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RESUMO

As Pro-Proteinas Convertases funcionam no ramo regulatorio ou constitutivo da via secretoria,
onde participam da ativacdo de precursores de proteinas secretadas ou transmembranais,
através da hidrolise apos um par de residuos de aminodcidos basicos Lys(Arg)/Arg(Lys). Estas
proteases estdo envolvidas na maturacdo de um amplo numero de precursores proteicos
inativos, os quais participam em diversos processos fisiologicos e patologicos. Os ensaios de
inibicdo da pro-proteino convertase Furina utilizando-se os compostos benzofenonas gerou
valores de ICs, que variaram entre 0,6-10,8uM e para os compostos biflavondides os valores de
ICsy variaram entre 2,79-16,8uM. Realizou-se a determinacdo do mecanismo de inibicdo da
Furina pelos compostos VGO (biflavondide) e LFQM-119 (benzofenona) sendo que ambos
apresentaram mecanismo de inibicdo competitivo, cujos valores de constante de inibicdo foram,
Ki=14uM para LFQM-119 e Ki=2,4uM para o biflavonoide VGO.
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INTRODUGAO

Pré-proteinas convertases (PCs) pertencem a familia das endoproteases calcio dependente, e
apresentam papéis principais no processamento de precursores proteicos inativos convertendo-
0s as suas formas maduras bioativas que estdo envolvidas em uma ampla variedade de doencas
incluindo cancer, infecgOes virais, infecgdes bacterianas, disfungdes metabdlicas como diabetes
e dislipidemias. Muitos peptideos bioativos sao gerados através da transformacao proteolitica de
seus precursores, que sao ativados através do processamento pds-transcricional. Esse processo
é realizado pelas enzimas Pro-Proteinas convertases (ou pré-hormonios convertases), que fazem
parte da familia de enzimas intracelulares, as quais agem clivando pares de residuos de
aminoacidos basicos.

Até o momento, € comprovada a presencga de sete pro-proteinas convertases em mamiferos,
sendo elas PC1/PC3, PC2, PACE4, PC4, PC5/PC6, PC7/PC8/LPC/SPC7/PQP1 e Furina. Dentre
essas convertases a primeira a ter sua estrutura tridimensional definida foi a Furina ). As SPCs
(subtilisin-like proprotein convertases) de mamiferos funcionam ou no ramo regulatério ou
constitutivo da via secretoria. As convertases PC2 e PC1/3 sdo as principais formas expressas no
sistema neuroenddcrino e cerebral, onde elas agem sobre pro-hormonios e precursores
neuropeptidicos em vesiculas pela via secretdria .

Nos eucariotos, diversas proteinas que passam pela via secretdria sao sintetizadas como pro-
proteinas e sofrem endo ou exo-protedlise. Sao exemplos classicos alguns fatores secretados
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como a insulina. Algumas proteinas de membrana podem sofrer esse tipo
de processamento, como é o caso do receptor da insulina ou a proteina gp 160 do HIV &%),
A especificidade das enzimas proteoliticas depende de varios fatores e, no caso das enzimas de
processamento intracelular, ha compartimentalizacdo intracelular, permitindo assim a co-
localizacdo com o substrato, limitando sem divida a variedade de moléculas expostas a acao
enzimatica, juntamente com as condicdes regulaveis do meio.
Os flavonoides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e diversificados entre os
produtos de origem natural. CompSem uma ampla classe de substancias de origem natural, cuja
sintese ndo ocorre na espécie humana. E conhecido que compostos derivados de flavondides
possuem atividades anti-inflamatorias e de efeito vasodilatador, acdo antialérgica, atividade
anti-neoplasica, hepatoprotetora, anti-ulcerogénica, inibicdo da agregacdo plaquetaria, bem
como agdes antimicrobianas e antivirais . Além dos biflavondides, dados na literatura mostram
benzofenonas naturais polipreniladas sendo capazes de inibir as cisteino proteases catepsina B e
papaina e as serino proteases catepsina G e tripsina.
Dessa forma, tais compostos apresentam potencial uso em drogas anti-proteoliticas no
tratamento de doengas nas quais proteases estejam envolvidas, como tumores cronicos .
Testes /n vitro mostraram que as benzofenonas inibem o desenvolvimento do virus HIV. Além
disso, estas ja foram relatadas como indutoras de apoptose em células de leucemia humana ®.
Desta forma o objetivo deste trabalho € definicdo nao somente de inibidores para a furina, mas
também a elucidagao do mecanismo com que esta ocorre.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios de inibicdo da protease Furina foram realizados em tamp&o 10mM MES, 1mM CaCl**,
0,01% Triton, 5mM MgCl,, pH 6,5. A percepcao das hidrolises foi possivel devido a medicao da
fluorescéncia utilizando-se o substrato Abz-YFRRKRSILWQ-EDDnp, como sondas fluorescentes
onde ABZ (acido orto-aminobenzdico) corresponde ao grupo fluorescente e EDDnp (etileno-
dinitro-fenol) ao grupo apagador, submetidos ao comprimento de onda de excitacao de 320 nm
e o produto da hidrolise foi acompanhado em comprimento de onda de emissao de 420 nm. Os
ensaios enzimaticos foram realizados em espectrofluorimetro Hitachi F2500. Posteriormente a
adicdo do substrato e medicao da atividade enzimatica na auséncia de inibidor, obteve-se a
velocidade inicial da reacao, adicionou-se inibidor aumentando sua concentragao
gradativamente até que ndao houvesse reducdo na atividade enzimatica (estabilizacao da
reacdao). Com os dados adquiridos foi possivel calcular o ICs, através do programa Grafit 5.0, o
valor obtido corresponde a concentracdo de inibidor necessaria para reduzir a atividade
enzimatica em 50%. Para realizagdo dos ensaios de inibicdo utilizou-se o método de linearizagao
de Lineweaver-Burk, onde o método experimental consiste em medir a velocidade de reagao na
auséncia e presenca de diferentes concentracdes de inibidor, com variacdo das concentracoes
de substrato até a saturacdo do ensaio enzimatico. A escolha das concentragdes de inibidor foi
realizada com base nos valores de ICsp, optando-se inicialmente pelas concentracdes de metade
e o dobro do valor de deste. Os dados coletados originam graficos de duplo-reciprocos e através
do padrdo de interseccdo das retas no plano de coordenadas cartesianas, tornou-se possivel
determinar o mecanismo de inibicao.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Nossos resultados mostraram que os valores de ICs, para as benzofenonas variaram entre 0,6-
10,8uM e entre 2,79-16,8uM para biflavonoides Os compostos VGO e LFQM-119 foram os mais
potentes na inibicdo da pré-proteino convertase Furina com valores de IC50 de XXX e YYY,
respectivamente. Para estes compostos foi determinado o mecanismo de inibicao e os
resultados obtidos na inibicdo da enzima de processamento Furina, mostram que a molécula
LFQM-119 atua como um inibidor competitivo na qual as retas interseccionam o eixo Y em um
mesmo ponto de 1/Vmax com valor de Ki = 14 + 3 uM com a—->. Estes dados permitiram
estabelecer o mecanismo proposto no Esquema 1 no qual temos que o composto LFQM-119
liga-se seletivamente a enzima livre Furina definindo uma inibicdo competitiva linear simples.

Figura 1 - Cinética de Michaelis-Mentem para a determinacdo do K; e mecanismo de inibicdo da enzima
de processamento Furina pelo composto LFQM-119. A: Plote de Michaelis-Mentem: Velocidade reacional
versus concentracdo de substrato. B: Plote dos duplos reciprocos (Lineweaver-Burk). C: Replote da
Inclinagao versus a concentracao de LFQM-119
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Experimentos realizados mostraram supressao da fluorescéncia do grupo fluorescente Abz
(acido orto-aminobenzdico) frente ao composto biflavondide VGO. Nao se verificou efeito da
supressao deste grupo fluorescente pelos compostos da classe da benzofenona. Os dados
coletados foram utilizados para efetuarem-se as correcdes das velocidades maximas das
cinéticas tanto na determinacao do potencial inibitdério ICs; quanto a determinacao das
constantes de inibigao Ki. Os resultados obtidos na inibicdo da Furina pelo biflavondide VGO,
apresentou o perfil de inibicao competitiva, onde o plote dos inversos permitiu a construgao
apenas do plote das inclinacdes o qual foi possivel determinar o valor da constante de inibicao
Ki= 2,4 + 0,3 pM. As informagdes obtidas permitiram estabelecer que o composto VGO na
inibicdo da Furina apresenta um mecanismo de inibicao competitivo linear simples no qual esse
biflavonoide liga-se exclusivamente a enzima livre cujo mecanismo proposto esta de acordo com
o apresentado no Esquema 1.

Figura 2 - Cinética de Michaelis-Mentem para a determinagdo do K; e mecanismo de inibigdo da enzima
de processamento Furina pelo composto VGO. A: Plote de Michaelis-Mentem: Velocidade reacional versus
concentracdo de substrato. B: Plote dos duplos reciprocos (Lineweaver-Burk). C: Replote da Inclinagao
versus a concentracao de VGO.
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Esquema 1 — A: Mecanismo de Inibicao proposto para o composto LFQM-119 e VGO atuando na catalise

da enzima de processamento Furina. K K.
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CONCLUSOES

Com o avanco nessa linha de pesquisa, pode-se afirmar que novos estudos devem ser
realizados, uma vez que a ampla diversidade estrutural desses compostos, bem como a
capacidade de interacdo com outras substancias, nos reporta a imaginar que novas descobertas
ainda podem e devem ser realizadas. O desenvolvimento de novos farmacos visando a FURINA
como alvo de novas drogas poderia surgir da modificagao quimica de compostos naturais como
os biflavondides ou de compostos sintéticos como as benzofenonas. Além disso, os baixos
valores de ICs, de alguns copostos os tornam moléculas interessantes também no
desenvolvimento de farmacos para essa enzima de processamento uma vez que muitas das
enzimas de processamento estao envolvidas no processamento de toxinas tanto virais quanto
bacterianas como bacilo do Antrax.
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