica deste composto, o0 GraphPad Prism 5. Os dados para o
composto 14 foram tratados através do grafico de Michaelis-Menten, onde foi possivel
observar, através das caracteristicas das curvas obtidas, que este composto também
atua sob o modo de inibicdo mista (FIGURA 54).
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FIGURA 54: Grafico de Michaelis-Menten para o composto 14 como modo de inibicéo
mista.

Uma analise do valor de a dos dados obtidos para um modo de inibicdo mista
permite inferir com qual modelo o inibidor mais se assemelha. Seu valor determina o
grau em que a ligacdo do inibidor altera a afinidade da enzima pelo substrato e pode
ser calculado de acordo com a férmula mostrada na FIGURA 55. Assim, quando a >
1 temos que a ligagdo do inibidor impede a ligagéo do substrato e o0 modelo misto se

N s ap s

ligacdo do substrato a enzima e o modelo misto se assemelha a inibicdo nao
competitiva; e quando temos a < 1, temos que o inibidor tem maior preferéncia por se

ligar ao complexo enzima-substrato, e o modelo misto se assemelha a inibicdo
incompetitiva (COPELAND, 2013).

[1]
=14+ —
a + K

FIGURA 55: Férmula matematica para a obtencao do valor de a no modo de inibigao

mista.

Para ambos os compostos 14 e 17 temos que o0 modo de inibigdo mista possui
maior semelhanca com a inibicdo incompetitivo. Os valores de a sdo mostrados na
TABELA 20.
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TABELA 20: Valores de a obtidos para os compostos 14 e 17, mostrando maior
semelhanca ao modo de inibicdo incompetitivo.

Composto a Modo de inibicao
14 0,12 incompetitivo
17 0,24 incompetitivo

A determinacgéo da afinidade do inibidor pela enzima é de grande interesse no
processo de busca por novas moléculas quem possam ser candidatos a farmacos.
Esta afinidade & definida pelo valor de Kie pode ser determinada através de dados
cinéticos obtidos em experimentos especificos para determinacdo do mecanismo de
acao dos inibidores. Os valores de Ki para os compostos 2, 14 e 17 foram obtidos
através do tratamento de dados dos ensaios para verificar o modo de acdo dos
inibidores utilizando os programas SigmaPlot 12.0 e GraphPad Prism 5 e sé&o
mostrados na TABELA 21.

TABELA 21: Determinacao do valor de Ki frente a CatK.

Composto Ki (UM)
2 0,5
14 7,08
17 11,96

Os dados obtidos mostraram que 0s compostos possuem afinidade moderada
para catepsina K, sendo o composto 2 o de maior afinidade (menor valor de Ki) e
assim, podem ser utilizados como modelos para 0 a busca e desenvolvimento de

inibidores desta enzima.

8.6 — Modelagem molecular do complexo CatK/inibidores

Os compostos selecionados para realizacdo do docking molecular foram os
mesmos utilizados nos estudos do mecanismo de agdo. Através dos estudos por
modelagem molecular, € possivel observar a regido de interacdo do inibidor com a
enzima. No caso dos inibidores testados (compostos 2, 14 e 17) todos eles interagem
no mesmo sitio de ligacdo da enzima, mudando apenas a conformacédo de cada

inibidor no sitio. De acordo com o0s estudos, a regido de interacdo dos inibidores
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testados € um dos sitios alostérico da enzima, eles nao se ligam ao sitio ativo da
enzima e nem aos exositios apresentados em (SHARMA et al.,, 2015). Esses
resultados estdo de acordo com os dados experimentais obtidos nos estudos de
mecanismo de agao, onde os inibidores avaliados se apresentaram como inibidores
incompetitivos, ou seja, ndo competem com o substrato pelo sitio ativo da enzima e
também com os resultados obtidos nos ensaios de degradacao de colageno (exositio),
onde os compostos avaliados ndo apresentaram atividade, ou seja, nao se ligam aos
exositios da enzima.

Na FIGURA 56 é mostrada a estrutura tridimensional da catepsina K e os locais
onde estdo situados o0s exositios, o sitio ativo da enzima e também a regido onde o0s

inibidores avaliados se ligaram.

Sitio ativo

Exositio 1

Regiao de
ligacéo dos
inibidores

Exositio 2

FIGURA 56: Estrutura de superficie da CatK obtidas do PDB1ATK. Destacado as
regides onde estdo localizados os exositios 1 e 2 (vermelho e amarelo), o sitio ativo
da enzima (verde) e a local de ligacéo dos inibidores avaliados.
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No estudo de docking molecular, foram gerados 1000 modelos estruturais para
cada complexo CatK/inibidor, utilizando o programa Rosetta 3.8 (ALFORD et al.,
2017), mais especificadamente o protocolo de modelagem RosettaScripts
(FLEISHMAN et al., 2011). O modelo tridimensional para o complexo foi escolhido a
partir de sua energia associada e da similaridade estrutural com os demais modelos
amostrados, conforme descrito anteriormente. A cada um dos modelos é associado
um score baseado em uma funcéo de energia potencial do Rosetta que inclui termos
associados com interac6es de van der Waals, interacdes eletrostaticas, ligacbes de
hidrogénio, solvatacdo, comprimentos e angulos de ligacdes e energia de ligacdo. Os
50 modelos de menor energia/score foram selecionados para uma posterior etapa de
filtragem.

Dessa forma, para o composto 2, o modelo selecionado é o mostrado na
FIGURA 57.

(@ (b)

FIGURA 57: Modelo de ligagdo proposto para o complexo CatK/composto 2.
Representacdo da estrutura tridimensional em cartoon (a) e por superficie (b).

Através dos estudos realizados é possivel observar as interacdes existentes
entre os grupos CN do inibidor com a enzima. Como mostrado na FIGURA 58 o
residuo de Lys41 esté projetado entre os dois grupos CN existentes na molécula do
inibidor a uma distancia de aproximadamente 2,4 A. Assim, pode ocorrer a formag&o
de uma ligacéo de hidrogénio a partir do grupo amino terminal do residuo de Lys41 e
0s grupos CN do inibidor. De maneira similar a Arg108 também interage com um dos

grupos CN através de ligac&o de hidrogénio a uma distancia euclidiana de 2,9 A. Além
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das interacdes com os grupos CN, também foi possivel observar que a Lys103 esta
posicionada de maneira que possa ocorrer uma ligacdo de hidrogénio entre seu grupo

amino terminal e o nitrogénio priridinico no anel B.

FIGURA 58: Interacfes observadas entre o composto 2 e a catepsina K.

Estes resultados confirmam os valores de atividade inibitoria (ICso) obtidos,
demonstrando assim a importancia dos grupos CN para a atividade dos compostos
avaliados. No caso do composto 21, que possui duas metoxilas (OCHs) no lugar dos
grupos CN, o valor de ICs0 aumenta devido a um possivel impedimento estérico dos
grupos CHs, que sao volumosos, que impedem a formacgéo da ligacao de hidrogénio
da Lys41 e Arg108 com o oxigénio das metoxilas do inibidor. Para o composto 23, ndo
ocorre impedimento estérico, no entanto o valor de ICsp aumenta ao trocar 0S grupos
CN por OH, devido a ligacdo de hidrogénio ser mais forte com o grupo CN do que com
o OH, conforme calculado por Chen e colaboradores (CHEN et al., 2016), que
descreve que o grupo CN possui uma capacidade de ligacdo de hidrogénio de

aproximadamente duas vezes maior que grupos OH.



95

Além das ligacbes de hidrogénio, interacBes hidrofébicas também séo
observadas entre o composto 2 e a catepsina K. Como mostrado na FIGURA 59, o
anel D est4 voltado para um bolsdo hidrofébico da proteina formado pelos residuos
de Leu38, Leu46, Leud9 e Alal04. Com isso podemos entender melhor o motivo pelo
qual a adicdo de um substituinte apolar na posi¢cao 4”, como é o caso do composto 6,
nao causou alteracdo em sua atividade inibitéria. Se este substituinte na posicéo 4”
fosse um grupo polar, provavelmente iria ocorrer um aumento na energia de
interacao/ligagcdo e o complexo formado seria menos favorecido. Assim, ocorreria a

diminuicao na atividade enzimatica (aumento do ICso).

FIGURA 59: Intera¢cBes hidrofébicas propostas entre o composto 2 e a catepsina K.

Para o composto 14 0 modelo selecionado é mostrado na FIGURA 60.
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(b)

FIGURA 60: Modelo de ligacdo proposto para o complexo CatK/composto 14.
Representacdo da estrutura tridimensional em cartoon (a) e por superficie (b).

Interacdes hidrofébicas e ligagdes de hidrogénio também podem ocorrer entre
0 composto 14 e a catepsina K. Conforme mostrado na FIGURA 61, o atomo de iodo
presente na molécula esta projetado entre os residuos de Lys4l e Lys214,
favorecendo a formacédo de ligacGes de hidrogénio entre 0os grupos amino terminais
das lisinas e o iodo. Além das interacdes com o iodo, pela conformacgédo da molécula
do composto 14 no sitio de interacdo com a enzima, também é possivel observar que
uma ligacdo de hidrogénio é favorecida entre o grupo carbonila do éster e o residuo
de Argl108. A conformacdo da molécula também favorece a interacéo entre o Glu106

e 0 nitrogénio da amida.
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FIGURA 61: Interacdes observadas entre o composto 14 e a catepsina K.

Interacbes hidrofébicas também sao favorecidas para o composto 14.
Conforme mostrado na FIGURA 62, a cadeia carbdnica heptila est4 alocada em um
bolsdo hidrofébico da proteina, formado pelos residuos de Leu38, Leu46, Leu48,
Alal04 e Alal05.
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FIGURA 62: Interacdes hidrofobicas entre o composto 14 e a catepsina K.

Para o composto 17 o modelo selecionado € mostrado na FIGURA 63.

(@) (b)

FIGURA 63: Modelo de ligacdo proposto para o complexo CatK/composto 17.
Representacdo da estrutura tridimensional em cartoon (a) e por superficie (b).
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Os estudos realizados com o composto 17 também foi possivel observar
interacdo hidrofobicas e ligacbes de hidrogénio. No entanto, a conformacdo do
composto 17 no sitio de interacdo com a enzima é diferente da conformacdo do
composto 14. Com isso, os residuos de aminoacidos da proteina que interagem com
o inibidor sdo praticamente os mesmos, porém, estes interagem com regides
diferentes da molécula de cada inibidor.

Na FIGURA 64 é possivel observar que o &tomo de iodo existente na molécula
esta projetado entre trés residuos de lisina (Lys40, Lys41 e Lys214), o que favorece a
formacdao de ligacéo de hidrogénio entre o iodo e 0s grupos amino terminal das lisinas.
Também €& possivel observar a possivel interacdo entre o epdxido presente na
molécula de inibidor e os residuos de Arg79 e Arg108, formando ligagdo de hidrogénio

entre eles.

FIGURA 64: Intera¢gBes observadas entre o composto 17 e a catepsina K.
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Para o grupo isopropil ligado ao nitrogénio na posicao 2 nao é possivel observar
nenhuma interacdo efetiva deste substituinte com a proteina. Com isto podemos
sugerir que a variagdo no valor de ICso entre os compostos 16 e 17 FIGURA 65, esta

associada a presenca do atomo de iodo presente no composto 17.
HN (0] HN 0]
0 P 0 o
ae jqel
o '
16 17
|C50: 18,45 IJM |C50: 6,44 |JM

FIGURA 65: Compostos 16 e 17 e seus respectivos valores de ICso para a catepsina
K.

Interacdes hidrofébicas também podem ocorrer para o composto 17, no
entanto, conforme mencionado anteriormente, estas interacées ocorrem em regioes
diferentes para cada molécula de inibidor. Como mostrado na FIGURA 66, a cadeia
carbbnica ligada ao nitrogénio da posicdo 5 estad voltado para o mesmo bolsdo

hidrofébico existente nesta regido da proteina, descritos para os outros inibidores.
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FIGURA 66: Interacdes hidrofobicas entre o composto 14 e a catepsina K.
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9 — Conclusao

O uso de enzimas como receptores moleculares é uma abordagem bastante
promissora na busca por compostos bioativos.

A realizacdo deste trabalho trouxe informacfes relevantes no ambito da
ecologia quimica e da quimica de produtos naturais. Onde o estudo quimico com F.
proliferatum, isolado de Ananas comosus (abacaxi), uma planta rica em proteases
papain-like, possibilitou o isolamento de metabdlitos que inibem a atividade da
papaina. O que corrobora com a ideia, de que os fungos que contaminam plantas
ricas em proteases, produzem compostos que conseguem inibir a acdo destas
enzimas.

Dos extratos obtidos do cultivo de F. proliferatum foram isolados nove
metabdlitos, sendo a beuvericina o composto majoritario destes extratos. Os ensaios
enzimaticos deste composto, mostraram atividade inibitéria dele frente a papaina e
também a duas cisteino proteases humanas, CatV e CatB. Para as trés enzimas
ocorreu atividade inibitéria moderada, sendo o ICso para a CatB o menor deles.

Na parte Il deste trabalho foram avaliados dezesseis novos compostos
sintéticos como inibidores de catepsina K, sendo eles pertencentes a trés classes
distintas. E foram utilizadas duas diferentes abordagens de busca de inibidores desta
enzima.

Foram determinadas as poténcias dos inibidores, sendo elas moderadas para
a CatK, com ICsp a baixos valores de micro molar. Dentre as classes avaliadas, as
quinolinas-ftalonitrilas apresentaram as melhores atividades inibitérias.

O modo de acéo incompetitivo e os valores de Ki foram determinados para os
inibidores mais promissores de cada classe. Além disso, estudos de docking
molecular foram realizados e permitiram melhor entendimento das interacdes
existentes entre os inibidores e a proteina, corroborando com os testes de
mecanismos de inibicao realizados.

Os estudos buscando inibidores de exositio da catepsina K, € uma abordagem
nova, que nunca havia sido utilizada anteriormente pelo grupo.

Com os estudos realizados foi possivel observar que as trés classes de
compostos avaliados séo inibidoras da atividade do sitio ativo, e ndo dos exositios da
CatK. No entanto, estes compostos ndo se ligam diretamente ao sitio catalitico. Eles

se ligam a um sitio alostérico e interferem na atividade catalitica desta protease.
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Todas as classes de compostos avaliados se mostraram promissoras na busca
por inibidores de CatK.

Assim, os resultados obtidos com este trabalho também contribuem para a
busca de inibidores de cisteino proteases humanas.
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