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RESUMO - Parte 1

Souza, Theo Luiz Ferraz de. Aspectos estruturais, dindmicos e termodindmicos envolvidos na
montagem in vitro do capsideo do Virus da Hepatite C e na inibicdo da Proteina Inibidora de
Apoptose XIAP. Rio de Janeiro, 2010. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Bioguimica
Médica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de janeiro, 2010.

A Hepatite C é um problema de saude publica mundial. Aproximadamente 3% da
populacdo mundial encontra-se atualmente infectada pelo Virus da Hepatite C (HCV). A regido
N-terminal da proteina capsidica do Virus da Hepatite C (HCV124) tem sido descrita como uma
proteina intrinsecamente desestruturada. Além de sua funcdo estrutural, esta proteina é
responsavel por varios processos virais e celulares, desempenhando um papel critico na
patogénese da hepatite C, porém tais mecanismos ndo sdao bem compreendidos. Este trabalho
visa uma melhor compreensdo da montagem do HCV in vitro e da relagdo estrutura-funcédo da
HCV124. Aqui, n6s utilizamos espectrofotometria, espectroscopia de fluorescéncia, dicroismo
circular, microscopia eletrénica e calorimetria para investigar a relagéo estrutura-funcéo desta
proteina em uma forma truncada com 124 aminoacidos (HCV124), e assim acrescentar alguns
aspectos termodinamicos. Mostramos que esta proteina monomérica truncada pode adotar
estruturas intermediéarias em diferentes condicfes, tais como na presenca da sonda bis-8-
anilinonaftaleno-1-sulfonato (bis-ANS), trifluoretanol (TFE), dodecil sulfato de sodio (SDS) ou
alta concentracdo de sal. Estes ligantes e condicbes fisicas podem mimetizar ambientes
fisioldgicos em que a proteina capsidica do HCV é capaz de se ligar a diferentes alvos e
desempenhar diferentes funcbes. Por outro lado, quando submetemos a proteina capsidica do
HCV a pH préximo do ponto isoelétrico, verificamos a formacdo de particulas semelhantes ao
nucleocapsideo (NLPs) por microscopia eletrbnica. Esse resultado mostra claramente, pela
primeira vez, que a neutralizacdo de residuos basicos € o principal fator que impulsiona o
processo de multimerizacdo da proteina em solucdo. Mostramos também que a montagem de
NLPs desencadeada por sequéncias de DNA ou RNA curtas é inespecifica e entalpicamente
dirigida, como verificado por calorimetria de titulacdo isotérmica. A HCV124 fusionada a
Proteina Fluorescente Verde (GFP) também foi utilizada e todos os resultados foram
semelhantes, indicando que a GFP ndo inibe o processo e que esta forma fusionada pode ser
utilizada em ensaios em células. Ensaios de gel shift e dados de polarizacdo de fluorescéncia e
espectroscopia de correlagdo de fluorescéncia indicam que a montagem € altamente cooperativa,
visto que ndo foi possivel detectar intermediarios estaveis em equilibrio em solucdo. Em
resumo, estes resultados podem revelar a termodindmica e a base estrutural das diferentes
fungdes da proteina capsidica do HCV, que é um alvo promissor contra a replicacao viral.
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ABSTRACT - Part 1

Souza, Theo Luiz Ferraz de. Aspectos estruturais, dinamicos e termodinamicos envolvidos na
montagem in vitro do capsideo do Virus da Hepatite C e na inibicdo da Proteina Inibidora de
Apoptose XIAP. Rio de Janeiro, 2010. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Bioquimica
Médica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de janeiro, 2010.

Hepatitis C is a worldwide public health problem. Approximately 3% of the World
population is infected with Hepatitis C Virus (HCV). The N-terminal of HCV core protein
(HCV124) has been described as an intrinsically disordered protein. In addition to its structural
function, HCV core protein is responsible for several viral and cellular processes, playing a
critical role in HCV pathogenesis, but these mechanisms are not well understood. This work
aims a better understanding of the viral capsid assembly in vitro and of the structure-function
relationship of the HCV124. Here, we utilized spectrophotometry, fluorescence spectroscopy,
circular dichroism, electron microscopy and calorimetry to investigate the structure-function
relationship of HCV core protein in a truncated form and to add some thermodynamic aspects.
We show that the truncated and monomeric HCV124 can adopt intermediate structures in
different conditions, such as in the presence of the probe bis-8-anilinonaphthalene-1-sulfonate
(bis-ANS), trifluorethanol (TFE), sodium dodecil sulphate (SDS) or high salt concentrations.
These ligands and physical conditions can mimicry the physiological environment where the
HCV core protein is able to bind to different targets and play different functions. On the other
hand, when we submitted the HCV core protein to pH values close to the isoelectric point, we
verified the formation of nucleocapsid-like particles (NLPs) by electron microscopy and light
scattering. This result shows clearly, for the first time, that the neutralization of basic residues is
the main factor that drives the multimerization process in vitro. We also showed that the NLPs
assembly triggered by short unspecific DNA or RNA is enthalpically driven, as verified by
isothermal titration calorimetry. HCV124 fused to GFP was also utilized and all results were
similar, indicating that the GFP does not inhibit the process and that this fused form can be used
for studies in cells. Gel shift assays, fluorescence polarization and fluorescence correlation
spectroscopy data indicate that the assembly is a highly cooperative process since no stable
intermediate was detected. Overall, these results can shed light on the thermodynamics and
structural basis of the different functions of the HCV core protein, which is a promising target to
oppose the viral replication.
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RESUMO - Parte 2

Souza, Theo Luiz Ferraz de. Aspectos estruturais, dinamicos e termodinamicos envolvidos na
montagem in vitro do capsideo do Virus da Hepatite C e na inibicdo da Proteina Inibidora de
Apoptose XIAP. Rio de Janeiro, 2010. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Bioquimica
Médica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de janeiro, 2010.

A Proteina Inibidora de Apoptose XIAP é o mais potente membro da familia de
Proteinas Inibidoras de Apoptose (IAPs), pois inibe as caspases, blogueando a cascata
apoptotica. Antagonistas de IAPs tém atraido muita atencdo nos Ultimos anos devido a suas
potenciais aplicagdes terapéuticas por induzir apoptose em células cancerosas. O tetrapeptideo
AVPI, presente na proteina proapotética Smac/DIABLO, liga-se ao dominio XIAP-BIRS,
permitindo que as células cancerosas morram. Este trabalho visa um melhor entendimento da
natureza da inibicdo do dominio XIAP-BIR3. Nos caracterizamos os parametros de ligacdo do
AVPI ao XIAP-BIR3 e analisamos seus efeitos sobre a estabilidade termodindmica deste
dominio. O XIAP-BIR3 foi excepcionalmente estavel a tratamentos fisicos e quimicos e se
tornou ainda mais estavel pela interagdo com AVPI. Experimentos de ressonancia magnética
nuclear mostraram que a interagdo do AVPI com XIAP-BIR3 leva a uma selecdo
conformacional. SimulacBes de dindmica molecular corroboram que a flexibilidade do XIAP-
BIR3 é significativamente reduzida quando o complexo é formado. A entropia positiva da
interacdo associada a perda de entropia conformacional indica que as interagdes hidrofobicas
tém um papel importante na interacdo e estabilizacdo do dominio. O mecanismo de
estabilizacdo do XIAP-BIR3 e suas implicacGes para a otimizacdo da afinidade de farmacos
foram discutidos. Além disso, caracterizamos os parametros de ligacdo de sete diferentes
tetrapeptideos antagonistas, e verificamos os seus efeitos sobre a estrutura e estabilidade do
XIAP-BIR3 por dicroismo circular (CD), calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) e
calorimetria de varredura diferencial (DSC). Nossos dados de ITC mostraram diferentes
combinagdes de componentes de entalpia e entropia de ligacdo de todos os tetrapeptideos ao
XIAP-BIR3 e andlises de afinidade-estrutura foram possiveis. Os dados de DSC mostraram que
a estabilidade do dominio correlaciona-se com a afinidade dos peptideos. Dados de CD
mostraram que as diferentes afinidades e as alteragfes na estabilidade estdo estritamente
associadas as mudancas estruturais. Além disso, os dados de CD e anélises do PDB indicam um
aumento de estrutura em a-hélice na presenca de alguns ligantes. Nossos dados fornecem
importantes abordagens sobre as forcas moleculares que controlam a afinidade ao XIAP-BIR3 e
podem ser considerados no planejamento de farmacos. XIAP-BIR3 contém um ion de zinco
tetracoordenado por trés residuos de cisteina e um de histidina. Recentemente foi verificado que
a quelacdo de zinco induz a rapida degradacdo da XIAP e sensibiliza as células cancerosas a
apoptose. Desta forma, o zinco da XIAP também tem sido sugerido como um alvo para o
desenho de farmacos e a caracterizacdo do papel do zinco na estrutura XIAP-BIR3, estabilidade
termodindmica e fungéo torna-se essencial. Nossos dados de fluorescéncia e CD indicam que a
deplecdo de zinco ndo tem efeitos significativos na estrutura do dominio XIAP-BIR3, no
entanto, ha uma grande desestabilizacdo do XIAP-BIR3 contra a desnaturacdo por ureia,
guanidina e altas temperaturas. Apesar da desestabilizagdo do dominio, resultados de
espectroscopia e calorimetria mostram que a deplecdo de zinco néo inibe a sua capacidade de
interagir com AVPI e ATPF, que simulam os seus alvos fisioldgicos. Nossos resultados também
indicam que agentes quelantes de zinco possam ser utilizados para sensibilizar as células
malignas a agentes citotoxicos, através da desestabilizagdo da estrutura do XIAP-BIR3, mas ndo
pela inibicdo de sua funcéo.
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Souza, Theo Luiz Ferraz de. Aspectos estruturais, dinamicos e termodinamicos envolvidos na
montagem in vitro do capsideo do Virus da Hepatite C e na inibicdo da Proteina Inibidora de
Apoptose XIAP. Rio de Janeiro, 2010. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Bioquimica
Médica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de janeiro, 2010.

X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein (XIAP) is the most potent member of the
Inhibitor of Apoptosis Protein (IAP) family of endogenous caspase inhibitors blocking the
apoptotic cascade. The IAP antagonists have attracted a lot of attention in the recent past
because of their potential therapeutic applications to induce apoptosis of cancer cells. The
tetrapeptide AVPI, from the proapoptotic protein Smac/DIABLO, binds to the XIAP-BIR3
domain, allowing the cancer cells to die. This work aims a better understanding of the nature of
XIAP-BIR3 domain inhibition. We characterize the binding parameters of AVPI to XIAP-BIR3
and analyze its effects on the thermodynamic stability of this domain. XIAP-BIR3 was
exceptionally stable to physical and chemical treatments and became even more stable by
interaction with AVPL. Nuclear magnetic resonance experiments demonstrated that
conformational selection is taking place upon AVPI interaction to XIAP-BIR3. Molecular
dynamics simulations corroborate that the flexibility of XIAP-BIR3 is significantly reduced.
The positive binding entropy associated to loss of conformational entropy involved in the
binding indicate that hydrophobic interactions play an important role in the interaction and
domain stabilization. The mechanism of XIAP-BIR3 stabilization and its implications for drug
affinity optimization were discussed. In addition, we characterized the binding parameters of
seven different tetrapeptides antagonists, and verified their effects on the XIAP-BIR3 structure
and stability by circular dichroism (CD), isothermal titration calorimetry (ITC) and differential
scanning calorimetry (DSC). Our ITC data showed different combinations of enthalpy and
entropy components of the binding of all tetrapeptides on XIAP-BIR3 and analyses of structure-
affinity could be performed. DSC data showed that BIR3 domain stability correlate with the
affinity of the peptides. CD data showed that the different affinities and the changes on stability
were strictly associated to the structural changes. CD data and PDB analyses indicate increase in
the a-helix content with some ligands. Our data provide important insights into the molecular
forces that control the XIAP-BIR3 binding affinity that can be considered in drug design. XIAP-
BIR3 contains a zinc ion tetra-coordinated by three cysteine residues and a histidine. Recently
was verified that zinc chelation induces rapid depletion of the X-linked inhibitor of apoptosis
(XIAP) and sensitizes prostate cancer cells to TRAIL mediated apoptosis. Consequently, the
XIAP zinc binding site has also been suggested as a possible target for drug discovery. Thus, the
characterization of the role of the zinc in the XIAP-BIRS3 structure, thermodynamic stability and
function become essential. Our fluorescence and CD data indicate that the zinc depletion does
not show great effects on the structure of the XIAP-BIR3 domain. However, the zinc depletion
highly destabilizes the XIAP-BIR3 against urea, guanidine and temperature denaturation. In
spite of the domain destabilization, spectroscopy and calorimetry results show that the zinc
depletion does not inhibit its capacity to interact with the tetrapeptides, AVPI and ATPF, that
simulate its physiological targets. Our findings also indicate that zinc-chelating agents may be
used to sensitize malignant cells to established cytotoxic agents via XIAP-BIR3 structure
destabilization, but not by inhibition of its function.
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1. Parte 1

1.1. Introducio

Hepatite (hepato, do grego figado, e ite, sufixo usual das inflamagdes) ¢ toda e
qualquer inflamacdo do figado e que pode resultar desde em uma simples alteragdao
laboratorial (portador cronico que descobre por acaso a sorologia positiva), até em doenca
fulminante e fatal (mais frequente nas formas agudas). Existem vérias causas de hepatite,
sendo as mais conhecidas as causadas por virus (virus das hepatites A, B, C, D, E, F, G,
citomegalovirus, etc). Além de virus, podemos destacar outras causas, como: drogas
(antiinflamatorios, anticonvulsivantes, sulfas, derivados 1midazélicos, hormonios
tireoidianos, anticoncepcionais, etc) e disturbios metabolicos (doenca de Wilson,
politransfundidos, hemossiderose, hemocromatose, etc).

Em comum, todas as hepatites tém algum grau de destruicao das células hepaticas.
A grande maioria das hepatites agudas sdo assintomdticas ou levam a sintomas nao
caracteristicos como febre, mal estar, desanimo e dores musculares. Hepatites mais severas
podem levar a sintomas mais especificos, sendo o sinal mais chamativo a ictericia,
conhecida popularmente no Brasil por "trisa" ou "amareldao", e que caracteriza-se pela
coloragdo amarelo-dourada da pele e conjuntivas. Hepatites mais graves podem gerar
insuficiéncia hepatica e encefalopatia hepatica decorrente, levando ao oObito. Hepatites
cronicas (com duracdo superior a 6 meses), geralmente sdo assintomaticas € podem
progredir para cirrose e hepatocarcinoma. As hepatites virais sdo consideradas a maior
pandemia mundial da atualidade. Neste trabalho, iremos abordar aspectos relacionados a
Hepatite C e, mais especificamente, estudos biofisicos da proteina capsidica e da

montagem do capsideo do virus da Hepatite C (HCV, do inglés Hepatitis C virus).



1.1.1. Hepatite C

1.1.1.1. Historico

A possibilidade da existéncia de um terceiro agente viral hepatico foi levantada em
1974, quando um estudo mostrou que a maior parte das hepatites pds-transfusionais nao
estavam relacionadas ao virus da Hepatite B (HBV), tendo os autores denominado este
agente como HCV, embora, na época, ndo dispusessem de dados mais concretos sobre a
existéncia deste novo agente (PRINCE e cols., 1974). Em 1975, ficou claro que poderia
haver a existéncia de mais de um agente relacionado a hepatites ndo-B, sendo entdo a
terminologia de hepatite ndo-A e ndo-B usada para estes casos (FEINSTONE e cols., 1975;
SEEFF e cols., 1975).

Somente em 1989 o HCV foi identificado, por immunoscreening em uma biblioteca
de expressao do soro de um paciente, como hepatite pds-transfusional ndo-A, nao-B
(CHOO e cols., 1989). Este mesmo grupo introduziu, simultaneamente, a disponibilidade
de testes sorologicos que permitissem a identificagdo de individuos contaminados através
da deteccdo de anticorpos especificos (KUO e cols., 1989). No entanto, o virus nao foi
conclusivamente visualizado, pois o baixo titulo viral no soro e a bioquimica do tecido
hepatico impediam a caracterizagdo das particulas. O mais importante ¢ que nao foi
possivel realizar cultura eficiente do HCV in vitro, dificultando a elucidagdo do ciclo viral
e do desenvolvimento de certos agentes antivirais e vacinas preventivas (MORADPOUR e
cols., 2007). Apesar destes obstaculos, foram feitos importantes estudos sobre o HCV nos
ultimos 18 anos, utilizando sistemas de expressdo heterologa, clones de cDNA que sdo
infecciosos in vivo em chimpanzés, sistemas de replicon, pseudoparticulas (engenharia
retroviral de particulas funcionais do HCV contendo proteinas do envelope) que permitem
o estudo da entrada viral em condigdes convenientemente reprodutiveis € mensuraveis, e,

mais recentemente, sistemas completos de cultura de células (MORADPOUR e cols.,



2007). Os maiores avangos durante as pesquisas sobre o HCV estdo resumidos e mostrados

na linha do tempo (Figura 1.1).
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Figura 1.1: Evolucao dos estudos sobre o0 HCV (Adaptado de MORADPOUR e cols.,
2007).

1.1.1.2. Epidemiologia

Desde sua descoberta em 1989, o Virus da Hepatite C tem sido reconhecido como o
maior causador de doenca hepatica cronica do mundo. A mais recente estimativa da
Organizacdo Mundial de Satde (OMS) da prevaléncia da infeccdo por HCV ¢ de 3%,
representando cerca de 170 milhdes de pessoas (PERZ e cols., 2004). A maioria das
descrigcdes da epidemiologia global para HCV baseiam-se em estudos de soroprevaléncia
de HCV. Estes estudos sdo tipicamente transversais e feitos em populagdes selecionadas,
como, por exemplo, em doadores de sangue ou em pacientes com doenga hepatica cronica,

0s quais sdo pouco representativos da comunidade ou da regido em que residem.



A OMS, em 2001, apresentou dados sobre a prevaléncia mundial da infec¢ao pelo
HCV, com base em estudos publicados e dados apresentados. Embora o HCV seja
endémico em todo o mundo, podemos notar um grande grau de variabilidade em sua
distribuicdo geografica (Figura 1.2). Os paises com maiores taxas de prevaléncia
reportadas sdo localizados na Africa e na Asia; e areas com menor prevaléncia incluem os
paises industrializados da América do Norte, Europa Ocidental e a Australia. Nagdes
populosas do mundo desenvolvido com taxas relativamente baixas de soroprevaléncia de
HCYV sa0 a Alemanha (0,6%), Canada (0,8%), Franga (1,1%) e Australia (1,1%), enquanto
que as taxas de soroprevaléncia sdo ligeiramente superiores nos E.U.A. (1,8%), Japao (1,5-

2,3%) e Italia (2,2%) (SHEPARD e cols., 2005).

[1<1,0%

[11,0%-1,9%

2,0-2,9%
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[ 1 Regido ndo incluida pela OMS

Figura 1.2: Prevaléncia estimada da infeccdo pelo HCV por regido. Estudo realizado
pela Organiza¢ao Mundial de Saude (OMS) (Extraido de PERZ e cols., 2004).



O HCV pode ser classificado em seis gendtipos, assim como em numerosos
subtipos (os quais sdo designados a, b, ¢, e assim por diante) (MORADPOUR e cols.,
2007). O genotipo 1 compreende os subtipos 1a, que apresenta distribui¢do mundial, e 1b,
que também apresenta distribui¢do mundial, mas ¢ predominante na Europa e na América
do Norte. Ja o genétipo 2 € predominante em pessoas idosas das regides do Mediterraneo e
da Asia; 0 genotipo 3 é particularmente prevalente na Europa, estando associado ao uso de
drogas injetaveis; o gendtipo 4 ¢ distribuido no Oriente Médio; o gendtipo 5 ¢ comum
apenas na Africa do Sul; e o gendtipo 6, no Sudoeste da Asia (LINDENBACH e cols.,
2007). A distribuicdo mundial dos genotipos do HCV pode ser visualizada na Figura 1.3

(FORNS e BUKH, 1999).
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Figura 1.3 - Distribuicao dos genétipos do HCV no Mundo (Adaptada de FORNS e
BUKH, 1999).

Os gendtipos de maior frequéncia no Brasil sdo os gendtipos 1 (64,9%) e 3
(30,2%), e apenas o gendtipo 6 nao foi detectado (CAMPIOTTO e cols., 2005). O estudo
mais recente da distribui¢do dos genétipos no Brasil foi realizado por Campiotto e

colaboradores (2005) e esta representado na Figura 1.4.
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Figura 1.4: Distribuicdo dos gendtipos do HCV em diferentes regides do Brasil. O
numero absoluto de casos de cada gendtipo encontrado em cada regido esta mostrado nos
graficos. A maior deteccdo dos genotipos neste estudo foi na Regido Sudeste, mais
especificamente no estado de Sao Paulo (Adaptado de CAMPIOTTO e cols., 2005).

1.1.1.3. Evolu¢io da Hepatite C — um problema de saude
publica
A Hepatite C ¢ causada pela infecgdo pelo Virus da Hepatite C (HCV), que ¢ um
virus de RNA de fita simples envelopado, pertencente ao género Flavivirus e da familia
Flaviviridae (BRADLEY, 1992), que causa doenga hepatica cronica, incluindo hepatite
cronica, cirrose e hepatocarcinoma (PENIN e cols., 2004).
A historia natural precisa da Hepatite C ¢ dificil de ser avaliada pela falta de dados
prospectivos e dificuldade de definir a data da transmissdo e associagdes com outros

fatores que alteram o curso da doenca, como co-infecgdes e uso de alcool.



A gravidade da contaminagdo por HCV reside no fato do paciente apresentar, na
grande maioria das vezes, um quadro completamente assintomatico, como uma doenga
silenciosa, o que dificulta o diagnéstico. Aproximadamente 15% das pessoas infectadas
podem se curar naturalmente, como em qualquer outra infec¢do, mas o restante (~85%)
evoluira para uma forma cronica de hepatite, de maior ou menor gravidade. Dos que
evoluem para a cronicidade, aproximadamente 20% atingirdo, ap6s 15 a 20 anos de
infec¢do, formas mais graves de doenga hepatica, como a cirrose (Figura 1.5). Os que
atingem o estagio de cirrose passam a ter problemas consequentes, como insuficiéncia
hepatica, hipertensdo portal e risco aumentado de tumor maligno. Estes quadros mais
graves levam a necessidade de transplante hepatico e muitas vezes a morte, sendo, por isso,
considerado um problema de saude publica ¢ um problema econdémico mundial
(TEIXEIRA e cols., 2004; LINDENBACH e cols., 2007). A presenca de outros fatores,
como sexo masculino, hemocromatose, consumo de alcool, co-infecgdes pelo HBV ou
HIV, imunossupressdo (apos transplante) e, possivelmente, a esteatose hepatica nao

alcodlica, acelera a progressao da doenga.
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Figura 1.5: Historia natural da Hepatite C. Seguindo a infec¢ao primaria, a maioria dos
individuos desenvolve infec¢do cronica associada a neuroinflamagao do figado. A infecgdo
cronica pelo HCV pode levar a fibrose progressiva e a cirrose, a qual pode resultar em
insuficiéncia hepatica, carcinoma hepatocelular e morte.

A doenca hepatica em estagio avangado, secundaria a infeccdo cronica pelo virus
da Hepatite C, ¢ a principal razdo para transplante hepatico do Brasil. O processo de
erradicacdo viral € dificil, pois o virus possui mecanismos de evasdo a resposta imune do
hospedeiro, além de sofrer mutacdes, o que facilita o desenvolvimento da forma crdnica da
doenga (PURCELL, 1997; LARGE e¢ cols., 1999).

Em decorréncia da evolugdo da doenga, a Hepatite C leva a aproximadamente
50.000 mortes por ano no mundo, e estima-se que, entre 2010 e 2020, ocorrerdo cerca de
165.900 mortes relacionadas a Hepatite C cronica, sendo 27.200 por hepatocarcinoma
celular. No Brasil, no periodo de 1996 a 2006, foram confirmados mais de 70 mil casos da

doenca, e o numero de 6bitos foi de aproximadamente 10 mil (MINISTERIO DA SAUDE,

2006).



1.1.14. Fisiopatologia

Os hepatdcitos sdo os principais alvos destes virus, que chegariam ao figado através
dos capilares sinusoidais, que sdo capazes de expressar tanto fatores ndo especificos de
ligacdo como os trés principais receptores celulares para o HCV (Reynolds e cols., 2008).
Por conseguinte, o HCV leva a um processo inflamatoério do figado, caracterizando a
Hepatite. O HCV também pode infectar células B, células dendriticas, macrégafos, dentre
outras (MORADPOUR e cols., 2007).

Estudos tém mostrado que o HCV ndo ¢ um virus citopatico, o que ¢ evidenciado
principalmente pela falta de correlagdo entre a quantidade viral e a gravidade da doenga
(CARVALHO e SOUZA, 2010). O dano celular na Hepatite C cronica ¢ principalmente
representado por infiltracdo linféide portal, necrose e lesdes lobulares degenerativas. Estas
lesdes sdo principalmente devidas a resposta imune local, a qual ¢ amplificada pelo
acumulo de células T especificas, principalmente CDS", que sdo recrutadas por moléculas
de adesdo e expressdo de quimiocinas (PAWLOTSKY, 2004; CARVALHO e SOUZA,
2010).

Cerca de 20% dos pacientes diagnosticados com HCV desenvolvem cirrose,
podendo desencadear o desenvolvimento de hepatocarcinoma celular (HCC)
(GOLDBERG-BITTMAN e cols., 2009). A progressao para fibrose ¢ resultado da ativagao
das células estreladas hepaticas, o que ¢ desencadeada em resposta a inflamagao e a injaria
celular provocada por este virus. O HCC ¢ a terceira causa mais comum de morte
associada ao cancer no mundo, sendo a Hepatite C um dos trés maiores fatores de risco.
Cerca de 2% dos pacientes diagnosticados com HCV apresentam a doenga (BUT e cols.,
2008). O desenvolvimento de hepatocarcinoma ¢ favorecido por efeitos indiretos, como
pelos ciclos de necrose do hepatdcito e regeneracdo decorrente do processo inflamatorio,

pelo aumento de divisdo celular, o que aumenta a taxa de mutagdes, assim como pelo



aumento do estresse oxidativo. Dentre outros fatores especificos, os efeitos diretos incluem
a desestabiliza¢do gendmica pela proteina ndo estrutural NS3, além da proteina capsidica
funcionar como um regulador génico, inibindo genes supressores de tumor como a p53
(MICHIELSEN e cols., 2005; TANG e GRISE, 2009; CARVALHO e SOUZA, 2010).

A quantidade de HCV no sangue infectado ¢ menor que a de HBV na Hepatite B.
Também ndo se observa antigenos no sangue, ao contrario da Hepatite B. O principal
mecanismo de destrui¢do de células do figado ¢ desencadeado pelo sistema imunoldgico
do proprio hospedeiro. Além das patologias citadas anteriormente, na bidpsia hepatica de
portadores de Hepatite C, observa-se esteatose micro ou macrovesicular (50%), dano em

ductos biliares (60%) e agregados ou foliculos linfoides (60%).

1.1.1.5. Sintomas

Diferentemente das Hepatites A e B, a maioria das pessoas que adquirem a Hepatite C
desenvolvem doenga cronica e lenta, sendo que a maioria € assintomatica ou apresenta
sintomas muito inespecificos, como letargia, dores musculares e articulares, cansaco,
nauseas ou desconforto no hipocondrio direito. Assim, o diagndstico s6 costuma ser
realizado através de exames para doagdo de sangue, exame de rotina ou quando sintomas
de doenca hepatica surgem ja na fase avangada de cirrose.

Outros sintomas podem surgir quando a infec¢do se associa com o sistema nervoso
(fadiga, encefalomielite progressiva, neuropatia cronica, sindrome de Guillain-Barré,
neuropatia periférica, entre outras). Além desses, hd também casos de manifestagdo
dermatoldgica (vasculite, urticaria, entre outras) e de manifestagdes extra-hepaticas, como
linfoma de células B, glomerulonefrite, artrite, mialgia, entre outras (SZABO e cols.,

2003).
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1.1.1.6. Transmissao

As principais vias de transmissdo da doenca, até a descoberta do virus em 1989
(CHOO e cols., 1989), eram através de transfusdes sanguineas, uso compartilhado de
seringas contaminadas, transplantes, contato sexual, hemodialise, exposi¢des percutaneas e
contaminagdo da conjuntiva. Porém, apds a descoberta do virus e posterior execugdo de
testes sorologicos (CARDOSO e cols., 1998; ROTH e cols., 1999), iniciados em 1992 para
identificar os portadores, as principais formas de contagio passaram a ser por contato
sexual (18%), compartilhamento de seringas infectadas (68%) e por acidentes entre os
funcionarios da saude, havendo, portanto uma queda consideravel no nimero de individuos
infectados por transfusdo sanguinea (McHUTCHISON, 2004).

A transmissdo da Hepatite C ocorre ap6s o contato com sangue contaminado,
entretanto, o virus da Hepatite C pode sobreviver de 16 horas a 4 dias em ambientes
externos. Outros fatores de risco menor incluem o uso de cocaina intranasal, piercing e
tatuagens. E apesar de relatos recentes mostrando a presenca do virus em outras secregdes
(leite, saliva, urina e esperma), a quantidade do virus parece ser pequena demais para
causar infec¢ao e nao ha dados que sugiram transmissao por essas vias. De qualquer forma,
mesmo excluidos todos os fatores de risco anteriores, a transmissao esporadica, ou sem
modo conhecido, ¢ responsavel por pelo menos 12% dos casos. Os fatores de risco de

transmissao estdo citados na Tabela 1.
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Tabela 1.1: Fatores de risco para o contagio da Hepatite C.

Fatores de risco para o contagio da Hepatite C
Transfusdo de sangue ou derivados

Uso de drogas ilicitas

Hemodialise

Exposicao a sangue por profissionais da area de saude
Receptores de 6rgaos ou tecidos transplantados
Recém-nascidos de maes portadoras

Contatos sexuais promiscuos ou com parceiros sabidamente portadores

YV V. V V V V V V

Exposicdo a sangue por material cortante ou perfurante de uso coletivo sem
esterilizagdo  adequada: procedimentos médico-odontologicos, tatuagem,
acupuntura, manicure/pedicure, piercing, contato social ou familiar com material de
uso pessoal (barbeadores, escovas dentais, etc), "medicina" folclorica (incluindo

"cirurgias espirituais"), barbeiros e cabeleireiros

1.1.1.7. Diagnostico

O tempo de incubagdo (entre o contato com o virus até o desenvolvimento da
hepatite aguda) ¢ de 15 a 60 dias (média de 45 a 55 dias), mas a pessoa ja pode transmitir a
doenca mesmo antes disso. Os sintomas mais comuns sdo ictericia, fadiga, febre, ndusea,
vOmitos e desconforto no hipocondrio direito, geralmente 2-12 semanas apos a exposicao.
O diagnostico da fase aguda requer a realizagdo de PCR, uma vez que infec¢des agudas
podem originar resultados falsos negativos.

O principal método para o diagndstico da Hepatite C continua sendo a sorologia
para avaliar a presenca de anticorpo anti-HCV em soro pelo método ELISA, sendo que a
terceira geracdo deste exame, o ELISA III, tem sensibilidade e especificidades superiores a
95% (com valor preditivo positivo superior a 95%). Sua presenca ndo significa sempre que
0 virus permanece no organismo, pois anticorpos anti-HCV podem apenas corresponder a

uma hepatite antiga e curada. Apos a infeccdo, o exame torna-se positivo entre 20 e 150
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dias (média de 50 dias). Pela alta confianca do exame, o uso de sorologia por outro método
(RIBA) s6 deve ser utilizado em suspeitas de ELISA falso positivo (pessoas sem nenhum
fator de risco). O resultado falso positivo ¢ mais comum em portadores de doencas
autoimunes com autoanticorpos circulantes, além de individuos que tiveram Hepatite C
aguda, que curaram espontaneamente, mas que mantém a sorologia positiva por varias
semanas. O teste de RIBA, apesar de menos sensivel, é mais especifico, pois detecta RNA
por PCR em plasma, o que permite identificar a presenca do HCV no sangue (tal fato s
ocorre apos o virus ter se multiplicado nos hepatocitos). Outra andlise importante a ser
realizada ¢ a genotipagem para determinar qual o genotipo esta infectando o individuo.
Todas essas analises sdo importantes para um diagnostico correto. Contudo, para avaliar a
gravidade da doenga, a forma mais eficaz ¢ a realiza¢do de uma bidpsia, embora ja estejam
em utilizacdo métodos ndo invasivos para fazer esta avaliagdo da gravidade da doenga.
(http://www.fleury.com.br/Servicos/Pages/infectologia.aspx?gclid=CJSsxM2mzZgCFQOS5
Ggod5wXi0Q, acessado em 08/02/2009). Por outro lado, o exame também pode ser falso
negativo em pacientes com sistema imunologico comprometido. O fluxograma de

investigagdo laboratorial do HCV preconizado pela OMS estd mostrado na Figura 1.6.
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Figura 1.6: Fluxograma de investigacio laboratorial da Hepatite C (Adaptado de
“Hepatites virais: o Brasil esta atento”/MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

O segundo método de escolha ¢ a detecgdo do RNA do virus no sangue, que ja ¢
encontrado de 7 a 21 dias apds a infec¢ao. Ha varios métodos, sendo que o PCR qualitativo
¢ o mais sensivel (detecta até quantidades minimas como 50 cépias/mL) e o PCR
quantitativo ¢ menos sensivel (apenas acima de 1.000 copias/mL), mas informa uma
estimativa da quantidade do virus circulante. Pelas defini¢des da Organizagdo Mundial de
Satde, pessoas com mais de 800.000 UI/mL (coépias/mL) sdo consideradas como
portadoras de titulo alto e, as com menos, portadores de titulo baixo.

O genotipo € desnecessario para o diagnostico da infeccao, mas ¢ extremamente
importante na tomada de decisdes quanto ao tratamento. Para os genotipos 2 e 3, por
exemplo, a dose da medicagdo ¢ o tempo de tratamento sao menores do que os
recomendados para o gen6tipo 1. A incidéncia do gendtipo 1 no Brasil ¢ 70%, enquanto

dos genotipos 2 e 3 € de 2,5% e 28%, respectivamente.



A analise dos niveis de transaminases ndo € necessaria para o diagnodstico. Até 30%
dos pacientes mantém dosagem de ALT normal, mas mesmo assim 50% apresentam na
biopsia hepatica alteracdes significativas. Como a severidade da doenga ndo pode ser
determinada com precisdo por métodos menos agressivos, a bidpsia continua sendo
necessaria para confirmar o diagnostico clinico, avaliar o grau de inflamagdo e fibrose
(formacgao de cicatrizes) e avaliar a presenca de outras doengas concomitantes. O consenso
mundial ¢ de que a bidpsia € necessaria em todos os pacientes antes do inicio do

tratamento, pois ajuda a definir a melhor op¢ao terapéutica.

1.1.1.8. Tratamento

Até alguns anos atras, o tratamento da Hepatite C era feito somente com Interferon
alfa, mas o mesmo nao possuia eficacia sobre a maioria dos pacientes, € os seus efeitos
colaterais sao graves, o que levou ao abandono do tratamento (PAWLOWSKA e cols.,
2007). Apos este quadro, passou-se a utilizar a Ribavirina, um nucleosideo anadlogo da
guanosina. A dose de Ribavirina utilizada e o tempo de tratamento variam de acordo com o
genotipo, sendo maior para o genotipo 1. A Ribavirina possui elevado potencial terapéutico
nao s6 para o HCV, mas também para outros virus de RNA e DNA, como: virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), virus Influenza, virus Herpes Simples, entre outros.
Porém, assim como o Interferon, a monoterapia com Ribavirina apresentou limitada
eficacia antiviral. Atualmente, utiliza-se a combina¢do de Interferon peguilado e
Ribavirina. Essa combinagdo melhorou bastante a eficacia no tratamento contra o virus.
Interferon peguilado possui meia-vida maior que o Interferon ndo peguilado, sendo por
esse motivo administrado uma vez por semana. A Ribavirina ¢ normalmente administrada

duas vezes por dia.
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Interferon alfa e Ribavirina

Interferons (IFN) sdo glicoproteinas produzidas por células infectadas por virus.
Até agora foram identificados trés tipos: o alfa, produzido por linfécitos B € mondcitos, o
beta, por fibroblastos, ¢ o gama, por linfocitos T-helper e células Natural Killer (NK). Ha
dois tipos de IFN-alfa, o IFN-alfa-2a e IFN-alfa-2b, aparentemente com eficacias
semelhantes.

A Ribavirina é um analogo sintético da guanosina que tem agao direta contra alguns
virus de RNA e DNA, pela inibi¢do da DNA polimerase viral. A combinagdo do IFN-alfa
com a Ribavirina melhora a resposta virologica sustentada para 38-43%, com
correspondente melhora na analise histologica (biopsia) e, possivelmente, nas
complicacdes a longo prazo da hepatite (mas para esse ultimo faltam estudos prospectivos
a longo prazo).

O mecanismo de acdo do Interferon-alfa envolve a inibi¢do da producdo viral em
hepatocitos infectados e por imunomodulacdo (Figura 1.7). O IFN-alfa ativa tirosinas
cinases ¢ tirosinas ativadas por janus, promovendo a fosforilagdo de STAT (cytoplasmic
signal transducers and activators of transcription proteins). Apos ativagdo, STATI e
STAT?2 se dimerizam e se ligam ao IRF9 (interferon regulatory factor 9), criando um
complexo que se desloca para o nucleo e se liga aos ISREs (interferon-stimulated response
elements) sobre o DNA. Assim, multiplos RNAm saem do nucleo e codificam proteinas
que alteram o metabolismo celular e que interferem na replicagdo viral, na sintese de
proteinas e na montagem viral. [FN-alfa também promove a prolifera¢do de linfocitos T de
memoria, a ativacdo de células NK, a maturacdo de células dendriticas e a inibi¢do da
apoptose em células T. Além disso, aumenta a resposta Thl desencadeando a ativagdo de

linfocitos T citotoxicos (FELD e HOOFNAGLE, 2005) (Figura 1.7).
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Figura 1.7: Mecanismos de acio do IFN e da Ribavirina. STAT: Proteina transdutora
de sinal citoplasmatico e ativadora de transcri¢ao; IRF9: Fator regulatério de interferon 9;
ISREs: Elementos responsivos estimulados por interferon; ISG: Gen estimulado por
interferon; RMP, RDP e RTP: Ribavirina mono-, di- e trifosfato, respectivamente;
IMPDH: Inosina-monofosfato desidrogenase; GTP: Guanosina trifosfato; IMP: Inosina
monofosfato; CTL: Linfocito T citotoxico; CD: Células dendriticas; NK: Células Natural
Killers (Extraido de CARVALHO e SOUZA, 2010).

A Ribavirina pode prejudicar a infecg¢@o pelo virus da Hepatite C por inibi¢ao direta
da replicagdo viral. Na sua forma trifosfatada (RTP), a ribavirina ¢ incorporada dentro das
fitas de RNA replicantes por RNA polimerases virais, resultando na terminagdo da cadeia
(CARVALHO e SOUZA, 2010) (Figura 1.7). Ja a forma monofosfatada pode causar uma

deplecdo nos niveis intracelulares de GTP por inibir competitivamente a enzima

hospedeira inosina-monofosfato desidrogenase (IMPDH), essencial para a sintese de GTP
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(Figura 1.7). Assim, a deplecao de GTP pode inibir a replicacao viral por ser necessario
para a sintese de RNA, ¢ pode promover a incorporagdo de RTP no lugar de GTP,
aumentando a taxa de erro durante a replicacdo, o que contribui para a atividade
mutagénica da Ribavirina (DIXIT ¢ PERELSON, 2006). Além destes mecanismos, a
Ribavirina induz o desvio de Th2 para Thl na resposta imune (Figura 1.7) (FELD e
HOOFNAGLE, 2005).

Infelizmente, os melhores resultados do tratamento sdo naqueles pacientes com
doenca que naturalmente seria mais benigna: genotipo do virus que ndo seja o 1, baixa
viremia (quantidade de virus no sangue) e auséncia de fibrose ou cirrose ao inicio do
tratamento. Assim, sdo considerados fatores de menor resposta ao tratamento: genotipo 1;
alta viremia (> 800.000 Ul/mL); fibrose avancada ou cirrose compensada (a
descompensada contra-indica o tratamento); obesidade; raga negra; uso descontinuado ou
reducdo na dose da medicac¢dao (sendo o primeiro pior que o segundo); idade avancada;
consumo de bebida alcoodlica, acimulo de ferro no figado.

Os efeitos colaterais do tratamento na Hepatite C s3o intensos, dos quais podem ser
incluidos: leucopenia, neutropenia, trombocitopenia, anemia hemolitica, fadiga, depressao
e outros transtornos psiquiatricos, sintomas "gripais" (febre e dores musculares), sintomas
gastrointestinais (nauseas e perda do apetite), sintomas respiratorios (tosse e falta de ar),
dificuldade no controle de diabetes e disfungdo na tiredide (hiper ou hipotireoidismo),
sintomas dermatologicos (descamagdes (rash) e perda de cabelos).

Sdo consideradas contraindica¢des ao tratamento com Interferon e Ribavirina:
anemia, leucopenia, plaquetopenia hepaticas (transaminases normais; cirrose
descompensada), cardiovascular  (coronariopatia), endocrinolégica  (diabetes
descompensado), doengas autoimunes, neuropsiquidtricas (vertigens; doenga psiquiatrica

severa), gestagcdo ou incapacidade de anticoncepgao.
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Até o momento ndo existe uma vacina contra o HCV, cujo desenvolvimento tem
sido dificultado por limitagcdes nos estudos do virus, ja que modelos de cultura de células
para uma eficiente propagagdo em laboratorio foram estabelecidos recentemente, além do
unico modelo susceptivel ao virus ser o chimpanzé (Pan troglodytes) (PURCELL, 1997,
MORADPOUR e cols., 2007).

Desta forma, o tratamento para a Hepatite C ainda ndo atingiu o ideal, ou seja, o
uso de um medicamento que seja administrado com facilidade (via oral), por curto periodo,
sem efeitos colaterais, plenamente eficazes e a baixo custo. A associacdo destas duas
drogas, IFN + RBV, veio melhorar o resultado final do tratamento, porém a eficiéncia ndo
chega a atingir 50% dos pacientes tratados, o que leva os pesquisadores de todo o mundo a
um grande desafio, que ¢ a produ¢do de uma vacina anti-HCV ou de terapias alternativas.

As novas terapias anti-HCV propostas por laboratorios farmacéuticos tém sido
direcionadas a inibi¢do de proteinas especificas do virus como a serino protease. Alguns
candidatos a farmacos ja estdo na fase de testes clinicos e visam a aumentar a eficicia da
terapia ¢ a aumentar a aderéncia do tratamento ao buscar a administragdo oral
(MELNIKOVA, 2008). Diversos inibidores especificos das proteinas ndo estruturais
envolvidas na replicagdo viral estdo em desenvolvimento (THOMPSON e
McHUTCHISON, 2009). Além das proteinas virais, também s3o alvos das industrias
farmacéuticas, moduladores da resposta imune (MELNIKOVA, 2008), RNAs de

interferéncia e inibidores da traducao, dentre outros.

Transplante Hepatico
O transplante de figado é o tratamento de escolha para a Hepatite C aguda
fulminante (embora rara), cronica em fase de cirrose avangada (com encefalopatia

hepatica, ascite refrataria, hemorragia digestiva de dificil controle por varizes e/ou episddio
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de peritonite bacteriana espontanea) ou na presenca de hepatocarcinoma. Cerca de 50%
dos transplantes realizados atualmente no ocidente sdo relacionados a infecgdo por HCV
(McHUTCHISON, 2004). A Hepatite C ¢ a maior causa de transplante de figado no Brasil.

A principal preocupagdo no transplante hepatico para o portador de Hepatite C ¢ a
recidiva da infec¢do no novo figado. De fato, a recidiva ocorre em virtualmente todos os
transplantados, geralmente em duas semanas apds a cirurgia, com niveis rapidamente
crescentes do virus no sangue, até que em um ano estes niveis estdo 10 a 20 vezes maiores
do que antes do transplante. Do mesmo modo, a doenga no figado ¢ mais rapidamente
progressiva, com 30% dos transplantados desenvolvendo cirrose apds 5 anos, com 6bito ou
necessidade de novo transplante em 10% das pessoas ao final dos 5 anos.

A estratégia de consenso para evitar essas complicagcdes ¢ o tratamento com
Interferon peguilado associado a Ribavirina em todos os pacientes que desenvolvem
atividade histolégica da doenga e fibrose significativa. Novas medicagdes em estudo, no
entanto, com ago especifica no virus, poderdo se mostrar mais eficazes na prevengao da

recidiva, assim como ja ocorre em relacdo a Hepatite B.

1.1.1.9. Hepatite C e co-infeccao com Hepatite B

Como as vias de infeccdo por HCV e HBV s3o compartilhadas, a co-infecg¢ao
HCV-HBV ¢ comum, principalmente nas areas endémicas. A prevaléncia da co-infecgdo
ainda nao ¢ conhecida devido a falta de estudos na populagdo co-infectada. Individuos co-
infectados com HCV-HBYV tendem a desenvolver uma doenga mais severa no figado, com
elevada probabilidade de cirrose e hepatocarcinoma.

Antes de escolher o tratamento a ser administrado nos individuos infectados, deve-
se certificar a carga viral de cada virus que estd infectando o paciente. Logo, se ha uma

predominancia do HCV, a melhor terapia sera interferon peguilado e ribavirina. A doenga
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também pode ser tratada com interferon e Lamiduvina. A monoterapia com interferon nao
¢ recomendada no caso de hepatite fulminante, onde estes pacientes devem ser submetidos
a transplantes (CHU e cols., 2008; CACCIOLA e cols., 1999).

Sempre se soube que alguns individuos, sem outros fatores de risco aparentes,
como a co-infec¢do com virus da Hepatite B ou HIV ou uso de alcool, estdo mais
predispostos a desenvolver cirrose do que outros, mesmo que o virus seja da mesma
genotipagem. Recentemente, foi descrito que um conjunto de 7 genes estaria associado a
um risco maior de desenvolvimento de cirrose. A pesquisa destes 7 genes originou o
desenvolvimento de um calculo de um indice denominado "CRS" (cirrhosis risk score),
que poderia prever que pacientes teriam maior risco de desenvolver cirrose e, portanto,
teriam indicacdo de tratamento mais agressivo. No entanto, ainda faltam estudos para

validar este método.

1.1.1.10.  Hepatite C e co-infeccio com HIV

Assim como a co-infeccao HCV-HBYV, a co-infeccao HCV-HIV também ¢é comum,
j& que ambas também compartilham as mesmas vias de transmissdo. Os pacientes com co-
infeccdo HCV-HIV possuem uma alta taxa de progressao da fibrose, resultando em cirrose,
hepatocarcinoma e doenga em estagio terminal do figado.

O tratamento ¢ semelhante ao da monoinfec¢do (interferon peguilado e ribavirina),
porém a resposta ao tratamento ¢ inferior no caso da co-infeccdo, uma vez que as drogas
antirretrovirais podem comprometer a acdo da ribavirina (SORIANO e cols., 2010;

SIGNAL e cols., 2009).
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1.1.2. A Familia Flaviviridae

A familia Flaviviridae, anteriormente classificada como Togaviridae, ¢ composta
por trés géneros, classificados com base nas relagdes evolucionarias de suas RNA
polimerases dependentes de RNA: Flavivirus (virus da Febre Amarela, Dengue, dentre
outros), Pestivirus (virus das encefalites bovinas, dentre outros) ¢ Hepacivirus (virus da
Hepatite C ¢ GBV-B). Também fazem parte desta familia dois outros virus que nao
pertencem a um género especifico: 0o GBV-A e o GBV-C (Figura 1.8) (Lindenbach e cols.,

2007).

Pestivirus

Flavivirus

)

YFV

DENV-1
DENV-2

WNV
JEV

(

Hepacivirus
Figura 1.8: Géneros da familia Flaviviridae (Adaptado de LINDENBACH ¢ cols.,
2007).

Os virus desta familia possuem muitas semelhancas em sua morfologia,
organizagdo do genoma e estratégias de replicagdo, porém possuem diferentes
propriedades biologicas (LINDENBACH e cols., 2007). Os flavivirus sdo virus
envelopados compostos por uma bicamada lipidica com duas ou mais glicoproteinas de

envelope rodeando o nucleocapsideo viral, que consiste de uma fita simples de RNA
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polaridade positiva complexada a multiplas copias da proteina capsidica (LINDENBACH

e cols., 2007).

1.1.2.1. O Género Hepacivirus

O género Hepacivirus ¢ composto pelo virus da Hepatite C ¢ pelo GBV-B. Os
Hepacivirus possuem muitas caracteristicas em comum com os Pestivirus, incluindo a
organiza¢do do genoma, o mecanismo do controle de traducao, dentre outras.

O GBV-B, apesar de possuir algumas semelhancas com o HCV, ¢ geneticamente
distinto e nunca foi detectado no soro de pacientes infectados por hepatite tipo C, embora
alguns casos em humanos mostrassem reatividade ao virus. O GBV-B foi inserido na
familia Flaviviridae por possuir a estrutura do seu genoma semelhante a dos demais virus
desta familia. A distribuicao na natureza do GBV-B ¢ desconhecida, uma vez que a unica
fonte para este virus foi a passagem realizada do soro contendo o virus em micos. O GBV-
B pode infectar e causar hepatite em macacos do Novo Mundo, como micos, saguis €
macacos-coruja, porém nao ¢ capaz de infectar chimpanzés (LINDENBACH e cols.,
2007). As caracteristicas do outro virus pertencente a este género, o HCV, serdo abordadas

posteriormente com mais detalhes.

1.1.2.1.1. O Virus da Hepatite C (HCV)
O Virus da Hepatite C (HCV) foi descoberto em 1989 através da expressdao de um
DNACc derivado de agente infeccioso de hepatites ndo-A e ndo-B (CHOO e cols., 1989), e
pertence a familia Flaviviridae, género Hepacivirus (LINDENBACH e cols., 2007). O
HCV ficou conhecido como a maior causa de hepatite adquirida através de transfusdo. A

identificagdo do HCV levou ao desenvolvimento de testes para diagndsticos do virus, o que
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diminuiu a incidéncia de hepatite por transfusdo. O HCV causa uma infecgao tipica nos
hepatocitos, mas sua replicagdo também ocorre em tecidos extra-hepaticos, como linfécitos
periféricos do sangue, células do epitélio intestinal e células do sistema nervoso central.

O HCV ¢ um virus envelopado (KUNKEL e cols., 2001) com o genoma constituido
por RNA fita simples, pela proteina capsidica, e pelas proteinas de envelope E1 e E2

(Figura 1.9).

F1

E2

RNA viral

Capsidica

§5-56 nm

Figura 1.9: Modelo da estrutura da particula do HCV (Adaptado de KREKULOVA ¢
cols., 2006).

Como citado anteriormente, baseado em andlises filogenéticas, o HCV pode ser
classificado em seis genotipos, os quais diferem um do outro em mais de 30% em suas
sequéncias de nucleotideos, assim como em numerosos subtipos (que sdo designados a, b,
¢, € assim por diante) (MORADPOUR e cols., 2007). Os genotipos possuem diferengas em
sua distribuicao no mundo, transmissao e progressao da doenca, sendo o genotipo 1 o mais

comum e também o mais agressivo, € por isso, o mais dificil de tratar com as atuais
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terapias. Além dos seis gendtipos, tem-se descrito a recombinacdo intergendtipos e
intersubtipos (LINDENBACH e cols., 2007).

A analise filogenética das sequéncias gendmicas permitiu a caracterizacao de seis
genotipos (1 a 6), que sdo subdivididos em grupos a, b, ¢ etc. Dentro de um mesmo
gendtipo e subtipos ocorrem ainda variagdes do HCV, que s3o denominadas
“quasiespécies” (Figura 1.10). Isto ocorre devido a replicagdo imperfeita do virus, com o
surgimento de pequenas e constantes mutacdes. Estudos experimentais demonstram que a
diversidade das “quasiespécies” nas 16 primeiras semanas da infeccdo pelo HCV ¢ capaz
de predizer sua evolucdo para resolugdo ou cronificacdio (FARCI e cols., 2000). Esta
caracteristica viral ¢ um dos empecilhos para o desenvolvimento de uma vacina contra o
HCV.

Atualmente sdo descritos seis principais gendtipos (la, 1b, 2a, 2b, 3a e 3b) do
HCV, com uma distribui¢ao universal e prevaléncias varidveis em todo o mundo (ZEIN,

2000).
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Figura 1.10 — Arvore filogenética do virus da Hepatite C (HCV). O virus HCV esta
dividido em 6 genétipos diferentes, numerados de 1 a 6, apresentando subtipos a, b e ¢ e
grupos 7, 8, 9, 11, classificados com gendtipo 6a, e o grupo 10 com genoétipo 3a (Extraido
de FOCCACIA, 2003).

Por mais de 25 anos buscou-se um modelo de cultura de células que propagasse o
virus da Hepatite C, para tanto, utilizou-se linhagens de células B, células T, hepatdcitos
primdrios de humanos e de chimpanzés. Todos esses modelos foram capazes de sustentar a
replicagdo do virus apds a infeccdo com amostras clinicas ou apds o isolamento de células
primdrias de pacientes com infeccdo cronica, contudo, esses sistemas de cultura ndo
propagaram com eficacia o HCV, mas permitiram sua classificagao viral, bioquimica, e/ou
genética do ciclo viral (LINDENBACH e cols., 2007).

O primeiro sistema de cultura de células eficiente para a replicagdo do RNA do

HCYV foi desenvolvido em 1999 por Lohmann e colaboradores (LOHMANN e cols., 1999).

A replicacdo eficiente do RNA foi limitada as células Huh-7 (hepatocarcinoma humano),
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mas posteriores replicons de subgenoma foram desenvolvidos para os genoétipos la e 2a,
tornando a replicacdo possivel também em células HelLa, HepG2 e hepatoma de
camundongos. Esses sistemas de replicagdo, conhecidos por HCVcc, sdo importantes, pois
fornecem dados cruciais para entender o ciclo do HCV (LINDENBACH e cols., 2005;
2007).

O HCV apresenta um RNA fita simples, polaridade positiva, de aproximadamente
9,6 kb, e contém uma regido de leitura aberta (ORF) flanqueada pelas regides ndo
traduzidas (UTRs) nas extremidades 5’ ¢ 3° (KUNKEL e cols., 2001). Esta ORF codifica
uma poliproteina de aproximadamente 3000 aminoacidos (KIM e cols., 2006) que, apds a
tradugdo, ¢ clivada por proteases virais ¢ do hospedeiro, originando as proteinas virais. A
regido amino-terminal codifica os componentes estruturais do virus: a proteina capsidica
(C) e as glicoproteinas de membrana E1 e E2. Seguindo esta regido, estd uma pequena
proteina integral de membrana, a p7. O restante do genoma codifica as proteinas nao

estruturais (NS), NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B (Figura 1.11).
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Figura 1.11: A) Organizacdo genética e processamento da poliproteina do virus da
Hepatite C (HCV). Os losangos so6lidos indicam os sitios de clivagem do precursor da
poliproteina pela peptidase sinal do reticulo endoplasmatico (RE). Os diamantes abertos
indicam o local de processamento da proteina capsidica em sua regido C-terminal pela
peptidase peptideo sinal. As setas indicam os sitios de clivagem pelas proteases NS2-3 e
NS3-4A. Os pontos em El e E2 indicam os sitios de glicosilacio das proteinas de
envelope. B) Estrutura e associacio de membrana das proteinas do HCV. As tesouras
indicam a clivagem pela peptidase sinal do reticulo endoplasmatico, exceto no lado
citoplasmatico, onde indica o processamento da proteina capsidica pela peptideo-peptidase
sinal. As setas indicam outros locais de processamento em proteinas ndo estruturais

(Adaptado de MORADPOUR e cols., 2007).
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Ciclo replicativo do HCV

Acredita-se que a entrada dos virus na célula, por endocitose, ocorra gracas a
receptores na superficie do envelope viral e que o pH acido do endossoma induz a
exposicdo do peptideo de fusdo, promovendo a fusdo do envelope do virus com as
membranas celulares. Essa fusdo acontece gragas ao peptideo de fusdo presente nessa
familia. Esse peptideo ja ¢ bem descrito para os Flavivirus, no qual a proteina E apresenta-
se como um dimero e, com a acidificagdio do pH, ocorre sua trimerizacdo devido ao
rearranjo rotacional que sofre, resultando na fusdo com a célula hospedeira.
Posteriormente, ocorre o desnudamento do nucleocapsideo e, entdo, o RNA ¢ liberado para
o citoplasma, iniciando-se o processo replicativo (LINDENBACH e cols., 2007).

A entrada do virus na célula ocorre através de um complexo de receptores ou de
diversos co-receptores que incluem uma ou mais moléculas especificas do figado, ainda
ndo identificados. Um importante componente do receptor ¢ um membro da familia da
Tetraspanina, o CD81, o qual se liga fortemente a glicoproteina E2 através de residuos no
loop extracelular do CD81 (KUO e cols., 2000;) e é também essencial para a infec¢do
celular com HCVpp (CORMIER e cols., 2004; ZHANG e cols., 2004) e HCVcc (CAI e
cols., 2005; LINDENBACH e cols., 2005; WAKITA e cols., 2005). Existem evidéncias de
que o receptor Scavenger classe B tipo I (SR-BI), o qual ¢ altamente expresso nos
hepatocitos, também estd envolvido na entrada do virus (SCARSELLI e cols., 2002).
Outras moléculas de superficie celular envolvidas na ligagdo do HCV a célula sdo: lectinas
do tipo C, glicosaminoglicanos e receptor de LDL (COCQUEREL e cols., 2006).

A replicagdo dos virus ocorre através de um complexo de replicagdo citoplasmatico,
formado pelas proteinas NS, que se encontra associado com membranas perinucleares e
também através de uma fita de RNA intermedidria de polaridade negativa, a qual originara

uma fita de RNA fita simples polaridade positiva. As particulas virais sio montadas ao
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redor dessa nova fita em um compartimento de membrana intracelular, mais
frequentemente no reticulo endoplasmatico, passam pela via secretora do hospedeiro e sao

liberadas para a superficie da célula (LINDENBACH e cols., 2007) (Figura 1.12).
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Figura 1.12 — Ciclo replicativo do virus da Hepatite C (Extraido de PAWLOTSKY e
cols., 2007).

O genoma viral possui trés papéis distintos no ciclo viral: como RNA mensageiro
para a traducdo de todas as proteinas virais, como um molde para replicacio do RNA e

como material genético para ser empacotado e formar novas particulas virais. A
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organizagdo do genoma ¢ semelhante para todos os géneros: as proteinas sdo produzidas a
partir de uma poliproteina unica e longa de 3000 ou mais aminoacidos, que ¢ clivada por
um conjunto de proteases virais ¢ do hospedeiro. As proteinas estruturais sdo codificadas
na por¢do N-terminal da poliproteina e as ndo estruturais (NS) na por¢do C-terminal
(LINDENBACH e cols., 2007).

Dentre as proteinas estruturais, estdo as glicoproteinas de envelope E1 ¢ E2. E1 (30
kDa) e E2 (70 kDa) sdo as glicoproteinas do HCV importantes para a entrada do virus, pois
sdo responsaveis por mediar a ligagdo do HCV, a fusdo das membranas ¢ a montagem de
particulas infecciosas (GOFFARD e cols., 2003; MORADPOUR e cols., 2007). Elas sao
produzidas pela poliproteina através da clivagem pela peptidase sinal do hospedeiro. Sao
proteinas transmembrana tipo-1 com um grande ectodominio N-terminal ¢ um dominio C-
terminal transmembrana. Os ectodominios de E1 e E2 sdo altamente glicosilados, sendo a
glicosilacdo de E1 dependente da co-expressdo de E2, formando um complexo E1-E2
(heterodimeros ndo covalentes), que é importante para a montagem e liberacdo do HCVpp.
El e E2 possuem seis e onze sitios de glicosilagdo, respectivamente, ¢ muitos deles sao
bem conservados. Os heterodimeros ficam retidos na membrana do reticulo
endoplasmatico, provavelmente devido aos dominios transmembrana, que também sao
essenciais para a formagao do heterodimero (DUBUISSON, 2007).

A proteina p7 ¢ uma pequena proteina hidrofébica de aproximadamente 7 kDa, que
atravessa a membrana duas vezes com o N-terminal e o C-terminal direcionados para o
limen e um pequeno loop citoplasmatico carregado positivamente. Esta proteina ¢
essencial para a infecciosidade in vivo e in vitro. A p7 pode formar oligdmeros e originar
canais na membrana, sendo, por isso, considerada uma viroporina, condutor de cations que
sdo inibidos por algumas drogas, como a amantadina (LINDENBACH e cols., 2007,

MORADPOUR e cols., 2007).
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A proteina NS2 possui 23 kDa, ¢ uma proteina que atravessa a membrana € em seu
C-terminal possui um dominio cisteina protease, cuja fungdo ¢ clivar a jungdo NS2/3.
Estudos de metagéneses tém descrito que esta clivagem € necessaria para replicagdo do
HCV em cultura de células e para a infecciosidade in vivo. NS2 possui um papel
importante na producao de particulas infecciosas: quimeras de genoma de HCVcc foram
encontradas produzindo altos niveis de infecciosidade quando fragmentos de genoma
foram fusionados entre o primeiro e segundo dominio transmembrana da NS2
(LINDENBACH e cols., 2007).

A NS3 possui 70 kDa e ¢ uma proteina com multiplas fungdes, contendo um
dominio serina protease em seu N-terminal ¢ um dominio RNA helicase/NTPase em seu
C-terminal. Sua atividade helicase tem sido mostrada como essencial para a replicacdo do
RNA e infecciosidade viral (LINDENBACH e cols., 2007).

NS4A ¢ a menor proteina ndo estrutural, com 8 kDa, porém possui multiplas
fungdes no ciclo viral, como facilitar o reconhecimento de substratos do RNA pela
protease/helicase NS3 (LINDENBACH e cols., 2007). NS4B (27 kDa) ¢ uma proteina
integral de membrana contendo quatro dominios centrais transmembrana, que separam as
regides N-terminal e C-terminal. Ela parece ter um papel importante na organizagdo do
complexo que se liga a membrana durante a replicagdo viral (LINDENBACH e cols.,
2007; MORADPOUR e cols., 2007).

A proteina NS5A ¢ uma fosfoproteina de 58 kDa, e, quando hiperfosforilada, fica
ancorada a membrana através de sua regido N-terminal. Assim como a proteina capsidica,
NS5A também interage com o RNA viral e acredita-se que seu estado fosforilado seja
importante para a replicagdo do mesmo (LINDENBACH e cols., 2007, MORADPOUR e
cols., 2007). A proteina NS5B com 68 kDa ¢ a RNA polimerase do virus: a maior enzima

da replicagio do RNA do HCV, denominada NS5B RdRp (RNA-dependent RNA

32



polimerase). Ela ¢ responsavel por sintetizar uma fita de RNA complementar negativa
utilizando o genoma viral como molde e, a partir desta fita negativa, sintetizar a fita de
RNA positiva (MORADPOUR e cols., 2007). Ela possui uma cauda que se insere no RE e
qualquer mutagdo que interfira nessa associacdo com a membrana ocasiona um dano na

replicagdo do RNA (LINDENBACH e cols., 2007).

1.1..2.1.1.1. A Proteina Capsidica do HCV

A proteina capsidica do HCV, a qual ¢ o objeto de nosso estudo, tem sido
relacionada a diversas fungdes. A sua principal fungdo ¢ formar o capsideo e proteger o
RNA gendmico viral, enquanto o virus passa de uma célula para outra, ou de uma pessoa
para outra. Contudo, a proteina capsidica do HCV apresenta efeitos pleiotropicos sobre as
fungdes celulares, desde a modulacdo da transcricdo de genes e apoptose, até a
transformagao celular, metabolismo lipidico e supressdao imune (YANG e cols., 2002;
MOORMAN e cols., 2003; KOIKE, 2005). A modulacao destas funcdes celulares pela
proteina capsidica usualmente prossegue pela sua ligacdo a componentes celulares
especificos e provavelmente resulta na patogénese do HCV.

A proteina capsidica ¢ o primeiro dominio expresso durante a sintese da
poliproteina do HCV na membrana do reticulo endoplasmatico. Esta proteina ndo ¢
glicosilada e representa o dominio mais conservado de toda a poliproteina. Entre os
residuos 191 e 192, ocorre uma clivagem por uma sinalase luminal do RE, formando uma
espécie imatura da proteina capsidica de 23 kDa, que se apresenta ancorada na membrana
(SANTOLINI e cols., 1994; YASUI e cols., 1998).

O processo de maturagdo da proteina capsidica ainda ndo foi completamente
elucidado. Acredita-se que ocorra uma reagdo de clivagem ao redor do residuo 179

(Figura 1.13), formando uma proteina madura (proteina capsidica integra), porém menor,
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de 21 kDa. A enzima provavelmente envolvida ¢ a mesma sinalase do RE ou uma
peptidase independente de sinal peptidico do RE (HUSSY e cols., 1996). A proteina
capsidica integra consiste de um dominio hidrofilico maior na por¢do N-terminal, com
muitos residuos basicos, ¢ um dominio hidroféobico menor na porg¢do C-terminal. O
dominio hidrofébico tende a se associar com lipidios na membrana e € necessario para a
estabilidade da proteina. Um estudo demonstrou que, na auséncia deste dominio
hidrofébico, pelo truncamento da molécula no residuo 152, a proteina capsidica ¢
direcionada ao nucleo (SUZUKI e cols., 1995).

Outra proteina de 16 kDa (proteina capsidica truncada), com 124 residuos do N-
terminal (Figura 1.13), também tem sido observada (LO e cols., 1994). A produgdo dessa
espécie de proteina capsidica ¢ intensificada pela presenca de um residuo de Lisina no
codon 9 que esta presente somente na cepa HCV-1. A proteina capsidica truncada localiza-
se predominantemente no nucleo (LO e cols., 1995). Trabalhos tém mostrado que a
proteina capsidica truncada apresenta estrutura randdmica, enquanto que a proteina
capsidica inteira ¢ composta basicamente por o-hélices e ¢ um oligobmero (KUNKEL e
WATOWICH, 2004; BOULANT e cols., 2005). A proteina capsidica truncada (HCV124)
apresenta regioes altamente hidrofilicas, ricas em Argininas e Lisinas, e outras altamente
hidrofébicas, como mostradas na Figura 1.13. O papel bioldgico da forma truncada ainda

ndo esta bem caracterizado.
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Figura 1.13 - Analises da sequéncia primaria da Proteina Capsidica do Virus da
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residuos 2 ao 23, 39 ao 74 e 101 ao 121. (B) Grafico de hidrofobicidade da proteina
capsidica para os residuos 1 ao 191, usando ProScale. (C) Esquema da proteina capsidica
do HCV com 179 e 124 aminoacidos: HCV 179 e HCV 124, respectivamente (Adaptado
de KUNKEL e cols., 2001).
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A proteina capsidica ¢ um componente estrutural do virion HCV, capaz de se
autoassociar para encapsidar o RNA viral e interagir com as glicoproteinas do envelope,
El e E2. Estudos tém demonstrado que a regido N-terminal da proteina capsidica ¢ a
responsavel pela ligacdo com RNA (HUSSY e cols.,, 1996) e que esta ligacdo ¢
inespecifica, uma vez que outros tipos de acidos nucléicos poderiam se ligar a este

dominio. Além disso, a forma truncada da proteina capsidica ja ¢ capaz de formar o
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capsideo na presenca de acidos nucléicos (RNA ou DNA) inespecificos (MAJEAU e cols.,

2004; FROMENTIN e cols., 2007).

1.1.2.1.1.2. Montagem do nucleocapsideo viral

Estrutura do capsideo do Virus da Hepatite C

A principal fun¢do da proteina capsidica do HCV no ciclo viral ¢ formar o
nucleocapsideo e proteger o genoma viral. Apds a clivagem da poliproteina, a proteina
capsidica madura monta capsideos do virus da Hepatite C, mais provavelmente na face
citoplasmatica do reticulo endoplasmatico (BLANCHARD, 2002; 2003). Infelizmente,
ainda nao existem estudos que acompanhem os eventos de montagem do capsideo viral. O
que se conhece sobre a estrutura do capsideo viral in vivo tem sido demonstrado a partir de
particulas virais extraidas do soro de pessoas infectadas ou de biopsias de figado infectado.
Capsideos ndo envelopados tém sido observados, por microscopia eletronica de
transmissdo, no citoplasma de hepatdcitos, enquanto particulas envelopadas tém sido
observadas no reticulo endoplasmatico (SHIMIZU e cols., 1996; BOSMAM e cols., 1998).
A presenga de capsideos na membrana ou dentro do reticulo por microscopia eletronica de
transmissao sugere que o RE seja o local de montagem do capsideo viral (SHIMIZU, 1996;
MAILLARD, 2001; BLANCHARD, 2002). Além disso, o modelo de particulas
semelhantes ao virus (VLPs, do inglés “Virus-Like Particles”), obtidas por expressdo das
proteinas estruturais em células de mamiferos, demonstrou que o brotamento do HCV
ocorre na membrana do RE (Figura 1.14) ¢ que a proteina capsidica dirige este processo

(ROINGEARD e cols., 2004).
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Figura 1.14: Associacdo das proteinas estruturais do HCV na membrana e o modelo
para a morfogénese do HCV. O modelo ¢ baseado no brotamento de HCV-LP observado
por microscopia eletronica em células de mamiferos expressando a sequéncia referente a
capsidica-E1-E2. A) Apos a clivagem por peptidases sinal de células hospedeiras, E1 e E2
sdo extensivamente glicosiladas e formam um complexo heterodimérico que esta retido no
compartimento do RE. A proteina capsidica ¢ processada por outras enzimas do hospedeiro
(peptidase peptideo sinal ou SPP). B) Formagao de particulas do virus no limen do RE por
invagina¢do da membrana contendo proteinas de envelope do HCV e a interagdo desta
membrana com a proteina capsidica (Adaptado de ROINGEARD e cols., 2004).

Analises do soro de pacientes infectados pelo HCV revelam que nucleocapsideos
ndo envelopados podem ser encontrados em grandes quantidades. Baseado em anélises de
ensaios cromatograficos e de microscopia eletronica foi verificado que as particulas do
virus da Hepatite C possuem entre 30 e 80 nm, sendo de 30-40 nm in vivo e em torno de 60
nm in vitro (YUASA ¢ cols., 1991; KUNKEL e cols., 2001). Entretanto, ainda ndo esta

claro o que governa o tamanho do capsideo e se as diferengas de tamanho sdo

biologicamente significantes.
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O HCV exibe uma densidade baixa para um pequeno e envelopado virus de RNA.
Medidas em gradiente de sacarose indicam que a densidade de particulas infecciosas do
HCV ¢ de 1,10 g/mL (BRADLEY ¢ cols., 1992). Essa baixa densidade pode estar
relacionada com a capacidade do virus de interagir com lipoproteinas do soro e tal fato
parece ser importante para neutralizacdo e entrada do virus na célula. A densidade do
replicon HCVcc RNA ¢ similar a dos encontrados em isolados clinicos, com valor
aproximado de 1,15 g/mL (WAKITA e cols., 2005; YI e cols., 2006), enquanto a
densidade das particulas infecciosas ¢ proxima de 1,10 g/mL (CAI e cols., 2005;

LINDENBACH e cols., 2005; ZHONG e cols., 2005).

Alguns sistemas modelos para estudar a montagem do capsideo viral

Enquanto micrografias eletronicas de hepatocitos ou do soro de pessoas infectadas
dao uma idéia do que ocorre in vivo, outros sistemas tém sido utilizados para auxiliar no
entendimento do processo de montagem do capsideo viral. Nestes sistemas simplificados,
proteinas capsidicas recombinantes sdo incubadas com RNA ou DNA na auséncia de
outros fatores celulares. Em 2001, Kunkel e colaboradores mostraram que o N-terminal da
proteina capsidica do HCV era suficiente para a montagem do capsideo viral, visto que sua
incubacdo com RNA estruturados (RNAt) gerava capsideos de forma regular, semelhantes
aos encontrados em individuos infectados. Ao contrario, a proteina inteira recombinante
foi capaz de montar particulas, porém irregulares, indicando a necessidade de fatores
celulares para coordenar a montagem viral in vivo de maneira correta (KUNKEL e cols.,
2001). Apesar da irregularidade dos capsideos formados a partir da forma inteira da
proteina, foi mostrado que a proteina capsidica, assim como somente sua parte N-terminal,
tem toda a informag¢ao necessaria para a montagem de particulas semelhantes ao capsideo

viral na presenga de RNA.
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Um sistema livre de células, representado por um sistema hibrido entre um sistema
in vitro e sistemas celulares, tem recentemente sido desenvolvido para estudar a montagem
do HCV. Nestes sistemas, extratos celulares sdo usados para reconstituir e ligar a tradugao
de proteinas a eventos pds-traducionais, tal como a montagem do capsideo viral. Analises
de microscopia eletronica de transmissdo revelam que capsideos formados a partir da
proteina capsidica do HCV inteira neste sistema, sdo morfologicamente semelhantes aos
capsideos observados no soro de individuos infectados, tanto em tamanho como em
estrutura (KLEIN e cols., 2004), validando o sistema livre de células para estudos. Além
disso, posteriormente foram identificados residuos que sdo criticos para o processo de
montagem do capsideo viral (KLEIN e cols., 2005).

Alguns sistemas celulares tém sido utilizados para estudar a montagem do capsideo
viral. A proteina capsidica, quando superexpressa em células de inseto, monta particulas de
aproximadamente 30-60 nm no reticulo endoplasmatico (BAUMERT e cols., 1998;
BAUMERT e cols., 1999; MAILLARD e cols., 2001), o que se aproxima da montagem
produzida in vivo. Quando as proteinas do envelope E1 e E2 sdo expressas juntamente com
a capsidica, os capsideos podem ser vistos brotando dentro do reticulo endoplasmatico e de
vesiculas citoplasmaticas, mas particulas semelhantes ao virus ndo sdo liberadas. Portanto,
este sistema recapitula o que ¢ visto em hepatdcitos e suporta a suposi¢cdo de que os
capsideos sao montados no reticulo endoplasmatico, embora a produgdo de virus seja ainda
bloqueada nas etapas tardias do ciclo de infecgdo viral. Particulas semelhantes a capsideos
também tém sido observadas apds expressao da proteina capsidica em leveduras, enquanto
linhagens celulares de mamiferos ndo suportam a montagem do capsideo viral (MAJEU,

2004).

39



Requisitos para a montagem do capsideo do HCV

Um modelo ideal para a montagem do capsideo viral ainda nao foi descrito,
contudo muito tem sido elucidado sobre os requerimentos e sobre o processo de montagem
a partir de analises de varias observacdes nestes diversos sistemas comentados
anteriormente. Estudos em solugdo tém sido tteis para analises estruturais, ja tendo sido
revelado que a proteina capsidica do HCV sofre mudangas conformacionais quando monta
particulas semelhantes a capsideos (KUNKEL e WATOWICH, 2002). A proteina
capsidica truncada, considerada uma proteina naturalmente desenovelada, tem um ganho
de estrutura em folhas-3 quando forma multimeros no processo de montagem do capsideo
viral (RODRIGUEZ-CASADO e¢ cols., 2006). Mais recentemente, foi mostrado que este
aumento de contetido de estrutura em folhas-f3 ¢ devido a intera¢do entre os monomeros, €
que regides ricas em Arginina ficam livres em nucleocapsideos vazios (RODRIGUEZ-
CASADO e cols., 2007).

Sistemas modelos para a montagem do HCV também tém sido utilizados para
definir regides importantes da proteina capsidica. Estudos utilizando mutantes da proteina
capsidica truncada tém revelado que a regido C-terminal ¢ dispensavel para a montagem
(KUNKEL e cols., 2001; LORENZO e cols., 2001). De fato, analises sistematicas de
dele¢des e mutagdes pontuais em sistemas livres de células tém confirmado que realmente
o C-terminal ndo ¢ necessario para a montagem, ¢ também tém demonstrado que 68
aminoacidos sdo importantes para a formagdo do capsideo (KLEIN e cols., 2004; 2005).
Esta regido da proteina contém numerosos residuos basicos organizados em dois grupos. A
delecdo de qualquer um destes grupos diminui significativamente a montagem viral
(KLEIN e cols., 2005). Diferentemente, a auséncia de regides neutras da proteina nao afeta
a montagem do capsideo, sugerindo que a carga global da regido N-terminal da proteina

capsidica € critica para o processo de montagem.
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Além destas caracteristicas relacionadas a estrutura da proteina capsidica do HCV,
que sdo cruciais para a montagem, estudos tém mostrado os papéis desenvolvidos por
outros componentes virais no processo de montagem, bem como dos caminhos celulares
que contribuem para formac¢do do HCV. A descricao dos fatores chaves, tanto virais como
do hospedeiro, que sdo necessarios para a producdo de particulas infecciosas, foi revisada
por Jones e McLauchlan e estda mostrada na Figura 1.15 (JONES ¢ McLAUCHLAN,

2010).
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Figura 1.15: Modelo para a montagem do HCV. Com base nas evidéncias atuais, a
montagem inicia do lado citos6lico da membrana do ER e maturacdo completa ocorre no
limen ER antes da liberagdo da célula. (A) Nos primeiros passos da montagem, a proteina
¢ direcionada para goticulas lipidicas (LD). Complexos replicativos (CR) virais sdo
recrutados para a superficie de LD em uma maneira dependente das proteinas capsidica e
NSS5A, sendo capazes de transferir o RNA replicado do complexo replicativo para se
associar com a proteina capsidica e, assim, permitir a encapsulagdo do genoma. Durante
esta fase, NS3 também € necessaria para a formacdo do capsideo, caracterizado por virions
ndo infecciosos que serdo submetidos a novas etapas de maturacdo. (B) As etapas tardias
de montagem envolvem a aquisi¢gdo de um envelope lipidico e a incorporacdo das
glicoproteinas E1/E2 em virions. NS2 parece conferir a infecciosidade dos virions, talvez
por mediar uma interacdo entre os complexos de glicoproteinas (E1 e E2) e particulas
imaturas. Durante a maturagdo, particulas virais nascentes combinam-se com pré-VLDLs
(produzido por lipidagdo inicial de apoB pelo MTP), lipidios na forma de LDs lumenal e
outros componentes das lipoproteinas, tais como apoE para gerar lipoviroparticulas (LVP).
A fase em que participa p7 ndo ¢ clara e, portanto, ndo foi incluida no modelo (Adaptado
de Jones e McLAUCHLAN, 2010).
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O grau de especificidade da proteina capsidica do HCV pelo RNA viral

Além da multimeriza¢do para a formagdo do capsideo viral, outra fungdo realizada
pela proteina capsidica durante a montagem ¢ encapsular o RNA viral. Muitos virus
encapsulam RNA celular ndo especifico se o RNA gendmico viral ndo esta presente. Além
disso, muitos virus usam o RNA como uma base para a montagem, e/ou para nuclear o
processo de montagem do capsideo. A proteina do HCV parece agir de forma similar. O N-
terminal ¢ extremamente hidrofilico, devido a presenca de muitos residuos basicos
agrupados em certas regioes. Residuos basicos frequentemente estdo envolvidos na
interagdo com acidos nucléicos, pois a carga positiva pode interagir com os radicais fosfato
carregados negativos em toda estrutura dos acidos nucléicos. De fato, a proteina capsidica
liga a0 RNA viral (FAN e cols., 1999; SHIMOIKE e cols., 1999) ¢ esta associa¢dao ¢
dependente dos residuos basicos presentes na regido N-terminal. Consistente com esta
observac¢ao, e suportando a ideia de que o RNA age como uma base para a montagem, o
RNA ¢ necessario para a montagem do capsideo in vitro (KUNKEL e cols., 2001).
Adicionalmente, a proteina capsidica tem capacidade de agir como chaperones de RNA,
sugerindo que a proteina pode também ajudar a reestruturar o RNA, o que teria
implicagdes para as proteinas virais encapsularem um genoma especifico (CRISTOFARI e
cols., 2004).

A proteina capsidica tem sido descrita como capaz de se ligar a RNA ribossomal
(SANTOLINE e cols., 1994), RNAt (KUNKEL e cols., 2001; FROMENTIN e cols.,
2007), RNA gendmico viral (FAN e cols., 1999; KUNKEL e cols., 2001; CRISTOFARI e
cols., 2004) e alguns RNAs inespecificos (FROMENTIN e cols., 2007). Muitas proteinas
capsidicas tém uma alta afinidade para estruturas especificas no seu RNA genomico,
permitindo que elas se liguem preferencialmente ao proprio RNA. Santolini e

colaboradores reportaram que a proteina capsidica liga equivalentemente ao RNA viral e a
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RNA heter6logo, sugerindo que a proteina capsidica do HCV nao tem uma grande
especificidade (SANTOLINI e cols., 1994).

Desta forma, o mecanismo de montagem do capsideo viral do HCV ainda deixa
varias lacunas. Além disso, possiveis intermedidrios de montagem ainda ndo sdo descritos.
A presenga de capsideos nao envelopados em pacientes infectados pelo HCV sugere que
estas particulas sejam montadas no citoplasma. Mas pouco se conhece sobre como este
processo de montagem acontece. Trabalhos ndo demonstram claramente se somente o
RNA viral ¢ empacotado. Além disso, ndo estd claro se pode haver a montagem do
capsideo viral a partir da proteina capsidica truncada in vivo. Neste trabalho, realizaremos
estudos do processo de montagem de particulas semelhantes a capsideos (NCLs) do HCV a
partir da proteina capsidica truncada (neste trabalho denominada HCV124) e utilizando

duas sequéncias de DNA inespecificas.

1.1.3. Relag¢ao estrutura-funcao de proteinas

A primeira estrutura tridimensional de uma proteina resolvida foi a da Mioglobina
em 1958 (KENDREW e cols., 1958). Nos ultimos 51 anos, o campo da Biologia Estrutural
tem crescido de maneira extraordinaria, de forma que atualmente existem milhares de
estruturas de proteinas depositadas no Banco de Dados de Proteinas (PDB). Em paralelo a
este crescimento, o conhecimento estrutural nos levou a criar um dogma, onde a fungao
bioldgica de uma proteina estaria intrinsecamente definida na sua estrutura tridimensional.

O maior desafio apds a Era Gendmica ¢ a determinagdo da fungdo das sequéncias
protéicas codificadas. Nesta época, apareceram evidéncias de que estados desenovelados
ou parcialmente enovelados de uma proteina seriam a chave para entender certos processos
bioldgicos. A caracterizacdo e a determinag¢do da funcdo desse tipo de proteina tém se

tornado um grande desafio, uma vez que existe uma alta propor¢do dessas sequéncias no
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genoma de todos os organismos, com fungdes até entdo desconhecidas. A desordem
estrutural pode ser local ou global. Regides localmente desestruturadas sdo mais comuns e
tém sido observadas a partir de cristalografia por difracdo de raios-X e Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN). Em 1978, foram caracterizados pequenos peptideos com
funcdo hormonal, que apresentam, em soluc¢do, uma estrutura altamente flexivel ao acaso
(BOSCH e cols., 1978), os quais presumivelmente adotam uma estrutura definida ap6s sua
ligagdo com receptores.

Um levantamento feito em 1994 mostrou que metade das sequéncias protéicas
depositadas no Swiss Protein Data-Base continha segmentos de baixa complexidade que
correspondiam a regides nao globulares (WOOTTON, 1994). Uma rede algoritmica neural
foi desenvolvida para detectar proteinas que apresentam longas regides desestruturadas,
usando somente a sequéncia primaria das proteinas (ROMERO e cols., 1998). Usando este
algoritmo, milhares de proteinas foram preditas conter extensos segmentos desordenados
com aproximadamente 40 residuos.

A visdo tradicional da relagdo estrutura-funcdo da proteina estava diretamente
relacionada a nocdo de que a funcdo depende de uma estrutura tridimensional bem
definida. Entretanto, tem sido demonstrado que, para muitas proteinas e dominios de
proteinas, o estado funcional pode ser intrinsecamente desestruturado (TOMPA, 2005).
Viérias revisdes sobre estas proteinas tém sido realizadas (DUNKER e cols., 2008;
TOMPA, 2005) e diferentes termos foram utilizados para descrevé-las, incluindo
naturalmente desnaturadas, naturalmente desenoveladas, intrinsecamente desestruturadas, e

outras diversas variagdes (DUNKER e cols., 2008).
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1.1.3.1. Proteinas intrinsecamente desestruturadas

O baixo grau intrinseco de estruturagcdo pode conferir vantagens adicionais em uma
proteina, incluindo a capacidade de ligar diferentes alvos celulares. Existem inimeros
dominios que sdo desestruturados em solucao, porém ganham estrutura apds a ligagdo com
determinado alvo, podendo levar ao controle do ciclo celular e regulacao transcricional e
traducional. Estes dominios desestruturados também estao presentes em proteinas que sao
rapidamente destruidas. Assim, a reciclagem rapida de proteinas que participam de
mecanismos criticos de controle celular pode ser proporcionada pela sua forma
desestruturada na auséncia de um ligante, promovendo um excelente controle por permitir
uma resposta rapida as mudancas das condigdes celulares (DUNKER e cols., 2008).

Proteinas que ndo possuem estrutura rigida sob condi¢des fisiologicas podem ser
separadas em dois grupos distintos. Membros do primeiro grupo apresentam flexibilidade,
sd0 mais compactas e possuem estrutura secunddria, sendo que essas caracteristicas
mostram propriedades tipicas de “molten globule” (PTISYN, 1995). Proteinas pertencentes
ao outro grupo comportam-se quase como estruturas ao acaso. Este segundo grupo de
proteinas apresenta estrutura extremamente flexivel, essencialmente nido compacta
(estendida), e possuem pouca ou nenhuma estrutura secundaria em condigoes fisioldgicas,
sendo entdo classificadas como “intrinsecamente desestruturadas”.

A estrutura tridimensional de uma proteina globular ¢ estabilizada por varias
interagdes ndo covalentes de naturezas distintas, tais como ligagdes de hidrogénio, efeitos
hidrofébicos, interagdes de van der Waals, dentre outras. No entanto, todas as informagdes
necessarias para o correto enovelamento de uma proteina regular estdo incluidas na sua
sequéncia de aminoacidos (ANFINSEN, 1961). A auséncia de estrutura regular nas
proteinas intrinsecamente desestruturadas levanta questdes sobre peculiaridades envolvidas

nestas sequéncias de aminoacidos. Algumas dessas peculiaridades ja sdo bem conhecidas e
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incluem a presenga de numerosos grupos carregados, tanto positivamente quanto
negativamente, em pH neutro, apresentando um pl com valores extremos (WEINREB e
cols., 1996), além de um baixo contetido de residuos de aminoacidos hidrofébicos (GAST
e cols., 1995).

A comparagdo entre a hidrofobicidade total e os residuos carregados na sequéncia
de uma proteina nos permite predizer se a sequéncia de aminoacidos codificara uma
proteina intrinsecamente desordenada ou uma proteina estruturada (DUNKER e cols.,
2008). Desta forma, a combinagdo entre um baixo contetudo de residuos hidrofébicos e um
grande conteudo de residuos carregados representa um importante pré-requisito para a

auséncia de estrutura compacta em proteinas em condigdes fisiologicas (Figura 1.16).
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Figura 1.16: Peculiaridades das sequéncias de aminoacidos de proteinas
intrinsecamente desestruturadas. A) Grafico da carga geral média versus
hidrofobicidade média para 275 proteinas enoveladas (quadrados azuis) e 91 proteinas
naturalmente desenoveladas (circulos vermelhos) (Uversky e cols., 2000). B) Composicao
de aminodacidos de regides intrinsecamente desordernadas contendo 10 residuos ou mais do
banco de dados do DisProt, relativos ao sistema de proteinas globulares. Cinza escuro
representam os dados extraidos do DisProt 1.0 (152 proteinas), enquanto cinza claro sdo os
dados extraidos do DisProt 3.4 (460 proteinas). A média das composi¢des de aminoécidos
foi calculada para regides desordernadas (Adaptado de DUNKER e cols., 2008).
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Varios fatores podem influenciar estruturalmente as proteinas intrinsecamente
desestruturadas, tais como o aumento de temperatura, variagdes de pH, presenga de ions e
ligantes de naturezas diversas. Muitos trabalhos recentes tém verificado o ganho de
estrutura em proteinas intrinsecamente desestruturadas quando ligadas a alvos celulares
especificos (como uma grande variedade de pequenas moléculas, substratos, cofatores,
outras proteinas, acidos nucléicos, membranas, etc) (UVERSKY e cols., 2000; WRIGHT e
DYSON., 1999; DUNKER e cols., 2001). O ganho de estrutura formado pelo complexo
pode ser explicado pela mudanga dos parametros carga/hidrofobicidade, o qual se torna
compativel com os valores tipicos para proteinas intrinsecamente desestruturadas. Este
aumento de estrutura pode ser de diferentes graus, desde enovelamentos locais a
enovelamentos globais.

A proteina capsidica do HCV nio estad apenas envolvida no papel de montagem do
capsideo viral, mas também pode atuar como uma proteina multifuncional que afeta varios
processos celulares através da interacdo com diversos alvos celulares (KREKULOVA e
cols., 2006). Esta proteina é capaz, por exemplo, de alterar o metabolismo lipidico,
transcri¢do génica, apoptose e gerar estresse oxidativo (KREKULOVA e cols., 2006).
Além disso, como comentado anteriormente, possui um grande numero de residuos
carregados positivamente presentes no N-terminal ¢ uma baixa hidrofobicidade (Figura
1.13). Os primeiros 120 aminoacidos presentes no N-terminal da proteina capsidica
representam um dominio principalmente hidrofilico contendo trés regides altamente
basicas, ricas em arginina e lisina. Ha alguns anos atrds, um trabalho mostrou que a
proteina capsidica truncada que contém os primeiros 124 aminoacidos (HCV124)
apresenta uma estrutura desordenada (KUNKEL ¢ WATOWICH, 2004), tal como outras
proteinas intrinsecamente desestruturadas, caracterizada por um desvio para o vermelho no

espectro de fluorescéncia de Triptofano e picos de elipticidade negativos em 200 nm em
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espectros de dicroismo circular (CD). Neste ultimo ano, os estudos da estrutura e dinamica
da proteina capsidica do HCV (82 aminoacidos) confirmou que metade do N-terminal da
proteina capsidica ¢ desordenado em solugdo aquosa, ¢ a incluiu como um membro da
familia IUP (do inglés, “Intrisically Unstructured Protein”) (DUVIGNAUD e cols., 2009).
Em nosso trabalho, avaliamos caracteristicas relacionadas a estrutura-termodinamica-
funcdo da proteina capsidica truncada (HCV124), assim como o processo de formagao de
particulas semelhantes ao capsideo desencadeado por acidos nucléicos inespecificos por

diferentes metodologias.
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1.2. Objetivos

Obijetivo geral
Neste trabalho, temos como objetivo investigar aspectos moleculares e estruturais
da proteina capsidica do Virus da Hepatite C (HCV) e da montagem do capsideo do HCV,

utilizando, principalmente, medidas espectroscopicas e calorimétricas.

Objetivos especificos 1 - Relagdo estrutura-funcéo da proteina capsidica do HCV

v Expressar e purificar a proteina capsidica do HCV truncada (HCV124)

v' Investigar o contetido de estrutura secundaria e terciaria da HCV124 e os efeitos de
diferentes condigOes, tais como diferentes pHs, diferentes concentragdes de sal ou
detergentes, por espectroscopia de fluorescéncia e dicroismo circular;

v' Investigar o contetido de estrutura secundaria e terciaria da HCV124 e os efeitos de
diferentes ligantes, tais como a sonda fluorescente bis-ANS e dacidos nucléicos
inespecificos (DNA ou RNA), por espectroscopia de fluorescéncia e dicroismo circular;

v' Estudar as propriedades termodindmicas da montagem do capsideo por calorimetria;
v" Compreender aspectos relacionados a relagdo estrutura-fun¢do da proteina capsidica

do HCV do ponto de vista termodinamico.
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Objetivos especificos 2 - Analise da formacéo de particulas semelhantes a capsideos do

Virus da Hepatite C

v' Expressar ¢ purificar a regido N-terminal da proteina capsidica do HCV (HCV124) e
a mesma fusionada a proteina fluorescente verde (GFP);

v' Investigar a dependéncia de concentragdo de proteina ou de 4acido nucléico na
montagem do capsideo viral, utilizando espectrofotometria, ensaios de gel “shift” e
polarizacdo de fluorescéncia;

v' Verificar se a fusdo da GFP a proteina capsidica interfere no processo de montagem
do nucleocapsideo viral por espectrofotometria, ensaios de gel “shift” e microscopia
eletronica de transmissio;

v' Investigar a presenga de possiveis intermediarios do processo de montagem de
particulas semelhantes ao capsideo viral (NLPs), utilizando ensaios de gel “shift” e

espectroscopia de correlagdo de fluorescéncia (FCS).
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1.3 — Material e Métodos

1.3.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho sdo de grau analitico. A dgua ¢
destilada e deionizada em um sistema de purificacdo de agua Millipore. Os tampodes
utilizados sdo obtidos da Sigma Chemical Co., bem como a ureia e o hidrocloreto de

guanidina.

1.3.2. Acidos nucléicos

Os é4cidos nucléicos utilizados nesse estudo, DNA consenso de p53, DNA

poli(GC) e o RNA, foram sintetizados e purificados pela Prodimol Biotecnologia S.A.

1.3.3. Obtencao de Células Competentes

As células Escherichia coli, cepa BL21 (DE3), foram crescidas em 50 mL de
meio de cultura LB (extrato de levedura 5,0 g/L, triptona 10,0 g/L e NaCl 5,0 g/L, (Merck)
pH 7,5) até alcancar a fase estaciondria em um agitador rotatorio a 37°C. A cultura foi
entdo diluida 20 vezes e centrifugada a 5000 rpm/15 min (rotor RPR 9.2 HITACHI), o
sobrenadante descartado e o precipitado ressuspendido em 1 L de agua estéril gelada e
novamente centrifugado a 5000 rpm/15 min (rotor RPR 9.2 HITACHI). O sobrenadante foi
novamente descartado e o precipitado ressuspendido agora em 500 mL de agua gelada
estéril, e centrifugado a 5000 rpm/15 min (rotor RPR 9.2 HITACHI). Mais uma vez o
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 20 mL de 4gua com 10% de
glicerol, para posterior centrifugacdo a 5000 rpm/15 min (rotor RPR 20.2 HITACHI).
Ap6s todos estes ciclos de lavagem, o precipitado final foi entdo ressuspendido em 3 mL

de agua com 10% de glicerol e congelado a —80°C. Todas estas etapas visam a retirada do
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excesso de sal da amostra ¢ a obtengao de uma alta concentracdo de bactérias para a

transformagao das mesmas com os plasmideos de interesse (CHUNG e cols., 1989).

1.3.4. Transformacao das Células Competentes por Eletroporacao

As células BL21 (DE3) competentes foram eletroporadas para inserir os plasmideos
pETCT especificos (HCV124 e HCV124GFP) na razao de 40 pL de bactéria para 1 pL de
plasmideo. Os plasmideos foram cedidos pelo nosso colaborador neste projeto, o Prof.
David Peabody (University of New Mexico School of Medicine - USA). Apos
eletroporagdo, as células foram imediatamente transferidas para 1 mL de meio LB,
crescidas em um agitador rotatdrio a 37°C por 1 hora, e por fim plaqueadas em placas com
agar solido e ampicilina 0,1 mg/mL (HCV124) ou kanamicina (HCV124GFP) e mantidas a
37°C por 12 horas (CHUNG e cols., 1989).

Para o plasmideo com a sequéncia da proteina capsidica do HCV (HCV124 1a ou
HCV124GFP), apos o primeiro plaqueamento, varias colonias foram retiradas das placas e
colocadas em 1 mL de meio LB com antibidtico especifico e crescidas em um agitador
rotatério a 37°C por aproximadamente 7 horas. Diluigdes seriadas foram feitas até 10° e
aliquotas de 10 pL foram plaqueadas novamente em placas com e sem antibidtico. As
placas foram incubadas em uma estufa a 37°C durante a noite e aos 990 pL restantes do
crescimento de 7 horas foram adicionados glicerol estéril na concentracao final de 15% e
congelados a — 80°C. No dia seguinte, os tubos congelados correspondentes as placas que
apresentaram um nimero aproximado de coldnias na presenca e na auséncia de antibidtico
foram selecionados para o descongelamento e propagacdo. Este procedimento de duplo

plaqueamento ¢ importante, uma vez que a expressao da proteina HCV124 ¢ extremamente
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toxica para célula, o que pode acarretar na perda do plasmideo durante a etapa de

crescimento bacteriano.

1.3.5. Expressao e purificacio das proteinas capsidicas do HCV
(HCV124 e HCV124GFP) - cromatografia de troca ionica e de afinidade

(ou fase reversa)

A proteina capsidica do virus da Hepatite C HCV124 ou HCVI124GFP, que
apresenta os primeiros 124 aminoacidos, foi expressa em E. coli BL21 (DE3) e purificada
para posteriores estudos estruturais e de formacado de capsideos na presenga de diferentes
acidos nucléicos.

O plasmideo contendo a sequéncia truncada da proteina HCV124 ou HCV124GFP
foi inserido nas células competentes por eletroporacdo e os clones selecionados conforme
descricao acima. Estes clones foram propagados em meio LB até atingir uma D.O. (600
nm) de 0,8 e foram induzidos por IPTG por aproximadamente 3 horas. Apds esta etapa, as
células foram entdo centrifugadas e congeladas. No dia seguinte, as bactérias foram
sonicadas por 10 ciclos de 10 segundos cada, com intervalos de 1 minuto, em um tampao
de lise contendo NaH,PO,4 25 mM, NaCl 250 mM, ureia 8 M, EDTA 2 mM e DTT 2 mM,
pH 7,0. Apds a lise bacteriana, a amostra foi centrifugada e o sobrenadante, depois de
filtrado, foi aplicado em uma coluna de troca i6nica SP Sepharose, previamente equilibrada
com tampao Hepes 25 mM, NaCl 150 mM e ureia 8 M, pH 7,0. A proteina foi eluida com
um gradiente de NaCl (0,05 — 1,0 M), utilizando um sistema AKTA.

As fragdes correspondentes a HCV124 ou HCV124GFP, que contém uma cauda de
histidina para facilitar a purificacdo, foram aplicadas em uma coluna de afinidade por

niquel. Apés a lavagem com uma solucdo contendo imidazol 150 mM, e posterior
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passagem em tampao Fosfato 10 mM, NaCl 150 mM pH 7,0, a proteina (HCV124 ou
HCV124GFP) foi eluida passando o mesmo tampao em pH 3,0. Em seguida, as fragdes
coletadas foram lidas em um espectrofotometro a 280 nm. O grau de pureza da proteina foi
aferido por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante 15% e corado por azul de
comassie (SDS-PAGE) (Figura 1.17).

A proteina HCV 124, em um clone sem a cauda de histidina, também foi purificada
utilizando uma coluna de troca i6nica HiPrep 16/10 SP XL. (Amersham Biosciences), e em
seguida uma coluna de fase reversa (SR2 Poros), e os resultados com esta proteina foram
semelhantes. A proteina foi entdo quantificada através da medida de absorbancia em 280
nm e sua correlacdo com o coeficiente de extingdo molar, o qual foi calculado pelo
programa Protparam tool da base Expasy (37.980 M' cm™), e estocada a 4°C em tamp3o

Fosfato 10 mM, NaCl 150 mM, pH 3,0.

P A1 A2 A3 A4 A5 P A1 A2 A3 A4 A5
209.0 ' Y A 209.0
1240 ' 124.0
80.0
49.1 80.0
34.8
28.9 49.1 € 440
20.9 34.8
- e <160 289
20.9
7.1

7.1

Figura 1.17 - Avaliacdo do grau de pureza da HCV124 e HCV124GFP- A) Gel da
proteina HCV124. B) Gel da proteina HCV124GFP, onde P representa o Padrdao de Peso
Molecular, e A1, A2, A3, A4 e AS representam as fragdes de cada purificagao.
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1.3.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese foi feita em gel de poliacrilamida, sistema BIO-RAD, com o objetivo
de monitorar as etapas de expressao e purificacdo e verificar o grau de pureza final da
amostra (Figura 1.17). No gel, a fase separadora consiste de uma concentracao de 15% de
acrilamida em pH 8,8, enquanto a fase concentradora requer uma concentragao de 4% em
pH 6,8. A eletroforese foi realizada com uma corrente constante a 25 mA por
aproximadamente 90 min, utilizando o tampao de corrida Tris-glicina pH 8,3 (Tris 15,5
g/L, glicina 94 g/L e SDS 10%). O gel foi corado com uma solugdo 0,1% de Comassie
Brilliant Blue G, 40% de metanol e 10% de acido acético por 2 h, ¢ descorado em solugdo

de 40% de metanol e 10% de 4cido acético (LAEMMLI, 1970).

1.3.7. Analise das NLPs por espectrofotometria

Neste trabalho, a formacgao de particulas semelhantes ao capsideo viral foi estudada
para as formas HCV124 e HCV124GFP verificando o aumento da turbidez nas amostras.
Esse aumento foi verificado a partir de leituras de D.O. a 350 nm em um espectrofotdmetro

SP2000 UV (BEL Photonics), durante 5 minutos para avaliar a D.O. maxima.
Primeiramente, a concentragao de &cido nucléico foi mantida constante (5 uM para
cada experimento) e variando a concentra¢do das duas formas da proteina, de 1 uM a 50

uM para a HCV124 e de 1 uM a 20 uM para a HCV124GFP.
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1.3.8. Ensaio de interacdo proteina-DNA por Ensaio do Desvio da

Mobilidade Eletroforética (EMSA ou gel shift)

EMSA ¢ uma ferramenta amplamente utilizada para estudar regulagdo génica e
determinar ligagdo de proteinas com DNA (FRIED e CROTHERS, 1981; GRNAER e
REVZIN, 1981). Através da observacdo da migragdo das moléculas em uma eletroforese
em gel ndo desnaturante de poliacrilamida ou agarose, podemos distinguir formagdo de
complexos (proteina:DNA). O complexo proteina:DNA migra de forma mais lenta do que
moléculas de DNA livre, sendo por isso chamado de “gel shift” ou “gel retardation assay”.

Esta técnica foi usada visando a identificagdo da ligacdo da HCV124 ou
HCV124GFP ao DNA poli(GC) ou DNA p53. Para isso, utilizamos oligonucleotideos
correspondentes a sequéncia consenso de ligacdo a p53 ou a sequéncia nao-especifica
poli(GC). Os oligonucleotideos eram marcados com P* ou fusionados 4 sonda fluorescente
Alexa 488, o que permite a sua observagao nos diferentes ensaios. A proteina capsidica do
HCV em diferentes concentragdes foi incubada com estes oligonucleotideos. As amostras
foram diluidas em tampao Fosfato 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,4, com volume final de 20
uL de reacdo. Foram adicionados 5 puL. de tampao de corrida (TBE (Tris/Borato/EDTA)
apoés a incubacao e verificamos que nao houve alteracao do pH. A eletroforese foi realizada
usando a voltagem de 170 V. Para as amostras com DNA marcado com P, apos a
eletroforese, o gel foi transferido para um papel de filtro e seco a vacuo (Heto Dry). A
membrana foi acondicionada em um cassete juntamente com um filme (Kodak) que foi
estocado a -80 °C por 18 horas. Em seguida, a revelagdo foi feita em uma camara escura,
permitindo a visualizacdo das bandas na autorradiografia. Ao DNA, em diferentes
concentragdes, foi adicionada proteina HCV124 ou HCV124GFP que teve sua

concentragdo variada (todas as concentragdes estdo indicadas nos respectivos resultados).
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1.3.9. Andlise por Microscopia Eletronica de transmissio de
capsideos in vitro formados pela ligacdo da proteina HCV124 a

sequéncias inespecificas de DNA

A microscopia eletronica ¢ uma ferramenta bastante empregada na obtencdo do
conhecimento das diferentes etapas da via de infec¢do de um virus, bem como na formagao
de particulas virais.

O ensaio de formagdo de capsideo in vitro consiste na incubagdo da proteina
HCV124 com DNA poli(GC) ou DNA p53 contendo 21 pares de base, na razdo de 1:3 em
tampao de montagem (Acetato de Magnésio 1,7 mM, Acetato de Potassio 100 mM, Hepes
25 mM, imidazol 500 mM, pH 7,4) ou em tampao Fosfato (Fosfato 10 mM, NaCl 100 mM,
pH 7,0).

Apos este processo, a amostra foi fixada em grades de niquel e contrastada com
acetato de uranila para posterior observacdo por microscopia eletronica de transmissao
(MET), onde verificamos a formacgdo de capsideos. Cada experimento requer dois
controles, onde grades s6 com a proteina e grades s6 com o DNA foram também
observadas. As grades foram visualizadas em microscopio eletronico Morgani operado em
100 kV. Em seguida, realizamos o processamento digital das imagens adquiridas com o
Adobe Photoshop (Adobe Systems Inc., Mountain View, Calif.). Estes experimentos foram
feitos em colaboragdo Prof. Davis Fernandes Ferreira do Instituto de Microbiologia Paulo

de Goes/UFRJ.
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1.3.10. Medidas espectroscopicas

1.3.10.1. Espectroscopia de fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos em um espectrofluorimetro modelo
ISS K2 (ISS Inc., Champaign, IL). A espectroscopia de fluorescéncia permite estudar a
dindmica de proteinas ou mesmo de complexos protéicos, uma vez que tanto a
fluorescéncia quanto a dindmica ocorrem em escalas de tempo muito proximas. O
monitoramento de estruturas virais por espectroscopia de fluorescéncia (LAKOWICZ,
1983) permite acompanhar as mudancas na conformagdo destas estruturas, uma vez que
essa fluorescéncia € oriunda de aminodcidos aromaticos presentes nessas proteinas.

Fluorescéncia ¢ o resultado de um processo que compreende trés estagios. No
estagio 1 (Excitacdo), um foton de energia € aplicado por uma for¢a externa, como uma
lampada incandescente ou um laser, e ¢ absorvido por um fluor6foro, criando um estado
eletronico excitado (S;"). No estagio 2, representado pelo tempo de vida do estado excitado
que dura em torno de 1-10 nanosegundos, ¢ no qual o fluor6foro sofre mudancgas
conformacionais e também pode ser submetido a varios tipos de interagdes. Este tipo de
processo tem duas consequéncias importantes: primeiro, a energia de S;” € parcialmente
dissipada, levando a um estado relaxado (S;) do qual a emissao de fluorescéncia se origina
(conversao interna, relaxagdo vibracional e relaxagdo do solvente); segundo, nem todas as
moléculas inicialmente excitadas pela absor¢do no estigio 1 retornam ao estado
fundamental Sy pela emissdo de fluorescéncia. J4 no estdgio 3, onde a emissdo de
fluorescéncia ocorre, um foton de energia hgy € emitido e o fluoréforo retorna ao estado
fundamental S, (Figura 1.18). O rendimento quantico ¢ a razao entre o numero de fotons
emitidos (estdgio 3) e o numero de fotons absorvidos (estagio 1). Devido a dissipagao de

energia durante o tempo de vida do estado excitado, a energia deste foton ¢ baixa e emitida
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em comprimento de onda maior que o foton excitado hgx. A diferenga do comprimento de

onda entre o foton excitado e o emitido (hgx — hgm) é chamada de desvio de Stokes.

S, 4 Conversio interna e
3 = . .
T relaxacio vibracional
2 (102 5)
E L ]
S A \
'
Mg NG . Relaxaca
Solvente menos polar elaxacao
do solvente
Solvente (10-10)

mais polar

3

h hy’
hy, A(107%5) R Vi o/

Figura 1.18: Diagrama de Jablonski para fluorescéncia com relaxacio do solvente.
Esquema dos trés estagios envolvidos no fenomeno de fluorescéncia. Estagio 1: excitagao;
estagio 2: tempo de vida do estado excitado; estagio 3: emissdo de fluorescéncia. pg
representa o estado fundamental e pug o estado excitado (Adaptado de LAKOWICZ, 1999).

No presente estudo, acompanhamos a emissdo de fluorescéncia dos residuos de
Triptofano da proteina capsidica do HCV, que sd3o aminoacidos hidrofobicos bastante
sensiveis a qualquer mudanga de polaridade do meio (LAKOWICZ, 1999). Sendo assim, a
mudanga na emissao de fluorescéncia dos residuos de triptofano, quando excitados em um
determinado comprimento de onda, reflete as mudancas de polaridade do ambiente em que
eles se encontram (LAKOWICZ, 1983). Podemos acompanhar entdo a ligacdo da proteina
HCV124 a diferentes ligantes, ou a altera¢do estrutural promovida por certas condigdes,
através da mudanca no espectro de emissdo de fluorescéncia do Triptofano, ou seja, por
mudangas no centro de massa do espectro para comprimentos de onda menores. Em

ambientes apolares, ou seja, com pouco acesso ao solvente polar, esses residuos emitem
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fluorescéncia em comprimentos de onda menores (em torno de 320 nm) e, portanto, mais
energeticos.

Nos ensaios de interagdo do HCV124 com micelas, a medida que os Triptofanos
da proteina tornam-se internalizados para o meio apolar das micelas, estes passam entdo a
emitir fluorescéncia em comprimentos de onda menores € mais energéticos, uma vez que a
energia gasta ¢ menor para ocorrer uma reorientagdo das moléculas do solvente (Figura

1.19).

ambiente apolar
=== ambiente polar

o o o e e e e N

T T T T T T T
300 320 340 360 380 400 420
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Figura 1.19: Espectros de fluorescéncia de residuos aromaticos. A linha continua
representa um espectro de fluorescéncia de residuos aromadticos, como por exemplo, o
Triptofano, em ambientes apolares. Em linha pontilhada esta representado um espectro de
fluorescéncia de residuos aromaticos em ambientes polares, mostrando o desvio que ocorre
no espectro quando, por exemplo, ocorre a desnaturagao ou dissociagao de uma proteina e
estes residuos sdo expostos ao solvente.
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O centro de massa espectral <v>, que ¢ obtido pela emissdo de fluorescéncia de
aromaticos, ¢ diretamente proporcional a energia de emissdo quando expresso em numeros

de onda e pode ser calculado conforme a equacdo 1.1:

<v>=Xv;.F,/2F Eq.(ll)

onde F; é a fluorescéncia emitida em um determinado nimero de onda v;, sendo o

somatorio realizado a partir de uma grande quantidade de valores F.

1.3.10.2 - Polarizacao de fluorescéncia

A partir da técnica de polarizagdo de fluorescéncia, podemos avaliar o perfil de
ligagdo da proteina capsidica do HCV truncada e fusionada a GFP ao 4cido nucléico de
interesse. A polariza¢do de fluorescéncia de uma molécula marcada depende do tempo de
vida de fluorescéncia e do tempo de correlacdo rotacional. Quanto maior o tamanho das
particulas, menor a velocidade de giro das mesmas e maior a polarizagdo de fluorescéncia.

Em um experimento tipico, a amostra contendo uma sonda fluorescente (no caso, o
DNA p53 ou DNA poli(GC)) ¢ excitada com uma luz polarizada linear e a intensidade dos
componentes vertical e horizontal da luz emitida ¢ medida. A polarizag@o ou a anisotropia
sdo calculadas usando as seguintes equacdes:

Polarizacdo (P): Iy — I/ Iy + Iy Eq.(1.2)

Anisotropia (r): Iy — I/ Iy + 21y Eq.(1.3)
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onde Iy ¢ a intensidade paralela ao plano de excitacdo e Iy ¢ a emissdo
perpendicular ao plano de excitacao.

Medidas de polarizagdo foram utilizadas para verificar a interagdo entre a proteina
HCV124 ao DNA p53 ou ao DNA poli(GC) marcados com a sonda fluorescente Alexa

488N.

1.3.10.3. Dicroismo Circular

A medida de Dicroismo Circular (CD) nos fornece uma ideia da estrutura
secundaria de proteinas ou de peptideos, além de nos permite verificar possiveis mudancgas
provocadas pela interagdo de ligantes, bem como verificar um processo de desnaturagdo
promovido por agentes desnaturantes. A grande vantagem desta técnica, em comparacgao a
técnicas que proporcionam resolugao atomica, tais como ressonancia magnética nuclear e
cristalografia por difracao de raios-X, ¢ a rapidez de informagdo e as baixas concentragdes
necessarias (na faixa de 10*-10° M).

Macromoléculas bioldgicas, tais como proteinas, carboidratos e acidos nucléicos,
sao compostas de muitas unidades opticamente ativas que exibem sinal de dicroismo
circular. Moléculas opticamente ativas interagem com a luz polarizada e provocam
alteracdo na polarizagdo da luz incidente. O instrumento de CD (espectropolarimetro)
detecta esta alteracdo através da medida da diferenca de absor¢do de uma luz circularmente
polarizada a direita (R) e a esquerda (L) (AA=AL-AR) (Figura 1.20A) apos esta passar
através de uma amostra. Esta medida ¢ geralmente reportada em termos de elipticidade em
graus (0) (Figura 1.20B). E importante notar que 6 = tan” (L-R/L+R), onde “L-R” e
“L+R” representam o raio menor ¢ o maior da elipse resultante, respectivamente. O
espectro de CD ¢ obtido quando o dicroismo ¢ medido em fungdo do comprimento de

onda.
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Figura 1.20: Origem do efeito do Dicroismo Circular (CD). (A) Componentes
circularmente polarizados para direita (R) e esquerda (L) da radiacdo plano-polarizada: (I)
os dois componentes t€ém a mesma amplitude e quando combinados geram uma radiacao
plano polarizada; (II) os componentes tém magnitudes diferentes, resultando em uma
radiacdo elipticamente polarizada. (B) Relacao entre absor¢ao e o espectro de CD. O sinal
1 apresenta um espectro de CD positivo com L maior que R; o sinal 2 apresenta um
espectro de CD negativo com R absorvido maior que o L; o sinal 3 se refere a um
cromoforo aquiral (Extraido de KELLY e cols., 2005).

Os espectros de proteinas na faixa de comprimento de onda do UV (ultravioleta)
distante (absor¢do em 240 nm ou menor) sdo devidos principalmente a ligagdo peptidica.
H4 uma fraca transi¢ao (n — m*) centrada em torno de 220 nm ¢ uma mais intensa (1 —
*) em torno de 190 nm (Figura 1.21). Esta absorcdo estd associada aos grupos amidas, e

sdo influenciados pela geometria da cadeia polipeptidica (angulos ¢ e y) de proteinas
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(WHITMORE & WALLACE, 2007). Assim, os espectros de proteinas sdo reflexos dos

diferentes tipos de estrutura secundaria.
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Figura 1.21: Diagrama de um peptideo mostrando a orientacio dos dipolos (indicados
em setas) das transicoes n — ¥ e 1 — @*. (Extraido de WHITMORE ¢ WALLACE,
2008)

Os espectros de dicroismo circular com picos negativos de elipticidade bruta em
torno de 222 e 208 nm, por exemplo, sdo caracteristicos de proteinas ou peptideos com
estrutura a-hélice (Figura 1.22). J& um uUnico pico em torno de 216-218 nm ¢
caracteristico de estrutura em folha-3, enquanto que um pico em torno de 200 nm ¢ tipico
de proteinas intrinsecamente desestruturadas. Analises de CD podem fornecer informagdes

a respeito de diversos outros tipos de estrutura, como podem ser visualizados na Figura

1.22.
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Figura 1.22: O espectro de CD no UV (ultravioleta) distante esta associado com varios
tipos de estrutura secundaria. A linha sélida representa a-hélice, a linha tracejada longa
representa folha-B, a linha pontilhada representa volta-B, a linha tracejada cruzada
representa hélice 3;o, a linha tracejada curta representa estrutura irregular (Extraido de
KELLY e cols., 2005).

Para a proteina HCV124, a concentragdo utilizada foi de 25 pM em tampao
Fosfato 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4. A leitura foi realizada em cubeta de 0,02 cm. O
espectropolarimetro usado foi o modelo Jasco J-715 1505 e os espectros foram adquiridos

na faixa do UV nos comprimentos de onda de 260 a 190 nm, a cada 0,2 nm. Os espectros

sdo uma média de trés varreduras e sdo representativos de trés medidas independentes.

1.3.10.4. Espectroscopia de Correlacio de Fluorescéncia (FCS)

A técnica de espectroscopia de correlagdo de fluorescéncia (FCS, do inglés

“Fluorescence Correlation Spectroscopy”) permite a caracterizagdo de ligagdes
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moleculares, multimerizagdo, agregacdo e enovelamento protéico in vitro (HAUSTEIN,
2004; THOMPSON e cols., 2002) e em células vivas (VUKOJEVIC e cols., 2005). A
excitacdo por dois fotons utilizada nesta técnica delimita um volume de excitagdo, ou
observacdo, na faixa de fentolitros (Figura 1.23). Para que a excitacdo por dois fotons
ocorra € necessaria a incidéncia de fétons em tempos muitos proximos, ¢ a probabilidade
disto acontecer ¢ muito pequena, ficando a excitacao limitada ao local de maior incidéncia

de fotons.

Figura 1.23: Excitacao por dois fotons. Comparacao da excitagdo por um (esquerda) e
dois fotons (direita). A excitagdo por dois fotons requer a absorcdo de dois fétons
teoricamente com o dobro do comprimento de onda usualmente requerido para a excitagao,
dentro de um intervalo de aproximadamente fentosegundos. A probabilidade disto
acontecer ¢ muito pequena, ficando a excitagdo restrita a um pequeno volume (fentolitros),
que ¢ onde ha intensidade suficiente para a excitagdo do fluordforo (Extraido de
SCHWILLE e HAUSTEIN).

Dessa forma, na FCS se mede diretamente as flutuagdes de fluorescéncia dentro deste
volume de observagdo e esta técnica ¢ normalmente usada para obter informacao sobre o

nimero de moléculas fluorescentes neste pequeno volume e o coeficiente de difusdo da
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fun¢do de autocorrelagao do sinal de fluorescéncia (Figura 1.24) (CHEN e cols., 1999,

2002).
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Figura 1.24: Esquema de um Experimento de FCS. Do lado esquerdo estdao
representados componentes de um microscopio para o experimento de FCS. Acima a
direita estd mostrado o pequeno volume de excitagdo por dois fotons. Abaixo a direita,
mostra a flutuagdo de fluorescéncia no tempo, que pode ser autocorrelacionada como
mostrado no grafico posterior (Extraido de VUKOJEVC e cols., 2005).

Devido a sensibilidade desta técnica, ¢ possivel analisar solu¢des de baixa
concentragdes (nM) e analisar moléculas individualmente. A partir do coeficiente de
difusdo das moléculas individuais e da andlise do histograma de contagem de fétons
(“Photon Counting Histogram” ou PCH), o qual verifica a quantidade média de fotons que
cada molécula emite, podemos identificar interacdes moleculares (Figura 1.25), ¢ desta
forma, os possiveis intermediarios de montagem da capsideo do Virus da Hepatite C
(CHEN e cols., 1999). Além disso, a técnica de FCS nos permite analisar o empacotamento

de 4cidos nucléicos virais, como ja verificado em alguns trabalhos (SABANAYAGAM e

cols., 2007).
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Todas as nossas medidas foram realizadas em um espectrometro de Correlagdo de
Fluorescéncia ALBA (ISS, Illinois) acoplado a microscépio Nikon TE2000-U, equipado
com laser pulsatil de Titanio:Safira Tsunami bombeado por um laser Millenia XV (Spectra

Physics).
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Figura 1.25: Determinacio de interagdes moleculares. Mudancas no tempo de difusao
de um pequeno ligante ap6s ligacdo a uma proteina grande (Extraido de SCHWILLE e
HAUSTEIN, 2004).

1.3.11. Espalhamento de Luz

A medida de espalhamento de luz visa obter elementos que levem a uma
estimativa do tamanho da particula em solugdo. Uma luz incide sobre a amostra ¢ ¢
espalhada de acordo com o tamanho da particula, ou seja, quanto maior a particula, maior a
quantidade de luz espalhada. A deteccdo da luz espalhada ¢ obtida a 90°, e utilizamos um
comprimento de onda de 320 nm, uma vez que nem proteinas nem dacidos nucléicos
absorvem luz neste comprimento. Com o objetivo de refinar a medida de espalhamento, a

deteccdo da luz espalhada foi obtida na faixa de 315 e 325 nm, selecionada por um
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monocromador, sendo assim quantificada pela area correspondente aos valores de
intensidade obtidos nesta faixa. Com este tipo de medida conseguimos analisar a
dissociacdo de grandes complexos, como virus, ou a agregacao de proteinas ou dominios.
As medidas foram realizadas no espectrofluorimetro modelo ISS K2 (ISS Inc., Champaign,

IL).

1.3.12. Cromatografia Liquida de Alta Resolu¢ao (HPLC)

A cromatografia de gel filtragdo consiste em passar uma mistura de proteinas
através de uma coluna contendo uma matriz gelatinosa com pequenas esferas porosas,
onde pequenas moléculas que conseguem entrar nos poros arrastam-se lentamente por
dentro de sucessivos poros a medida que passam pela coluna, ao contrario das maiores, que
se movem mais rapidamente e sao eluidas num tempo menor. A coluna de gel filtragao
utilizada foi a GPC300, com um fluxo de 0,5 mL/min para HCV124. O sistema foi
equilibrado em tampao Fosfato 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,0 para a proteina HCV124,
ambos sendo filtrados e deaerados em sistema Millipore. A eluicdo das amostras foi

monitorada por absorbancia a 280 nm.

1.3.13. Calorimetria de Titulacao Isotérmica (ITC)

Os experimentos de ITC (”lsothermal Titration Calorimetry”) foram realizados
em colaboracdo com a Professora Maria Lucia Bianconi, do Instituto de Bioquimica
Médica da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Um instrumento de ITC consiste de duas celas idénticas, compostas de uma liga
metdlica com uma alta eficiéncia de condugdo térmica, recoberta por uma camara
adiabatica. Circuitos termossensiveis detectam diferencas de temperatura entre as duas

celas e a camara. Resisténcias elétricas localizadas entre ambas as celas e entre as celas e a
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camara sao ativadas, quando necessario, para manter as temperaturas idénticas em todos os
componentes (Figura 1.26). Durante a injecdo da amostra, que ocorre a partir de uma
seringa colocada dentro da cela, pode haver liberagdo de calor (reagdo exotérmica), ou
consumo de calor (reagdo endotérmica). O calor absorvido ou liberado durante uma
titulagdo calorimétrica € proporcional a fragdo ligada de ligante. Para nossos experimentos,
a amostra contendo 20 uM de HCV 124 foi colocada na cela de amostra, enquanto a cela de
referéncia continha somente 4gua. Antes da injecdo dos acidos nucléicos, a amostra foi

aquecida até a temperatura de 37°C, na qual foi realizado o experimento.
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Figura 1.26: Representacio esquematica da compensacio de poténcia no calorimetro
de titulagdo isotérmica (Extraido de HOLDGATE e WARD, 2005).

A partir desta técnica, podemos determinar diretamente a variacdo de entalpia
(AH) (Figura 1.27). Esta variagcdo estd relacionada a quantidade de calor absorvido ou
liberado a pressdo constante e ao trabalho realizado através do termo PAV, onde P

representa a pressao e AV, a variacdo do volume:
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AH= AU + PAV Eq. (1.4)
onde AU ¢ a mudanca da energia interna do sistema.
A partir de um experimento de ITC, podemos também extrair a estequiometria (N)
e a constante de associagdo (K,) (Figura 1.27). A variagdo de entalpia ndo ¢ um indicador
da espontaneidade da reagdo. A correlagdo da variagao da entalpia (AH) com a variagdo de
entropia (AS), que fornece uma ideia do grau de organizacdo de um sistema, nos permite
verificar, a partir da variagdo da energia livre de Gibbs (AG), se o processo ¢ espontaneo

ou nao.

Podemos obter a variagdo de energia livre de Gibbs (AG) a partir da constante de

associacao, como verificado na equacgao 1.5:

AG =-RTIn K, Eq. (1.5)

A varia¢do de entropia do sistema pode ser obtida a partir da relagdo entre a
variagdo de entalpia e a variacdo de energia livre de Gibbs, como podemos observar na

equagdo 1.6:

AG=AH - TA Eq. (1.6)

73



Time (min)
0 50 100 150 200
; p—— D
A

T '_

Hrﬁj

o
=
; 1
o |
.

dQ/dt gcalfs)
o

-1.0 -
SUIEE. i Hiotionionot ey .
% | A

I
8 .4 :
- : AH
= |
S sl f ,
o ¥

g I L I T ] T T T T L ] T
0.0 05 10 15 20 25 3.0
[ligand]y/[macromolecule]y

Figura 1.27: Experimento representativo da interacio de um ligante a uma proteina.
Perfil calorimétrico (A) e curva de titulacdo (B), indicando o que define a estequiometria
(n), a afinidade (K,) e a entalpia (AH), que ¢ medida diretamente (Extraido de FREIRE,
2004).

Além disso, podemos verificar a varia¢do da capacidade calorifica (AC,) a partir
da variacdo da entalpia em diferentes temperaturas (Eq. 1.7). O AC, para a ligacdo com o
peptideo AVPI foi obtido assumindo a dependéncia linear de AH sobre a temperatura e,

pode nos fornecer informagdes sobre o tipo de ligagdo, como por exemplo, se a ligagdo ¢

predominantemente hidrofobica.
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AC, = A( 8H/ 8T), Eq. (1.7)

Para verificar a variagdo de entalpia relacionada a montagem de particulas
semelhantes ao capsideo viral, a concentra¢do da proteina capsidica do HCV foi de 10 pM,
em tampao Fosfato 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,0. Os experimentos acompanhando a
variagdo de entalpia na formagdo de particulas semelhantes a capsideos foram realizados
colocando HCV124 20 uM na cela e titulando com uma solugdo de DNA a 100 uM. A
titulagdo de HCV124 com DNA ou RNA envolveu 12 inje¢des, 1 de 1 pL e 11 de 3 uL. O

experimento foi realizado em tampao Fosfato 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,0 a 37°C.
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1.4. Resultados Parte 1

1.4.1. Apresentacido do Manuscrito 1 (Anexo 1)

Nesta se¢do esta apresentado e discutido o artigo intitulado “The structure-function
relationship for truncated core protein of the Hepatitis C Virus”, a ser submetido a
publicacao.

A regido N-terminal da proteina capsidica do HCV ¢ descrita como uma proteina
intrinsecamente desestruturada. Além do seu papel estrutural, essa proteina ¢ responsavel
por varios processos virais e celulares, desempenhando um papel critico na patogénese do
HCV, porém os mecanismos nao sao bem compreendidos.

Neste manuscrito descrevemos caracteristicas relacionadas a relagdo estrutura-
fungdo da proteina capsidica do HCV truncada (HCV124) e correlacionamos aspectos
termodindmicos. NOs mostramos que a proteina capsidica truncada e monomérica pode
adotar estruturas intermediarias em diferentes condigdes, tais como na presenca da sonda
bis-8-anilinonaftaleno-1-sulfonato (bis-ANS), trifluoretanol (TFE), dodecil sulfato de
sodio (SDS) ou altas concentragdes de sal. Estes ligantes ou condi¢des fisico-quimicas
podem mimetizar os ambientes fisiologicos onde a proteina capsidica do HCV pode ser
capaz de se ligar a diferentes alvos e desempenhar diferentes fungdes.

Por outro lado, quando submetemos a proteina capsidica do HCV a pHs proximos
ao ponto isoelétrico (pH 12), nds verificamos a formacdo de particulas semelhantes a
nucleocapsideos (NLPs) na auséncia de acidos nucléicos. Este resultado mostra, pela
primeira vez, que a neutralizacdo de residuos basicos € o principal fator que dirige o
processo de multimeriza¢do em solugdo. Isto indica que termodinamicamente o excesso de
carga positiva da HCV124 representa uma barreira energética crucial para o processo de

multimerizacgdo. Este resultado também explica a baixa especificidade de acidos nucléicos
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requerida para a montagem em solucao. Nos também mostramos que a montagem de NLPs
desencadeada por acidos nucléicos ¢ entalpicamente dirigida, provavelmente devido ao
calor liberado predominantemente pelas interagdes eletrostaticas entre os acidos nucléicos
e os residuos basicos da proteina.

Baseado em nossos dados, a proteina capsidica truncada do HCV, uma proteina
intrinsecamente desestruturada, pode adotar uma estrutura intermediaria ou montar NLPs
dependendo da condicdo ou ligante. Estes resultados revelam a base estrutural e

termodinamica das diferentes fung¢des da proteina capsidica na patogénese do HCV.

1.4.2. Analise da formacio em solucio de particulas semelhantes a

capsideos do HCV

Nesta parte do trabalho, tivemos como objetivo investigar caracteristicas
relacionadas a montagem do capsideo do Virus da Hepatite C em solugdo, no intuito de
fornecer mais informagdes sobre este processo ainda pouco entendido. Apesar do HCV ser
um virus envelopado, sendo sua montagem associada a membrana do reticulo
endoplasmatico, devido a dificuldade de estudar tais particulas e as adicionais informagdes
que podem ser obtidas em solugdo, os estudos com a proteina purificada se tornam de
grande importancia para a compreensao do processo de replicagdo viral. Além disso, sdo
encontradas no soro de pacientes particulas ndo envelopadas, tornando os estudos em
solucdao mais miméticos do processo celular.

Em 2007, Fromentim e colaboradores, trabalhando com a proteina capsidica de 120
aminoacidos do HCV purificada, criou um método para a anélise da cinética de formacao
de capsideos virais por espectrofotometria, o qual se baseia na correlagdo da absorbancia
em 350 nm com a formacdo de NLPs (Fromentin e cols., 2007). Em nossa tentativa de

melhor compreendermos o processo de formagdao de NLPs em solugdo, inicialmente
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realizamos ensaios similares com outras sequéncias de acidos nucléicos inespecificas e
confirmamos a correlagdo de formagdo de capsideos com absor¢do a 350 nm, por
espectroscopia de fluorescéncia e microscopia eletronica de transmissdo, o que validou
também nossas condigdes para os estudos de montagem.

A primeira sequéncia de DNA (do inglés deoxyribonucleic acid) utilizada foi uma
sequéncia DNA poli(GC) (5= AAA GGA CGC GCG GCG TTA -3’), a partir da qual
houve a montagem de particulas semelhantes as particulas virais (NLPs), como verificado
pelo aumento da absorbancia a 350 nm (Figura 1.28) e por microscopia eletronica de
transmissdo (MET) (Figura 1.29). Por ambas as técnicas, a dependéncia de concentragdo
de proteina foi evidenciada. Além disso, as particulas ndo se apresentavam eletrondensas
no interior, como observado por MET, o que indica a presenga do DNA encapsulado. A
dependéncia de concentragdo deste DNA no processo de formacdo de particulas
semelhantes ao capsideo viral também foi observada (dados ndo mostrados). A partir
desses dados, utilizamos outra sequéncia de DNA, o DNA consenso para p53 (5’— TTT
CCT AGA CAT GCC TAA TTA -3’°), e uma sequéncia de RNA fita simples, a fim de
verificar o grau de especificidade da interagdo da proteina HCV124 com algumas das
sequéncias utilizadas. Por se tratar de um virus de RNA, utilizamos este RNA, o qual
forma um grampo. Desta forma, somos capazes de investigar a influéncia da estrutura do
acido nucléico na montagem, além da importancia das bases nitrogenadas. Por estes
ensaios, os resultados foram similares, indicando que a montagem em solugdo ndo exige

grande especificidade.
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Figura 1.28: Ensaio de montagem de particulas semelhantes ao capsideo viral do
HCYV monitorado por espectrofotometria. A) Em diferentes concentragdes da proteina
HCV124, foi adicionado 5 uM de DNA poli(GC) e acompanhada a absorbancia em 350
nm. B) Absorbancia méxima obtida versus concentracdo da proteina HCV124. Os
experimentos foram realizados em tampao fosfato 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,0 e sdo
representativos de trés experimentos independentes.

Figura 1.29: Imagens de microscopia eletronica de transmissio de particulas
semelhantes ao capsideo viral formadas a partir da proteina HCV124 em diferentes
concentracées. A proteina HCV124 ((A) 5, (B) 10 e (C) 50 uM) foi incubada na presenga
de DNA poli(GC) 5 uM. Os experimentos foram realizados em tampao fosfato 10 mM,
NaCl 100 mM, pH 7,0, para posterior fixacdo em grades de carbono. As amostras foram
contrastadas com acetato de uranila. A barra para (A) ¢ de 100 nm e para (B) e (C) de 300
nm.

1.4.3. Interacido proteina-acido nucléico analisada por Ensaio de

desvio de mobilidade eletroforética (EMSA ou gel shift)

O ensaio de desvio de mobilidade eletroforética ou gel shift foi utilizado com

intuito de investigarmos em qual faixa de concentracdo ha a interacdo entre a proteina
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HCV124 e os acidos nucléicos estudados e se existem intermediarios no processo de
montagem das NLPs. Nesses ensaios, o0 DNA poli(GC) marcado radioativamente com P>
foi incubado na presenga de diferentes concentragdes de proteina (Figura 1.30). Nossos
resultados indicam que ndo existem intermediarios estdveis em equilibrio durante o
processo de montagem das particulas de NLPs, pelo menos na faixa de concentracio
utilizada, pois ndo foi detectada nenhuma banda intermediéria neste processo. Também
identificamos por esta técnica uma concentragdo aproximada de proteina (5 M) onde todo

o DNA utilizado estivesse encapsulado (Figuras 1.30A e 1.30B).
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Figura 1.30: Interagdo da proteina capsidica do HCV com DNA poli(GC). A) EMSA
realizado com DNA poli(GC) marcado radiotivamente (P*?) a 10 nM (coluna 1). As
concentragdes da proteina capsidica do HCV (colunas de 2-10) foram de 10 nM, 20 nM, 50
nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM, 1T uM, 5 uM e 10 uM, respectivamente. As bandas
inferiores correspondem ao DNA livre, enquanto as bandas superiores correspondem a
particulas grandes, possivelmente as particulas semelhantes ao capsideo. B) Porcentagem
de DNA poli(GC) encapsulado em fun¢do da concentragao de proteina. Estas porcentagens
foram calculadas por densitometria utilizando o programa ImageJ. Nao verificamos
agregados nas imagens de microscopia.
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1.4.4. Analise das particulas semelhantes a capsideo por

polarizacao de fluorescéncia

Outra forma de analise utilizada para investigar a formacdo de NLPs ¢ através de
polarizacdo de fluorescéncia, na qual somos capazes de avaliar a alteracdo do giro da
molécula de DNA promovida pela ligagdo da proteina HCV124. Com o aumento da
concentragdo de proteina capsidica, houve uma diminui¢do no giro molecular de DNA
poli(GC) e DNA p53 marcado com Alexa488, o que reflete o aumento nos valores de
polarizagdo. Existe uma diferenga significativa para a curva de titulagdo do DNA poli(GC)
a 20 nM com a HCV124, em relacdo as curvas do DNA a 50 nM ou 100 nM, mostrando
que existe uma dependéncia de concentragdo no processo, como verificado por
espectrofotometria. Além disso, a formagao de um platé em torno de 200 uM de HCV124
para concentragcdes de 50 nM e 100 nM de DNA poli(GC), mostra que existem duas
transicdes e sugere que existem formas monoméricas da proteina ligadas ao DNA ou a
formacdo de intermediarios durante o processo de montagem, os quais ndo foram

identificados nos experimentos de gel shift (Figura 1.31).
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Figura 1.31: Anailise do empacotamento de DNA pela proteina HCV124 por
polarizacdo de fluorescéncia. As concentracdes de DNA e proteina estdo indicadas no
grafico. Os experimentos foram realizados em tampao fosfato 10 mM, NaCl 100 mM, pH
7,0 e sdo representativos de trés experimentos independentes.

1.4.5. Analise da interacao proteina-DNA por Espectroscopia de

Correlacao de Fluorescéncia

A técnica de espectroscopia de correlagdo de fluorescéncia (FCS) foi utilizada para
auxiliar no entendimento do encapsulamento destes pequenos acidos nucléicos pela
proteina HCV124 em solugdo. A partir desta técnica, obtemos sinais provenientes de dois
canais e os mesmos sdo correlacionados (auto-correlagdo). A auto-correlagdo ¢ aferida em
diferentes tempos, sendo que quando acontece em tempos grandes indica particulas
grandes com difusdo lenta, enquanto que a auto-correlagdo estd restrita a tempos curtos,
indicam moléculas pequenas livres com rapida difusdo. Nossos dados mostram que ao
aumentarmos a concentragdo de DNA poli(GC), ha um aumento no tempo de difusdo
dessas particulas, como verificado pelo desvio da auto-correlagdo para tempos maiores,
sugerindo que estd ocorrendo a formagdo de particulas maiores, possivelmente particulas
semelhantes ao nucleocapsideo (Figura 1.32). Ao realizar as medidas com concentragdes

de proteina menores que DNA, verificamos uma difusdo intermediaria, indicando, assim
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como as medidas de polarizacdo, que possa existir nesta situacdo a presenga de formas
monoméricas da proteina ligadas ao DNA ou a formagdo de intermediarios durante o
processo de montagem (Figura 1.32). E importante notar que nossos dados que indicam
formas monoméricas ligadas aos acidos nucléicos ou intermedidrios nas situagdes onde a

concentragdo de proteina € proxima ou menor que a concentragdo dos acidos nucléicos.
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Figura 1.32: Analise da interacio HCV124-DNA poli(GC) por Espectroscopia de
Correlacdo de Fluorescéncia. As concentracdes de proteina ou de acido nucléico estdo
indicadas no grafico. O tampao utilizado foi fosfato 10 mM (pH 7,4) em NaCl 100 mM. As
funcdes de auto-correlagdo sdo representativos de trés medidas independentes.

Nossa proxima etapa, com o objetivo de ajudar a elucidar os mecanismos
envolvidos na montagem de particulas do HCV, foi expressar, purificar e caracterizar a
proteina HCV124 fusionada a Proteina Fluorescente Verde (GFP), para verificar se a
adicao da GFP na regido C-terminal da proteina manteria sua capacidade de montar NLPs,

0 que abriria novas perspectivas para estudos por microscopia de fluorescéncia e FCS

dentro de células.
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Para verificar entdo se a fusdo com GFP nao inibiria o processo de montagem,
realizamos ensaios similares aos realizados anteriormente com a forma ndo fusionada.
Primeiramente, incubamos a proteina na presenca de DNA poli(GC) ou DNA p53 e
observamos por microscopia eletronica de transmissdo (Figura 1.33). As micrografias
destas amostras mostraram que a fusdo com GFP nao impediu a formacdo das NLPs
(Figura 1.33). Interessantemente, nos também verificamos que a forma soluvel desta
proteina fusionada montava particulas semelhantes ao nucleocapsideo viral (Figura
1.33A). Provavelmente, a GFP que estericamente simularia a regido C-terminal da proteina

capsidica do HCV, favorece a montagem. Medidas de FCS corroboraram estes dados.

Figura 1.33: Imagens de microscopia eletronica de transmissio de particulas
semelhantes ao capsideo viral formadas a partir da proteina HCV124 fusionada a
GFP (HCV124GFP) in vitro — Particulas semelhantes as particulas virais formadas pela
HCV124GFP na presenca de DNA: A) HCV124GFP soluvel. B) HCV124GFP agregada.
C) HCVI124GFP + DNA p53 1 uM; D) HCV124G + DNA poli(GC) 1 uM. Os
experimentos foram realizados em tampao fosfato 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,0, para
posterior fixacdo em grades de niquel. As amostras foram contrastadas com acetato de
uranila. Barras, 300 nm para A e B, e 100 nm para C e D.
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1.4.6. Cinética de Formacao das NLPs em solucio

Inicialmente, de maneira similar para a forma ndo fusionada, realizamos medidas
cinéticas da formagao de NLPs com a finalidade de observarmos o tempo necessario para o
equilibrio da reagdo e se a formacao de capsideos ¢ dependente da concentragdo de
proteina ou de DNA. Para tanto, adicionamos concentragdes crescentes de DNA poli(GC)
a uma concentragao especifica de HCV124GFP. As medidas cinéticas foram realizadas por
espectrofotometria a 350 nm por cinco minutos, com leituras realizadas com intervalos de
dois segundos (Figura 1.34).

Através desses ensaios, demonstramos que além da montagem com ambas as
sequéncias de DNA ndo ser inibida pela presenga de GFP (dados com DNA p53 nao
mostrados), o perfil cinético de formag¢ao de capsideo mostra a formacao de NLPs de
maneira similar ao da forma nao fusionada, indicando que ndo héa grandes alteragdes no

processo (Figura 1.34).
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Figura 1.34: Ensaio de montagem de particulas semelhantes a capsideo viral a partir
da proteina HCV124 fusionada a GFP monitorado por espectrofotometria. A
diferentes concentragdes da proteina HCV124GFP, foram adicionados 5 uM de DNA
poli(GC) e acompanhada a absorbancia em 350 nm. Os experimentos foram realizados em
tampao fosfato 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,0 e sdo representativos de trés experimentos
independentes.
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No6s também observamos que houve dependéncia de concentracdo de DNA no
processo de formacdo de particulas semelhantes ao capsideo viral a partir da proteina

HCV124 fusionada a GFP (Figura 1.35).
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Figura 1.35: Dependéncia de concentracio de DNA verificada em ensaio de
montagem de particulas semelhantes ao capsideo viral a partir de HCV124GFP por
espectrofotometria. Em diferentes concentragdes de DNA poli(GC) foram adicionados 50
uM de proteina HCV124 e acompanhada a absorbancia em 350 nm. Os experimentos

foram realizados em tampao fosfato 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,0 e sdo representativos
de trés experimentos independentes.

Da forma similar a que analisamos a proteina HCV124, em seguida tentamos
identificar possiveis intermedidrios de montagem a partir da proteina fusionada a GFP,
utilizando a técnica de gel shift. Neste caso, DNA poli(GC) e DNA p53 marcados com a
sonda fluorescente Alexa488N foram incubados na presenca de diferentes concentragdes
de proteina (Figura 1.36). Os resultados indicam, novamente, que nao existem
intermediarios de montagem, pois nao foi detectada nenhuma banda intermediaria do

Processo.
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Figura 1.36: Analises do empacotamento de DNA p53 e DNA poli(GC) pela proteina
HCV124 fusionada a GFP por EMSA (gel shift). EMSA realizado com DNA poli(GC)
(A) ou DNA p53 (B) marcados com Alexa 488 a 0,5 uM (coluna 1). As concentragdes da
proteina capsidica do HCV (colunas de 2-10) foram de 1 uM, 2 uM, 4 uM, 6 uM, 8 uM,
10 uM, 15 pM e 20 uM, respectivamente. (C) Porcentagem de DNA poli(GC) e DNA p53
encapsulados. Estas porcentagens foram obtidas a partir de analises das bandas do EMSA
por densitometria utilizando o programa ImageJ. Os experimentos foram realizados em
tampao fosfato 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,0.

Por fim, utilizamos FCS, e nossos dados mostram que a HCV124GFP livre ja
gerava uma funcdo de auto-correlagdo para tempos maiores indicando a presenca de
particulas maiores, possivelmente particulas semelhantes ao nucleocapsideo na auséncia de
acidos nucléicos (dados ndo mostrados). Estes dados corroboram as imagens de

microscopia eletronica para a proteina soluvel.
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1.5. Discussao

O ciclo replicativo do Virus da Hepatite C tem sido considerado um grande alvo
para interven¢do farmacologica (PAWLOTSKY e cols., 2007). J& existem inumeras
informagdes sobre a replicagdo deste virus (PAWLOTSKY e cols.,, 2007), mas a
elucidagdo de todos os mecanismos ainda ndo se concretizou. O papel da Proteina
Capsidica para a estrutura viral ja ¢ bem estabelecido, porém os mecanismos moleculares ¢
termodinamicos envolvidos no processo de montagem viral ndo estdo elucidados, assim
como existem inimeras lacunas a respeito das caracteristicas relacionadas a suas diferentes

funcdes na patogénese do HCV.

1.5.1. Relacio estrutura-funcio da Proteina Capsidica do HCV

Proteinas intrinsecamente desestruturadas (IUPs, do inglés intrinsically
unstructured proteins) apresentam uma vantagem funcional consideravel em relagdo a
proteinas globulares rigidas (WRIGHT & DYSON, 1999; DYSON & WRIGHT, 2002). A
baixa entropia conformacional (flexibilidade limitada) de proteinas globulares compactas
limita sua interagdo a ligantes especificos, € normalmente apresentam fungdes especificas.
Por outro lado, IUPs apresentam alta entropia conformacional (alta flexibilidade)
permitindo-lhes interagir eficientemente com varios alvos diferentes, quando comparadas a
uma proteina enovelada com flexibilidade conformacional limitada (WRIGHT & DYSON,
1999; DYSON & WRIGHT, 2002). Para melhor compreendermos por qual razdo algumas
proteinas enovelam-se em estruturas compactas, enquanto outras continuam
desestruturadas em condi¢des fisioldgicas, estudos envolvendo proteinas intrinsecamente
desestruturadas em diversas condi¢des t€ém sido cruciais. Talvez uma das caracteristicas

mais interessantes de proteinas desestruturadas ¢ a sua funcionalidade. Em geral, uma
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funcdo envolve a ligagdo a um ligante, tais como outras proteinas, acidos nucléicos e
membranas e, normalmente, a essa interagdo estd associada a indugdo de alguma
estruturacdo da estrutura anteriormente desordenada. A falta do C-terminal da proteina
capsidica do HCV a leva para uma forma desestruturada (KUNKEL & WATOWICH,
2004). O entendimento da termodindmica da relacdo estrutura-funcio desta proteina, que
participa do ciclo de replicacao viral e patogénese HCV, ¢ de grande importancia.

Para investigarmos a relacdo estrutura-funcdo da proteina capsidica do HCV, noés a
submetemos a presenca de diferentes ligantes e a diferentes condi¢des, os quais poderiam
mimetizar ambientes celulares, e acompanhamos mudangas estruturais principalmente por
medidas espectroscopicas e microscopia eletronica de transmissdo. Dentre as condigdes
utilizadas, selecionamos solventes que frequentemente tém influéncia na cinética de
enovelamento de proteinas e peptideos (BODKIN & GOODFELLOW, 1996; LU e cols.,
1997; HAMADA e cols., 2000). A acao de alcoois resulta de diferentes propriedades, tais
como: polaridade do solvente, da constante dielétrica, do comprimento da cadeia de
hidratos de carbono, o nimero de grupos OH, grau de halogenag¢do. No caso de alguns
alcoois utilizados com frequéncia, a ordem de efetividade ¢ TFE isopropanol> etanol>
metanol (HIROTA e cols., 1997). Em nosso trabalho, por adigdo de concentragdes
crescentes de alcool verificamos a altera¢do da estrutura secundaria da HCV124, e estas
alteracdes foram monitoradas por dicroismo circular e espectroscopia de fluorescéncia.
Nossos dados mostram que as mudangas na estrutura secundaria promovidas pelo butanol e
TFE sao muito semelhantes (Figura 1, Anexo 1). O efeito do TFE sobre a estabilidade de
trés diferentes peptideos foi recentemente investigado por meio de simulagdes
(ROCCATANO e cols., 2002). Os dados mostram que, em uma mistura TFE/agua, o
solvente organico se une em torno do peptideo, formando uma matriz que exclui

parcialmente a 4gua. Esta matriz, por sua vez promove a formagao de interagdes locais e,
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como consequéncia, favorece a formacao e estabilizacdo da estrutura secundaria. Juntos,
estes fatores favorecem a formagao de ligagdes de hidrogénio intrapeptideo.

A sonda bis-ANS se liga covalentemente a segmentos apolares em proteinas,
especialmente na proximidade de cargas positivas (ROSEN & WEBER, 1969). A ligagao
da sonda bis-ANS a HCV124 indica a presenca de regides hidrofobicas estruturadas na
proteina. Proteinas que consistem de regides desestruturadas intercaladas com pequenas
regides estruturadas sdo normalmente proteinas intrinsecamente desestruturadas. Estas
regides estruturadas sdo conhecidas por serem importantes para a ligagao especifica em
alguns casos (FUXREITER e cols., 2004; OLDFIEL e cols., 2005; MOHAN e cols., 2006).
A possivel presenca de distintas regides estruturadas da HCV124 também pode estar
correlacionada a sua capacidade de se ligar a varios alvos. Além disso, o bis-ANS foi
capaz de induzir um leve aumento da estrutura secundaria da proteina, provavelmente
através da neutralizagdo da carga positiva.

Dodecil sulfato de s6dio (SDS) tem sido usado para induzir a estrutura ordenada em
certos peptideos ou proteinas intrinsecamente desestruturadas (PARKER & SONG, 1992),
pois mimetiza ligantes ou membranas em ambientes celulares. Aqui, nés mostramos que
ambos mondmeros ou micelas de SDS podem interagir com a HCV124 e induzir mudancgas
na regido dos residuos de triptofano e na estrutura secundaria, o que pode ser verificado
pelo desvio para o azul no espectro de fluorescéncia e pelo aumento da elipticidade
negativa em torno de 220 nm nos espectros de CD (Figura 2, Anexo 2). Além das
interagdes hidrofobicas, os mondmeros de SDS podem ligar a HCV124 através de
interagdes eletrostaticas entre sua carga negativa e as cargas positivas de alguns
aminoacidos da proteina. Essas interagdes podem diminuir a repulsdo entre os residuos
positivos na estrutura da proteina, favorecendo o enovelamento local. A interacdo da

HCV124 com micelas de SDS provavelmente ocorre pela penetragdo de porgdes
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hidrofobicas, tais como residuos de triptofano, no interior das micelas, o que pode também
favorecer o enovelamento local. Por outro lado, essas interacdoes hidrofobicas
provavelmente impedem contatos intermondmeros necessarios para o processo de
montagem.

Estudos recentes, por meio de microscopia eletronica (ME) e espectrofotometria,
tém mostrado que o aumento da turbidez apo6s a adigcdo de acidos nucléicos esta ligado a
formag¢ao de NLPs (FROMENTIN e cols., 2007), assim como realizamos neste trabalho.
Aqui, nés ndo fomos capazes de observar um aumento na turbidez ou aumento da
dispersao de luz na presenca de bis-ANS, SDS e alcoois, sugerindo que, nestes casos,
existe um enovelamento local da forma monomérica da HCV124 ou de intermediarios do
processo de montagem.

A regido N-terminal tem sido identificada como a responsavel pela montagem do
capsideo viral, enquanto a regido C-terminal parece estar envolvida com a localizagdo da
proteina dentro da célula, ja que é capaz de interagir com membranas (KUNKEL e cols.,
2001; LORENZO e cols., 2001). Além disso, Klein e colaboradores identificaram 68
aminoacidos necessarios para a montagem do capsideo, utilizando um sistema livre de
células (KLEIN e cols., 2004; 2005). Esta regido N-terminal da proteina contém
numerosos residuos basicos, organizados em dois grupos. A dele¢do de qualquer um destes
grupos diminui significativamente a montagem viral (KLEIN e cols., 2005). Contudo,
regides neutras da proteina ndo parecem ser essenciais para a montagem do capsideo,
sugerindo que a carga global da regido N-terminal da proteina capsidica ¢é critica para o
processo de montagem.

Trabalhos recentes tém demonstrado que mudancas no pH podem induzir um
parcial enovelamento de proteinas intrinsecamente desestruturadas devido a minimizagao

de sua carga liquida presente em pH neutro, diminuindo assim a carga/repulsdo
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intramolecular e permitindo um colapso hidrofoébico orientado. Além disso, as cargas
positivas sobre as subunidades da proteina provavelmente se repelem agindo contra a
montagem de capsideos (SILBER & PODGORNIK, 2007). Em nosso estudo, o aumento
do pH préximo ao pl da HCV124 promoveu mudangas estruturais a nivel quaternario e
secundario da proteina, provavelmente pela diminui¢do da repulsdo intramolecular. Os
residuos de triptofano tornaram-se menos exposto ao solvente como verificado por dados
de fluorescéncia (Figura 3C, Anexo 1), indicando que eles estdo envolvidos na montagem.
Além disso, o aumento do espalhamento de luz em pH 12 sugeriu uma montagem
macromolecular, tais como a formacao de NLPs vazias ou agregados (Figura 3D, Anexo
1). A formagdo de NLPs vazias foi confirmada por microscopia eletronica (Figura 4C, 4D
e 4E, Anexo 1). Interessantemente, as medidas espectrofotométricas de montagem de
NLPs desencadeada pela incubacdo da HCV124 em pH 12 (Figura 4A e 4B, Anexo 1) sdao
semelhantes as provocadas por acidos nucléicos (Figura 5 e 6, Anexo 1). Assim, nossos
dados indicam que a perda de carga positiva ou neutralizacdo de residuos basicos da
proteina capsidica do HCV ¢ o principal fator que impulsiona a formagdo de NLPs em
solugdo e em baixas concentragdes. Um trabalho recente mostrou que a proteina capsidica
truncada ¢ capaz de montar particulas semelhantes ao capsideo viral em solugdo na
auséncia de acidos nucléicos estruturados, apenas em concentragdes muito elevadas, no
entanto os mecanismos ndo sdo bem compreendidos (ACOSTA-RIVERO e cols., 2005). O
mesmo grupo mostrou que as regides desestruturadas formam pequenas folhas-f, e que
estas podem atuar como ligantes de monomeros na proteina (RODRIGUES-CASADO e
cols., 2006). Portanto, a neutralizagdo de residuos basicos favorece os contatos entre as
formas monoméricas da proteina no processo de montagem. Termodinamicamente o
excesso de cargas positivas da HCV 124 representa uma importante barreira energética para

o processo de multimerizacdo da proteina em NLPs (Figura 8, Anexo 1). Desta forma,
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tendo em vista 0 mecanismo de montagem viral, in vivo o RNA viral parece nuclear ¢
diminuir esta barreira energética, facilitando seu empacotamento.

Anteriormente, Kunkel e colaboradores relataram que duas variantes da proteina
com 124 e 179 aminoacidos obtidas a partir de células de E. coli recombinantes, montam
NLPs in vitro, porém para isso exige moléculas estruturadas de RNA (variagdo de 0,1-10
uM) (KUNKEL e cols., 2001). Atualmente, como mostrado em nossos dados também, ja
estd bem caracterizado que a montagem de NLPs do HCV pode ser promovida por 4cidos
nucléicos inespecificos. Aqui, nds mostramos que a multimerizagao da proteina capsidica ¢
impulsionada pela neutralizagdo de residuos bésicos, a qual pode ser promovida
principalmente por interagdes eletrostaticas com os acidos nucléicos (Figura 5 e 6, Anexo
1) ou por desprotonagdo de residuos basicos (Figura 4, Anexo 1), desencadeada por pHs
mais altos. Esta caracteristica também explica a baixa especificidade para o
empacotamento de acidos nucléicos em solugdo. Assim, nossos dados sugerem que o
processo de montagem in vivo ndo exige uma grande especificidade para o RNA viral ¢
sugere que seja possivel a proteina capsidica do HCV interagir com RNAs mensageiros
celulares e montar particulas transientes. Esta caracteristica pode estar relacionada com sua
capacidade de alterar algumas funcdes celulares e, consequentemente, a patogé€nese do
HCV.

Por outro lado, também verificamos que as particulas formadas pela interacdo
inespecifica com 4cidos nucléicos desmontam apo6s elui¢do em uma coluna de filtragdo em
gel (dados ndo mostrados). Estes dados indicam que a proteina capsidica e as NLPs
formadas estdo em equilibrio termodindmico em solucdo. Além disso, observamos também
que algumas horas apds a formacdo das particulas, as mesmas naturalmente se
desmontavam (dados ndo mostrados). Estes resultados mostraram que as particulas sdao

instdveis e que sdo provavelmente geradas por interagdes transitorias. Estruturas de
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membrana geralmente sdo importantes para manter a integridade da estrutura do capsideo
em ambientes hidrofilico (MAJEAU e cols., 2004). Desta forma, nossos dados indicam que
a regido C-terminal da proteina, através da inser¢do na membrana, tem uma importancia
crucial para a estabilizacdo das particulas nativas em solugao.

Aspectos energéticos relacionados a montagem do capsideo também sdo
importantes para a compreensdo do processo bioldgico. Por exemplo, a montagem dos
capsideos do Virus da Hepatite B ¢ impulsionada por interagdes proteina-proteina fracas e
¢ caracterizada por uma variagdo de entalpia e entropia positiva (CERES & ZLOTNICK,
2004). Assim, neste caso, a reacdo ¢ dirigida pela entropia, o que ¢ caracterizado por
grandes contatos hidrofobicos. Diferentemente, a ligacdo das proteinas intrinsecamente
desestruturadas, as quais sdo geralmente altamente hidrofilicas, envolve um custo
entropico associado com a transi¢do desordem-ordem (DYSON & WRIGHT, 2005). Aqui,
verificamos que a for¢a motriz termodinamica chave para o processo de montagem de
NLPs a partir da HCV124 ¢ a contribui¢do favoravel de entalpia (Figura 7, Anexo 1), a
qual provavelmente é maior do que o custo entrépico, dando um bom exemplo de
compensagdo entalpia-entropia associada ao processo de montagem em solugdo. O calor
liberado no processo de montagem ¢é provavelmente devido a neutralizacdo de residuos
basicos por interagdes eletrostaticas entre a HCV 124 e acidos nucléicos.

Em conclusao, mostramos que a proteina capsidica truncada do HCV, uma proteina
intrinsecamente desestruturada tipica, pode adotar uma conformacgdo intermedidria na sua
forma monomérica ou montar NLPs de uma maneira dependente de alguns ligantes ou
condi¢des. Algumas condigdes, tais como SDS e TFE, podem minimizar uma barreira
energética, favorecendo a HCV124 assumir uma estrutura intermediaria, enquanto outras
condi¢des, tais como a ligagdo de acidos nucléicos e pH préximo de 12, podem promover a

oligomerizacdo em NLPs. Assim, propomos um modelo termodindmico relacionado a
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relagdo estrutura-fungdo da proteina capsidica truncada do HCV que esta representado na
Figura 8, Anexo 1. Além disso, nossos dados mostraram que a montagem de NLPs em
solugdo desencadeada por RNA ou DNA ¢ impulsionada por fatores entélpicos,
provavelmente devido a neutralizagdo de residuos basicos. Estas observagdes importantes
auxiliam na compreensdo da natureza fisica dos diferentes papéis de proteina capsidica do
HCV na patogénese deste virus. Além disso, a descri¢do dessas caracteristicas peculiares
pode levar a novas abordagens no planejamento de farmacos que poderiam aumentar a

eficiéncia do tratamento contra a Hepatite C.

1.5.2. Analise da formacido de particulas semelhantes a capsideos

do Virus da Hepatite C

Um modelo ideal para a montagem do capsideo viral ainda ndo existe, no entanto
algumas caracteristicas, tais como algumas proteinas e alguns fatores celulares envolvidos
no processo, bem como a importancia de regioes especificas ou de aminodcidos isolados,
tém sido reveladas. Apesar de estudos no ambiente celular se aproximarem do real, estudos
em solucdo com proteinas purificadas nos permitem investigar fatores individuais que
dificilmente seriam conseguidos em células ou in Vivo, tais como a cooperatividade
estrutural de montagem, a influéncia da carga global, assim como caracteristicas
relacionadas a estrutura-funcao da proteina capsidica, visto que se trata de uma proteina
intrinsecamente desestruturada. Nossos dados sobre a montagem de NLPs em solugdo a
partir da proteina capsidica do HCV truncada sugerem cooperatividade estrutural na
montagem e mostram que a fusdo da GFP ndo impede a formacao da NLPs, permitindo

estudos futuros em ambiente celular.

95



A proteina capsidica truncada do HCV (HCV124) liga e encapsula DNA
inespecificamente in vitro

Muitos virus provavelmente encapsulariam RNA celular ndo especifico se o0 RNA
gendmico viral ndo estivesse presente ou em altas concentragdes. Além disso, muitos virus
usam 0 RNA como uma base para a montagem, ¢/ou para nuclear o processo de montagem
do capsideo. A proteina do HCV parece agir de forma similar. Seu N-terminal ¢
extremamente hidrofilico, devido a presenca de muitos residuos basicos agrupados em
certas regides. A proteina capsidica se liga a0 RNA viral (FAN e cols., 1999; Shimoike e
cols., 1999) e esta associacdo ¢ dependente dos residuos basicos presentes na regido N-
terminal. Consistente com esta observagdo, ¢ suportando a ideia de que o RNA age como
um nucleo para a montagem, o RNA foi requerido para a montagem do capsideo “in vitro”
(KUNKEL e cols., 2001). Posteriormente, foi verificado que, em altas concentracdes, a
proteina capsidica truncada (HCV124) na auséncia de acidos nucléicos ja é capaz se
multimerizar organizadamente para formar NLPs (RODRIGUEZ-CASADO e cols., 2006).
Nos também fomos capazes de formar NLPs na auséncia de DNA ou RNA, confirmando
esses dados ja publicados (dados ndo mostrados).

Enquanto a nog¢do de que a proteina capsidica do HCV se liga ao RNA ¢é bem
estabelecida, ainda ndo ¢ claro se a proteina capsidica liga preferencialmente ao RNA
genomico do HCV em relagcdo a RNAs celulares. Ja foi descrito que esta proteina se liga ao
RNA ribossomal (Santoline e cols., 1994), a RNAt (Kunkel e cols., 2001; Fromentin e
cols., 2007), ao RNA genomico viral (Fan e cols., 1999; Kunkel e cols., 2001; Cristofari e
cols., 2004) e a DNAs inespecificos (Fromentin e cols., 2007). Desta forma, se a proteina
capsidica se liga em muitos diferentes acidos nucléicos, como o RNA genomico seria
especificamente empacotado? Muitas proteinas capsidicas tém uma alta afinidade para

estruturas especificas no seu RNA gendmico, permitindo que liguem preferencialmente ao
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RNA proprio. Além disso, o RNA viral pode ser encapsulado, preferencialmente, devido a
sua alta concentracdo no compartimento de replicacdo viral. Nao ¢é claro se a proteina
capsidica do HCV tem alta afinidade para o RNA gendmico viral. Alguns trabalhos
sugerem certo grau de especificidade pelo RNA viral (FAN e cols., 1999). No entanto,
Santolini e colaboradores reportaram que a proteina capsidica do HCV se liga
equivalentemente ao RNA viral e a RNAs heterologos, sugerindo que esta proteina nao
tem uma grande especificidade (SANTOLINI E cols., 1994). Se a proteina capsidica do
HCV nao liga especificamente ao RNA viral, entdo alguns outros mecanismos devem
existir para promover o empacotamento do genoma viral (KUNKEL e cols., 2001). Uma
possibilidade, comentada por alguns trabalhos é que a montagem ocorre em
microambientes que contém uma simples forma de RNA, no caso o RNA gendémico do
HCV. Nossos dados corroboram a ideia de que a HCV124 engloba acidos nucléicos
inespecificos, ja que desencadeamos a formagdo de NLPs apds a adicdo de DNA poli(GC),
DNA p53 fita dupla (21 pares de bases) ou de um RNA inespecifico (18 pares de bases).
Além disso, ha uma nitida dependéncia de concentracdo de proteina ¢ DNA, como
verificado em concentragdes micromolares por espectroscopia de fluorescéncia ou
nanomolares por gel shift ¢ medidas de polarizagdo. Trabalhos publicados anteriormente
corroboram nossos dados, ja que mostram a dependéncia de concentragdo de DNA para o
processo, porém somente em concentragcdes micromolares (FROMETIN e cols., 2007).
Provavelmente a concentracao do acido nucléico e o seu tamanho sido determinantes para o

processo de montagem de NLPs.

Cooperatividade do processo de montagem de NLPs do HCV
O mecanismo de montagem do capsideo viral do HCV ainda deixa vérias lacunas, e

ainda ndo foi caracterizado se existe possiveis intermediarios de montagem. A proteina
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capsidica truncada (HCV124) apresenta-se na forma monomeérica. Ja a proteina capsidica
inteira tem sido identificada como um homodimero em solugdo (BOULANT e cols., 2005).
Além disso, a proteina capsidica inteira em condi¢des de montagem de NLPS tem sido
identificada, em Pichia Pastoris, como dimeros, trimeros e multimeros (ACOSTA-
RIVERO e cols., 2004). Em desacordo com estes dados, nossas analises de formagdo de
NLPs por gel shift indicam que o processo é cooperativo, ja que ndo identificamos bandas
intermediarias, as quais seriam correspondentes a possiveis intermedidrios tanto para a
forma truncada quanto para a forma fusionada a GFP. Talvez os intermediarios possam ser
formados através da interacdo entre as regides C-terminal, sendo restritos a proteina
capsidica inteira ¢ @ membrana do reticulo endoplasmatico. De modo geral, estes
mecanismos ainda ndo sdo esclarecidos. O entendimento destes mecanismos envolvendo a
HCV124 ¢ bastante importante, ja que existem capsideos ndo envelopados em pacientes
infectados pelo HCV (MAILLARD e cols., 2001), os quais provavelmente sejam montados
no citoplasma. Para o virus SV40 ja tem sido verificado, de forma similar aos nossos
resultados, que na montagem do virus pela proteina capsidica VPl existe grande
cooperatividade (MUKHERIJEE e cols., 2007). A partir da técnica de espectroscopia de
correlacdo de fluorescéncia (FCS) e polarizagdo de fluorescéncia, em concentragdes
menores de proteinas que de DNA, foi possivel verificar outra espécie que pode ser o DNA
ligado a proteina monomérica. Para HCV124GFP nossos ensaios espectrofotométricos e
analises de gel shift mostram que o perfil de montagem de NLPs é mantido de forma
similar & HCV124, indicando que a fusdo de GFP ndo altera de forma significativa o
processo.

Por fim, nossas analises indicam que a montagem em solu¢do acontece de forma
altamente cooperativa, ja que ndo foram detectados intermediarios estaveis em equilibrio.

A presenca de intermedidrios poderia ser interessante ja que poderiam ser alvos diretos de
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farmacos para inibicdo da replicagdo viral por impedir a montagem, mas parece nao ser o
caso. No entanto, estes mecanismos podem ser mais profundamente estudados pela técnica
de FCS dentro de células, ou seja, considerando os fatores celulares, a partir da proteina
fusionada a GFP. N6s mostramos que a GFP ndo impede a formagao de NLPs, validando a

continuidade de nossos estudos em células por microscopia de fluorescéncia e FCS.
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1.6. Conclusoes

v" No6s mostramos que a proteina capsidica truncada do HCV pode adotar uma estrutura
intermediaria em diferentes condi¢cdes ou na presenca de diferentes ligantes, os quais
podem mimetizar ambientes fisiologicos na qual a HCV124 possa se ligar a diferentes
alvos ¢ exercer diferentes fungoes;

v' A neutralizagdo de residuos basicos é o principal fator de dirige o processo de
multimerizacdo da HCV124 em solugdo visto que ao submetemos a pHs proximos ao seu
ponto isoelétrico (pI 12) verificamos a formacdo de NLPs, na auséncia de acidos nucléicos;
v' A forma da proteina capsidica fusionada a GFP foi capaz de formar capsideo de
forma similar a HCV124, mostrando que a montagem ndo ¢ inibida pela GFP e indica que
ndo existem grandes alteragdes, o que a valida para estudos em células.

v O processo de formagdo de capsideos parece ser altamente cooperativa ja que ndo foi
possivel a detec¢@o de intermedidrios bem definidos nas medidas realizadas;

v' A formagdo de NLPs pela adi¢do de acidos nucléicos foi entalpicamente dirigida, o

que nos sugere uma grande importancia de interagdes eletrostaticas neste processo.

4 Assim, a HCVI124 se mostrou capaz de adquirir um enovelamento local ou
oligomerizar em NLPs dependentemente da condi¢do ou do ligante. Nossa informagao
estrutural e analises termodindmicas revelam caracteristicas relacionadas a multiplicidade
da funcdo do HCVI24 e explica a baixa especificidade de 4cidos nucléicos para a

montagem in vitro.
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2. Parte 2

2.1. Introducao

O cancer ¢ um processo multifatorial de transformacdo celular, que leva ao

crescimento desregulado de uma célula. Existem inumeros agentes cancerigenos, os quais

podem ser quimicos, fisicos ou biologicos (Figura 2.1). Estes agentes, quando em doses

biologicamente efetivas, podem diretamente afetar o DNA, desencadeando a ativagdo de

proto-oncogenes, alterar sistemas de reparo, além de induzir mutacdes, que podem

favorecer o desenvolvimento de neoplasia. Alteragdes celulares, tais como dano oxidativo,

reordenamento cromossOmico e alteragdes enzimaticas também podem gerar uma

instabilidade genomica também favorecendo mutacdes, ativagdo de proto-oncogenes ¢ a

alteracdo nos sistemas de reparo (Figura 2.1) (INCA, 2002). Todas estas alteragdes

adquiridas ao longo dos anos podem favorecer o processo de transformacdo celular

caracteristico de neoplasias.
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Figura 2.1: As etapas da carcinogénese (Extraido de INCA, 2002, p. 58).
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Em 2000, Hanahan ¢ Weinberg descreveram as seis principais caracteristicas ou
alteracdes adquiridas neste processo de transformacdo celular. Estas caracteristicas sdo:
auto-suficiéncia de sinais de crescimento, insensibilidade a sinais de anti-crescimento,
presenga de mecanismos de evasdo da morte celular programada, potencial replicativo
ilimitado, angiogénese sustentada ¢ capacidade de invasdo tecidual e metastase (Figura

2.2) (HANAHAN e WEINBERG, 2000).

Auto-suficiéncia em
sinais de crescimento

Evasioda Insensibilidade a sinais
apoptose anti- crescimento

Angiogénese Invasdo tecidual e
sustentada metastase

Figure 2.2: Capacidades adquiridas no cancer. A maioria dos canceres, se nao todos,
adquire as mesmas capacidades funcionais durante seu desenvolvimento, por diferentes
mecanismos (Adaptado de HANAHAN e WEINBERG, 2000).

Estas alteracdes funcionais sdo adquiridas devido a mutagdes ou alteragdes
cromossOmicas que levam a uma alteracio de expressdo de proteinas-chave no
desenvolvimento normal celular. Como exemplo, a superexpressdo de receptores de fatores

de crescimento, como ¢ o caso da proteina Her2, faz com que a célula tenha sua auto-
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suficiéncia de sinais de crescimento. Outro exemplo ¢ a superexpressao de proteinas anti-
apoptdticas, como ¢é o caso das Proteinas Inibidoras de Apoptose (IAPs), que
insensibilizam a célula a morte celular programada (HANAHAN ¢ WEINBERG, 2000).
Neste trabalho, daremos uma atengao especial a apoptose, pois € 0 processo em que nossa

proteina de estudo estd envolvida.

2.1.1. Apoptose

A morte celular ¢ um processo fundamental da vida e, em organismos
multicelulares, a mesma pode ser criticamente importante para a organizacao de células e
tecidos do corpo (SPIERINGS e cols., 2005). Com o desenvolvimento acelerado da
Biologia Molecular e de técnicas sensiveis ao estudo de eventos celulares, varios
fendmenos, organelas, proteinas e suas fungdes ou interagdes estao sendo descobertos e
melhor compreendidos. O acimulo deste conhecimento tem nos permitido entender com
mais detalhes o controle que mantém as células vivas, e através de quais mecanismos as
células morrem. O processo de Apoptose possui um papel fundamental no
desenvolvimento e homeostase de organismos multicelulares (STELLER, 1995;
HORVITZ, 1999). A inibi¢do da apoptose pode, por exemplo, levar ao desenvolvimento de
tumores ou doencas auto-imunes, enquanto a morte celular excessiva estd envolvida em
doengas neurodegenerativas, como a doenga de Alzheimer, além de outras como a
osteoporose pos-menopausa (HUANG e cols., 2003). J& a multiplicacdo desordenada de
células também pode ser um processo potencialmente perigoso, pois, neste caso, existe o
favorecimento do desenvolvimento de cancer e a alteracdo do volume tecidual. Portanto,
para a manutengdo de uma homeostase celular e tecidual normal ¢ necessario um perfeito

balanco entre a divisao celular e a apoptose.
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O processo de apoptose ¢ dividido principalmente em uma via extrinseca, que
ocorre por sinalizagdo de receptores celulares de morte, e uma via intrinseca, que pode
ocorrer a partir da mitocondria (VUCIC e FAIRBROTHER, 2007) (Figura 2.3). O estresse
do reticulo endoplasmatico representa outra via intrinseca de inducdo de apoptose, a qual
estd associada a liberagdo de fons Ca*” no processo de ativacdo de caspases (RAJESH e

cols., 2009).
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Figura 2.3: Vias apoptdticas intrinsecas e extrinsecas. A via de morte celular intrinseca
¢ iniciada por estimulos, tais como a irradiacdo, tratamento com quimioterapicos, ou
retirada de fatores de crescimento. A subsequente ativacdo de membros pré-apoptdticos
somente BH3 da familia Bcl-2 neutraliza as proteinas antiapoptoticas Bel-2, Bel-xL e Mcl-
1, levando a disfun¢@o do potencial de membrana mitocondrial e a liberagao de citocromo
C e da proteina Smac/DIABLO da mitocOndria para o citoplasma. Este processo
desencadeia a ativagdo de Apaf-1, levando a formacdo do apoptossomo seguido pelo
recrutamento e ativacdo das caspases-9. A caspase-9 cliva e ativa as caspases efetoras 3 e 7
para desencadear a apoptose por clivar substratos celulares chaves. IAPs (ex: XIAP)
inibem a ativacdo das caspases, e esta inibi¢do pode ser revertida por IAPs antagonistas
(por exemplo, Smac/DIABLO e Omi) liberadas da mitocondria. A via extrinseca da
apoptose ¢ desencadeada quando receptores de morte, como Fas, DRS5, ou receptor 1 de
TNF sdo estimulados. A interagdo destes receptores com seus respectivos ligantes resulta
no recrutamento da proteina adaptadora FADD e a caspase-8. Este processo leva a ativacao
da caspase-8 ¢ subsequente ativacdo dos efetores caspase-3 e caspase-7. As IAPs
representam a ultima linha de defesa contra morte celular, pois inibem as caspases-3,
caspases-7 e caspases-9 (XIAP). Além disso, as mesmas previnem que fatores endogenos,
tal como a Smac/DIABLO, antagonizem o bloqueio das caspases pela atividade inibitoria
na XIAP (ML-IAP, c-IAP1 e c-IAP2). Moléculas miméticas de Smac ligam-se as IAPs e
abolem sua atividade inibitoria por interromper as interagdes criticas entre IAP-caspase e
IAP-Smac (Extraido de VUCIC e FAIRBROTHER, 2007).
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A via extrinseca ocorre a partir da indugdo da expressdo de uma proteina
chamada Fas ligante (também chamada CD-95L) em linfécitos ativos predominantemente
(HENGARTNER, 2000). A via intrinseca (via mitocondrial) inicia-se quando a membrana
mitocondrial recebe o estimulo apoptdtico, desencadeando a permeabilizagdo da membrana
mitocondrial externa (MOMP, “Mitocondrial Outer Membrane Permeabilization”),
levando a liberagdo de proteinas intermembranares fundamentais (SPIERINGS e cols.,
2005). Assim, a permeabilizagdo da membrana externa da mitocondria ¢ o ponto chave
desta via. Esta ¢ mediada predominantemente pelos membros da familia Bel-2 (célula B de
linfoma) pro-apoptdtica, Bax e Bak, e inibida por membros da familia Bcl-2 anti-
apoptdtica. As proteinas somente BH3 (“BH3-only proteins™), membros da familia Bel-2
que apresentam s6 o dominio BH3, regulam a MOMP por ativar Bax ¢ Bak ou por
antagonizar as proteinas Bcl-2 anti-apoptoticas. MOMP permite que proteinas do espago
intermembranar tenham acesso ao citosol. Citocromo C, liberado da mitocondria, liga-se e
desencadeia a ativagdo de Apaf-1, levando a formagdo de um complexo chamado
apoptossomo, que leva ao recrutamento e ativagdo da caspase-9. Caspase-9 cliva e ativa as
caspases efetoras 3 e 7, responsaveis pelo processo apoptotico por clivar substratos-chave
da célula. Ja as Proteinas Inibidoras de Apoptose (IAPs) sdo capazes de inibir a ativagao
das caspases, e esta inibicdo pode ser revertida por IAPs antagonistas (por exemplo,
Smac/DIABLO e Omi) liberadas da mitocondria apé6s MOMP (LI & YUAN, 1999;
HENGARTNER, 2000).

As caspases, principais executoras da apoptose, sdo cisteino-proteases que estao
em sua forma ativa em células apoptoticas (EARNSHAW e cols., 1999). As caspases sao
as principais executoras da apoptose e, desta forma, também sdo alvos em potencial para

drogas que inibam o processo de apoptose e salvem as células deste caminho sem volta
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para a morte. Uma vez ativadas, as caspases efetoras sdo responsaveis pela clivagem
proteolitica de um grande numero de substratos celulares, levando a morte celular. A
ativacdo das caspases ¢ um processo de fundamental importancia no entendimento de
como a apoptose acontece ¢ de como ¢ regulada (Figura 2.4). Todas as caspases sao
produzidas em células como zimogénios cataliticamente inativos e devem sofrer ativacao
proteolitica durante a apoptose. A ativagdo da caspase-9 ocorre apoés homodimerizacao
induzida ap6s a formagdo do apoptossomo. Entdo, nesta ativagdo ndo ocorre clivagem
proteolitica, mas somente um rearranjo estrutural que resulta na exposi¢do do sitio ativo.
Além disso, a inibi¢do da ativagdo da caspase-9 ocorre justamente pelo impedimento da
homodimerizagdo promovida pela ligacdo do dominio BIR3 das IAPs, proteinas inibidoras
da apoptose (SHIOZAKI e cols., 2003). J4 com relacdo a ativagdo da caspase-3, esta
acontece a partir da agdo da caspase-9 ativa que cliva a procaspase-3, levando a ativacao
por exposi¢do de sitio ativo. A inibicdo da caspase-3 se deve a interacdo com o dominio
BIR2 das IAPs, que bloqueia estericamente o sitio de ligagdo ao substrato (RIEDL e cols.,
2001). Uma proteina chamada Smac/DIABLO ¢ capaz de interagir com as [APs, retirando

sua fung¢do, permitindo assim a ativagao de caspases.
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Figura 2.4: Diagrama esquematico dos mecanismos de ativacdo e inibicdo de
caspases. Do lado esquerdo, o motivo tetrapeptideo (setas vermelhas), que representa o N-
terminal da Smac e a pequena subunidade da caspase-9, se liga sobre a superficie dos
dominios de IAPs (XIAP, c-IAP-1, c-IAP2 e Livin/ML-IAP). Este motivo ¢ responsavel
tanto pela inibicdo da caspase-9, através da ligacdo com BIR3, quanto pela retirada da
inibi¢do através da substituicdo do tetrapeptideo da caspase-9 pelo tetrapeptideo da Smac.
A clivagem por “feedback” positivo por caspase-3 e 7 remove permanentemente a inibicao
de caspase-9 mediada por IAP. A liberacdo do peptideo ligador da caspase-9 pode
antagonizar a inibi¢do mediada por IAP de outras caspases. Do lado direito, em
contrapartida, o segmento ligador N-terminal do dominio BIR2 da XIAP ¢ primariamente
responsavel pela inibicao da caspase-3. A ligacdo da Smac ao dominio BIR2 pode deixar
este segmento ligador indisponivel pela ligacdo a caspase-3. Somente os dominios isolados
sao representados e ndo a AP completa (Extraido de SHI, 2002).

Como o mecanismo de ativagdo e inibigdo das caspases ja estd bem caracterizado,
¢ importante considerarmos as interagcdes envolvidas e as competi¢des pela ligacao a sitios
em comum existentes na apoptose, como ¢ o caso dos tetrapeptideos provenientes da
Smac/DIABLO e da caspase-9, que ligam-se a0 mesmo sitio do dominio BIR3 da IAP.
Interessantemente, a caspase-9 tem a mesma regido ligante de IAP que a Smac/DIABLO.
A Smac/DIABLO apresenta o tetrapeptideo AVPI, enquanto a caspase-9 o tetrapeptideo

ATPF, sendo os dois responsaveis pela competicdo por um sitio de ligacdo no dominio

BIR3 da IAP (Figura 2.4) (SHI, 2002). A relacdo da quantidade de cada uma destas
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moléculas e suas respectivas afinidades ¢ que ditard o caminho a ser seguido pela célula,
morte ou vida (Figura 2.4). Em casos de excesso de IAP, que contém o dominio BIR3,
haveria uma inibi¢do da caspase-9, pois a concentragdo de Smac/DIABLO existente seria
insuficiente para inibir todas as IAPs, insensibilizando a célula a morte, o que é bem

caracterizado em células cancerosas.

2.1.1.1. Proteinas Inibidoras de Apoptose (IAPs)

As Proteinas Inibidoras de Apoptose (IAPs, do inglés “Inhibitor Apoptosis
Protein”) foram originalmente identificadas em baculovirus, onde proviam um mecanismo
para aumentar a propagacgdo viral através da inibi¢ao de apoptose defensiva por células
hospedeiras de insetos (CROOK e cols., 1993; BIRNBAUM e cols., 1994). IAPs celulares
foram subsequentemente descritas em insetos € em vertebrados (ROTHE e cols., 1995;
LISTON e cols., 1996, UREN e cols., 1996; DUCKETT e cols., 1996).

Estas proteinas inibidoras de apoptose sdo extremamente importantes na cascata
apoptotica. Entre os membros da familia IAP incluem-se seis proteinas: NAIP (“Neuronal
Apoptosis Inhibitory Protein”), IAP1 (“Inhibitor of apoptosis Protein-1""), IAP2 (“Inhibitor
of apoptosis Protein-2”), XIAP (“X-linked inhibitor apoptosis”), Survivina e BRUCE
(“BIR repeat containing ubiquitin-conjugating enzyme”) (LACASSE e cols.,, 1998;
DEVERAUX e REED, 1999; VERHAGEN e cols., 2001). IAPs sao caracterizadas pela
presenga de um ou mais dominios repetidos de IAP de baculovirus (BIR), que sdo uma
regido de 70 a 100 aminoacidos, conservada durante a evolugdo, caracterizada por ter
atividade inibitoria de caspases. As proteinas XIAP, IAP1 e IAP2 ligam-se as caspases 3, 7
e 9, inibindo-as (ROY e cols., 1997; DEVERAUX e cols., 1997, DEVERAUX ¢ cols.,

1998; GOFFREDO e cols., 2005).
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As IAPs agem em um ponto entre a vida e a morte celular. A superexpressao de
XIAP, TIAP1 ou IAP2 inibe a apoptose em resposta a uma variedade de estimulos
apoptoticos, incluindo fator de necrose tumoral, Fas e estaurosporina (DEVERAUX e
REED, 1999). As IAPs podem também ser importantes em desordens neurodegenerativas,
como por exemplo, a superexpressao de XIAP atenua a produgdo celular deficiente por
uma injaria isquémica em hipocampos de ratos (XU e cols., 1999) e bloqueia a morte
neuronal dopaminérgica em um modelo de doenga de Parkinson.

A expressao das proteinas inibidoras de apoptose tem sido investigada em vérias
linhagens celulares cancerosas humanas (TAMM e cols., 2000; NOTARBARTOLO e
cols., 2004). A XIAP e a cIAP1 foram superexpressas na maioria das linhagens analisadas,
com substancial variabilidade em seus niveis.

As proteinas inibidoras de apoptose suprimem o processo de apoptose por
suprimir a ativacao das procaspases e por inibir a a¢do enzimatica das caspases maduras
(SRINIVASULA e cols., 1998; YANG e cols., 1998; CHECINSKA e cols., 2003). Assim,
a expressao destas proteinas deve ser muito bem controlada.

Dentre as IAPs, a XIAP ¢é a proteina inibidora de apoptose mais potente,
conhecida e caracterizada. Esta apresenta trés dominios BIR e um dominio que se liga a
ubiquitina (WRZESIEN-KUS e cols., 2004) (Figura 2.5). O BIR1 ainda ndo tem fungao
conhecida. O dominio BIR2 (residuos 124-240) ¢ responsavel pela inibicao da ativacao da
caspase-3, além da inibi¢do de sua atividade quando a mesma se encontra ativa. O dominio
BIR3 (residuos 238-358), proveniente da XIAP e foco deste estudo, é capaz de se ligar e
levar a inibigdo da ativagdo da caspase-9 (LIU e cols., 2000). O dominio BIR3 apresenta
120 aminoacidos e uma massa molecular aproximada de 14 kDa. Este dominio por si s6 ja
¢ capaz de conferir a resisténcia a apoptose, por bloquear a via apoptdtica em fase anterior

a ativagdo das caspases efetoras.
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Figura 2.5: Esquema da estrutura de um dos mais importantes membros da familia
IAP. Os dominios IAP de baculovirus 2 e 3 (BIR2 e BIR3) sdo responsaveis pela inibi¢ao
das caspases-3, 7 ¢ 9. BIR2 e BIR3 sdo alvos da inibicdo pela regido ligadora de IAP
Smac/DIABLO, HTAR2/Omi ¢ XAF1. Ambos os dominios sdo envolvidos na ativac¢do de
NF-Kappa B. RZF mostra atividade ligase a ubiquitina. O papel do BIRI ndo ¢ ainda
totalmente compreendido (Extraido de Wrzesien-kus e cols., 2004).

A estrutura do dominio XIAP-BIR3 (241-356), o qual é nosso objeto de estudo,
consiste de 5 a-hélices, 3 fitas-f§ e um atomo de zinco, o qual é coordenado pelos residuos

conservados Cis300, Cis303, Cis327 e His320 (Figura 2.6) (SUN e cols., 2000).

C
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Figura 2.6: Estrutura do dominio XIAP-BIR3. Em vermelho estdo representadas as o.-
hélices do dominio BIR3 da XIAP, e as 3 fitas-3 estdo representadas em verde. O atomo de
zinco esta representado em magenta e as cadeias laterais dos residuos que quelam o zinco

estdo representadas em amarelo. Estrutura depositada no Protein Data Bank sob n° 1F9X
(Sun e cols., 2000).
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O dominio XIAP-BIR3 inibe a caspase-9, pois ¢ capaz de formar um
heterodimero com a sua forma monomérica. A caspase-9 ¢ ativa como dimero, e todas as
18 estruturas de caspases publicadas, incluindo iniciadoras e efetoras, sdo identificadas
como homodimeros arranjados predominantemente pela interface hidrofobica (SHIOZAKI
e cols.,, 2003). Assim, o dominio XIAP-BIR3 sequestra a caspase-9 em um estado
monomérico, eliminando a possibilidade de formagao da conformagdo com o sitio ativo
arranjado (SHIOZAKI e cols., 2003). Um peptideo N-terminal, ligador da pequena
subunidade da caspase-9 (ATPF), interage com uma superficie conservada sobre XIAP-
BIR3, levando a inibigdo (SRINIVASULA e cols., 2001; SHIOZAKI e cols., 2003). Desta
forma, e a partir da inibi¢do da caspase-3, a morte celular ¢ reprimida em varias linhagens
celulares tumorais especificas que superexpressam as XIAPs.

Atualmente, j& se sabe que a elevada expressdao de IAPs participa na oncogénese,
por ajudar a permitir células malignas a escapar da morte celular apoptotica. A proteina
Smac/DIABLO ¢ capaz de interagir com as IAPs, eliminando seu efeito e sensibilizando

estas células cancerosas a apoptose.

2.1.1.2. A Proteina Smac/DIABLO

A Proteina Smac/DIABLO, como ja comentado, ¢ outro importante regulador da
apoptose que ¢ liberado da mitocondria durante o estimulo apoptdtico. Smac € original do
inglés “Second Mitochondria-derived Activator of Caspases” (DU e cols., 2000), enquanto
que DIABLO, “Direct IAP Binding protein with Low pI” (VERHAGEN e cols., 2000).
Esta proteina promove a ativacao da caspase-9 por se ligar as IAPs removendo seu efeito
inibitorio e permitindo a continuidade do processo de morte celular programada.

A proteina Smac/DIABLO ¢ constituida de 184 aminoacidos por monomero, com

21 kDa cada. A estrutura cristalografica da Smac/DIABLO foi determinada a 2.2 A de
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resolucdo e demonstrou que, na forma madura ela apresenta-se como um homodimero em
forma de arco, possuindo um raio hidrodinamico equivalente a uma proteina de 100 kDa
(CHAI e cols., 2000). A Smac/DIABLO ¢ sintetizada como uma proteina de 239
aminoacidos, sendo 55 aminoacidos da por¢cdo N-terminal responsaveis pela ligagdo a
membrana mitocondrial. Essa sequéncia ¢ removida proteoliticamente ¢ ndo aparece na
proteina madura. Além disso, com a clivagem ha a exposi¢do de um tetrapeptideo N-
terminal, AVPI, que ¢ essencial para a fungdo da proteina. O mondmero da proteina
apresenta trés hélices sobrepostas: HI, H2 e H3, sendo que a maioria dos residuos
hidrofébicos localiza-se no interior, entre as hélices (Figura 2.7). Certas mutagdes
pontuais na interface dimérica foram capazes de desfazer completamente o dimero, o que

pode ser comprovado através de gel filtragao (CHALI e cols., 2000).
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Figura 2.7: Estrutura da Smac/DIABLO e do complexo formado na ligacdo do
Tetrapeptideo AVPI da Smac/DIABLO ao dominio XIAP-BIR3 das IAPs. A)
Diagrama esquematico da proteina Smac dimérica madura. Os residuos desordenados do
N-terminal estdo mostrados como linhas tracejadas. B) A interacdo do tetrapeptideo Smac
N-terminal (Ala-Val-Pro-Ile) com o dominio BIR3 da XIAP. O dominio BIR3 ¢
representado como uma superficie modelo no lado esquerdo, com areas hidrofébicas
coloridas de vermelho. Detalhes atomicos das interagdes sdo mostrados no lado direito,
além da verificagdo da existéncia de residuos de triptofano, 310 e 323, envolvidos na
ligacdo e essenciais para medidas de espectroscopia de fluorescéncia (Extraido de Shi,
2001).

No caso das XIAPs (”X-linked IAP”), o dominio BIR2 ¢ responsavel por ligar-se a
caspase-3 ¢ o BIR3 a caspase-9. A forma dimérica da proteina Smac/DIABLO interage
com os dominios BIR2 e mais fortemente com o BIR3 da IAP. J4 o mondmero interage
apenas com o BIR3. Para aferir esta interagdo, a estrutura cristalografica da
Smac/DIABLO ligada ao dominio BIR3 da IAP foi determinada a 2.6 A de resolugio (WU
e cols., 2000). Na realidade, o responsavel pela interagdo da Smac/DIABLO com o

dominio BIR3 ¢ o tetrapeptideo Ala, Val, Pro, Ile (AVPI), apesar de existir contatos

adicionais da Smac/DIABLO com o BIR3 a partir de suas hélices H2 ¢ H3. A base
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estrutural da ligacdo Smac/DIABLO, a partir do tetrapeptideo AVPI, ao dominio XIAP-
BIR3 foi determinada por Liu e colaboradores em 2000. Neste estudo, foi utilizado um
peptideo com os 9 aminoacidos N-terminal da Smac/DIABLO, sendo que s6 os residuos
AVPI foram bem definidos por RMN, enquanto que os residuos 5-9 estavam
desordenados. Uma mutac¢do pontual no N-terminal da Smac/DIABLO, substituindo-se o
residuo de alanina por metionina, leva a perda de sua fungao, por impedir que ela se ligue
as IAPS (WU e cols., 2000; LIU e cols., 2000). Os residuos Val, Pro e Ile também sao
importantes na interagdo, ja que mutacdes pontuais destes aminodcidos levam a uma
diminui¢ao da afinidade entre o peptideo e o dominio BIR3 das IAPs (WU e cols., 2000;
LIU e cols., 2000). Dados obtidos por RMN mostram que o dominio BIR3 complexado
com o peptideo AVPI consiste de trés fitas-f3, 5 a-hélices, 1 hélice 39 € um zinco ligando-
se a trés cisteinas e uma histidina (LIU e cols., 2000). A partir de dados de RMN do
dominio isolado pode-se verificar que as estruturas sao similares. Contudo, duas regides de
voltas (residuos 276-280 e 308-314), que ndo puderam ser caracterizadas no dominio livre,
tornam-se bem definidas com a ligagdo do peptideo AVPI, indicando que estas regides sao
estabilizadas na interagao.

Estudos ja comprovaram que existe um tetrapeptideo motivo ligante de IAP. A
caspase-9 também apresenta um tetrapeptideo ligante ao dominio BIR3 das IAPs.
Pesquisadores tém mostrado que a ligagdo do AVPI da Smac/DIABLO exclui o ATPF da
caspase-9, sugerindo que a Smac/DIABLO potencializa a atividade da caspase-9 por
romper a interag¢do do peptideo da propria caspase-9 ao dominio BIR3 (Srinivasula e cols.,
2001). Estudos revelam que o tetrapeptideo AVPI, proveniente da Smac, se liga com
grande afinidade e especificidade.

Estudos cristalograficos mostraram que peptideos derivados da Smac/DIABLO

foram capazes de suprimir a agdo das [APs (WU e cols., 2000). Estes estudos foram
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realizados com o objetivo de desvendar como se daria a interacao do tetrapeptideo AVPI,
do N-terminal da Smac/DIABLO, com o dominio BIR3 da XIAP. A ancoragem do AVPI
no BIR3 ¢ feita por intermédio de oito ligagcdes de hidrogénio intermoleculares, além de
interagdes de van der Waals e interagdes hidrofobicas (Wu e cols., 2000). Além disso, o
primeiro residuo, a alanina, liga-se em uma regido hidrofébica facilitando a formacgdo de
ligacdes de hidrogénio adicionais por aminoacidos vizinhos. Dois residuos na XIAP,
Trp310 e Glu314, importantes para a ligagdo e inibi¢ao da caspase-9 (SUN e cols., 2000),
sdo também envolvidos em contatos criticos com o tetrapeptideo da Smac (LIU e cols.,

2000; WU e cols., 2000).

2.1.1.3. Apoptose como alvo para terapia contra o cincer

O conhecimento das proteinas envolvidas no desenvolvimento do cancer, assim
como a aquisi¢do de informagdes de suas fungdes e suas interagdes proteina-proteina ou
proteina-acido nucléico, a possibilidade de desenhos de drogas mais especificas e menos
toxicas torna-se muito mais concreta e viavel, o que acarretaria em tratamentos menos
agressivos e mais eficazes (ARKIN, 2005).

Com o avanco da Biologia Molecular, a pesquisa e o conhecimento de
mecanismos celulares foram intensamente acelerados. Como exemplo, com a descoberta
do gene 2 do linfoma de célula B (familia Bcl-2) chegou-se ao conceito de que o
desenvolvimento de cancer envolve ndo somente a divisdo celular desregulada, mas
também a resisténcia a apoptose. Esta caracteristica ¢ extremamente importante, porque
além da célula fisiologicamente ter uma sobrevida enorme, a célula neoplasica apresenta-se
resistente a varios tipos de tratamentos (HERSEY e ZHANG, 2003). Ja estd descrito que
varios tipos de cancer apresentam tal resisténcia, como por exemplo, o cancer pancreatico.

Mudancgas na expressdo e mutacdes de proteinas apoptoéticas sdo comuns neste tipo de
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cancer, tornando-se as células multi-resistentes a apoptose, o que contribui para o
desenvolvimento do tumor (WESTPHAL ¢ KALTHOFF, 2003). Muitos estudos tém sido
realizados no sentido do desenvolvimento de métodos de modulagao da apoptose. Entre os
possiveis grupos terapéuticos encontram-se: interferéncia por RNA, construgdes anti-
senso, oligonucleotideos, quimioterapia, vetores retrovirais e inibidores especificos de
proteinas apoptoticas (WESTPHAL e KALTHOFF, 2003).

A supressdo da apoptose pode contribuir para a carcinogénese por varios
mecanismos, incluindo prolongamento da vida celular (assim, facilitando o actimulo de
mutagdes génicas), permitindo a sobrevida da célula independente de fatores de
crescimento, promovendo resisténcia a resposta imune, e permitindo o descontrole do ciclo
celular (REED, 1994; THOMPSON, 1995; YANG ¢ KORSMEYER, 1996; AMBROSINI
e cols., 1997). Desta forma, dentre outros mecanismos, a apoptose tem sido um alvo
bastante importante e promissor na busca de terapias alternativas para o combate do cancer
(HERSEY e ZHANG, 2003; FESIK, 2005; GHOBRIAL ¢ cols., 2005). O entendimento
das alteragdes ocorridas no cancer pode fornecer informagdes basicas para o
desenvolvimento de tratamentos com alvos especificos, com o intuito de induzir a morte de
células neoplasicas ou, pelo menos, sensibilizd-las a agdo de agentes citotoxicos
estabelecidos ou a radioterapia.

Com a grande importancia do estudo de agentes que induzem apoptose, centenas
de trabalhos ja foram publicados e existe um grande investimento nesta area. Entre as
proteinas envolvidas, como descrito anteriormente, as IAPs sdo altamente expressas em
varias classes de cancer. Por exemplo, as IAPs tém sido encontradas com superexpressao
em amostras de biopsia tumoral, incluindo linhagens de células leucémicas ou blastos
isolados de pacientes com leucemia aguda (WRZESIE-KUS e cols., 2004). A expressao de

Smac/DIABLO em células de carcinoma ovariano induziu apoptose via ativagdo de
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caspase-9, o que demonstra que a superexpressao de XIAP deveria estar inibindo a morte
celular, consequentemente, ocasionando a resisténcia ao tratamento (MCNEISH e cols.,
2003). As IAPs sdo capazes de interagir com caspases iniciadoras e efetoras, inibindo suas
funcdes, ¢ desta forma a morte celular. Assim, varios estudos indicam que as IAPs tém
potencial como alvo terapéutico chave em células cancerosas que superexpressam essas
proteinas, por inibir a apoptose (NACHMIAS e cols., 2004; WRIGHT ¢ DUCKETT, 2005;
MANNHOLD e cols., 2010). Por exemplo, em cancer de prostata, as IAPs tém sido um
grande alvo para a indugdo de apoptose (WATSON e FITZPATRICK, 2005).

Uma das principais abordagens para desenvolver fiarmacos antitumorais ¢
encontrar potentes antagonistas, principalmente da proteina XIAP, para o tratamento de
cancer. Trabalhos mostram que pacientes com baixos niveis da proteina XIAP t€ém uma
sobrevida significativamente maior do que os que tém altos niveis de XIAP (TAMM e
cols., 2000). Além disso, ja tem sido demonstrado também que peptideos sintéticos da
Smac aumentam os efeitos de agentes quimioterapicos por ligagdo a XIAP e cIAP1 in situ
(ARNT e cols., 2002). Varios estudos buscam o melhor entendimento da interacdo da
XIAP (FRANKLIN e cols., 2003; SCHIMMER e cols., 2004), ou mais especificamente do
dominio BIR3, com peptideos da Smac/DIABLO, para obter informagdes essenciais para a
obtencdo de uma droga mais potente, mais especifica e menos toxica (OOST e cols., 2004;
PARK e cols., 2005; SUN e cols., 2005).

Atualmente, muito se sabe sobre a estrutura do dominio BIR3 da XIAP, bem
como sua interagdo com a Smac/DIABLO. Porém, alguns pontos ainda ndo foram
abordados, como um estudo dos parametros termodinamicos da interacdo com ligantes
para um melhor entendimento da natureza da inibicdo desta proteina. A correlagdo de
dados termodindmicos com dados estruturais e dinamicos também ¢é crucial para o

esclarecimento de varias questdes. Responder tais questdes faz-se fundamental para
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auxiliar e acelerar o desenvolvimento de drogas anticancerigenas, ja que fornecem
importantes caracteristicas da interacdo. Nossos estudos visam fornecer dados para a
compreensdo da afinidade de interagdo de diferentes peptideos ao dominio BIR3, além de
fornecer parametros termodindmicos de suma relevancia na caracterizagao desta interagao.
Calorimetria e espectroscopia de fluorescéncia foram utilizadas para investigar as
mudangas de estabilidade do dominio ¢ os pardmetros termodindmicos da interagdo de
diferentes ligantes ao dominio XIAP-BIR3. Analises estruturais por dicroismo circular e
um levantamento das estruturas da XIAP também foram realizados, com intuito de um

melhor entendimento das interagdes.

2.1.2. Enovelamento protéico e estabilidade de proteinas

O enovelamento protéico ¢ conhecido como um processo de automontagem, guiado
pela descoberta de uma estrutura de menor energia (BALDWIN, 2007). Muitas teorias
sobre o enovelamento e estabilidade de proteinas tém sido propostas, baseado em estudos
experimentais e tedricos (GUMMADI, 2003). A pesquisa de um uUnico modelo e de
mecanismo simples de enovelamento protéico leva a multiplas propostas. A primeira que
envolve o crescimento por nucleagcdo propde que a estrutura terciaria rapidamente propaga
de um nucleo inicial de estrutura secundaria. Contudo, a nucleag¢do prediz a auséncia de
intermediarios de enovelamento, o que iria contra o campo do enovelamento de proteinas
nos anos 1970 e 1980, o qual foi dominado por estudos de intermedidrios de enovelamento.
Dois modelos alternativos prevalecem, sendo o primeiro destes o modelo de “framework”,
no qual € proposto que a estrutura secundaria se enovela primeiro, seguindo pela ligagao de
unidades de estruturas secundarias pré-formadas para formar a proteina enovelada
(PTITSYN, 1987; KIM e BALDWIN, 1990). O segundo foi o modelo do colapso

hidrofébico, na qual o colapso hidrofébico dirige a compactagdo da proteina, e entdo o
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enovelamento ¢ confinado a um volume (Figura 2.8) (TANFORD, 1962; BALDWIN,
1989).

Assim, as proteinas parecem enovelar por diversos caminhos. Um mecanismo
simples de nucleagdo-condensacdo descreve as caracteristicas gerais do enovelamento da
maioria dos dominios envolvendo suas variacdes (Figura 2.8) (DAGGETT e FERSHT,
2003). Em geral, a estrutura secunddria ¢ inerentemente instavel e sua estabilidade ¢
aumentada por interacdes hidrofébicas. Consequentemente, uma extensa interligagdo das
interagdes da estrutura secundaria e terciaria determina o estado de transicdo para o
enovelamento, o qual ¢ estruturalmente similar ao estado nativo, sendo formado por um
colapso geral (condensacgdo) em torno de um niicleo difuso. A medida que a propensio
para estrutura secundaria estavel aumenta, o enovelamento torna-se mais hierarquico e
eventualmente segue o mecanismo “framework”, onde o estado de transi¢do ¢ montado de

elementos de estrutura secundaria pré-formados (DAGGETT e FERSHT, 2003).

“Framework”
Nucleacio- T
condensacao
> N
Colapso
Hidrofobico

Figura 2.8: Visido esquematica do enovelamento protéico, mostrando os dois modelos
classicos extremos de enovelamento protéico: o0 modelo do colapso hidrofobico e do
“framework”. O modelo de nuclea¢do-condensacgdo ¢ a combinagdo dos dois modelos, e
isto pode se dar para ambos os modelos com mudangas na estabilidade relativa da estrutura
secundaria e terciaria (Adaptado de DAGGETT e FERSHT, 2003).
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Termodinamicamente, o enovelamento ¢ guiado por fatores entalpicos relacionados as
ligagdes de hidrogénio, forcas de van der Walls e interagdes eletrostaticas. Além destes
fatores, interagdes hidrofébicas favorecem altamente o enovelamento, por aumentar a
entropia do sistema, visto que aumenta a entropia da agua. Outros fatores estdo explicados
através do funil de enovelamento na Figura 2.9. O enovelamento errado pode ocorrer para
diferentes proteinas e esta associado a diversas patologias, como revisado por Chiti e
Dobson (CHITI ¢ DOBSON, 2006). Na maioria destes casos, o mau enovelamento
desencadeia agregacdo protéica, podendo gerar fibras amildides que se depositam em
células, gerando alteragdes funcionais. Caracteristicas de enovelamento neste ambito ndo

serdo descritas em detalhes, pois ndo se correlacionam diretamente a este trabalho.
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Figura 2.9: A termodinimica do enovelamento protéico ilustrada como um funil de
enovelamento. No topo, o numero de conformagdes ¢ alto, assim como a entropia
conformacional. Somente uma pequena fracdo das intera¢des intramoleculares que
existirdo no estado nativo estdo presentes. No processo de enovelamento, o caminho
termodinamico ¢ descendo o funil para um nivel de menor energia, o qual esté4 relacionado
a uma reducdo do numero de estados presentes (decréscimo de entropia), um aumento da
quantidade de proteina no estado nativo. Depressdes nas laterais do funil representam
intermediarios de enovelamento semiestaveis, os quais podem, em alguns casos, deixar o
processo de enovelamento mais lento (Extraido de LENHINGER, 2004).

As duas principais forgas de estabilizagdo de proteinas sdo o efeito hidrofobico e
as ligagdoes de hidrogénio, ¢ a principal forca desestabilizadora ¢ a perda da entropia
conformacional (PACE, 2009). Estas estdo mostradas na Figura 2.10, com valores
aproximados de sua magnitude para uma proteina de 100 residuos de aminoacidos. A

estabilidade conformacional de uma proteina ¢ um equilibrio das forcas de maiores

intensidades.
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Figure 2.10: Forcas estabilizantes e desestabilizantes no enovelamento de uma
proteina. A) Esquema ilustrativo da formag¢do de uma ligacdo de hidrogénio, uma
interagdo hidrofébica e um par i6nico no enovelamento de uma proteina. B) As estimativas
das contribuicdes para a energia livre do enovelamento de uma proteina de 100 residuos.
Contribui¢des da formagao de pares de ions sdo relativamente pequenas e nao aparecem
(Extraido de PACE, 2009).

2.1.3. O uso de agentes desnaturantes nos estudos de estabilidade

de proteinas

O conhecimento da estabilidade de uma proteina ¢ essencial para a compreensao
de sua estrutura e fungdo. Desta forma, tem sido de grande interesse acompanhar a
desnaturacdo de diversas proteinas, usando agentes fisicos como alta pressdo hidrostatica e
altas temperaturas, ou certos agentes quimicos como a ureia ou o hidrocloreto de
guanidina.

Diversos estudos tém emergido sobre o uso da alta pressdo hidrostatica, para
tentar revelar estados intermedidrios na via de montagem e desmontagem de varios virus,
proteinas multiméricas e complexos proteina-acido nucléico, enderecando muitas questoes
de reconhecimento macromolecular (Silva e cols., 1996). Além disso, varios estudos t€ém

mostrado a importancia de comparar complexos protéicos, complexos proteina-ligantes e
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integrar informagdes sobre estrutura, dinamica e energética (WEBER, 1992; SILVA e
cols., 2001).

A perturbagdo por pressdo pode produzir novas informagdes acerca da
estabilidade, volume e empacotamento de macromoléculas em uma extensa variedade de
fenomenos bioldgicos, e tem sido particularmente util na investigacdo de transigdes
conformacionais em proteinas (JONAS e JONAS, 1994; HEREMANS e¢ SMELLER,
1998). A técnica de pressdo ¢ desfavoravel as interagdes hidrofobicas, que sao
predominantemente responsaveis pela manutencdo da estrutura tercidria de uma proteina
(SILVA e cols., 1996). Assim, a pressao ndo provoca diretamente alteragdes significativas
na estrutura secundaria, promovendo apenas mudangas na estrutura terciaria e quaternaria
das proteinas e sendo assim menos drastica que muitos agentes desnaturantes (WEBER e
DRICKAMER, 1983). Porém, esta alteragdo a nivel de estrutura quartendria e tercidria
pode levar a uma alteragdo de estabilidade, o que pode favorecer a perda da estrutura
secundaria. A variagdo negativa de volume que ocorre com a dissociagdo ou
desenovelamento protéico procede integralmente de interagcdes mais intimas entre a cadeia
polipeptidica e a agua. Assim, a pressdo desestabiliza interacdes hidrofobicas e
eletrostaticas, além de eliminar as cavidades existentes (SILVA e cols., 1996; HUMMER e
cols., 1998; SILVA e cols., 2001).

Quanto aos agentes desnaturantes quimicos, o uso de concentragdes crescentes
também nos permite obter uma estimativa do estado conformacional das proteinas, que
pode variar do estado nativo ao totalmente desnaturado (PACE, 1986; SHORTLE e cols.,
1989), bem como comparar a estabilidade conformacional de proteinas mutantes e
proteinas em complexo com ligantes. Apesar das interagdes moleculares destes
desnaturantes com as superficies das proteinas ainda ndo terem sido completamente

elucidadas, estes vém sendo amplamente empregados no estudo da desnaturagao protéica.
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A ureia, por ndo possuir carga, ¢ o agente desnaturante quimico mais apropriado
para o estudo dos efeitos das interacdes eletrostaticas ou da estabilidade total de proteinas
(WU e WANG, 1999). Inicialmente, dois modelos usados para analisar a curva de
desnaturacdo por ureia foram propostos (PACE, 1986; SCHELLMAN, 1987): modelo 1,
no qual a interagdo do desnaturante com a proteina pode ser tratada como uma ligacao
especifica, ou seja, acredita-se que as interacdes que envolvem as proteinas e o
desnaturante sejam mais favoraveis do que as interacdes com a agua (TANFORD, 1970); e
o modelo 2, onde o desnaturante atua indiretamente através dos efeitos no solvente,
deslocando o equilibrio entre o estado nativo/enovelado para o estado
desnaturado/desenovelado.

Estudos mais recentes tém mostrado também que as interagdes apolares entre
proteina-ureia, ¢ ndo interagdes polares, sdo as principais interagdes que dirigem a
desnaturagdo (STUMPE e GRUBMULLER, 2007; 2008). Estudos por simula¢do de
dinamica molecular da interagdo de aminoacidos com ureia tém revelado caracteristicas
importantes do processo de desnaturagdo (STUMPE e GRUBMULLER, 2007).
Particularmente existe uma forte preferéncia de contatos da ureia com residuos aromaticos
e com cadeias laterais apolares, assim como com a cadeia principal de todos os
aminoacidos. Além disso, ligagdes de hidrogénio entre proteina-ureia s3o
significativamente mais fracas que as ligagdes de hidrogénio entre proteina-agua ou agua-
agua. Assim, a partir deste trabalho, as interagdes hidrofobicas proteina-ureia sdo as forgas
dominantes que dirigem a desnaturagao (STUMPE e GRUBMULLER, 2007).

O cloridrato de guanidina é geralmente 1,5 a 2,5 vezes mais efetivo na
desnaturacdo protéica do que a ureia, sendo esta diferenca maior para proteinas mais
polares. Por ser um sal, o GdnHCI em solugdes aquosas encontra-se ionizado. Em baixas

~ , + - . N . . . , .
concentragdes, os ions Gdn™ e CI se ligam as cadeias laterais de aminoacidos carregados
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negativa e positivamente, respectivamente, reduzindo ou eliminando qualquer interagao
eletrostatica. Em altas concentragdes, o GdnHCI se torna desnaturante, ndo interessando o
tipo de interagdo eletrostatica presente na proteina (MONERA e cols., 1993), sendo o
desnaturante apropriado para determinar a contribuicdo especifica das interagdes
hidrofébicas ou ndo i6nicas para a estabilidade protéica.

Com a Era da Gendmica Estrutural, o interesse no uso de informagao estrutural
na investigacdo da funcdo de proteinas tem aumentado bastante. Assim, informagdes sobre
a estabilidade de proteinas e dominios fornecem parametros importantes da estrutura. A
estabilizacdo de proteinas por ligacao de peptideos também vem sendo bem caracterizada
(CELEJ e cols., 2003; 2005). Nosso trabalho visou a comparar a estabilidade do dominio
BIR3 com a do complexo BIR3-AVPI frente a alta pressao hidrostatica, altas temperaturas,

ureia e hidrocloreto de guanidina.

2.1.4. Dinamica de proteinas

A compreensao da fungao de uma proteina em nivel atdmico foi revolucionada pela
alta resolugdo obtida inicialmente por cristalografia de raios-X, resultando em um aumento
nos estudos das relagdes estrutura-fungao. Os detalhes nestas estruturas coloridas nas capas
das revistas modernas podem ser enganosos, sugerindo que uma Unica estrutura, o "estado
enovelado", ¢ a resposta final. As proteinas apresentam um grande conjunto de
conformacdes em torno da estrutura média, o que ¢ um resultado da energia térmica. Uma
descri¢do completa de proteinas exige um panorama de energia multidimensional que
define a probabilidade relativa dos estados conformacionais (termodinamica) e as barreiras
de energia entre eles (cinética) (HENZLER-WILDMAN e KERN, 2007). Em Biologia,

este conceito ganhou, recentemente, atenc¢do, levando a uma extensdo do paradigma da
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estrutura-funcao para incluir dindmica. Para entender as proteinas em acdo, uma quarta
dimensdo deve ser adicionada, o tempo.

Os movimentos de uma proteina variam da escala de picosegundos a segundos.
Movimentos na escala de pico a nanosegundos correspondem a movimentos locais e de
segmentos, enquanto a barreira de energia € menor que a energia térmica (kT) (constante
de Boltzman x temperatura) (VALENTE e cols., 2006). Estes sdo chamados de
movimentos térmicos. Todos os movimentos rotacionais ocorrem na escala de tempo de
dezenas de nanosegundos e também sdo dirigidos termicamente. Em proteinas bem
estruturadas, as mesmas apresentam apenas conformagdes de menor energia e apresentam
baixa entropia conformacional. Neste caso, a proteina sofre somente movimentos que
ocorrem exclusivamente na escala de tempo de pico a nanosegundos (VALENTE e cols.,
20006). Este exemplo refere-se a uma proteina apresentando uma “tnica” conformagao, mas
com regides de flexibilidade local.

O panorama energético da Figura 2.11 apresenta, além dos movimentos térmicos
(escala de pico e nanosegundos), mais que um estado conformacional de baixa energia
(conformagdes A e B). Neste caso, existem movimentos que ocorrem tipicamente na escala
de tempo de micro a milisegundos. As longas escalas de tempo sdo justificadas pela
presencga de barreira de energia maior que kT. Esta escala de tempo prevalece em regides
da proteina que exibem duas ou mais conformagdes (VALENTE e cols., 2006).

O equilibrio entre diferentes estados pode ser mudado, por exemplo, pela interagao
com ligantes, por uma mutagdo da proteina e por alteragdes em condigdes externas. As
mudangas de equilibrio podem ser devido a desestabilizacdo do estado nativo (ex: enzima
inativa) e/ou a estabilizacdo do novo estado conformacional (ex: enzima ativa)

(GARDINO e cols., 2009).
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Figura 2.11: O panorama energético define a amplitude e a escala de tempo dos
movimentos de proteina. A) Secdo transversal unidimensional do panorama energético de
uma proteina que mostra a hierarquia da dindmica de proteinas e as barreiras de energia.
Cada camada ¢ classificada da seguinte descricdo introduzida pelo Frauenfelder e
colaboradores. Um estado ¢ definido como um minimo da superficie de energia, enquanto
que um estado de transi¢do ¢ o maximo entre os pogos. As populacdes dos estados da
camada-0, A e B (Pa, Pb), sdo definidas como as distribui¢des de Boltzmann, com base na
sua diferenca em energia livre (AGag). A barreira entre esses estados (AG ) determina o
taxa de interconversao (k). As camadas inferiores descrevem flutuagdes mais rapidas entre
um grande nimero de subestados intimamente relacionados dentro da camada de energia 2.
Uma mudanca no sistema podera alterar o panorama energético (de azul escuro para azul
claro, ou vice-versa). Por exemplo, ligantes, a mutagdo da proteina e alteragdes em
condigdes externas podem mudar o equilibrio entre os estados (Adaptado de HENZLER-
WILDMAN e KERN, 2007).

Sofisticados métodos biofisicos, tais como RMN, SDM, espectroscopia de
fluorescéncia, espectroscopia de infravermelho e de Raman, sdo necessarios para medir as

propriedades fisicas, nas quais a dinamica por ser inferida (Figura 2.12).
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Figura 2.12: A escala de tempo de processos dinimicos em proteinas e os métodos
experimentais que podem detectar as flutuagdes de cada determinada escala de tempo
(Adaptado de Henzler-Wildman e Kern, 2007).

O entendimento da dindmica de proteinas ¢ importante para a compreensdo de sua
estabilidade e fungdo, assim como compreender as alteragdes promovidas por ligantes pode
favorecer o desenho racional de farmacos (CRESPO e FERNANDEZ, 2008). Um
particular interesse ¢ o papel da entropia conformacional de uma proteina modulando a
energia livre de interagdo de um ligante a proteina (FREDERICK e cols., 2007). Uma
decomposi¢ao simplistica enfatiza o fato que a entropia de intera¢do (ASiigacao), obtida por
métodos calorimétricos, € composta de contribui¢des associadas com a proteina, o ligante e

o solvente:

ACiligag:ilo = AHligag;eio - TASligagio = AHligag;eio - T(Asproteina + ASligante + ASsolvente)
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Transi¢des de um ligante do estado ndo ligado desordenado (alta entropia) para um
estado ligado ordenado (baixa entropia) podem profundamente influenciar a entropia de
associagdes macromoleculares (FREDERICK e cols., 2007). Além disso, ja ¢ bem
estabelecido que a interacdo a partir de areas de superficie hidrofobica e consequente
liberagdo de agua de hidratac¢do para o solvente podem contribuir significativamente para a
termodinamica de interagdo. As contribuicdes entropicas das alteragdes de entropia
conformacional, assim como alteracdes na entropia rotacional e translacional, t€ém sido
mais recentemente caracterizadas por ressonancia magnética nuclear (FREDERICK e
cols., 2007). Desta forma, estudos da dindmica de proteinas sdo extremamente importantes
para o entendimento da estabilidade termodinamica de proteinas, bem como de interagdes
biomoleculares.

Existem dois modelos para explicar uma interagdo molecular: fit induzido ¢ a
selecdo de estados conformacionais pré-existentes. Caracteristicas relacionadas a estes dois

mecanismos estao descritas na Figura 2.13.

130



A. B.

A fit induzido Estados conformacionais
G pré-existentes

N 1w
| |
VAR

Figure 2.13: Dois modelos para explicar interacio: fit induzido e o modelo incluindo
estados conformacionais pré-existentes. Do lado esquerdo (A) esta representado o
panorama de energia antes e depois da interacdo de um dado receptor, seguindo o modelo
de fit induzido. Em particular situag¢ao exibida pela figura, a entropia conformacional (seta
horizontal) ¢ altamente reduzida apos interagdo. A penalidade entropica serd significante
nesta circunstancia. Abaixo, esquema do equilibrio de interagao ¢ reflexo do panorama de
energia. Os icones representam as mudangas estruturais induzidas pela interagdo. No lado
direito (B) esta representado o panorama de energia antes e depois da interacdo de um dado
receptor, seguindo o modelo de selecdo conformacional. Na particular situagdo, o receptor
mostra quatro conformagdes pré-existentes. Na presenga de um ligante, um dos estados
conformacionais ¢ reconhecido pelo ligante. Esta causa diminui¢do de energia do estado
conformacional (estabilizagdo), levando a um desvio das populagdes para o estado
conformacional ligado. A representagdo com icones ilustra o equilibrio de ligag¢do
(Adaptado de VALENTE e cols., 2006).
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2.1.5. Importancia do zinco em algumas estruturas protéicas e em
funcoes biologicas

Virios processos bioldgicos importantes para a manutencdo da vida dependem de
ions como elementos essenciais. Processos redoxes bioldgicos, tais como a fixacdo de
nitrogénio, fotossintese e respiracdo mitocondrial, contam com a quimica do ferro,
manganés e cobre (HARTWIG e cols., 2001). O zinco (Zn2+) ¢ o primeiro entre
equivalentes na série de metais importantes biologicamente (WOLFGAND e LI, 2009). O
zinco desempenha papel essencial nos sistemas biologicos, com uma variedade das fungdes
desempenhadas pelas proteinas de ligacdo de zinco. Até 10% do proteoma humano ¢
potencialmente capaz de ligar ao zinco in vivo, sendo a classe mais abundante a de
metaloproteinas (Andreini e cols., 2005). Destas proteinas, foram registradas como segue:
397 proteinas de zinco sdo hidrolases; 302 sdo ligases, 167 sdo transferases; 43 sdo
oxidoredutases e 24 sdo liases/isomerases. Existem 957 fatores de transcricdo; 221
proteinas de sinalizagdo; 141 proteinas de transporte/armazenamento; 53 proteinas dos
sitios estruturais de metais; e 19 proteinas envolvidas no reparo do DNA, replicagdo e de
traducdo (WOLFGAND e LI, 2009). Além disso, muitas proteinas que ligam a zinco nao
tém fun¢do conhecida.

O ion zinco (Zn*") exibe propriedades adequadas para fungdes cataliticas e
estruturais das proteinas. Estas propriedades fazem do zinco o metal de transicdo mais
comum observado em proteinas, embora sua concentrag¢do total no corpo humano (2-3 g)
ndo o torna o mais abundante. A deficiéncia de zinco ¢ prejudicial em muitos aspectos,
para a funcdo normal dos organismos, com notaveis efeitos sobre o crescimento e sistema
imune (VALLEE e FALCHUK, 1993). Dada a importancia e a diversidade de
metaloproteinas e enzimas contendo zinco, a perturbacdo da homeostase do zinco, a

deficiéncia de zinco através da dieta ou alteracdes genéticas em proteinas de zinco, estdo
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correlacionadas com o aparecimento de muitos com risco de vida e doengas como cancer ¢
diabetes. Estes avangos resultaram no reconhecimento de enzimas ou outras proteinas que
ligam ao zinco, as quais se tornam alvos moleculares para intervengdo na doenga
(ANZELLOTTI e FARRELL, 2008). A compreensao da base molecular da bioquimica do
zinco na Medicina e na doenca tem sido facilitada pelos avangos em Biologia Molecular e
técnicas espectroscopicas.

A concentracdo celular de zinco total esta na faixa de centenas de micromolar.
Contudo, a maioria do zinco estd fortemente ligado, sendo a concentracdo no estado
estacionario de ions zinco livre bastante baixa, na faixa de picomolar (WOLFGAND e LI,
2009). As concentragdes de zinco no interior das células sdo rigorosamente controladas
para cumprir todas as fungdes bioldgicas do zinco em proteinas e para evitar efeitos
colaterais indesejados do excesso de ions zinco, tais como a sua influéncia sobre o
enovelamento errado e a agregacdo de proteinas (Figura 2.14). As diferentes formas com

que o zinco pode interagir com proteinas estao ilustradas e comentadas na Figura 2.14.
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Figura 2.14: Interacdes entre proteinas e zinco. A) Intramolecular: Zinco se liga a
ligantes proximos com tamanho ideal, auxiliando ao enovelamento correto ou ao mau
enovelamento levando a agregacdo. O zinco também pode se ligar as proteinas pré-
enoveladas. B) Intermolecular: Em sitios interfaciais, o zinco interage com varias cadeias
peptidicas para estabelecer interagdes entre proteinas homoélogas ou heterdlogas. A
formacgao de agregados pode ser devido a ambos, normal e processos aberrantes (Extraido
de WOLFGAND e Li, 2009).
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Durante sua vida bioldgica, cada proteina que tem afinidade por zinco, liga e libera
zinco. Como o zinco ¢ reincorporado a novas proteinas sintetizadas, o destino do zinco,
uma vez que as proteinas de zinco sdo degradadas, ¢ desconhecido. Interagdes dindmicas
entre zinco-proteina sdo importantes na regulacdo de proteinas, na deteccdo de zinco, no
transporte de zinco através das membranas celulares, na redistribuicdo de zinco
intracelular, e para as suas fungdes em proteinas em geral (WOLFGAND e LI, 2009). A
influéncia da coordenagdo de zinco na dindmica de proteinas, uma quarta dimensdo na
Biologia Estrutural, tem tornado evidente tanto nos sitios estruturais e quanto nos
cataliticos que apresentam o zinco, proporcionando novas perspectivas sobre as fung¢des de

metais em proteinas.

Zinco na estrutura do dominio XIAP-BIR3 como possivel alvo de novos farmacos

O dominio XIAP-BIR3 apresenta um atomo de zinco, o qual ¢ coordenado por trés
cisteinas conservadas (Cis300, Cis303 e Cis327) e uma histidina (His320) (Sun e cols.,
2000). Um trabalho recente mostrou que o tratamento com o quelante de zinco permeavel a
membrana TPEN induz a rapida deple¢do de XIAP a nivel pds-traducional em células de
cancer de prostata. Além disso, TPEN foi capaz de promover a ativagdo de caspase-3 e -9,
e sensibiliza células de cancer de prostata para apoptose mediada por TRAIL (MAKHOV e
cols., 2008). Estas descobertas indicam que agentes quelantes de zinco podem ser usados
para sensibilizar células malignas para a acdo de agentes citotoxicos estabelecidos via
diminuicdo de XIAP. O papel do zinco na estrutura, estabilidade e fun¢do do dominio

XIAP-BIR3 ainda ndo foi descrito.
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2.1.6. Termodinamica de interacio proteina-ligante e calorimetria
aplicada a otimizacio do desenho racional de farmacos

A afinidade de interacdo ¢ ditada pela energia de interagdo de Gibbs (AG), K= €’

AGIRT g qual é gerada de duas diferentes contribui¢des, a entalpia e a entropia (AG = AH -

TAS). Muitas diferentes combinagdes de AH e AS podem resultar em uma mesma
afinidade de interacao.

Um dos mais importantes objetivos no desenvolvimento de novos compostos ¢ a
otimizagdo de suas afinidades de ligacdo em direcdo ao alvo molecular, ja que a afinidade
de ligagdo ¢ diretamente relacionada com sua poténcia. Além disso, este objetivo ndo pode
comprometer importantes propriedades, tais como a solubilidade e biodisponibilidade.
Recentes avancos experimentais € computacionais permitem monitorar as forgas
termodinamicas que definem a afinidade de ligagdo, tais como as mudangas de entalpia e
entropia, assim provendo importantes caracteristicas para a otimizagdo do processo de
desenho racional de drogas (WEBER e SALEMME, 2003; LIANG, 2008). O acesso aos
parametros da afinidade de ligacdo facilita o desenvolvimento de compostos de alta
afinidade. Estes pardmetros podem ser medidos experimentalmente por Calorimetria
Isotérmica de Titulagdao (ITC).

A mudanga de entalpia reflete a for¢a das intera¢des entre a droga e a proteina-alvo
em relagdo a forca com o solvente. Uma entalpia favoravel aumenta pelas interagdes de
ligagdes de hidrogénio e van der Walls entre o farmaco e o alvo (RUBEN e cols., 2006),
enquanto que a entalpia desfavoravel esta associada com a desolvatacdo de grupamentos
polares (Figura 2.15) (FREIRE, 2004). A entalpia associada com a desolvatagdo de
grupamentos apolares ¢ em torno de uma ordem de magnitude menor que a de

grupamentos polares (CABANI e cols., 1981). Dois termos definem a entropia de ligagao:
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\

um ¢ a entropia relacionada a solvatacdo associada ao sitio de ligagdo com grupos
hidrofébicos expostos ao solvente, ¢ segundo ¢ a entropia conformacional (Figura 2.15)

(RUBEN e cols., 2006).

AH reflete o grau de diferenca de interacio
com alvo em relacioao solvente

"' "'
| |
v

AS ¢ Teflete a perda do grau de freedom
apos a interaciio

AS

reflete a liberagdo de agua
apés ligacio

solv

Figure 2.15: Principais fatores termodinimicos relacionados a interacio proteina-
ligante. A afinidade de pequenas moléculas ao seu alvo (vermelho) é determinada pelo
balango da magnitude das interagdes com o alvo e estas com a agua do solvente (azul).
Calorimetria isotérmica de titulagdo é a unica técnica que mede diretamente a magnitude
das forgas associadas com a interagdo. Os mais importantes determinantes de uma ligagao
que podem ser controlados por pessoas que planejam fairmacos sdo a entalpia de interagao
(AH), a entropia de solvatag@o (ASs1v) € as mudangas na entropia conformacional (AS¢ony)

(Adaptado de Freire, 2004).

Uma mudanca de entalpia favordvel ¢ obtida de uma 6tima complementaridade de
geometria entre a droga € o alvo e os locais das ligacdes de hidrogénio. Como estas
interacoes sdo estéreo-especificas, uma mudanca de entalpia favoravel ndo somente
contribui para a afinidade, mas também para a seletividade (RUBEN e cols., 2006). A
caracterizacdo de todos os parametros termodinamicos de diferentes ligantes fornece
importantes informagdes para o entendimento das propriedades relacionadas as interagdes

entre a droga e a proteina-alvo, favorecendo a otimizagdo do desenho racional de drogas.
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Alteragdes na estrutura do receptor por fit induzido ou sele¢do conformacional

também sdo de extrema importancia para a afinidade de um ligante ao seu alvo, visto que:

A(}total = A(}interag:éo + A(}conformacional (AHconformacional + ASconformacional)

Assim, o ganho de estrutura em uma proteina apos interacdo a um ligante pode
levar a um aumento da entalpia favoravel e a perda de entropia conformacional, e vice-
versa. Um aumento da entalpia favoravel pode ser devido ao calor liberado pela formagao
de ligacdes de hidrogénio na estabilizagcdo de estrutura secundaria. Assim, a correlagdo de
dados estruturais com dados calorimétricos pode levar a um melhor entendimento da
interagdo proteina-ligante, auxiliando, desta forma, no desenvolvimento de estratégias para
o desenho racional de fAirmacos.

Outro fator importante a ser analisado no estudo de interagdes proteinas-ligantes € a
compensagdo entalpico-entropica que pode acontecer com mais ou menos intensidade
(WHITESIDES & KRISHNAMURTHY, 2005). Este fendmeno pode dificultar o desenho
de uma droga com maior poténcia, ja que possiveis alteragdes entropicas sdo dificilmente
caracterizadas. Assim, a compreensdo de como esta compensa¢do acontece em um modelo
bioldgico fornece mais informagdes para o desenho de uma droga. No processo de
otimizagdo, termodinamicamente busca-se o aumento da contribui¢do favoravel da entalpia

ou entropia (Figura 2.16), e de forma ideal de ambos.
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Figura 2.16: Otimizacao termodinamica de farmacos. Assinatura termodinamica para
um composto hipotético com afinidade de 1 uM (painel A) e das potenciais otimizagdes
(painéis B ¢ C). O composto no painel B foi otimizado entropicamente, enquanto o do
painel C foi otimizado entalpicamente. Embora ambos os compostos tenham a mesma
afinidade, eles provavelmente terdo propriedades diferentes (ex: seletividade), pois as
mudangas de entalpia e entropia sdo originadas de diferentes tipos de interacdes (Extraido
de FREIRE, 2004).

A entalpia de interagdo ¢ notavelmente mais dificil de otimizar que a entropia de
interagdo, ¢ tal fato tem resultado em moléculas desbalanceadas termodinamicamente, o
que dificulta a otimizag¢do da poténcia. Contudo, o papel da entalpia de ligagdo durante a
evolucdo de fAirmacos pode ser aprecidvel por considerar dois exemplos da literatura, para
os quais dados termodindmicos para séries completas de farmacos estdo disponiveis
(Freire, 2008). A progressao de inibidores de proteases de HIV-1, principais componentes
na quimioterapia de AIDS, e a progressdo de estatinas, farmacos utilizados ao combate do
colesterol alto, estdo entre as mais descritas no mundo. Na Figura 2.17 mostra a assinatura

termodindmica de todos inibidores de proteases do HIV-1 aprovados pelo FDA, na qual

fica evidenciada a importancia da entalpia na evolucao de farmacos.
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Figura 2.17: A assinatura termodinimica de inibidores da protease de HIV-1
aprovados pelo FDA. E aparente que as melhores entalpias tém acompanhado a pesquisa
para inibidores com melhor afinidade de interagdo, seletividade e perfil de resisténcia a
farmacos. Todos os inibidores de protease com afinidade picomolar t€ém entalpia de ligacao
favoravel (Extraido de Freire, 2008).

Assim, andlises calorimétricas da interagdo de ligantes com proteinas alvos
fornecem informacdes que dificilmente podem ser obtidas por outras técnicas. Estas
informacodes sdo de extrema importancia no desenho de drogas baseadas na estrutura. Nos
ultimos dois anos, devido a enorme importancia da correlagdo entre dados estruturais e
calorimétricos, o programa PDBcal foi desenvolvido (LI e cols., 2008). Neste banco de
dados, a estrutura de uma proteina complexada a um determinado ligante ¢ depositada,
juntamente com todos os parametros termodinamicos da interagdo. Este programa foi
criado com base nas observacdes de que compostos desenhados a partir de determinadas

estruturas, nao apresentam nenhum aumento na afinidade, como esperado pelas analises

estruturais, devido ao fendmeno de compensac¢dao entropia-entalpia. Neste contexto, a
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relagdo estrutura/atividade (SAR, structure/activity relationship”), que incorpora
explicitamente a interface entre entalpia e entropia, acelera o processo de otimizacdo de
farmacos (FREIRE, 2008).

Outra propriedade termodinamica bastante importante em associagdes moleculares
¢ a variagdo da capacidade calorifica (AC,). A mais significante consequéncia das
mudangas de solvatacdo em interagdes termodindmicas provavelmente se relaciona com a
variag¢do na capacidade calorifica. Interagdes hidrofobicas, devido a liberagao de moléculas
de agua da camada de solvatacdo para o solvente, levam a uma variacdo negativa da
capacidade calorifica (Sturtevant, 1977). Porém, ja ¢ bem sabido que alteragdes na
capacidade calorifica ndo estdo somente ligadas a interagcdes hidrofobicas, mas a
cooperatividade das interacdes fracas (Cooper, 2005; Cooper e cols., 2007). Assim, a partir
deste pardmetro, podemos ter uma ideia da contribuicdo de forcas hidrofobicas em
interagdes moleculares. Além disso, grandes alteracdes na flexibilidade de uma proteina
também contribuem para mudangas da capacidade calorifica. Alteragdes conformacionais
ou o processo de selecdo conformacional associado a uma interagdo pode levar a um estado
com menor flexibilidade, com uma diminui¢do na capacidade calorifica (ACp negativo)
(STURTEVANT, 1977). Todas estas caracteristicas auxiliam no entendimento do
reconhecimento molecular, e consequentemente podem auxiliar o planejamento de novos
candidatos a farmacos.

O parametro capacidade calorifica relaciona-se a quantidade de calor que uma
molécula tem que absorver para que um mol de proteina possa mudar de 1 K. No estudo da
estabilidade protéica, a variacdo da capacidade calorifica refere-se a diferenca entre as
capacidades calorificas do estado nativo menos o desnaturado. A medida dessas
quantidades termodinamicas fornece uma descri¢do termodindmica completa de uma

transicao nativo- desnaturado, pois a partir delas podemos obter uma funcao de capacidade
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calorifica (Cp x T) (HAYNIE, 2001). A estabilizacdo de proteinas na presenca de ligantes
também pode ser utilizada como parametro para rastreamento de possiveis farmacos
(BRUYLANTS e cols., 2005). A Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) pode ser
utilizada para o rastreamento de ligantes de alta afinidade, ja que fornece a temperatura de
desnaturacdo da proteina, que pode ser alterada na presenca de um ligante (HOLDGATE e
WARD, 2005). Além disso, podemos obter a variagao de entalpia de desnaturagdo que esta
associada a estrutura da proteina, e ainda as mudancas nesta promovidas por ligantes.
Nesta parte do trabalho, caracterizamos parametros importantes da interagdo de
diferentes peptideos ao dominio BIR3 da proteina inibidora de apoptose XIAP por ITC.
Estudos das alteragdes da estabilidade do dominio XIAP-BIR3 provocadas por peptideos
foram realizados por DSC. A partir da correlagdo com dados estruturais e com informagdes
da dinamica molecular (simulagdo de dinadmica molecular ou RMN), revelamos
importantes caracteristicas que auxiliam no entendimento da natureza da inibi¢ao da XIAP
e adicionamos novas informagdes que devem ser consideradas no desenho racional de

novos candidatos a fArmacos anti-apoptoticos para o combate de malignidades.
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2.2. Objetivos

Obijetivo geral
Neste trabalho, temos como objetivo investigar aspectos estruturais, dinamicos e
termodinamicos que envolvem a inibicdo da Proteina Inibidora de Apoptose XIAP,

utilizando principalmente medidas espectroscopicas e calorimétricas.

Objetivos especificos 1: Analise estrutural e termodinamica da interacdo do
tetrapeptideo AVPI ao dominio BIR3 da Proteina Inibidora de Apoptose XIAP.

4 Expressar e purificar o dominio XIAP-BIR3;

4 Caracterizar estruturalmente o dominio BIR3 por medidas de espectroscopia de
fluorescéncia e dicroismo circular;

4 Estudar a estabilidade do dominio XIAP-BIR3 e do complexo BIR3-AVPI frente a
agentes desnaturantes quimicos e fisicos, comparativamente;

4 Verificar os parametros termodinamicos da interagdo do dominio XIAP-BIR3 com
o tetrapeptideo AVPI por calorimetria;

4 Caracterizar parametros termodinamicos de desnaturacdo do dominio XIAP-BIR3 e
os efeitos da ligacao do tetrapeptideo AVPI,

4 Verificar os efeitos da ligacdo do AVPI na estrutura secundaria e dinamica do
dominio XIAP-BIR3 a partir de simulagdo de dinamica molecular;

4 Verificar os efeitos da ligagdo do AVPI na dindmica do dominio XIAP-BIR3 a

partir de ressonancia magnética nuclear.
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Objetivos especificos 2: Andlise estrutural e termodinamica da interacdo de diferentes
peptideos ao dominio BIR3 da Proteina Inibidora de Apoptose XIAP.

v Expressar e purificar o dominio XIAP-BIR3;

v Caracterizar estruturalmente o dominio BIR3 e as possiveis mudancas
conformacionais na presenca de diferentes peptideos por medidas de dicroismo circular;

v Caracterizar parametros termodinamicos de interagdo do dominio BIR3 com
diferentes peptideos, tais como variagdo de entalpia e entropia, afinidade e estequiometria,
utilizando calorimetria de titulacao isotérmica (ITC);

v Verificar a alteragdo da estabilidade do dominio BIR3 na presenga de diferentes
peptideos, utilizando calorimetria diferencial de varredura (DSC);

4 Correlacionar os dados termodinamicos da interagdo dos diferentes peptideos ao
dominio XIAP-BIR3 com dados estruturais, com o intuito de favorecer o entendimento da
natureza da inibi¢do do dominio XIAP-BIR3 por ligantes;

v Utilizar simulag¢do de dinamica molecular no auxilio do entendimento dos efeitos
dos ligantes na estrutura e estabilidade do dominio XIAP-BIR3;

v Rastrear diferencas de interagdes locais que justifiquem as diferencas do perfil
termodinamico de interagdo dos diferentes ligantes peptidicos com o dominio XIAP-BIR3
utilizando simulac¢do de dindmica molecular;

v Realizar analises de estruturas do dominio XIAP-BIR3 depositadas no sitio
“Protein Data Bank (PDB)” na presenga de diferentes ligantes com o intuito da
identificacdo de alteragdes estruturais comuns a certos ligantes.

v Fornecer novas informagdes que favore¢cam o desenho de drogas pro-apoptoticas

mais potentes e especificas contra o cancer.
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Obijetivos especificos 3: O papel do ion zinco na estrutura, estabilidade termodinamica e
funcéo do dominio XIAP-BIR3.

v Expressar e purificar o dominio XIAP-BIR3;

v Caracterizar as possiveis mudangas conformacionais associadas a retirada do ion
zinco do dominio XIAP-BIR3 por medidas de dicroismo circular;

v Caracterizar a importancia de ion zinco para a estabilidade do dominio XIAP-BIR3
utilizando espectroscopia de fluorescéncia e calorimetria diferencial de varredura (DSC),
assim como sua influéncia nos parametros termodinamicos de desnaturacio (AG e AH);

v Verificar se ap0s a retirada do zinco o XIAP-BIR3 mantém sua capacidade de inibir
caspases a partir de espectroscopia de fluorescéncia e calorimetria de titulacdo isotérmica
(ITC);

v Utilizar simulagdo de dindmica molecular no auxilio do entendimento do papel do
zinco na estrutura e estabilidade do dominio XIAP-BIR3;

v Validar, estruturalmente, o ion zinco como um alvo para o desenho de firmacos

que visam retirar a atividade de IAPs em células cancerosas.
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2.3 — Material e Métodos

2.3.1 — Reagentes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho sdo de grau analitico. A dgua ¢
destilada e deionizada em um sistema de purificacdo de agua Millipore. Os tampodes
utilizados sdo obtidos da Sigma Chemical Co., bem como a ureia e o hidrocloreto de

guanidina.

2.3.2 - Peptideos
Os tetrapeptideos ligantes do dominio XIAP-BIR3 foram sintetizados pela
Genemed Syhthesis Inc. (South San Francisco, CA). A identidade e a pureza (95%) foram
determinadas por analise de aminoacidos, espectrometria de massa e cromatografia liquida

de alta resolugao.

2.3.3 — Transformacao das Células Competentes por Eletroporacao

As células BL21 (DE3) competentes foram eletroporadas para inserir o plasmideo

pET15b, gentilmente cedido pelo Prof. Yigong Shi (Princeton University, USA), contendo
a sequéncia da proteina XIAP-BIR3, na razdo de 40 pL de bactéria para 1 pL de
plasmideo. Apos eletroporagdo, as células foram imediatamente transferidas para 1 mL de
meio LB e crescidas em um agitador rotatorio a 37°C por 1 hora. Por fim, as células foram

plaqueadas em placas com agar sélido e ampicilina 0,1 mg/mL e colocadas em estufa a

37°C por 12 horas (CHUNG e cols., 1989).
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2.3.4 — Expressiao e Purificacio do Dominio BIR3 da Proteina

XIAP

As bactérias transformadas, depois de induzida a express@o do dominio especifico
por 5 h com IPTG, foram centrifugadas e congeladas a —20°C. No dia seguinte, os clones
congelados foram ressuspendidos em tampdo de lise (NaCl 140 mM, KCI 2,7 mM,
Na,HPO4 10 mM, KH,PO4 1,8 mM, DTT 2 mM, pH 7,3) e, posteriormente, sonicados por
10 ciclos de 10 segundos cada, com intervalos de 1 minuto. Apos a lise, a amostra foi
centrifugada e os restos celulares precipitados foram eliminados. O sobrenadante foi
aplicado em uma coluna de afinidade por GST anteriormente equilibrada com um tampao
de ligacao (NaCl 140 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO4 10 mM, KH,PO4 1,8 mM, DTT 2 mM,
pH 7,3). Enquanto o dominio BIR3 da XIAP fusionado a GST fica retido na coluna, as
outras proteinas indesejaveis presentes no sobrenadante sao eluidas. Apos a aplicagdo da
amostra, ¢ feita a passagem de mais tampao de ligagdo até a eliminacdo de proteinas
contaminantes. Este monitoramento foi realizado coletando amostras ¢ medindo a
absorbancia a 280 nm até a obtencao de uma D.O. proxima a zero. Em seguida, realizamos
a elui¢ao do dominio BIR3 fusionado a GST utilizando o tampao de elui¢do (Tris-HCI1 50
mM, Glutationa reduzida 10 mM, DTT 1 mM, pH 8,0). A verificacdao da pureza da amostra
foi realizada por gel SDS-PAGE (Figura 2.18). A clivagem para a retirada da cauda GST
foi realizada a partir da atividade da trombina de plasma humano (Sigma Chemical CO.),
que era estocada em agua contendo 1000 unidades por mL, e a remog¢do da cauda da
amostra foi obtida por nova passagem na coluna, onde a GST ligava-se ¢ o dominio era
eluido (Figuras 2.18 e 2.19). Incubamos o dominio BIR3 fusionado a GST em diferentes
concentragdes de trombina e coletamos amostras em tempos variados para a verificagao da

melhor condigao de clivagem.
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Figura 2.18: Etapas da purificacio do dominio BIR3 analisadas por SDS-PAGE 15%.
A- Proteina controle de 21 kDa. B- Extrato extraido apds lise celular. C- Extrato apos
passagem na coluna, onde nota-se que o BIR3 ¢ retido na coluna. D- Cauda GST ¢ o
dominio BIR3 apos clivagem com trombina. E, F e G- Dominio BIR3 fusionado a cauda
GST ap0s eluicao na coluna. H, I, J, L. e M- Dominio BIR3 puro ap6s remog¢ao da cauda e
da trombina. N- Cauda GST eluida pura apds segunda passagem na coluna GSTrap. Os
respectivos pesos equivalentes as bandas estdo indicados ao lado em kDa.
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Figura 2.19: Retirada da cauda GST pos-clivagem verificada por absorbancia a 280
nm. O primeiro pico corresponde ao dominio BIR3 (e trombina em concentragdes
menores) e o segundo, a cauda GST.

148



Dessa forma, verificamos a concentracdo ideal e o melhor tempo para a total
clivagem a partir da analise por eletroforese SDS-PAGE (dados ndo mostrados). Para
finalizagdo e confirmacdo da purificacdo, além da retirada da trombina, passamos a
amostra em uma coluna de gel-filtragdo (Superdex 75), como pode ser observado na
Figura 2.20. Além disso, confirmamos a pureza por SDS-PAGE. A quantificagdo foi
realizada a partir da leitura da absorbancia em 280 nm em espectrofotometro, e o célculo
da concentragdo do dominio foi realizado utilizando o coeficiente de extingdo molar
(30.440 M cm™), extraido do programa ProtParam encontrado no servidor EXPASY. O
coeficiente de extingdo molar foi obtido a partir da estrutura primaria do dominio XIAP-
BIR3. As condigdes para os espectros de absorbancia foram cloridrato de guanidina 6 M,

em tampao fosfato 20 mM, pH 6,5.
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Figura 2.20: Verificacio da pureza do dominio XIAP-BIR3 apos gel-filtracio em
HPLC. A passagem final pela coluna de gel filtragdo (coluna Superdex 75) confirma o
grau de pureza do dominio BIR3 e elimina a presenca de contaminantes como a trombina.
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2.3.5 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese foi feita em gel de poliacrilamida, sistema BIO-RAD, com o objetivo
de monitorar as etapas de expressao e purificacdo e verificar o grau de pureza final da
amostra (Figura 2.18). No gel, a fase separadora consiste de uma concentracao de 15% de
acrilamida para o dominio XIAP-BIR3. A fase concentradora requer uma concentracao de
4% em pH 6,8. A eletroforese foi realizada com uma corrente constante a 25 mA por
aproximadamente 90 min. O tampao de corrida usado foi Tris-glicina pH 8,3 (Tris 15,5
g/L, glicina 94 g/L. e SDS 10%). O gel foi corado com uma solu¢do 0,1% de Comassie
Brilliant Blue G, 40% de metanol e 10% de acido acético por 2 h, e descorado em solucao

de 40% de metanol e 10% de 4cido acético (Laemmli, 1970).

2.3.6 — Agentes desnaturantes quimicos

O preparo de nossas solugdes estoques de hidrocloreto de guanidina e ureia foi
realizado pesando quantidades calculadas estequiometricamente para as concentracdes de 7
M e 10 M, respectivamente. As concentragdes foram aferidas e confirmadas a partir de
medidas do indice de refragdo e utilizando as equagdes abaixo:

Para ureia: 117,66(AN) + 29,753 (AN)* + 185,56 (AN)’ Eq. 2.1)

Para GdnHCL: 57,147(AN) + 38,68(AN)* — 91,60(AN)’ Eq. (2.2)
onde o AN ¢ a diferenca do indice de refracdo entre a solugdo desnaturante e o tampao

(CREIGHTON, 1997).

150



2.3.7 — Pressao Hidrostatica e Termodinamica

A célula de alta pressao (Figura 2.21A) foi descrita por Paladini & Weber (1981)
e fabricada pela ISS Inc. (Urbana-Champaign, IL). A célula de pressdo ¢ de ago vascomax
e equipada com trés janelas opticas de quartzo ou safira (SILVA e cols., 1992), além de
uma abertura superior por onde ¢ colocada a cubeta de quartzo em forma de garrafa e ¢
acoplado um tubo flexivel que conecta a bomba ao gerador de pressdao. Esta cubeta ¢
fechada na sua extremidade por um tubo flexivel de polietileno, que equaliza a pressao
entre 0 meio hidrostatico (etanol) e a amostra que se encontra no interior da cubeta. A
célula de pressao também suporta diferentes temperaturas pelo acoplamento de um banho-
maria circulatorio (Fisher Scientific). O uso de gas nitrogénio também se faz necessario
para evitar a condensagdao de agua na superficie Optica durante os experimentos a
temperaturas inferiores a 4°C, o que ndo foi caso aqui, pois todos 0s nossos experimentos

foram realizados a 25°C, exceto os que utilizamos alta temperatura.

Figura 2.21: Sistema de alta pressao hidrostatica. Ilustragdo dos componentes do
sistema de alta pressdo. (A) Célula de pressdo e as suas janelas opticas. (B) Componentes
do gerador de pressdo: A- reservatorio de etanol; B- valvula que controla a saida do etanol
para o gerador de pressdo; C- gerador manual de pressdo; D- valvula que controla a saida
do etanol do gerador de pressdo para a célula de pressdo; E- célula de pressao onde ¢
colocada a amostra; F- mandmetro que afere a pressao aplicada na amostra.
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Toda a célula de pressdo ¢ preenchida com etanol absoluto, escolhido por possuir
um indice de refragdo muito similar ao do quartzo, o que impede o desvio da luz até a
amostra. A luz incidida sobre a amostra ¢ coletada num angulo de 90°, permitindo que o
monitoramento da fluorescéncia emitida seja feito antes, durante e depois da aplicacdo da
pressao.

O segundo componente do sistema de pressdo ¢ o gerador de pressao
propriamente dito (Figura 2.21B). Ele ¢ composto por um pistao operado manualmente,
que tem por objetivo comprimir o etanol no interior da tubulacdo e, consequentemente, a
amostra. Esta compressao se da por duas valvulas que controlam o fluxo de etanol no tubo
conectado a bomba. A pressdo gerada no sistema ¢ acompanhada por um mandémetro.

A alta pressdo ¢ um método que nos permite perturbar de maneira controlada a
estrutura de diversas proteinas, com o objetivo de explorar os fatores que determinam o
enovelamento de proteinas bem como a montagem de estruturas virais. A pressdo
hidrostatica apresenta algumas vantagens sobre as outras formas de perturbagdo da
estrutura das proteinas, por ser uma variavel fisica que, ao contrario da temperatura, nao
altera a energia interna do sistema, afetando somente o volume do sistema formado pela
proteina e solvente (WEBER & DRICKAMER, 1983; WEBER, 1987). Outra vantagem ¢
que o processo de desnaturagdo em alguns casos pode ser completamente reversivel, e,
além disso, a pressdo ndo provoca diretamente alteragdes significativas na estrutura
secundaria, promovendo mais significativamente mudancas na estrutura tercidria e
quaternaria das proteinas (WEBER & DRICKAMER, 1983).

As interacdes que mantém a estrutura tridimensional de proteinas monoméricas,
também mantém proteinas oligoméricas. Estas interagcdes compreendem ligagdes como
ligacdes de hidrogénio, for¢as de van der Waals, interagdes eletrostaticas e interagdes

hidrofobicas. De uma forma geral, o enovelamento de uma proteina, ou a associagdo de
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proteinas, gera um aumento no volume devido a formagao de cavidades que excluem o
solvente das proximidades dos aminoacidos (Silva & Weber, 1993). Estas cavidades sdo
chamadas de volumes mortos ¢ foram observadas por experimentos de cristalografia de
raios-X. Sendo assim, a pressao hidrostatica, quando aplicada a estruturas protéicas, pode
afetar as interacdes entre cadeias diferentes, promovendo a dissociagdo, como também
entre segmentos de uma mesma cadeia, promovendo a desnaturaciao (SILVA & WEBER,
1993; MOZHAEV e cols., 1994; GROS ¢ cols., 1994).

De acordo com o principio de Le Chatelier, o aumento da pressdo causa um
deslocamento do equilibrio no sentido das espécies que ocupam menor volume, como por
exemplo, as formas dissociadas, onde moléculas de d4gua penetram em cavidades “mortas”
rompendo interagdes e aumentando a camada de solvatacgao.

Em nossos experimentos com alta pressdo hidrostatica, utilizamos XIAP-BIR3 10
uM ou XIAP-BIR3 10 uM + AVPI 30 uM em tampao Tris 15 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM

e DTT 1 mM.

2.3.8 — Medidas Espectroscopicas

2.3.8.1 — Espectroscopia de Fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia do dominio XIAP-BIR3 foram obtidos em um
espectrofluorimetro modelo ISS K2 (ISS Inc., Champaign, IL). Os principios da técnica
estao descritos na se¢do 1.3.10.1 da parte 1 desta tese.

No presente estudo, acompanhamos a emissdo de fluorescéncia dos residuos de
triptofano dominio XIAP-BIR3, que sdo aminoacidos hidrofobicos bastante sensiveis a

qualquer mudanga de polaridade do meio (LAKOWICZ, 1999). Sendo assim, a mudanga
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na emissdo de fluorescéncia dos residuos de triptofano, quando excitados em um
determinado comprimento de onda, reflete nada mais que as mudangas de polaridade do
ambiente em que eles se encontram (LAKOWICZ, 1983). Assim, podemos acompanhar a
interagdo da proteina XIAP-BIR3 a diferentes ligantes, ou a alteragdo estrutural promovida
por certas condigdes, pela mudanca no espectro de emissao de fluorescéncia do triptofano.
Por exemplo, a medida que os triptofanos sdo internalizados, o centro de massa do espectro
passa para comprimentos de onda menores e mais energéticos. Nos ensaios de interacdo do
dominio XIAP-BIR3 com os peptideos, & medida que ha a interacdo os seus triptofanos
passam a experimentar um meio mais apolar, estes passam entdo a emitir fluorescéncia em
comprimentos de onda menores ¢ mais energéticos, uma vez que parte dessa energia ¢
gasta para ocorrer uma reorientagdo das moléculas do solvente. Triptofanos em ambientes

menos expostos ao solvente sofrem menos os efeitos de relaxagdo do solvente.

2.3.8.2 — Dicroismo Circular

A medida de dicroismo circular nos d4 uma ideia da estrutura secundaria de
proteinas ou de peptideos, além disso nos permite verificar possiveis mudancas provocadas
pela interacdo de ligantes ou como verificar um processo de desnaturagdo promovido por
agentes desnaturantes. A grande vantagem desta técnica, em comparagdo a técnicas que
proporcionam resolugdo atomica, tais como ressonancia magnética nuclear e cristalografia
por difragdo de raios-X, ¢ a rapidez de informagdo e as baixas concentracdes necessarias
(na faixa de 10%-10° M).

Nos experimentos de desnaturagdo do dominio XIAP-BIR3, as amostras foram
diluidas a uma concentracao de 10 uM em tampao Tris 15 mM, NaCl 150 mM, DTT 1
mM, a pH 7,4. Estas amostras foram incubadas com cada concentragdo de ureia durante a

noite e a leitura foi realizada em cubeta de 0,2 cm. Para os ensaios de interacao com XIAP-
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BIR3, foi utilizada uma concentracao de 150 uM do dominio, ¢ em relacdo ao complexo
uma concentragdo de 150 uM de XIAP-BIR3 e 450 uM de cada peptideo respectivo (razdo
1:3 dominio: peptideo). Estes ensaios foram realizados em tampao fosfato 15 mM, NaCl
150 mM, DTT 1 mM, a pH 7,4. A leitura foi realizada em uma cubeta de 0,01 cm. O
espectropolarimetro usado foi o modelo Jasco J-715 1505 e os espectros foram adquiridos

na faixa do UV nos comprimentos de onda de 260 a 190 nm, a cada 0,2 nm.

2.3.9 — Cromatografia Liquida de Alta Resoluciao (HPLC)

A cromatografia de gel filtragdo consiste em passar uma mistura de proteinas
através de uma coluna contendo uma matriz gelatinosa com pequenas esferas porosas,
onde pequenas moléculas que conseguem entrar nos poros arrastam-se lentamente por
dentro de sucessivos poros a medida que passam pela coluna, ao contrario das maiores, que
se movem mais rapidamente e sao eluidas num tempo menor. A coluna de gel filtragao
utilizada foi a Superdex 75, com um fluxo de 0,5 mL/min para o dominio XIAP-BIR3. O
sistema foi equilibrado em tampao Tris-Cl 15 mM, NaCl 150 mM, DTT 1 mM, a pH 7,4,
para o dominio XIAP-BIR3, sendo filtrado e deaerado em sistema Millipore. A elui¢cdo das

amostras foi monitorada por absorbancia a 280 nm.

2.3.10 — Calorimetria

2.3.10.1 — Calorimetria de Titulacio Isotérmica (ITC)

Os experimentos de ITC (“Isothermal Titration Calorimetry”) foram realizados

em colaboracdo com a Professora Maria Lucia Bianconi, do Instituto de Bioquimica
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Médica da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Os principios da técnica estao descritos
na se¢do 1.3.13 da parte 1 desta tese.

Os experimentos de ITC foram realizados usando o aparelho VP-ITC da
MicroCal. XIAP-BIR3 (10 uM) e peptideos (500 uM) foram solubilizados em Tris-CI 15
mM, NaCl 150 mM, DTT 1 mM, pH 7,4. As amostras foram degaseificadas sob vacuo
antes das titulacdes. A titulagdo de BIR3 com AVPI envolveu 25 inje¢des de 3 pL cada de
solugdo ligante (1 x 1 uL e 24 x 3 puL). Em todos os casos, a solu¢do de AVPI foi injetada
em intervalos de 5 minutos. A temperatura da titulagao foi de 10, 25 ou 37°C para o AVPI
e a 25°C para os outros peptideos. O calor de diluigdo dos peptideos foi subtraido dos
dados de titulagdo do XIAP-BIR3. A primeira injecdo de cada experimento ndo foi levada
em consideragdo nas analises dos dados, sendo que pelo menos trés experimentos em cada
temperatura foram analisados separadamente, permitindo o célculo de um valor médio dos

parametros termodindmicos e de ligagdo.

2.3.10.2 — Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A partir da calorimetria diferencial de varredura conseguimos medir a diferenca de
capacidade calorifica entra duas solugdes. Dessa forma, podemos determinar pardmetros
importantes de uma proteina, tal como estabilidade. O instrumento de DSC esta ilustrado

na Figura 2.22.
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Figura 2.22: Representacio esquematica de um tipico instrumento de Calorimetria
Diferencial de Varredura. A partir de um sistema de compensacdo, conseguimos medir a
diferenca de capacidade calorifica entre duas solugdes, que ficam armazenadas em celas

separadas em um sistema adiabati
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tipico de calorimetria diferencial de
descritos na legenda da figura.

intes parametros de estabilidade de

uma proteina, tais como a temperatura média de desnaturacdo e a variagdo de entalpia de

desnaturacdo. Desta forma, podemos indicar efeitos de ligantes sobre a estrutura de uma

proteina (Figura 2.24).
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Figura 2.23: Experimento tipico de calorimetria diferencial de varredura. A partir de
uma curva de temperatura, podemos obter a temperatura média de desnaturagao (Ty,) como
indicado, assim como a variacdo de entalpia de desnaturacdo, que ¢ definida pela area
formada na transi¢do, e a variagdo da capacidade calorifica, a qual ¢ definida pelo desvio
da linha de base apds a desnaturagdo (Extraido de CHAIRES, 2008).
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Figura 2.24: Dados normalizados retirados de um experimento tipico de DSC. Este
experimento mostra um dado de uma proteina (linha sélida) e o aumento na temperatura de
desenovelamento na presenca do ligante (linha pontilhada). Podemos observar o aumento
da Tm, pelo desvio do pico que define a temperatura de desenovelamento (T,) € um
aumento na area sobre o pico ¢ o calor de desenovelamento (AH) (Extraido de
HOLDGATE e WARD, 2005).
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2.3.11 - Simulac¢ao de Dindmica Molecular

Simulacdes de dindmica molecular ajudam na compreensdo dos processos
bioquimicos e ddo uma dimensdo dindmica aos dados estruturais. Por causa disto,
tornaram-se a ferramenta chave para a investigagdo de biomoléculas. Com este método
podemos partir de estruturas obtidas experimentalmente ou de modelos e simular
comportamentos das proteinas em solugdo através de calculos computacionais. Desta
forma ¢ possivel monitorar, em escala atdmica, mudancas conformacionais da molécula
que estejam associadas a sua atividade bioldgica na escala de nanossegundos. Podemos
também estudar interagdes da proteina com os possiveis ligantes fisiologicos e a

importancia destas interagdes para a estabilidade do XIAP-BIR3, em nosso caso.

2.3.11.1 - Métodos de Analise utilizados

Desvio da Raiz Média Quadratica

O Desvio da Raiz Média Quadratica (RMSD do inglés Root Mean Square
Deviation) (SPIEGEL, 1994) ¢é o resultado do calculo realizado para a comparagdo de dois
conjuntos de dados. Sua aplicagdo neste trabalho ¢ o célculo para a comparagdo das
coordenadas dos atomos (excluindo o solvente) ao longo do tempo das simulagdes em
relagdo a estrutura inicial como referéncia, o que nos fornece uma ideia do equilibrio do
sistema. Nesse caso, temos um grafico do desvio global da estrutura em relagdo a
conformagdo inicial do XIAP-BIR3 ou do complexo XIAP-BIR3/peptideo (Ex: AVPI)
versus tempo.

Outra analise com base na raiz da média quadratica ¢ a Flutuacdo da Raiz Média
Quadratica (RMSF do inglés Root Mean Square Fluctuation). Este método difere em
relagdo ao primeiro pelo fato de agora tomarmos como referéncia a estrutura média

calculada apds a simulacdo de Dinamica Molecular e calcularmos a flutuagdo de cada
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residuo aminoacido em relagao a sua posi¢ao média. Nesse caso, temos um grafico do
desvio ou flutuacdo conformacional de cada residuo versus sua posicdo na cadeia

polipeptidica. A expressao geral do RMSF ¢ mostrada na equacao a seguir:

RMSF = EZ(X; —X)? Eq. (2.3)
i=1

onde n é o numero total de amostras, X € a coordenada tridimensional de cada atomo da
amostra I ¢ a coordenada de referéncia X. O resultado destes calculos da ideia do quanto a
proteina variou ao longo do tempo, o que se correlaciona com a entropia conformacional,
além de permitir observar as variagdes locais, neste caso, quais os residuos que tiveram
maior variagdo. Assim, também podemos ter uma ideia da variagdo de entropia

conformacional do dominio XIAP-BIR3 em diferentes condigdes.

Ligacdes de Hidrogénio

Neste trabalho, as ligagdes de hidrogénio foram mapeadas seguindo o critério
Doador-Hidrogénio-Aceptor entre XIAP-BIR3 e os peptideos com distdncia maxima:
Doador-Aceptor igual a 3,5 A e angulo minimo (Doador-Hidrogénio-Aceptor) igual a
120°. As coordenadas foram coletadas a cada picosegundo de simulagdo e foram também
consideradas as ligagdes de hidrogénio mediadas por moléculas de 4gua do solvente entre a

proteina e o ligante.

Area de Interacdo Intermolecular
A avaliagio da Area de Interagdo Intermolecular pelo calculo da superficie de
contato proteina-ligante, com a discriminacdo para as areas médias de contato com cada

residuo de aminoacido, é uma das melhores ferramentas no acesso a informagdes sobre a
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qualidade e quantidade das interagdes entre a enzima e os ligantes, dando um respeitavel
subsidio para o desenvolvimento de um farmaco.

Esta técnica se vale da avaliagdo da superficie intermolecular entre duas ou mais
superficies moleculares, por exemplo, entre Proteina e Ligante. A Superficie Molecular ou
Superficie de van der Waals e a Superficie Acessivel ao Solvente (SAS) (RICHARDS,
1971) sdo definidas a partir de uma prova esférica correndo sobre a proteina com seus
atomos representados por suas esferas de van der Waals. Diferente da avaliagdo da
superficie molecular, que leva em conta apenas as esferas de van der Waals, na avaliagdo
da Superficie Acessivel ao Solvente esta ponta de prova tem didmetro proximo de 0,14 nm
para simular uma molécula de agua. A partir das superficies moleculares da proteina e do
ligante ¢ possivel determinar a Superficie Intermolecular como sendo a superficie de
intersec¢ao entre a SAS do ligante e a SAS da proteina. Para esta andlise, foi desenvolvido
o programa SURFINMD v1.42 (ALAN e cols., 2008), que aplica o algoritmo de Connoly
(CONNOLY, 1983) para célculo da area média da superficie de contato molecular, ¢
também individualiza a contribui¢do de interagdo para cada residuo de uma proteina.

GROMACS ¢ um software que ¢ usado para gerar e¢ analisar Simula¢des de
Dinamica Molecular (HESS e cols., 2008). Usando a versao 4 do GROMACS, nds criamos
20 ns de simulacdo nos dois sistemas para gerar diversidade estrutural para cada sistema da
proteina. Um sistema foi o dominio XIAP-BIR3 (com 117 residuos) complexado com um
ion Zinco e o segundo sistema usado como o primeiro sistema, mas complexado com o
tetrapeptideo AVPI. Cada sistema adicionalmente consistiu do seguinte: uma caixa de
simulagdo com moléculas de 4gua e um ion Sodio para a neutralizagdo do sistema, dando
aproximadamente 72.000 4&tomos no sistema. Cada sistema foi tratado com uma condig@o
periddica de contorno com etapas de minimizagdo de energia. Foram 50 ns de simulacdo a

pressdo constante de 1 bar e a 15 °C. Um passo de integragdo de 2 fs foi usado com o
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algoritmo LINCS (HESS e cols., 1997), aprisionando todas as ligacdes covalentes em seus
comprimentos de equilibrio. A for¢a de campo usada foi 53a6, GROMOS96 (VAN

GUNSTEREN e cols., 1996).

2.3.12 - Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de RMN e a cristalografia de raios X sdo as unicas duas técnicas
que podem revelar a estrutura tridimensional de proteinas e de outras biomoléculas com
detalhes atomicos (DYSON & WRIGHT, 2004). As proteinas constituem sistemas
dinamicos intrinsecamente flexiveis. A dindmica mostrada pelas proteinas esta
intimamente relacionada as suas propriedades biofisicas e funcdes bioldgicas, tais como:
estabilidade termodindmica, enovelamento, reconhecimento molecular e catalise
enzimatica (PALMER e cols., 1997). A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN) emergiu como uma técnica extremamente importante na caracterizagdo da
dinamica de proteinas em solugdo, o que representa uma vantagem em relacdo a
cristalografia de raio-X. A investigagao da dindmica intramolecular de proteinas através da
RMN comumente mede os seguintes parametros de relaxagdo: as taxas de relaxacao
longitudinal (R1) e transversa (R2) e os efeitos nucleares Overhauser (NOE)
heteronucleares. As medidas das taxas de relaxagdo dos spins nucleares fornecem
informagdes acerca de movimentos internos que acontecem em uma escala de tempo
rapida (subnanosegundos) e lenta (micro- a milisegundos), assim como informagdes acerca
da difusdo rotacional global da molécula (5-50 nanosegundos). Enquanto isso, movimentos
entre dominios protéicos, que acontecem em uma escala de tempo muito lenta (segundos a
dias) podem ser inferidos a partir de medidas das taxas de transferéncia de magnetizagao
entre nucleos de hidrogénio que exibem deslocamentos quimicos diferentes (ISHIMA &

TORCHIA, 2000). Com o advento da marcagdo isotopica de proteinas com N, °C e °H,
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os parametros de relaxagdo podem ser medidos de forma simultdinea em uma
multiplicidade de sitios ao longo da cadeia polipeptidica e das cadeias laterais
(BRUSCHWEILER, 2003). Nesta tese, iremos nos ater apenas a estudos estruturais e ao
parametro de relaxagdo efeito nuclear Overhauser (NOE) heteronuclear, o qual foi medido
para sistemas de spins IS isolados constituidos pelos grupamentos amidicos da cadeia
principal das proteinas estudadas.

Desta forma, realizamos medidas de 'H-""N HSQC (“Heteronuclear Single
Quantum Coherence”) e medidas de NOE (“Efeito Nuclear Overhauser”) heteronuclear do
dominio XIAP-BIR3 livre e complexado com AVPI a 15 °C em um espectrometro Bruker
DRX600 de 600 MHz (Bruker Biospin GmbH, Rheinstetten, Germany), usando uma sonda
de tripla ressonancia de 5 mm com gradiente em Z equipado com uma sonda criogénica
(Bruker Biospin GmbH, Rheinstetten, Germany). As amostras do dominio XIAP-BIR3
foram dializadas e concentradas em tampao Tris 15 mm, NaCl 150 mm, DTT 1 mM, pH
7,4. As amostras foram preparadas com 10% de D,O (Isotec., Miamisburg, OH). Os dados
de RMN foram processados com o programa NMRpipe (DELAGLIO e cols., 1995) e
analisados usando o programa NMRVIEW, versao 5.0.3 (JOHNSON e BLEVINS,, 1994).
Os espectros de 'H-""N HSQC do dominio XIAP-BIR3 foram assinalados de acordo com

Sun e colaboradores (SUN e cols., 2000).
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2.4. Resultados - Parte 2

2.4.1. Apresentacao do Manuscrito 2 (Anexo 2)

Nesta segdo, esta apresentado e discutido o artigo intitulado “Conformational
selection, dynamic restriction and hydrophobic effect coupled to the stabilization of the
BIR3 domain X-linked inhibitor of apoptosis protein by the tetrapeptide AVPI”, aceito para
publicacdo no periddico Biophysical Chemistry (Anexo 2).

Em células tumorais, os niveis de Proteinas Inibidoras de Apoptose, tais como
XIAP, s3ao muito elevados, bloqueando o processo de morte celular programada.
Antagonistas destas proteinas IAPs, como os tetrapeptideos aqui descritos, vém sendo foco
de grande interesse na Medicina devido a sua potencial aplicagdo terapéutica por induzir a
apoptose de células tumorais. Assim, informagdes sobre as interacdes destes
tetrapeptideos, ou outros ligantes, com a XIAP podem auxiliar no desenvolvimento de
novos farmacos contra o cancer.

Nesta parte do trabalho, mostramos caracteristicas estruturais, de estabilidade,
dindmicas e termodindmicas da inibi¢do do dominio BIR3 da proteina XIAP pelo
tetrapeptideo AVPIL. Nos mostramos que o XIAP-BIR3 ¢ altamente estavel a desnaturantes
quimicos e fisicos. Além disso, a ligagdo do peptideo AVPI foi capaz de aumentar ainda
mais sua estabilidade. Verificamos que a interagdo ¢ entalpica e entropicamente dirigida,
havendo perda de entropia conformacional. Estes achados indicam fortemente que a
entropia da 4gua ¢ de grande importancia para a interacao e a estabiliza¢do do dominio.

Mostramos neste estudo que existe um processo de selecdo conformacional
acoplado a interagdo do AVPI ao dominio XIAP-BIR3. Nossos dados indicam uma sele¢ao

de conformagdes mais rigidas e com as fitas-f3 mais estaveis. Utilizando RMN e simulagao

164



de dindmica molecular, também verificamos que a interacdo leva a diminui¢do de
flexibilidade de dois loops do dominio, além das regides C- e N-terminais. A redugdo da
capacidade calorifica, obtida por medidas de calorimetria, estd associada diretamente a esta
diminui¢ao da dinamica da proteina, além da grande contribui¢do hidrofébica.

Estes novos detalhes sobre as forgas moleculares que controlam a afinidade ¢ a
especificidade de interagdo do AVPI ao dominio XIAP-BIR3 devem ser considerados no
desenho racional de farmacos que poderiam bloquear IAPs, levando células tumorais a

morte celular programada.

165



2.4.2. Um estudo estrutural e termodinimico da interacao de

peptideos antagonistas da XIAP - Manuscrito 3 (Anexo 3)

Nesta secdo, estdo descritos os dados que compdem o artigo intitulado “New
insights for drug design of IAPs antagonists: structural and thermodynamic approach”, o
qual se encontra em fase final de preparacdo (Anexo 3).

A estrutura e a funcdo do dominio BIR3 das IAPs vém sendo estudadas com o
objetivo de obter informacdes importantes para o entendimento dos seus mecanismos de
acdo celulares e moleculares. Dados estruturais de RMN e cristalografia ja revelaram
aminoacidos importantes para sua funcdo, assim como o alvo a ser considerado em sua
estrutura (WU e cols., 2000; LIU e cols., 2000). Também ja existem informagdes
estruturais importantes quanto a interacdo do BIR3 com seu inibidor natural, o

tetrapeptideo AVPI da proteina Smac/DIABLO (LIU e cols., 2000; WU e cols., 2000).

Estudo da interagdo do dominio BIR3 das IAPs com diferentes tetrapeptideos utilizando
Calorimetria Isotérmica de Titulagcdo (ITC)

Inicialmente, nosso grupo caracterizou a interacao entre o dominio XIAP-BIR3 e o
tetrapeptideo AVPI (SOUZA e cols., 2010), como descrito na se¢do anterior. ApoOs este
estudo, buscamos realizar uma analise mais detalhada da interagdo com outros seis
peptideos, com o intuito de verificar a importancia de grupamentos quimicos
individualmente. Além disso, buscamos correlacionar nossos dados termodinamicos com
dados estruturais, o que poderia nos fornecer caracteristicas cruciais para o entendimento
da natureza da inibicao do dominio XIAP-BIR3.

Estes sete peptideos foram escolhidos baseado nas suas afinidades que ja foram

descritas previamente (SHI., 2002). Utilizando ITC, obtivemos todos os perfis

166



calorimétricos ¢ a alteragao

mostrados na Figura 2.25.
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Figura 2.25: Titulacdo calorimétrica de XIAP-BIR3 com os diferentes peptideos. As
injecdes foram feitas em intervalos de 5 minutos. Nestes graficos estdo representadas as
variagdes de entalpia com as injegdes dos respectivos peptideos a 25°C. Foram realizadas
30 injec¢des de 3 pL. A curva ¢ representativa de trés medidas independentes e o tampao
utilizado foi: Tris 15 mM, NaCl 150 mM, DTT 1 mM, pH 7,4. A concentracao de XIAP-
BIR3 foi 10 uM e dos peptideos na seringa foi de 500 uM.
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A partir destas curvas calorimétricas, determinamos os parametros termodinamicos
da interacdo destes peptideos, os quais estdo mostrados na Tabela 2.1. Nossos dados
mostram que o quarto aminoacido parece ser essencial para a interacdo, uma vez que o
tripeptideco AVP ndo interage eficientemente em concentragio micromolar a 25°C.
Podemos observar também que o peptideo que tem Fenilalanina na posi¢ao 4 torna-se mais
favorecido pela entalpia, enquanto que o que apresenta Isoleucina pela entropia (Tabela

2.1).

Tabela 2.1: Parametros de ligacio para interacio entre os peptideos e o dominio
BIR3 estimados a partir de dados de calorimetria isotérmica de titulacao (ITC).

Parametro Peptideo
AVPI ATPF ARPF AVPF AVAF ARPI
N 1.1£0.1 1.1+£0.1 1.1£0.1 1.1£0.1 1.1+0.1 1.1+0.1
K 10°M™) 75+1.2 | 188+£1.6 [ 355+1.2 | 12.2+0.6 | 2.311.0 59+1.5
AH (kcal - mol™) -31+£03 | -63+£02 | -62+£02 | -53£02 | 41202 | 29104
AS (cal - mol™) 19.1+13 | 12.0£0.6 | 13.7£0.5 | 147+£0.5 | 155+0.1 | 21.1+0.1
AG (kcal'molK") | -8.8+ 0.1 |99+ 0.1 [-103£0.1 | -9.7+0.2 | -8.7+£0.2 | -9.2%0.3

A partir da andalise de nossos resultados, podemos verificar que a fenilalanina na
posicdo 4 aumenta a variacdo de entalpia do sistema, indicando que um maior niimero de
ligacdes de hidrogénio ou de van der Waals estdo sendo formadas. A partir da Figura
2.26A, fica mais evidente a grande diferenca entre os valores de AH para os ligantes. As
diferengas de afinidade também podem ser observadas pela diferenga do perfil das curvas

(Figura 2.26B). O quanto mais ingreme a curva, maior a afinidade deste peptideo pelo

dominio XIAP-BIR3.
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Figura 2.26: Curvas construidas a partir dos experimentos de calorimetria de

titulacio isotérmica, de maneira a representar o grau de variacio de entalpia (A) e de
afinidade (B) entre os peptideos.

Através de andlises das diversas combinagdes entalpico-entropica (Figura 2.27),
podemos observar que as alteragdes no AG nao sdo muito significativas, porém ha uma

grande diferenga entre os valores de variacdo de entropia e entalpia.
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Figura 2.27: Andlises termodinimicas dos peptideos. A) Perfil termodindmico da
ligagdo dos peptideos ao dominio XIAP-BIR3, em ordem de afinidade. B) Principal
contribui¢cdo termodindmica dos residuos de tetrapeptideos por comparagdo dos peptideos
utilizados.
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ApoOs analises estruturais, também observamos que a afinidade estd intimamente
correlacionada com o AH (Figura 2.28). Esta caracteristica ¢ importante, pois ligantes que
se ligam mais dirigidos pela variagdo de entalpia tendem a apresentar um maior grau de

especificidade. Também observamos que existe uma compensagdo entrdpica associada ao

aumento de AH para todos os peptideos utilizados (Figura 2.28).
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Figura 2.28: Correlacio da afinidade com a variacio de entalpia na ligacdo de
diferentes ligantes ao dominio BIR3. Compensacio entalpico-entrdopica na ligacio de
diferentes peptideos ao dominio XIAP-BIR3.

Além disso, estas pequenas alteragdes de AG desencadeiam uma diferenga de até
15 vezes na constante de dissociagdo (Figura 2.29). Esta diferenca tem grande relevancia,

ja que a concentracdo necessaria para o efeito ¢ menor, gerando um menor custo

econdmico € uma menor toxicidade.
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Figura 2.29: Grafico demonstrando as diferencas da constante de dissociacdo dos
diferentes peptideos.

Analises estruturais da interacéo de diferentes peptideos ao dominio XIAP-BIR3 a partir
de medidas de Dicroismo Circular e de Estruturas Depositadas no “Protein Data Bank™

A estrutura tridimensional do dominio BIR3 da XIAP, determinada por
espectroscopia de RMN, consiste de cinco a-hélices, trés fitas-f e um atomo de zinco
ligado a trés cisteinas e uma histidina (SUN e cols., 2000). Entretanto, a analise da
estrutura secundaria por CD ainda ndo foi relatada.

O espectro de dicroismo circular do dominio BIR3 nos mostrou um pico em 223
nm e um pico em 209 nm, que sdo picos caracteristicos de estrutura o-hélice. Este
resultado era esperado, pois, apesar de trés fitas-f, as 5 a-hélices contribuem com uma
intensidade maior na elipticidade. O pico mais intenso em 208 nm também ¢ esperado para
proteinas que apresentam ambas as estruturas o-hélice e fita-f3, contudo com maior
quantidade de a-hélice, (FASMAN, 1996). A presenca de ligantes leva a algumas
mudangas do espectro, no qual o pico de 223 nm ¢ desviado para 226 nm (Figura 2.30A).

Em torno de 218 nm, também houve uma perda de elipticidade bruta com a ligagdao do
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AVPI. Assim, verificamos que a ligacdo de diferentes peptideos levou a significativas
alteracdes no espectro de CD, podendo indicar pequenas, mas significativas mudancas
estruturais. Os espectros da interacdo dos peptideos contendo fenilalanina passaram a ter o
pico de 226 nm mais negativo que o de 208 nm, indicando um aumento de a-hélice
(Figura 2.30A). Os espectros dos peptideos isolados ndo apresentaram sinal de
elipticidade bruta, como esperado, j& que ndo existe estruturacdo (dados ndo mostrados), e
foram subtraidos do espectro do dominio XIAP-BIR3 na presenca dos peptideos
correspondentes. Corroborando nossos resultados ao compararmos as estruturas do
dominio XIAP-BIR3 na presenca de AVPF, podemos verificar a estabilizagdo de uma

estrutura em a-hélice.
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Figura 2.30: Analise da estrutura secundaria do XIAP-BIR3 na presenca dos
peptideos. A) Espectros de dicroismo circular do XIAP-BIR3 livre e na presenca de
diferentes peptideos. Os espectros sdo a média de 3 varreduras, realizados a 25°C e
representativos de trés experimentos independentes. A cubeta utilizada foi de 0,02. B)
Estruturas do dominio XIAP-BIR3 (PDB: 1F9X), e dos complexos XIAP-BIR3/AVPI
(PDB: 1G3F) e XIAP-BIR3/AVPF (PDB: 20PZ).

As alteracdes estruturais verificadas por dicroismo circular estdo de acordo com
dados da estrutura do dominio XIAP-BIR3 na presenca de diferentes ligantes obtidos por

ressonancia magnética nuclear ou cristalografia (Figura 2.30B e Figura 2.31). Na Figura

2.31, podemos observar que existem significativas alteragdes na estrutura do dominio
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BIR3 na presenga de diferentes ligantes, principalmente por um aumento no conteido em

a-hélice.
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Figura 2.31: Diferencas do contetido de estrutura secundaria do dominio XIAP-BIR3
isolado e na presenca de ligantes de dados extraidos do PDB (”Protein Data Bank”).
A) Esquema de estrutura secundéria da regido C-terminal do dominio XIAP-BIR3 que
mantém os Ultimos AA terminais desestruturados quando complexados a determinados
ligantes. B) Esquema de estrutura secundaria da regido C-terminal do dominio XIAP-BIR3
que tem nos ultimos AA terminais uma estabilizagdo de a-hélice quando complexados
com outros ligantes.

Andlise dos efeitos de diferentes peptideos na estabilidade termodinamica do Dominio
XIAP-BIRS3 a partir de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Analises da estabilidade do dominio XIAP-BIR3 foram realizadas utilizando
calorimetria diferencial de varredura. Realizamos varreduras de temperatura (25 a 90 °C)

medindo ACp XIAP-BIR3 na presenca de cada peptideo separadamente (dados nado
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mostrados). Todos os ligantes foram capazes de estabilizar o dominio, porém em
magnitudes diferentes, como mostrado na Tabela 2.2. Estas alteracdes de estabilidade
podem estar ligadas a alteragdes na estrutura secundaria verificadas por dicroismo circular.
Em adigdo, os valores de AH de desnaturagdo também aumentaram de forma significativa,
indicando o aumento do nimero de ligacdes de hidrogénio ou de van der Waals

estabilizando o dominio (Tabela 2.2).

Tabela 2.2: Parametros de desnaturacao térmica do dominio XIAP-BIR3 livre e
complexado com diferentes peptideos.

Kd (nM) Twm (°C) AH® (keal-mol™)
BIR3 50 uM _ 68.9+0.2 257%£0.2
+ AVAF 150 uM 434 + 18 73.5+0.3 XXXX
+ AVPI 150 uyM 285 %15 773+0.2 84.4+04
+ ARPI 150 uM 169+ 11 74.5+0.2 48.8+0.2
+ AVPF 150 uM 81+ 8 81.1£0.3 XXXX
+ ATPF 150 uM 53+6 79.6 £0.2 XXXX
+ ARPF 150 uM 28+5 82.1 £0.1 XXXX

Parametros termodinadmicos obtidos a pressdo atmosférica (Ver detalhes em Material e Métodos).
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2.4.3. Investigando o papel de ions Zinco na estrutura, estabilidade e

funcio do dominio BIR3

Nesta se¢ao, estdo descritos os dados que compdem o artigo intitulado “The role of
the ion Zinc on the XIAP-BIR3 structure, thermodynamic stability and function”, que se
encontra em fase final de preparacao.

Apbs os estudos sobre a interagdo dos tetrapeptideos com o dominio BIR3, os quais
visam a auxiliar o planejamento de farmacos e o entendimento deste reconhecimento
molecular, passamos a investigar as consequéncias estruturais e funcionais da retirada do
ion zinco deste dominio. Esta proposta surgiu de um trabalho que, a partir da utilizacao de
um agente quelante de zinco de maneira intracelular, verificou que ocorria a degradagao da
XIAP de forma especifica, e que as células de cancer de prostata sdo sensibilizadas a
apoptose mediada por TRAIL. Desta forma, o sitio de zinco na XIAP parece ser um
possivel alvo para o desenho de farmacos.

O entendimento das alteragdes de estrutura, estabilidade e fun¢do do dominio
XIAP-BIR3 associadas ao sequestro do zinco desta proteina, podem fornecer informagdes

que elucidem o papel deste ion para o dominio.

Analise das consequéncias estruturais da retirada de zinco do dominio XIAP-BIR3 por
Dicroismo Circular e espectroscopia de fluorescéncia

Como dito anteriormente, a estrutura tridimensional do dominio BIR3 da XIAP,
determinada por espectroscopia de RMN, consiste de cinco a-hélices, trés fitas-f e um
atomo de zinco coordenado por trés cisteinas e uma histidina (SUN e cols., 2000). Ja esta
bem estabelecido que o zinco estd presente na estrutura do dominio XIAP-BIR3.

Realizamos medidas na presenga de zinco e ndo observamos alteragdo na estabilidade ou
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estrutura do dominio, confirmando que o dominio purificado ja se encontrava com zinco
ligado (dados ndo mostrados). Para retirar o zinco utilizamos EDTA que se liga ao zinco
com uma afinidade extremamente alta, com um Ky de aproximadamente 10™'® M, enquanto
que para proteinas no ¢ na faixa de 107'°-10"* (NYBORG & PEERSEN). Baseado em
trabalhos que verificam os efeitos de zinco, realizamos as medidas na presenga 0,2 ou 2
mM de EDTA. Os efeitos de 2 mM foram ligeiramente maiores. Inicialmente, buscamos
verificar os efeitos do sequestro do zinco na estrutura secundaria e tercidria do XIAP-
BIR3. Para isso, utilizamos espectroscopia de fluorescéncia técnicas capazes de nos dar
uma ideia da perda de estrutura secundéria ou da mudanga do ambiente dos triptofanos da
proteina, a qual indicaria alteragdes na estrutura terciaria. Nossos resultados mostram que
nao houve alteragdes significativas no ambiente do triptofano, e as alteracdes nos espectros

de CD indicam uma pequena perda de estrutura secundaria na presenga de EDTA (Figura
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Figure 2.32: Analises do efeito da retirada de zinco sobre a estrutura secundaria e
terciaria do dominio XIAP-BIR3. A) Espectros de dicroismo circular do XIAP-BIR3 e
do mesmo na presenga de EDTA. B) Espectros de fluorescéncia normalizados do XIAP-
BIR3 na auséncia e na presenca de EDTA 2 mM. Condig¢des: Fosfato 15 mM (pH 7.,4),
NaCl 150 mM, DTT 1 mM. Concentragdo de dominio XIAP-BIR3: 10 uM.
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Andlise dos efeitos da retirada de zinco na estabilidade do Dominio XIAP-BIR3

Nossas medidas espectroscopicas mostram pequenas mudangas estruturais do
dominio na auséncia de ions ligados, o que sugere que este efeito poderia justificar a
degradagdo em ambiente celular. Passamos a investigar se estas pequenas alteragdes
acarretariam em uma diminuicdo da estabilidade. Para isso, utilizamos diferentes
metodologias e diferentes agentes desnaturantes para verificar se haveria grandes
alteracdes de estabilidade deste dominio na presenga de EDTA, um quelante de ions
divalentes. De forma preliminar, investigamos a diferenga de estabilidade frente ao agente
desnaturante cloridrato de guanidina ap6s o tratamento com EDTA. A presenca de EDTA
(0,2 mM) (Figura 2.33B) ou (2 mM) (Figura 2.33C) desestabiliza bastante o dominio.
Para confirmar que a estabilidade do dominio esta associada a retirada do zinco, realizamos
curvas de desnaturagdo na presenga de EDTA (0,2 mM) e na presenca de EDTA (0,2 mM)
mais um excesso de cloreto de zinco (0,4 mM). Com a adi¢do de excesso de zinco (0,4
mM) ap6s o tratamento com EDTA, a desestabilizagdo ¢ completamente revertida (Figura
2.33B), confirmando a presenca de zinco na estrutura do dominio purificado, como ja
descrito para outros trabalhos (Liu, 2000).

Nossas medidas mostram que, apesar da pequena mudanga estrutural, a estabilidade

da proteina fica bastante comprometida pelo sequestro do zinco (Figura 2.33).
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Figura 2.33: Importancia do zinco para a estabilidade conformacional do dominio
XIAP-BIR3 frente ao cloridrato de guanidina. A) Espectros de fluorescéncias do
dominio em diferentes condi¢des como indicado no gréafico. B) O grau de desnaturagao foi
obtido a partir de valores de centro de massa espectral em cada concentragdo de cloridrato
de guanidina. C) As andlises de estrutura tercidria foram monitoradas pelas mudangas de
centro de massa espectral.

Da mesma forma, frente ao desnaturante quimico ureia, mostramos que o sequestro
do zinco leva a uma grande desestabilizagdo do dominio XIAP-BIR3, como observado a
partir de medidas de centro de massa espectral. Como ja descrito por nosso grupo, o

dominio BIR3 suporta até 5 M de ureia, sem grandes alteracdes de estrutura terciaria e

secundaria (SOUZA e cols., 2010). Na presenca de EDTA 2 mM, somente 2 M de ureia ja
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leva a uma mudanca significativa no espectro de fluorescéncia, enquanto que 5 M de ureia
leva a uma total desnaturagdo do dominio (Figura 2.34). Na presen¢a de uma concentracao
10 vezes menor de EDTA (0,2 mM), o efeito desestabilizador foi proximo ao na presenca
de 2 mM de EDTA. Na presenca de excesso de zinco (EDTA 0,2 mM + ZnCl; 0,4 mM), a
estabilidade do dominio ¢ restabelecida (dados ndo mostrados), confirmando que a
presenca do zinco no dominio ¢ um fator estabilizador. Estes dados corroboram os dados
de guanidina, os quais mostram a grande importdncia do zinco na estabilidade

termodinamica e estrutural deste dominio.
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Figura 2.34 — Estabilidade conformacional do dominio XIAP-BIR3 frente a ureia. A)
Espectros de fluorescéncias do dominio em diferentes condi¢des como indicado no grafico.
B) As analises de estrutura terciaria foram monitoradas pelas mudangas de centro de massa
espectral. Para todos estes experimentos, a concentracao de proteina foi 2 pM.

Para confirmar a desestabilizagdo e adicionar novos parametros sobre a alteracao da
estabilidade termodinamica, utilizamos DSC, através da qual podemos verificar a diferenca
de estabilidade frente a altas temperaturas, um desnaturante fisico. Anteriormente,
tinhamos verificado que o XIAP-BIR3 ¢ altamente estavel a temperatura, tendo sua Ty, em

torno de 68 °C (SOUZA e cols., 2010). Na presenca de 2 mM de EDTA, verificamos que a

T diminui 14 °C, enquanto que com 0,2 mM diminui 13 °C (Figura 2.35). Desta forma,
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mais uma vez mostramos a importancia do zinco para a estabilidade do dominio, que ¢
extremamente alta. A presenca de excesso de zinco reverteu grande parte da
desestabilizacao (Figura 2.35).

O XIAP-BIR3 ¢ altamente resistente a altas pressdes hidrostaticas como mostrado
por nosso grupo (Souza e cols., 2010; Anexo 2). Apos o tratamento com o EDTA o
dominio permanece altamente estavel a pressdo (Figura 2.35B), indicando mais uma vez
que ndo existem grandes alteragdes estruturais e que a proteina se mantém compacta, com

poucos volumes “mortos”, sendo insensivel a compressao.
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Figura 2.35: Estabilidade conformacional do dominio XIAP-BIR3 frente a agentes
desnaturantes fisicos. (A) Termogramas experimentais do XIAP-BIR3 na auséncia (em
preto) e na presenca de 0,2 (em verde) ou 2 mM de EDTA (em vermelho). Em ambos os
casos, (—) representa o melhor fit. Para todas as medidas de DSC, a concentragdo de
proteina foi de 50 mM, em tampao Tris 15 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM e DTT 1 mM. (B)
Medidas de centro de massa espectral do XIAP-BIR3 em func¢do do aumento da pressao
hidrostatica. A alta pressdo hidrostatica ndo promoveu mudangas significativas na estrutura
do dominio. A amostra foi incubada por 10 min a cada pressao.

A partir destes dados, podemos obter alguns parametros de desnaturagdo do
dominio XIAP-BIR3 que estdo listados na Tabela 2.3, assim como os pardmetros na

presenga de EDTA 2 mM. As diferengas de todos estes parametros sdo extremamente altas,
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0 que mostra que o zinco exerce um papel chave para a estabilidade estrutural e

termodinamica do dominio XIAP-BIR3.

Tabela 2.3: Parametros termodinidmicos que mostram a diferenca de estabilidade do
dominio XIAP-BIR3 promovida pela retirada do zinco.

Fluorescéncia DSC
[Ulin [Gli2 Tm AH™
M) (M) (°C) (kcal/mol)
XIAP- 5.8 3.4 68.9+0.2 253+23
BIR3
+ EDTA 2.2 1.5 534+0.2 202+1.2

Analises da estabilidade do XIAP-BIR3 baseado nos dados de fluorescéncia ¢ DSC na presenca e
na auséncia de EDTA 2 mM. [U]y,, e [G]y, correspondem as concentragdes de ureia ou guanidina
que causam 50% da desnaturacdo do XIAP-BIR3, respectivamente. Todos os parametros
termodinamicos foram obtidos a pressdo atmosférica.

Para auxiliarmos na compreensao dos efeitos da retirada do zinco na dinamica e
exposicao ao solvente deste dominio na escala de nanosegundos, utilizamos simulagao de
dinamica molecular. Realizamos 50 ns de simulacao, sendo que apos 10 ns o sistema
protéico ja tinha atingido o equilibrio. As estruturas no final da simulagdo eram
equivalentes, como sugerido por nossos dados de RMSD (Figura 2.36). As medidas de
RMSF sugerem que na auséncia do zinco a flexibilidade total do dominio aumenta
bastante, pelo menos nesta escala de tempo e salvo algumas regides. Estes dados

corroboram nossos dados experimentais que mostram a desestabilizacdo do dominio.
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Figure 2.36: Simulacio de dinimica molecular do dominio XIAP-BIR3 na presenca e
auséncia de zinco. (A) Root Mean Square Deviation (RSMD) dos atomos da cadeia
principal do XIAP-BIR3 e do XIAP-BIR3 sem o zinco. (B) Root-mean-square fluctuations
(RMSF) do XIAP-BIR3 e as mudangas promovidas pela retirada do zinco. PDB ID: 1{9x
(XIAP-BIR3).

Além disso, para auxiliarmos no entendimento da perda de estabilidade do dominio,
investigamos a variacdo da area acessivel ao solvente do XIAP-BIR3 apds a retirada do
zinco. Nossos dados indicam que o dominio aumenta a area acessivel ao solvente
(ASASioa1 = 1039 Az) (Tabela 2.4), o que pode estar correlacionado com a perda de
estabilidade frente aos tratamentos quimicos e fisicos.

Tabela 2.4: Analise da variacao de SAS hidrofilico e hidroféobico promovida pela
remocio do zinco da estrutura do XIAP-BIR3.

SAS hidrofilica (A*) SAS hidrofébica (A)  SAS total (A%

XIAP-BIR3 4902 5946 10849
XIAP-BIR3 sem 5328 6559 11888
zinco

O dominio XIAP-BIR3 intracelularmente pode interagir com as proteinas
Smac/DIABLO e caspases. Os tetrapeptideos AVPI e ATPF sdo os principais responsaveis

pela interago, respectivamente, e simulam sua fung@o in vitro e in vivo (ARNT e cols.,
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2002). Aqui investigamos, por espectroscopia de fluorescéncia, quais seriam as
consequéncias da retirada do zinco na sua capacidade de interagir com estes peptideos
(Figura 2.37), propriedades que simulam a sua funcdo bioldgica. Nossos resultados tanto
para o AVPI quanto para o ATPF mostram que, em concentragdes micromolares, o perfil
da interagdo ndo sofre mudangas significativas (Figura 2.37). Dados de interagdo obtidos
por calorimetria de titulagdo isotérmica confirmam a manuten¢do da estrutura com a
retirada do zinco, visto que os parametros termodindmicos na auséncia ou na presenga de
0,2 M EDTA foram similares (dados ndo mostrados). Desta forma, o zinco parece ter um
papel importante na estabilidade do dominio XIAP-BIR3, no entanto para a sua estrutura e

funcdo parece ter um papel menos significativo.

29440 29360

29400 - 29320 -

29360 -
29280 A

29320 A

29240 -

Centro de Massa Espectral (cm-1)
Centro de Massa Espectral (cm'l)

—@— BIR3 10 uM

—@— BIR3 10 uM
~@— BIR310 uM + EDTA0,2 M
29280 4 p —@— BIR3 10 uM + EDTA 02 M
BIR3 10 uM + EDTA 2mM —@— BIR3 10 uM + EDTA 2 mM
T T T T T T 29200 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
AVPI [uM] ATPF [uM]

Figura 2.37: Ensaio por espectroscopia de fluorescéncia para verificar a capacidade
funcional do dominio XIAP-BIR3 na auséncia de zinco. Medida da interacdo dos
peptideos AVPI (A) e ATPF (B) com o dominio BIR3 na presenca de EDTA. Condig¢des:
Tris 15 mM, NaCl 150 mM, DTT 1 mM, pH 7.4.
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2.5. Discussao

Interagdes proteina-proteina representam importante alvo para intervencoes
terap€uticas. Proteinas terapéuticas e anticorpos tém tido um grande sucesso como
antagonistas de complexos de proteinas extracelulares (PROJAN e cols., 2004). Contudo,
j& que as proteinas sdo geralmente impermedveis a célula, existe uma grande importancia
no desenvolvimento de pequenas moléculas inibidoras, particularmente para alvos
intracelulares.

Nas ultimas décadas, as estruturas de muitas proteinas apoptoticas foram
resolvidas por cristalografia de raio-X e RMN, e tém sido utilizadas no planejamento de
candidatos a farmacos (BLUNDELL e cols., 2006). No entanto, apesar do amplo
conhecimento das suas estruturas, os mecanismos envolvidos no reconhecimento
molecular, como o grau da alteracdo da estabilidade termodinamica destas proteinas
promovida pelas interagdes com alvos celulares, ainda sao pouco compreendidos.

O dominio XIAP-BIR3 ¢ de particular interesse, pois representa um alvo
promissor na terapia do cancer. Sua inibicdo permite que células tumorais que
superexpressam XIAP entrem em apoptose (LACASSE e cols., 1998; NACHMIAS e cols.,
2004). Estudos recentes tém demonstrado que a superexpressao de XIAP em alguns
carcinomas prevé um mau prognéstico (MIZUTANI e cols., 2007) e desempenha um papel
importante na regulacdo das respostas apoptoticas em células cancerosas, tanto mediadas
pelo sistema imune como por terapias medicamentosas (SASAKI e cols., 2000; NG e cols.,
2002; HU e cols., 2003). Além disso, uma baixa expressdao ou inibi¢ao de XIAP pode
reverter a resisténcia imunoldgica e a resisténcia ao tratamento (SASAKI e cols., 2000).
Durante a apoptose, a inibicdo de caspases mediada pelas IAPs ¢ removida pela proteina
mitocondrial conhecida como Smac/DIABLO (VERHAGEN e cols, 2000; CHAI e cols.,

2000), principalmente pela interacao entre o dominio XIAP-BIR3 e o tetrapeptideo AVPI
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da Smac (LIU e cols., 2000). Estudos anteriores demonstraram que os peptideos da Smac
no citosol potencializam a atividade supressora tumoral do quimioterapico in vitro e in
vivo com toxicidade minima (ARNT e cols., 2002). Muitos estudos tém tentado explorar
essa interagdo [LIU e cols., 2000; OOST e cols., 2004) com o objetivo de desenvolver
drogas que se ligam a IAPs promovendo sua inibi¢do sobre as caspases (FULDA e cols.,
2002; ARNT e cols., 2002; YANG e cols., 2003).

A estrutura 3D do complexo entre XIAP-BIR3 e o tetrapeptideo AVPI da
Smac/DIABLO ja foi determinada (LIU e cols., 2000). Compreender a dinamica e
estabilidade deste complexo e caracterizar os parametros de interagdo ao AVPI permitirdo
melhorar a compreensdo da inibicdo da XIAP-BIR3 e podem ajudar no desenvolvimento

de novas estratégias de tratamento do cancer.

2.5.1. Caracterizacdo estrutural, termodinimica e dinamica da

interacio de XIAP-BIR3 e AVPI

Neste trabalho, uma avaliacdo termodinamica (em termos de componentes
entalpia e entropia, além variacdo da capacidade calorifica) da interagdo entre AVPI e
XIAP-BIR3 foi realizada, na tentativa de auxiliar na compreensao da inibigdo da XIAP-
BIR3. Para projetar farmacos mais eficientes, ¢ de fundamental importancia correlacionar
dados termodindmicos e estruturais dessa interagdo (WEBER e SALEMME, 2003;
LAFONT e cols., 2007; OLSSON e cols., 2008). Nossos dados mostraram que a interagao
XIAP-BIR3/AVPI ¢ entalpica e entropicamente favorecida (Tabela 1, Anexo2), com uma
variacdo negativa na capacidade calorifica (ACp = -157,13 cal - mol” - K™). Ja ¢ bem
estabelecido que alteracdes na capacidade calorifica ndo estdo restritas as interagdes entre

os grupos nao-polares em agua (COOPER, 2005). No entanto, o fato de que a interagdo ¢
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entropicamente dirigida (Tabela 1, Anexo2), mesmo com perda de entropia
conformacional (Figura 6 e 7, Anexo2), indica que as interagdes hidrofobicas
desempenham um papel importante tanto na interagdo quanto na estabilizacdo da proteina.
Assim, podemos concluir que a dessolvatacdo do ligante e do sitio de ligagdo, devido
principalmente ao aumento da entropia da agua, ¢ um passo-chave na interacdo entre
XIAP-BIR3 ¢ AVPIL.

Também ja estd bem caracterizado que a estabilidade térmica de proteinas ¢
modificada por ligantes devido ao acoplamento mutuo entre os dois processos em
equilibrio: a interacdo e o desenovelamento (FUKADA e cols., 1983; SHRAKE e ROSS,
1990, 1992; CELEJ e cols., 2003). A energia livre de ligacao adicional é responsavel pela
mudanga da temperatura de desenovelamento, e pode incluir ou nio as contribuicdes de
mudangas conformacionais. As informagdes sobre as mudangas na estrutura ¢
flexibilidade, associadas ao reconhecimento molecular, sdo importantes para o
entendimento da termodindmica da intera¢do, bem como para o planejamento de
candidatos a farmacos. Aqui nés mostramos que a ligacdo do tetrapeptideo AVPI leva a
estabilizacdo do dominio XIAP-BIR3 frente a desnaturagdo induzida por ureia e
temperatura (Tabela 2, Anexo2). No entanto, ¢ importante entender se a estabilizacdo ¢
resultado de alteragdes na conformacdo do dominio XIAP-BIR3. A pequena variagdo do
espectro de CD (Figura 5A, Anexo2) poderia estar relacionada com a formacao de uma
folha-f antiparalela na interacdo do AVPI sobre XIAP-BIR3 (WU e cols., 2000), mas
também pode ser devido a estabilizagdo de um ou mais estados conformacionais pré-
existentes, como verificado por RMN (Figura 6A, Anexo2). Além disso, nossos
resultados de simulacdo de dindmica molecular do dominio XIAP-BIR3 e do complexo
XIAP-BIR3/AVPI (Figura 5C, Anexo2) sugerem que as estruturas fitas-f sdo

estabilizadas pela interacdo com o AVPI. Assim, a interagdo do AVPI parece selecionar

188



uma conformagdo ou mais, sendo esta(s) mais rigida(s) € com as estruturas fitas-f§ mais
estaveis.

As duas principais forgas que estabilizam a estrutura da proteina sdo o efeito
hidrofobico e ligacdes de hidrogénio, e a principal forca desestabilizadora ¢ a perda de
entropia conformacional (PACE, 2009). Nossos dados de simulacdo de dinamica
molecular indicam que a rede de ligacdes de hidrogénio no XIAP-BIR3 ¢ um pouco
estabilizada pela ligacdo do AVPI (Figura 5B, Anexo2) e algumas delas envolvem
provavelmente fitas-f3 (Figura 5C, Anexo2). Ao medir as constantes de acoplamento da
ligacdo de H por RMN, outros autores também mostraram que a ligacdo de ligantes pode
afetar as redes de ligacdo de hidrogénio de proteinas (CORDIER e cols., 2000). Por
exemplo, ligantes do dominio SH3 induzem tensdo nas ligagdes de hidrogénio que
perfazem a superficie de interagdo SH3/ligante, desencadeando pequenas mudangas no
comprimento das liga¢des de hidrogénio, as quais foram propagadas por todo o dominio
(CORDIER e cols., 2000). Assim, o aumento da taxa de calor envolvida na desnaturagao
XIAP-BIR3 ¢ devido a variagdo positiva da capacidade calorifica de desnaturagdo com a
temperatura (Figura 4B, Anexo2), mas também pode ter uma contribuicdo de
estabilizacdo das ligagdes de hidrogénio que foram promovidas pela ligagdo ao AVPIL.

Alteracdes na flexibilidade apds a interagdo de ligantes, muta¢des ou mudangas
nas condi¢des da amostra podem ser interpretadas em termos de contribui¢des a entropia
conformacional. A flexibilidade da cadeia principal e da cadeia lateral pode diminuir ou
aumentar apds a interacdo de um ligante (STONE, 2001). Uma diminuicdo esta
frequentemente associada a interagdes com '"compensacdo entalpia-entropia" e/ou o
processo de "fit induzido ou sele¢do conformacional", enquanto um aumento da entropia
conformacional pode contribuir para a estabilizagdo dos complexos. Liu e colaboradores

observaram que duas voltas do dominio XIAP-BIR3, que ndo poderiam ser caracterizadas
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estruturalmente por RMN na proteina livre, tornaram-se bem definidas quando o dominio
esta complexado com AVPI (LIU e cols., 2000). Surpreendentemente, uma inica mutagao
(G306E) que estabiliza esses loops promove mudangas na afinidade ao ligante (MOORE e
cols., 2009). Neste caso, houve uma perda de entropia favoravel a interagdo, o que esta
relacionado com a reducdo de contatos hidrofobicos. Nossos dados de simulacdo de
dindmica molecular do dominio e do complexo (Figura 7, Anexo2) também sugeriram
que a interacdo com AVPI reduz a flexibilidade conformacional destas voltas (276-280 e
309-314) do dominio (Figura 7B e 7C, Anexo2), sendo somente uma delas envolvida na
interagdo. Também por simulacdo, observamos que o XIAP BIR3 livre apresenta as
regides N- e C- terminais altamente desordenadas e flexiveis (Figura 7B, Anexo2), as
quais também sdo estabilizadas na interagdo com o AVPI (Figura 7B e 7C, Anexo2). Os
dados de NOEs heteronucleares corroboram a estabilizacdo do XIAP-BIR3 na escala de
ns-ps (Figura 6C, Anexo2). Todos estes dados indicam uma perda consideravel de
entropia conformacional no dominio XIAP-BIR3 associada a ligagdo com AVPL
Variacdes de entropia conformacional e da capacidade calorifica podem ser tanto
importantes na estabilizagdo das estruturas desordenadas de proteinas (STONE, 2001) e,
além disso, sdo importantes fatores envolvidos na estabilizagdo do dominio XIAP-BIR3.

J& é bem conhecido da termodindmica fundamental que as mudangas na
flexibilidade acopladas a intera¢des modulam a entropia conformacional, o que contribui
significativamente para o ACp (STURTEVANT, 1977). Ambas as flutuacdes na escala de
tempo de ps-ns ou ps-ms, as quais podem ser obtidas por medidas de relaxamento, afetam
0 ACp. Além disso, a redistribuicdo do estado nativo induzida pela interacdo de um ligante
parece ser uma fonte significativa de ACp. A reducdo da populagdo/densidade de
microestados contribui para o aumento na variagdo negativa do ACp (EFTINK e cols.,

1983; WANG e cols., 2001). Nossos resultados mostram que a interacdo do peptideo
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envolve o processo de selecao conformacional (Figura 6A, Anexo2), com redugdo da
flexibilidade do dominio (Figura 6 e 7, Anexo2). Portanto, nossos dados calorimétricos,
os quais mostram um ACp negativo (-157,3 calemol'K™") apés a interagio com o AVPI,
parecem estar fortemente associados a dinadmica da proteina, além da contribuicdo de
interagdo hidrofobica. E interessante notar que, mesmo quando a interagdo hidrofobica é
preponderante (AVPI tem um carater hidrofobico), a entropia conformacional ¢ importante
para a redugdo do ACp e para a ligacdo de solutos hidrofobicos. O nimero de
conformagdes do complexo XIAP-BIR3/AVPI ¢ provavelmente menor do que da proteina
livre, resultando em uma diminuicdo no componente entrépico da energia livre de
interacao do AVPL.

A rigidez estrutural e a flexibilidade de proteinas sdo extremamente equilibradas
apods o enovelamento, e a interagdo de ligantes pode perturbar as contribuigdes de energia
pela entropia e entalpia (ZIDEK e cols., 1999). Na presenga de complementaridade
geométrica ideal das espécies que interagem, a restricdo de flexibilidade residual da
proteina pode ditar condigdes desfavoraveis para a estabilidade do complexo. Uma ampla
troca entre entalpia e entropia tem sido indicada para o processo de interagdo proteina-
proteina (FREIRE, 2008). As mudangas na energia conformacional (AGees) do complexo
obtidas a partir dos experimentos de desnaturagdo por ureia (AAG = - 1,1 kcal - mol™)
mostram que o XIAP-BIR3 ¢ altamente estabilizado, e que esta estabilizacdo ¢
significativamente importante para a afinidade do AVPI (Tabela 2, Anexo2). Embora a
variagdo da entropia conformacional (AS..nf) seja desfavoravel (Figura 6 e 7, Anexo2), a
varia¢do da entropia de liga¢do (ASy,) ¢ altamente favoravel (Tabela 1, Anexo2). Assim,
provavelmente a alta variagdo da entropia de hidratagdo (AShiq), que estd associada aos

contatos hidrofébicos, ¢ essencial para a afinidade de ligagdo e de estabilizagcdo, o que
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indica que a variagdo negativa da capacidade calorifica que ocorre na ligagdo com AVPI
também ¢ fortemente associada ao efeito hidrofébico. Em conclusdo, embora as ligagdes
de hidrogénio também sejam estabilizadas, envolvendo restricdo dindmica, nossos dados
sugerem fortemente que a estabilizacdo do dominio XIAP-BIR3 pelo tetrapeptideo AVPI
também ¢é bastante favorecida por fatores hidrofobicos.

Embora a compensagdo entalpia-entropia seja fundamental para a otimizagdo da
afinidade (LAFONT e cols., 2007; OLSSON e cols., 2008), as estratégias de planejamento
de farmacos se concentram unicamente na obten¢do de novas interagdes intermoleculares
favoraveis. No entanto, a associagdo de farmacos a proteinas muitas vezes implica em uma
penalidade entropica, geralmente decorrendo de ajuste induzido (fit induzido),
comprometendo a afinidade. Recentemente, estudos utilizando métodos de relaxacdo por
RMN mostraram que, quando diferentes peptideos ligam a calmodulina, a aparente
mudanca na entropia conformacional ¢ linearmente relacionada com a mudanga na
entropia total da interacdo (FREDERICK e cols., 2007). Estes resultados mostram que a
mudangas entropia conformacional da proteina podem contribuir significativamente para a
energia livre de associacdo de proteina-ligante. Além disso, outros autores tém
demonstrado que a desordem induzida em complexos proteina-ligante pode ser uma
estratégia no desenho de farmacos (CRESPO & FERNANDEZ, 2008). A perda de
entropia conformacional do dominio XIAP-BIR3, que resulta da selecdo de
conformacao(des) de flexibilidade reduzida pela interagdo, principalmente dos dois loops ¢
de regides terminais, ¢ um fator desfavoravel crucial a afinidade de AVPI e parece ser um
importante aspecto a ser considerado no planejamento racional de candidatos a farmacos.

Nosso modelo relativamente simples da interacdo XIAP-BIR3/AVPI tem
caracteristicas interessantes, porque aborda a correlagdo entre as alteragdes na estabilidade

da proteina promovida pela intera¢ao do ligante, e o processo de sele¢do conformacional, a
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restri¢ao dinamica e efeito hidrofobico. Assim, verificamos que a estabilizagao do dominio
XIAP-BIR3 pela interagdo com AVPI ¢ resultado do efeito hidrofobico (entropicamente
dirigido) e da estabilizac¢ao das ligacdes de hidrogénio (entalpicamente dirigido). Contudo,
esta interagdo foi parcialmente compensada por uma perda de entropia conformacional, a
qual parece estar associada a sele¢do de conformagdo(des) pré-existente(s) (na escala de
us-ms) e a reducdo da flexibilidade (na escala de ps-ns). Estes dados fornecem
informagdes importantes sobre a interagdo entre a proteina proapoptotica Smac/DIABLO e

as IAPs, e podem auxiliar na compreensdao da natureza da inibicdo do dominio XIAP-

BIR3.

2.5.2. Novas abordagens para auxiliar no planejamento de

antagonistas de IAPs: um estudo estrutural e termodinamico

A intera¢do de ligantes a macromoléculas biologicas ¢ fundamental para muitos
aspectos da Bioquimica e Biologia Celular. Eventos de interagdo geralmente ndo ocorrem
isoladamente em Bioquimica, e sdo quase sempre associados a outras reacdes, tais como
mudanc¢as de protonagdo, transi¢des estruturais e de enovelamento (WHITESIDES &
KRISHNAMURTHY, 2005). Para a compreensdo de uma interacdo, se faz necessario a
medida de afinidade, estequiometria, componentes de entalpia e entropia, além das
contribui¢des das reacdes acopladas.

Nos ultimos anos, as estruturas de muitas proteinas apoptoticas foram resolvidas
por cristalografia de raios-X e ressonancia magnética nuclear, as quais tém sido utilizadas
para o desenho de candidatos a farmacos. No entanto, os compostos planejados
exclusivamente com base na estrutura, muitas vezes nao resultam em qualquer melhoria da

afinidade de interagdo por causa do fendmeno compensacao entalpia-entropia (LANFONT
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e cols., 2007). A energia livre de interagdo ¢ uma medida-chave da natureza favoravel de
um evento quimico. No desenho de farmacos de forma computacional, a afinidade de
interagdo ¢ comumente usada para guiar a descoberta ou a otimizagdo da poténcia de
farmacos. Durante a otimizagdo de uma interacdo, tende-se tentar melhorar o perfil
farmacocinético/toxicoldgico de um composto, mantendo a poténcia suficiente para o alvo
(WEBER & SALEMME, 2003). Estes esfor¢os sdo muitas vezes conduzidos a partir de
informagdes estruturais do complexo receptor-ligante previamente obtidas por difracdo de
raios-X ou RMN. Na pratica, ndo € raro que a maioria dos derivados que venham a surgir a
partir desses esfor¢os ndo possuem maior poténcia, apesar da introdug¢do de novos grupos
funcionais que formam interagdes favoraveis com o receptor (LANFONT e cols., 2007).
Isso ocorre porque os efeitos de compensacdo entre entalpia e entropia ndo sdo captados
pelos dados de afinidade estrutural e de interagdo isoladamente (LANFONT e cols., 2007).
Além disso, a maioria das estratégias de desenho de farmacos esta centrada em torno da
otimizagdo da afinidade de ligagdo, porém compostos caracterizados por assinaturas
termodinamicas diferentes (ou seja, a propor¢do em que a entalpia e entropia contribuem
para a afinidade de interagdo) ndo apresentam o mesmo comportamento, mesmo que
tenham a mesma afinidade pelo alvo. Devido a mudancas de entalpia e entropia serem
originarias de diferentes tipos de interagdes, algumas propriedades, tais como a
seletividade de um composto pela sua proteina alvo ou a resposta a mutagdes associadas
com resisténcia a drogas, dependem em grande parte da sua assinatura termodinamica
(FREIRE, 2008). Além disso, para obter um composto de afinidade extremamente alta de
ligacdo se faz necessario que tanto as mudangas de entalpia quanto entropia contribuam
favoravelmente para a interacao e ndo se oponham umas as outras.

XIAP-BIR3 ¢ um dominio de interesse particular, pois a sua inibi¢do permite que

as células tumorais que superexpressam XIAP entrem em apoptose, sendo, portando, alvo
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promissor na terapia contra o cancer. Nos ultimos anos, muitos estudos tém caracterizado a
estrutura do dominio XIAP-BIR3. Essa estrutura consiste de cinco a-hélices e trés fitas-f3.
Depois que a estrutura do XIAP-BIR3 foi resolvida por RMN, varios trabalhos tém
determinado a sua estrutura na presenc¢a de ligantes diferentes, tais como o peptideo AVPF
(WIST e cols., 2007), o peptideo AVPIAQKSE (LIU e cols., 2000), e varios miméticos de
pequenas moléculas de Smac/DIABLO. Com base em estruturas depositadas no PDB,
verificamos alteragdes significativas na estrutura secunddria, principalmente pela formacao
ou estabilizagdo de o-hélice na regido C-terminal. Estes dados corroboram os nossos
resultados de CD, visto que existem diferengas significativas nos espectros de CD do
dominio XIAP-BIR3 devido a ligagdo de peptideos. Recentemente, caracterizamos a
estabilidade do dominio XIAP-BIR3 e mostramos sele¢do conformacional, restrigao
dindmica e efeito hidrofobico associados a estabilizacdo do dominio pela interagdo com o
AVPI (SOUZA ¢ cols., 2010). Assim, dividimos essas mudancas estruturais em duas
categorias: 1- mudancas promovidas pelos peptideos contendo Isoleucina na posi¢ao
quatro sdo semelhantes e ocorrem devido a estabilizacdo de fitas-B, envolvendo sele¢ao
conformacional como mostrado pelo nosso grupo; 2- mudancas promovidas por peptideos
contendo Fenilalanina na posi¢do quatro indicam aumento em a-hélice, visto que ha um
aumento no pico negativo em 222 nm nos espectros de CD. Nossos dados sugerem que
estas alteragdes estruturais induzidas por peptideos podem contribuir para a afinidade do
ligante, provavelmente devido ao calor liberado na formacgdo de ligacdes de hidrogénio
para a estabilizagcdo em a-hélice (entalpicamente dirigida) (SOUZA e cols., 2010).

Os parametros termodindmicos da ligacdo de peptideos ao XIAP-BIR3 foram
determinados por ITC e mostram que para todos os peptideos a reagdo € tanto
entalpicamente quanto entropicamente favorecida (Figura 2.25; Tabela 2.1). E importante

observar que as pequenas mudangas conformacionais promovidas por peptideos, como
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indicado pelos dados de CD (Figura 2.30) e analises das estruturas depositadas no PDB
(Figura 2.31), podem contribuir para a variagdo de entalpia e entropia, e
consequentemente para a afinidade. Estes estudos termodinamicos podem ser utilizados
para auxiliar no desenho de farmacos. Medidas de calorimetria diferencial de varredura
mostraram um aumento de 5°C a 14°C na temperatura média de desnaturagdo para os
complexos com peptideos em comparagdo com o XIAP-BIR3 livre (Tabela 2.2). Assim, a
ligacdo dos peptideos parece aumentar a integridade estrutural e a estabilidade do XIAP-
BIR3. Alterag¢des do espectro de CD-UV foram observadas na faixa de 200-240 nm para
os complexos em comparagdo com o XIAP-BIR3 livre (Figura 2.30), indicando também
que a estrutura secundaria do BIR3 foi alterada ap6s a complexacdo. Essas mudangas nos
espectros de CD-UV podem ser interpretadas apenas qualitativamente, em termos de um
ligante induzir pequenas mudancas no contetido de a-hélice ou folha-f da proteina. A
formac¢do de novas interagdes intramoleculares no dominio XIAP-BIR3 estabilizadas pela
interagdo com os peptideos podem contribuir fortemente para a afinidade.

Dissecar fatores envolvidos em uma interagdo ¢ de grande importancia, além de um
grande desafio (WHITESIDES & KRISHNAMURTHY, 2005). E impossivel atribuir o
cooperativismo entre entropia ou de entalpia quando existe a perturbagdo de um sistema de
forma confidavel. O problema ¢ que existem varios fatores que podem contribuir para a
entalpia e para as mudangas de entropia. Para ligantes monofuncionais, podemos destacar:
1- interagdes entre ligante-receptor, o que poderia dar uma contribui¢do favoravel pelo AH;
2- efeitos hidrofobicos, o que seria favoravel ao AS e desfavoravel associado a
dessolvatagdo de grupos polares, 3- restricido de movimentos intermoleculares, o que seria

desfavoravel para o AS (FREDERICK e cols., 2007), e 4- alteragdes conformacionais na

proteina e/ou ligante, que podem fazer contribui¢des favoraveis ou desfavoraveis a AH e
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AS. Um ganho estrutural poderia tornar AH e AS mais negativos faria AH e AS mais
positivos (WHITESIDES & KRISHNAMURTHY, 2005). Estas modificagdes
compensatérias em AH e AS sdo frequentemente grandes. E claro que as interagdes e o
efeito hidrofobico estdo envolvidos na interagdo do XIAP-BIR3 com tetrapeptideos. A
restri¢ao do movimento intermolecular do XIAP-BIR3 acoplado a interagao com AVPI foi
demonstrado pelo nosso grupo (Souza e cols., 2010). Para os peptideos que parecem levar
a um aumento no conteudo de a-hélice, existe uma variacao negativa de AH e AS como
verificado pelos nossos dados calorimétricos. Além disso, a ligagao destes peptideos pode
levar a uma restricdo dinamica, pelo menos local, pois ¢ uma consequéncia natural do
enovelamento de proteinas. Nossos dados mostraram que existe uma compesangao
entalpia-entropia ao comparar a interagdo dos diferentes peptideos (Figura 2.28), o que
poderia estar relacionado, pelo menos em parte, a um pequeno enovelamento da proteina,
ou a estabilizacdo de uma conformagao enriquecida em a-hélice, o que corroba andlises de
estruturas do dominio a presenca de diferentes ligantes depositadas no PDB (Figura 2.31).

Em conclusdo, a correlagdo entre os dados de CD e analises de estruturas
depositadas no PDB com os dados calorimétricos sugere fortemente que a afinidade pelo
dominio XIAP-BIR3 ndo ¢ majoritariamente devido as interacdes diretas com o alvo
molecular, mas ha uma grande contribuicdo dos efeitos indiretos da interagdo que
envolvem mudangas na estrutura e dindmica do XIAP-BIR3. XIAP-BIR3 apresenta
conformagdes que estdo em troca conformacional (SOUZA e cols., 2010). E possivel que
cada grupo de peptideos ou outros ligantes possam selecionar uma conformagdo ou
conformagdes especificas. Desta forma, nossos estudos fornecem novas abordagens sobre
a estrutura e termodindmica da inibicdo do XIAP-BIR3 em solucdo e consequentemente

sdo importantes para o desenvolvimento de novos farmacos.
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2.5.3. Papel do zinco na estrutura, estabilidade termodinimica e

funciao do dominio XIAP-BIR3

fons sdo elementos essenciais para varios processos bioldgicos importantes para a
manutengdo da vida (HARTWIG e cols., 2001). O fon zinco (Zn*") pode exibir
propriedades adequadas para fungdes cataliticas e estruturais das proteinas (WOLFGAND
e LI, 2009). Estes avancos resultaram no reconhecimento de enzimas ou outras proteinas
que ligam ao zinco, as quais se tornam alvos moleculares para intervengcdo em
determinadas doencas (ANZELLOTTI e FARRELL, 2008).

A concentracao celular de zinco total estd na faixa de centenas de micromolar.
Contudo, a maioria do zinco estd fortemente ligado, sendo a concentragdo no estado
estaciondrio de ions zinco livre bastante baixa, na faixa de picomolar (WOLFGAND e LI,
2009). O zinco pode interagir com proteinas de diferentes formas. Pode interagir
intramolecularmente e auxiliar no enovelamento correto ou incorreto, levando a agregacao
protéica. O zinco também pode se ligar as proteinas pré-enoveladas (Wolfgand e Li, 2009).
Além disso, pode interagir intermolecularmente auxiliando a formagao de pequenos ou
grandes oligdmeros.

O dominio XIAP-BIR3 apresenta um atomo de zinco, o qual ¢ coordenado por trés
cisteinas conservadas (Cis300, Cis303 e Cis327) e uma histidina (His320) (Sun e cols.,
2000) em uma configura¢do classica de motivo de dedo de zinco (zinc finger motif)
(RICHTER e DUCKETT, 2000) que ¢ especifica. Um trabalho recente mostrou que o
tratamento com o quelante de zinco permeéavel a membrana TPEN induz a rdpida deplegao
de XIAP a nivel pds-traducional em células de cancer de prostata. Além disso, TPEN foi
capaz de promover a ativagao de caspase-3 ¢ -9, e sensibiliza células de cancer de prostata
para apoptose mediada por TRAIL (MAKHOV e cols., 2008). Estas descobertas indicam

que agentes quelantes de zinco podem ser usados para sensibilizar células malignas para a
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acdo de agentes citotoxicos estabelecidos via diminuicdo de XIAP. O papel do zinco na
estrutura, estabilidade e fungdo do dominio XIAP-BIR3 ainda nao foi descrito.

Alguns trabalhos t€ém mostrado a importancia do zinco para a estrutura de proteinas
assim como para o seu enovelamento. Por exemplo, a proteina NS3 do Virus da Hepatite C
sofre uma alteracdo estrutural associada a interagdo com o zinco (ABIAN e cols., 2009). O
equilibrio conformacional da proteina NS3 ¢é controlado ¢ modulado pela interagdo com o
zinco, em um processo de enovelamento associado a interagdo (ABIAN e cols., 2009). Em
contrapartida, nossos dados mostram que o zinco nao ¢ crucial para estrutura do dominio
XIAP-BIR3, assim como ndo ¢ para o seu enovelamento, visto que ndo existiram grandes
alteracdes nos espectros de dicroismo circular e fluorescéncia em sua auséncia. Desta
forma, estes dados indicam que o enovelamento do dominio ¢ independente da presenga do
zinco e, portanto, a interacdo do zinco acontece na estrutura do dominio ja pré-formada.
Ainda estamos utilizando RMN para confirmarmos a pouca influéncia do zinco na
estrutura do dominio.

O zinco também tem sido descrito de grande importincia para estabilidade de
proteinas. Estudos dos efeitos do zinco na estabilidade estrutural da proteina supressora de
tumor p53 mostraram que a interagdo com zinco leva a uma alteragdo estrutural, a qual
aumenta a estabilidade da proteina (XUE e cols., 2009). Em nossas analises, verificamos
por diferentes metodologias ¢ agentes desnaturantes que a intera¢do do zinco, apesar de
ndo ser essencial para a estrutura, exerce um papel fundamental para a estabilidade desta
estrutura ja pré-formada. Na auséncia deste ion, 0 XIAP-BIR3 ¢ altamente desestabilizado,
0 que possivelmente pode estar correlacionado a sua degradacdo em células por agdo de
agentes quelantes de zinco, como verificado por Makhov e colaboradores (MAKHOV e

cols., 2008).
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Interagdes dinamicas entre zinco-proteina sdo importantes na regulagao de
proteinas, na detecg¢ao de zinco, no transporte de zinco através das membranas celulares, na
redistribuicdo de zinco intracelular, e para as suas fungdes em proteinas em geral
(WOLFGAND e LI, 2009). A influéncia da coordenacdo de zinco na dindmica de
proteinas, uma quarta dimensdo na Biologia Estrutural, tem se tornado evidente tanto nos
sitios estruturais quanto nos cataliticos que apresentam o zinco, proporcionando novas
perspectivas sobre as fungdes de metais em proteinas. Simulagdo de dindmica molecular
foi utilizada para nos auxiliar no entendimento dos mecanismos envolvidos na
desestabilizacdo verificada neste trabalho. Por andlises comparativas, a area acessivel ao
solvente torna-se maior na proteina sem o zinco, o que a torna mais suscetivel a acdo de
agentes desnaturantes. Além disso, o dominio torna-se mais flexivel, o que mostra o papel
do zinco para a restricdo dindmica, a qual também se correlaciona com a perda de
estabilidade deste dominio.

A deficiéncia de zinco ¢ prejudicial em muitos aspectos, para a fungdo normal dos
organismos, com notdveis efeitos sobre o crescimento e sistema imune (VALLEE e
FALCHUK, 1993). Dada a importancia e a diversidade de metaloproteinas e enzimas
contendo zinco, a perturbacdo da homeostase do zinco, a deficiéncia de zinco através da
dieta ou alteragdes genéticas em proteinas de zinco, estdo correlacionadas com doencas
como cancer ¢ diabetes. Estes avancos resultaram no reconhecimento de enzimas ou outras
proteinas que ligam ao zinco, as quais se tornam alvos moleculares para interven¢do na
doenca (ANZELLOTTI e FARRELL, 2008). Neste trabalho, também investigamos se a
presenga do zinco no dominio ¢ fundamental para sua capacidade de interagir com as
caspases (ATPF) ou com a Smac/DIABLO (AVPI). Nossos dados mostraram que o zinco
nao tem um papel significativo na capacidade do dominio exercer sua func¢do, o que pode

ser explicado pela manutencao de sua estrutura.
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Em resumo, o zinco parece ser especialmente e unicamente importante para a
estabilidade do dominio, como verificamos por diferentes metodologias. Sua retirada nao
implicou em desestruturagdo ¢ nem prejudicou sua capacidade de interagir com seus alvos
celulares. Este estudo elucida o papel do zinco no dominio BIR3-XIAP, e assim, indica o
zinco como um bom alvo para intervengao farmacoldgica para pacientes com tumores que

superexpressam XIAP.
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2.6. Conclusoes

» A estabilizacdo do dominio BIR3 da proteina inibidora de apoptose XIAP pela
interacdo com o tetrapeptideo AVPI da Smac/DIABLO envolve sele¢ao conformacional,
restricdo dinamica e efeito hidrofobico.

» O aumento da afinidade dos peptideos ao dominio XIAP-BIR3 estd em grande parte
associado ao favorecimento entdlpico proveniente de mudangas estruturais, aliado a um
menor grau de compensagdo entropica.

» O ion zinco ligado ao dominio XIAP-BIR3 representa um alvo para agentes
terapéuticos, pois tem extrema importdncia para sua estabilidade, apesar de ndo ser
necessario para o seu correto enovelamento, para sua estrutura ou para sua funcdo
fisioldgica.

» Todas nossas analises estruturais, dindmicas e termodinidmicas revelam novas
caracteristicas da natureza da inibicdo da XIAP, adicionando assim novas informagdes
para o auxilio no desenho racional de farmacos que inibam as IAPs, favorecendo a morte

de células cancerosas.
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SUMMARY

The N-terminal of Hepatitis C Virus (HCV) core protein has been described as an intrinsically
disordered protein. In addition to its structural function, HCV core protein is responsible for
several viral and cellular processes, playing a critical role in HCV pathogenesis, but the
mechanisms are not well understood. Here, we utilized spectrophotometry, fluorescence
spectroscopy, circular dichroism, electron microscopy and calorimetry to investigate the
structure-function relationship of HCV core protein in a truncated form and to add some
thermodynamic aspects. We show that the truncated and monomeric HCV core protein can
adopt intermediate structures in different conditions, such as in the presence of the probe bis-
8-anilinonaphthalene-1-sulfonate (bis-ANS), trifluorethanol (TFE), sodium dodecil sulphate
(SDS) or high salt concentration. These ligands and physical conditions can mimicry the
physiological environment where HCV core protein is able to bind to different targets and
play different functions. On the other hand, when we submitted the HCV core protein to pH
values close to the isoelectric point, we verified the formation of nucleocapsid-like particles
(NLPs) by electron microscopy and light scattering. This result shows clearly, for the first
time, that the neutralization of basic residues is the main factor that drives the multimerization
process in vitro. We also showed that the NLPs assembly triggered by short unspecific DNA
or RNA is enthalpically driven, as verified by isothermal titration calorimetry. Overall, these
results can shed light on the thermodynamics and structural basis of the different functions of

the HCV core protein.



INTRODUCTION

Hepatitis C Virus (HCV) is a member of the Flaviviridae family, genus Hepacivirus,
which causes acute and chronic liver diseases. It is estimated that there are about 170 million
people worldwide who are infected with HCV (1). Current therapies against HCV are
unsatisfactory (2). Therefore, there is an urgent need to identify targets for the development of
novel drugs to prevent the spread of the disease.

HCV contains one copy of a positive-stranded RNA genome which encodes a single
polyprotein with approximately 3,000 amino acids. This polyprotein is processed by both
cellular and viral proteases at the level of the endoplasmatic reticulum (ER) into at least ten
mature proteins (3). The cleavage of the polyprotein precursor generates four structural
proteins: the core protein C, which forms the viral nucleocapsid; the envelope glycoproteins
El and E2; and p7, a short membrane peptide that forms an ion channel in membranes,
besides six non structural proteins (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A and NS5B), that are
involved in polyprotein processing and viral replication. The first cleavage forms an immature
core protein containing 191 amino acids (4,5). During the following cleavage, the C protein
remains anchored to the ER through a C-terminal hydrophobic region (6) and it gets further
processed at its C-terminus by a signal peptide peptidase resulting into a mature protein
composed by the N-terminal of 179 amino acids (7-9). Another type of the core protein,
composed by 124 amino acids residues, has been observed as the main product in a
translational study in vitro with microssomal membranes (10). The production of this specie is
increased by the presence of a lysine residue in the 9 codon and showed nuclear localization
(11), however the biological role is poorly known.

The first 120 amino acids present in the N-terminal of the core protein mainly form a
hydrophilic domain that contains three highly basic clusters. This fragment contains
immunodominant antigenic sites. Few years ago, a work already showed that the truncated
HCV core protein containing the first 124 amino acids (HCVCP124) has a disorder structure
(12), like other "natively unfolded™" proteins, characterized by a red shift in the tryptophan
fluorescence spectra and negative ellipticity at 200 nm in circular dichroism (CD) spectra. In
the last year, studies of structure and dynamics of HCV core protein (82 amino acids)
confirmed that N-terminal half of whole HCV core is disordered in aqueous solution and that
is a member of the IUP family (13).



“Intrinsically disordered” proteins belong to the group of proteins lacking ordered
structure under conditions of neutral pH in vitro. Recent works have demonstrated the
functional activity of this class of proteins (14-16) and it has been suggested that the lack of
rigid globular structure under physiological conditions might represent a considerable
functional advantage allowing them to interact efficiently with several different targets in the
cell (14,17,18). The core protein of Hepatitis C Virus is a multifunctional protein that is
involved in many viral and cellular processes. In addition of its structural role that involves
RNA package and protection, the core protein has been reported to interact with over a dozen
cellular proteins, thereby impacting immune presentation, apoptosis, cell transformation, lipid
metabolism, and transcription (19). Thus, there is great evidence that the core protein plays a
critical role in HCV pathogenesis, but the mechanisms are not well understood.

The focus of this research was to understand the thermodynamic character of the
structure-function relationship for the HCV core protein. With this aim, we incubated
HCVCP124 at different conditions or in the presence of different ligands and analyzed
structural changes by fluorescence spectroscopy, circular dichroism, light scattering,
electronic microscopy and calorimetry. We verified that the intrinsically disordered and
truncated form of the core protein of Hepatitis C Virus (HCVCP124) can adopt intermediate
structures in the presence of different alcohols, the probe bis-8-anilinonaphthalene-1-sulfonate
(bis-ANS), trifluorethanol (TFE), sodium dodecil sulphate (SDS), different NaCl
concentrations and different pH values. Interestingly, we also observed by electron
microscopy and spectrophotometry that the HCV core protein at low concentration naturally
forms nucleocapsid-like particles (NLPs) at pH values close to its isoelectric point, in the
absence of nucleic acids. Moreover, we used electron microscopy, spectrophotometry and
calorimetry to analyze the assembly process of NLPs triggered by unspecific nucleic acids.
Thermodynamic characteristics related to the structure-function relationship of HCVCP124
were discussed. Our structural information reveals features related to the multiplicity of
functions of HCV core protein and can explain why the in vitro formation of NLPs does not
require high specificity, being mainly driven by neutralization of basic residues, which

correspond to approximately 20% of the N-terminal of the protein.



MATERIALS AND METHODS

Abbreviations. bis-ANS, bis-8-anilinonaphthalene-1-sulfonate; CD, circular dichroism;
IPTG, isopropyl thiogalactoside; LB, Luria—Bertani; PMSF, phenyl methyl sulfonyl fluoride;
SDS, sodium dodecil sulphate; TFE, trifluorethanol.

Chemicals. All reagents were of analytical grade. Distilled water was filtered and deionized
through a Millipore water purification system. The probe bis-8-anilinonaphthalene-1-
sulfonate (bis-ANS) was purchased from Molecular Probes (Eugene, OR). The experiments
were performed at 20°C using the standard buffer: 10 mM Tris, pH 7.0, 100 mM NacCl.
Expression and purification of the truncated HCV core protein (HCVCP 124). The
HCVCP 124 was propagated to midlog phase (ODgyo = 0.8) in Escherichia coli strain
BL21(DE3) at 37 °C. The protein expression was induced with 2 mM IPTG. Three hours after
induction the cells were centrifuged (6000 r.p.m. for 20 min; RPR 9.2 rotor; Beckman) at 4 °C
and frozen at — 20 °C overnight. After thawing, the cells were ressuspended in lysis buffer (25
mM NaH; PO4, 250 mM NaCl, 8 M urea, 2 mM EDTA and 2 mM DTT, pH 7.0) and were
sonicated. The cell debris was pelleted by centrifugation (15000 r.p.m. for 20 min; RPR 20.2
rotor; Beckman). The clarified lysate containing the core protein was applied to a cation-
exchange column (SP Sepharose) equilibrated with denaturing cation buffer (25 mM Hepes,
pH 7.0, 50 mM NacCl, 8 M urea). The core protein was eluted with a linear NaCl gradient
(0.05 - 1.0 M). Fractions containing core protein were subsequently applied to a reverse-
phase high pressure liquid chromatography column (Poros SR2) and eluted with a linear H,O-
Acetonitrile gradient with 0.1 % TFA. The core protein fraction was pooled and dialyzed
overnight at 4 °C against refolding buffer (10 mM Tris, 100 mM NaCl pH 7.0). The
homogeneity of purified core protein was determined by 15 % sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and stained with Comassie Brilliant Blue.
Protein concentration was determined by UV spectrophotometry at a wavelength of 280 nm in
6 M guanidine hydrochloride solution, using extinction coefficients of 37,980 M™ determined
using ExXPASy program (20).

Fluorescence Spectroscopy. Fluorescence spectra were recorded in an ISSK2
spectrofluorometer (ISS Inc., Champaign, IL). The tryptophan residues were excited at 280
nm and emission was observed from 300 to 420 nm. Changes in fluorescence spectra were

quantitated by the spectral center of mass, <v>:



<v> = Y vi.Fi/XFi

where Fi stands for the fluorescence emitted at wavenumber vi. The summation is carried out
over the range of appreciable values of F.

For experiments in the presence of bis-ANS, the excitation wavelength was 360 nm
and emission was collected from 400 nm to 600 nm.
Light scattering. Light scattering measurements were performed in an [ISSK2
spectrofluorometer (ISS Inc., Champaign, IL). Scattered light was collected at an angle of 90°
to the incident light. The samples were excited at 320 nm and collected in the range of 315 to
325 nm. This wavelength was chosen because neither protein nor RNA absorb at 320 nm.
Circular Dichroism. Conformational changes of HCVCP 124, treated with increasing NaCl
(100-500 mM) or pH (3-12), and in the presence of bis-ANS, different concentrations of TFE
(10-50 %), SDS monomers (20 puM), SDS micelles (4 mM), NaCl and alcohols, were
analyzed by CD. The samples were diluted for a 25 uM final concentration and the spectra
were obtained in buffer 10 mM Tris, pH 7.5, 100 mM NaCl, using a 0.02 cm path-length
quartz cell. The spectropolarimeter used was a Jasco J-715 1505 model. Wavelength range:
260 to 190 nm.
Nucleic acid binding to HCVCP 124. The effect of the presence of nucleic acids on the
structure of HCVCP was analyzed. The protein was incubated with poly(GC) DNA, DNA
consensus p53, and a synthetic RNA. The nucleic-acid/protein ratio was 1:1. The sample
concentration utilized was 2.5 uM for CD measurements (0.2 cm path-length quartz cell) and
2.5 uM for fluorescence experiments and it was diluted in 10 mM Tris-HCI, pH 7.0, 0.1 M
NaCl.
Kinetic analysis of in vitro assembly reactions. For kinetic analysis, the optical density was
monitored at 350 nm in a spectrometer at 25°C. Fixed amount of DNA (100 pL, 5 uM final
concentration) was added to different concentrations of HCVCP 124 in a final volume of 600
uL. Optical density was recorded by Swift Il software every 2 s for 10 min. The maximum
value represents the maximum optical density obtained during this 5 min analysis.
Transmission Electron Microscopy. After specific kinetics analysis the same samples were
adsorbed to carbon grids for 10 min. Grids were washed three times with 100 mM ammonium
acetate and stained for 2 min with 2% uranyl acetate and the NCLPs were examined on

electron microscope.



Isothermal titration calorimetry (ITC). ITC measurements were performed using a VP-ITC
calorimeter from MicroCal, Llc (Northampton, MA). The titration of 20 uM HCV core
protein involved 13 injections (1 x 1 uL and 12 x 5 uL) of 0.1 mM unspecific nucleic acids
(RNA or DNA) at 5 min intervals, with constant stirring at 317 rpm. The temperature was set
at 37 °C. The HCV core protein solutions were degassed under vacuum before the titrations,
and the reference cell was filled with Milli-Q water. The heat of dilution of nucleic acids into
the buffer was subtracted from the raw data obtained using HCVCP 124. The data were
analyzed using the Origin 7.0 software package provided by the manufacturer. The data from
the first injection in each experiment were not used in the analysis. Three independent

experiments were analyzed separately.



RESULTS

Intrinsic fluorescence can provide a convenient means to monitor conformational
changes on proteins. Generally, the aromatic residues, mainly tryptophans, buried in the
hydrophobic interior of the protein, emit fluorescence at approximately 325 nm when excited
at 280 nm. When the protein unfolds in the presence of denaturing agents, the exposure of
buried residues reflects conformational changes of the protein, shifting the emission to
approximately 355 nm. Analysis of HCVCP 124 by intrinsic fluorescence showed that the six
tryptophan residues, located at positions 76, 83, 93, 96, 107 and 113, were extremely solvent-
exposed (Figure 1A), reflecting characteristics of an unfolded protein. Analyzing the far-Uv
CD spectrum, we observed that the protein also exhibited a negative signal at 200 nm, in
accordance with a non-structured protein (Figure 1). Our data corroborate results already

published (12), suggesting that the HCVVCP 124 presents mainly random coil structure.

TFE and butanol promote changes in the secondary and tertiary structure of HCVCP 124
The HCVCP 124 shows a random structure in solution according to experiments in
vitro. Structural studies in the presence of solvents permit to elucidate the stability, folding
pathway and intermolecular interactions. In this work, we performed experiments in the
presence of butanol and their fluorinated derivative (trifluorethanol — TFE). Alcohols are
suitable to modulate the interactions between the polypeptide chain and the TFE has been
used not only in order to promote the formation of helical structure in protein fragments and
peptides (21-23), but in many other instances such as the transformation of proteins into
molten globule-like intermediates (24-27) and the stabilization of intermediate structures of
proteins (28). To investigate the effects of alcohols on the HCVCP 124 structure, the samples
were incubated with increasing concentrations of these solvents: 10 to 50 % butanol and 10 to
50 % of TFE. The results show that for both the most effective change in the tertiary and
secondary structure was in the presence of 30 % butanol and 30 % TFE, as verified by

fluorescence spectroscopy (Figure 1A) and circular dichroism (Figure 1B), respectively.



bis-ANS binding - Extrinsic fluorescence analysis

As part of our structural characterization of HCVCP 124 we used the fluorophore bis-
ANS (bis-8-anilinonaphthalene-1-sulfonate). This probe binds noncovalently to nonpolar
segments in proteins, especially in proximity to positive charges (29). Since its binding is
followed by a large increase in its fluorescence quantum yield, this fluorescent probe has been
frequently used to study hydrophobic sites, conformational changes, and to detect the
presence of molten globule state in proteins (30,31). However, possible effects of these
fluorescent probes on protein conformation and stability have been extensively studied
(30,32,33). In a recent paper, we showed that binding of bis-ANS on a fused coat protein of
the bacteriophage MS2 changed the stability, leading the protein to a more unstable form (34).
In the present work, we observed that bis-ANS binding to HCVCP 124 was not able to induce
significant changes in the tryptophan region at room temperature (Figure 1C). However, the
binding of the probe was enough to promote changes in the secondary structure of HCV124
(Figure 1D).

Characterization of changes on the secondary structure of HCVCP 124 by SDS

Sodium dodecyl sulfate (SDS) has been used to induce ordered structure (alpha-helix
or beta-sheet) in certain peptides or "intrinsically unstructured" proteins. The SDS-induced
structures formed by these peptides are amphiphilic, showing both a hydrophobic and a
hydrophilic face. Previous work in this area has revealed that SDS induces helical folding in a
wide variety of non-helical proteins (35). Here, we verified that the interaction of HCVCP
124 with SDS micelles or monomers promotes changes in the tryptophan region (Figure 2A,
2B, and 2C) characterized by a blue shift in the fluorescence spectra. Moreover, a small
stabilization of the secondary structure of HCVCP 124 was also observed by an increase in

the ellipticity around 222 nm at the CD spectra (Figure 2D).

NaCl promotes changes on the tertiary and secondary structure of HCVCP 124

High salt concentrations can promote alterations in protein structures by decreasing
electrostatic interactions and by increasing hydrophobic effect. HCVCP 124 is highly
positively charged, representing in around 20% of basic residues. Thus, we investigated if

high salt concentrations were able to promote changes in the HCVCP 124 structure. Our data



show that high NaCl concentration was able to induce changes in the tryptophan region
(Figure 3A) and in the secondary structure of the HCVCP 124 (Figure 3B), as verified by

fluorescence spectroscopy and CD, respectively.

Neutralization of basic residues promoted by high pH values induces the formation of
empty NLPs

Changes on pH can induce partial folding of intrinsically unordered proteins due to the
minimization of their large net charge present at neutral pH, thereby decreasing charge/charge
intramolecular repulsion and permitting hydrophobic-driven collapse to the partially folded
intermediate. Our results showed that an increase in pH to near to the pl of HCVCP 124 (pH
12) promotes an increase in tertiary structure, as indicated by lower exposure of the
tryptophan residues to the solvent. This profile is characterized by the blue shift in the spectra
(Figure 3C). In these measurements, we observed an increase in light scattering in the pH
values near pH 12 (Figure 3B), indicating the formation of NLPs. To confirm the NLPs
formation we used spectrophotometry (Figure 4A and 4B) and transmission electron
microscopy (Figure 4C, 4D and 4E). The micrographs show the formation of NLPs with
heterogeneous particle size. Our results showed that the formation of NLPs occurs in a similar

way to the NLPs formed by addition of nucleic acids.

Nucleic acids binding promotes NLPs formation

The formation of NLPs triggered by addition of nucleic acids has been well
characterized. Moreover, structural studies showed that the secondary structure of these
protein particles involves B-sheet enrichment in relation to its protein monomer (36,37). A
recent work describes the development of a method that allow the kinetics of assembly to be
followed in vitro by measurement of solution turbidity using a spectrophotometer (38). Here,
we realized similar experiments in order to investigate if two short unspecific DNAs
(poly(GC) and p53 consensus) and a short structured RNA can disparate NLPs assembly. We
showed that the two short DNAs (dsDNA of 21 bp) and the RNA (18bp) can be a substrate
for formation of NLPs. This process was dependent on concentration of both DNA/RNA or
protein as verified by spectrophotometer (Figure 5) and confirmed by electron microscopy
(Figure 6).
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Thermodynamics of the NLP assembly

In order to investigate some energetic aspects that govern the HCV assembly we
utilized isothermal titration calorimetry. We were able to verify that the assembly triggered by
the different nucleic acids was enthalpically driven (Figure 7). These data likely are due to the
heat released from electrostatic interactions between basic residues and phosphate radicals
from the nucleic acids. These interactions appear to be the main thermodynamic factor that
driven the assembly process in vitro. The assembly promoted by high pH is similarly driven

by neutralization of basic residues.
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DISCUSSION

The lack of a rigid globular structure under physiological conditions might represent a
considerable functional advantage for intrinsically unfolded proteins, allowing them to
interact efficiently with several different targets, when compared to a folded protein with
limited conformational flexibility (14,39). To better understand the reason why some proteins
fold into a 3D-well organized structure but others remain unfolded at physiological
conditions, studies involving "intrinsically unfolded" proteins under several conditions are
crucial. Perhaps one of the most interesting features of disordered proteins is their
functionality. In general, their function involves binding to a partner ligand, such as other
proteins, nucleic acids or membranes, and typically such interaction is associated with the
induction of folding in the previously disordered structure. The lack of the C-terminal leads
the HCV core protein to an unstructured form (12). The understanding of the thermodynamics
of the structure-function relationship of the HCV core protein, which participates in the viral
replication cycle and HCV pathogenesis, is of crucial interest.

Recent studies have investigated the influence of the co solvents on the folding
kinetics of proteins and peptides (23,40-42). Despite of the numerous applications, the various
effects and detailed mechanisms of how alcohols act on proteins and peptides are still not
understood. The action of these alcohols results from different properties such as: solvent
polarity, dielectric constant, length of the carbohydrate chain, number of OH groups, degree
of halogenation. In the case of some frequently used alcohols, the order of effectiveness is
TFE > isopropanol > ethanol > methanol (43). The secondary structures of HCVCP 124
induced by increasing alcohol concentrations were monitored by far-UV CD. Our data
showed that the changes in the secondary structure promoted by butanol and TFE were very
similar. The effect of TFE on the stability of three different peptides was recently investigated
by simulations (44). The data show that in a TFE/water mixture, the organic co solvent
aggregates around the peptide, forming a matrix that partly excludes water, removing
alternative hydrogen-bonding partners and providing low dielectric environment. This matrix
in turn promotes the formation of local interactions and, as a consequence, ordered secondary
structure. Together, these factors favor the formation of intra peptide hydrogen bonds.

Bis-ANS binds noncovalently to nonpolar segments in proteins, especially in
proximity to positive charges (29). The binding of the probe bis-ANS on the HCVCP 124

12



indicates the presence of structured hydrophobic regions in the protein. Proteins that consist
of unfolded regions interspersed with short structured regions are typically intrinsically
unstructured proteins. These structured regions are known to be important in specific ligand
binding in some cases (45-47). The presence of discrete folded regions in the HCVCP 124
structure may also account for the ability of HCVCP 124 to bind to several targets. In
addition, bis-ANS was able to induce an increase in the core protein secondary structure,
likely by positive charge neutralization.

Sodium dodecyl sulfate (SDS) has been used to induce ordered structure in certain
peptides or intrinsically unstructured proteins (35). Here, we showed that either SDS micelles
or monomers can interact with HCVVCP 124 protein and induce the changes in the tryptophan
region and in the secondary structure, what can be verified by the blue shift in the
fluorescence spectra and changes in the CD spectra (Figure 2). As well as hydrophobic
interactions, the SDS monomers can bind to the HCVVCP 124 through electrostatic interactions
with positive charges of some amino acids in the core protein. These interactions can decrease
the repulsion among positive charged residues in the protein structure, favoring the local
folding. The interaction of HCVCP 124 with SDS micelles likely occurs by the penetration of
hydrophobic portions, such as of tryptophan residues, in the interior of micelles what can also
favor local folding. On the other hand, these hydrophobic interactions likely prevented
contacts inter-monomers necessary to the assembly process.

Recent studies by using electron microscopy (EM) and spectrometry have verified that
the increase in turbidity after nucleic acids addition is linked to the formation of NLPs (38).
Here, we were not able to observe any increase in turbidity or increase in the light scattering
in the presence of bis-ANS, SDS and alcohols, indicating that, in these cases, there is a local
folding in the monomer form of HCVCP 124 or with intermediates of the assembly process.

Recent works have demonstrated that changes on pH induce partial folding of
intrinsically unordered proteins due to the minimization of their large net charge present at
neutral pH, thereby decreasing charge/charge intramolecular repulsion and allowing a
hydrophobic-driven collapse to the partially folded intermediate. In addition, the charges on
the protein subunits are expected to yield electrostatic repulsion acting against the assembly of
capsids (48). In our study, an increase in pH near the pl of HCVCP 124 promoted changes on
the quaternary and secondary structures of HCVCP 124, likely by the decrease in the
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intramolecular repulsion. The tryptophan residues became less exposed to the solvent as
verified by fluorescence data (Figure 3C), indicating that they are involved in the assembly.
Moreover, the increase of light scattering measurements at pH 12 suggested macromolecular
assembly, such as the formation of empty NLPs or aggregates (Figure 3D). The formation of
empty NLPs was confirmed by electron microscopy (Figure 4C, 4D and 4E).
Spectrophometric measurements of NLPs assembly triggered by the incubation of HCVCP
124 at pH 12 (Figure 4A and 4B) are similar to that triggered by nucleic acids (Figure 5 and
6). Thus, our data indicate that the loss of positive charge or neutralization of basic residues of
the HCV core protein is the major factor that drives the NLPs formation in vitro at low
concentrations. A recent work showed that a C-terminal truncated Hepatitis C Virus core
protein variant assembles into virus-like particles in vitro in the absence of structured nucleic
acids, however only at very high concentrations (49). The same group showed the temporal
dynamics of exchange for the protein in particles assembly: arginine residues exchange first,
followed by turns and unordered structures, followed by B-sheets which may act as linkers of
protein monomers (37). Therefore, the neutralization of basic residues favors contacts among
monomeric forms of the protein to assembly process. Thermodynamically the excess of
positive charges of HCVCP 124 represents an important energetic barrier to the
multimerization process of the protein into NLPs (Figure 8). This characteristic also explains
the low specificity to package of nucleic acids in vitro.

Previously, Kunkel et al. reported that two variants of purified HCcAg comprising 124
aa and 179 aa, respectively, obtained from recombinant E. coli cells, assembled in vitro into
NLPs requiring structured RNA molecules (range 0.1 — 10 uM) (50). However, a recent work
reported that the C-terminal truncated Hepatitis C Virus core protein variant assembles in
vitro into virus-like particles in the absence of structured nucleic acids (49). Little is known
about the in vivo assembly pathway or the structure of the HCV nucleocapsid and virion. As
for other flaviviruses, HCV core protein interacts with nucleic acids in vitro to form
nucleocapsid particles. In addition, it is well characterized that the assembly into NLPs of
HCV can be promoted by unspecific nucleic acids. Here, we showed that the HCV core
protein multimerization is driven by neutralization of basic residues, which can be promoted
mainly by electrostatic interactions with nucleic acids (Figure 5 and 6) or by deprotonation of

basic residues (Figure 4) triggered by higher pHs. These data suggest that the assembly
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process in vivo does not require great specificity to viral RNA and that is possible that HCV
core protein can interact with cellular mMRNAs and assemble. Moreover, this characteristic can
be related with its capacity to modulate some cellular functions and consequently with HCV
pathogenesis.

On the other hand, we also verified that particles formed by interacting with
unspecific nucleic acids (DNA poly(GC), DNA consensus p53 and RNA) disassemble after
elution in gel filtration chromatography (data not shown). These data indicate that the core
protein and the NLPs formed are in thermodynamic equilibrium. In addition, we also
observed that some hours after the formation of particles also naturally disassemble (data not
shown). These results showed that the particles are unstable and that are probable generated
by transient interactions. Membrane structures are usually important to maintain the integrity
of the capsid structure in hydrophilic environments (51). In conclusion, our data indicate that
the viral RNA or the C-terminal of HCV core protein, by insertion in the membrane, have
crucial importance in the stabilization of the native particles in vivo.

Energetic aspects of capsid assembly are important to understanding of the biological
process. The assembly of Hepatitis B Virus capsids is driven by weak protein-protein
interactions and is characterized by positive enthalpy and entropy (52). Thus, in this case, the
reaction is entropy-driven, characterized by the largely hydrophobic contacts. Differently, the
binding of intrinsically unstructured proteins, which are usually highly hydrophilic, to its
target involves an entropic cost associated with the disorder-to-order transition (53). Here, we
verified that the key thermodynamic driving force for the assembly process of NLPs formed
by the HCVCP 124 is the favorable enthalpic contribution (Figure 7), what likely is higher
than the entropic cost, giving a good example of enthalpy-entropy compensation associated to
assembly process. The heat released in the assembly process likely is due to the neutralization
of basic residues by electrostatic interactions between HCV124 and nucleic acids.

Based on the data described, we showed that the truncated HCV core protein, a typical
intrinsically unordered protein, can adopt an intermediate conformation or assemble into
NLPs in a dependent way of some ligands or conditions. Some conditions, such as SDS and
TFE, can minimize the energetic barrier favoring the HCVCP 124 to assume an intermediate
structure and other conditions, such as binding of nucleic acids and basic pH, can promote the

assembly into NLPs. Thus, we proposed a thermodynamic model related to the structure-
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function relationship to the truncated HCV core protein that is represented in the figure 8. In
addition, we showed that the RNA or DNA package in vitro is driven by enthalpic factors
likely due to the neutralization of basic residues. These important observations may help in
the understanding of the physical nature of the different roles of HCV core protein in the
HCV pathogeneses. Furthermore, the description of these peculiar characteristics can lead to

new approaches in drug design that could increase the efficiency of the treatment against
Hepatitis C.
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LEGENDS

Figure 1 - Effects of TFE, butanol and bis-ANS on the secondary and tertiary structure
of HCVCP 124. Changes on the tertiary structure (A) and secondary structure (B) of HCVCP
124 in the presence of 30% butanol or 30 % TFE. (C) Fluorescence measurements of HCVCP
124 in the presence of bis-ANS at room temperature. (D) Changes on the secondary structure
observed by Far-UV CD of HCVCP 124 in the presence of the probe.

Figure 2 - Characterization of changes on the tertiary and secondary structure of
HCVCP 124 by SDS. The interaction of HCVCP 124 with SDS monomers (A and B) or
micelles (A and C) promoted changes in the tryptophan region as verified by a blue shift in
the fluorescence spectra of the protein. D) The secondary structure changes in the presence of

both monomers and micelles of SDS.

Figure 3 — Effects of NaCl and pH on the structure of HCVCP 124. Changes in the
tryptophan region promoted by high NaCl concentration (A) and high pH values (C). (B) The
secondary structure changes in the presence of different NaCl concentrations. (D) Light
scattering of HCVCP 124 at different pH values.

Figure 4 — NLPs formation triggered by basic pH. A) Kinetics of in vitro assembly of
different concentrations of HCVVCP 124 triggered by basic pH. B) Plot of maximum values of
D.O. by HCVCP 124 concentration. C, D and E) Electron micrographs of negatively stained
nucleocapsid-like particles (NLPs) produced from truncated HCV core protein (20 uM) at pH
12. Bars: C- 100 nm and D-E 300 nm.

Figure 5 — Influence of HCV core protein concentration on in vitro assembly. Kinetics of
in vitro capsid assembly triggered by addition of 5 uM DNA poly(GC) (A), 5 uM DNA
consensus p53 (C) and 5 uM RNA (E) to each different protein concentration. Plot of
maximum values of D.O. by HCVCP 124 concentration are showed in B (DNA poly(GC)), D
(consensus p53) and F (RNA).
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Figure 6 — Electron micrograph of negatively stained nucleocapsid-like particles (NLPs)
produced from truncated HCV core protein at different concentrations. A) 2.5 uM
HCVCP 124. B) 10 uM HCVCP 124. C) 50 uM HCVCP124. To each protein concentration
was added 5 uM poly(GC) DNA. Bars: A- 100 nm and B-C 300 nm.

Figure 7 — Enthalpic contribution to the formation of nucleocapsid-like particles
revealed by isothermal titration calorimetry. A) Heat flux profile associated with injections
of 5 uM nucleic acid in the calorimetric cell containing HCVCP 124 at 20 uM at 37°C. The
buffer used was 10 mM phosphate (pH 7.4) with 100 mM NacCl.

Figure 8 — Free energy diagram proposed to the conversion between the disordered state

of HCVCP 124 to monomer state more structured or oligomeric state (empty capsid).
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ABSTRACT

The XIAP-BIR3 domain blocks a substantial portion of the apoptosis pathway and is
an attractive target for novel therapeutic agents for the cancer treatment. The tetrapeptide
AVPI, from the protein Smac/DIABLO, binds to the XIAP-BIR3 domain, allowing the cancer
cells to die. Here, we characterize the binding parameters of AVPI to XIAP-BIR3 and analyze
its effects on the thermodynamic stability of this domain. XIAP-BIR3 was exceptionally
stable to physical and chemical treatments and became even more stable by interaction with
AVPI. Nuclear magnetic resonance experiments demonstrated that conformational selection is
taking place upon AVPI interaction to XIAP-BIR3. Molecular dynamics simulations
corroborate that the flexibility of XIAP-BIR3 is significantly reduced. The positive binding
entropy associated to loss of conformational entropy involved in the binding indicates that
hydrophobic interactions play important role in the interaction and domain stabilization. The
mechanism of XIAP-BIR3 stabilization and its implications for drug affinity optimization

were discussed.



INTRODUCTION

Apoptosis is an essential process to the development and homeostasis of multicellular
organisms, and it can lead to a variety of diseases, such as neurodegenerative disorders and
cancer, when deregulated [1-3]. Inhibitors of apoptosis proteins (IAPs) are members of an
important class of endogenous proteins that can inhibit apoptosis in both intrinsic and
extrinsic pathways [4,5]. Among the IAPs that have been studied, the human X-linked TAP
(XIAP) seems to be the most potent, and it plays a key role in binding to and inhibiting an
initiator caspase (caspase-9) and two effector caspases (caspase-3 and caspase-7) [6-9].

All members of the family present at least one baculoviral IAP repeat (BIR) motif,
although many of them contain three motifs. XIAP is a single protein that has three BIR
domains and a C-terminal RING finger that are specific for different caspases [10]. Analyses
of the structure and function of XIAP have demonstrated that the third BIR domain (BIR3)
inhibits caspase-9 selectively and that the inhibition of caspase-3 and 7 is mediated by the
linker region between BIR1 and BIR2 [6,7,9,11,12]. The interaction between XIAP and the
caspases can be inhibited by Smac/DIABLO, a second mitochondrial activator of the
caspases/direct IAP-binding protein, which is released from mitochondria upon initiation of
the apoptotic signaling process [13-16]. Structural and biological studies have shown that the
interaction between XIAP and Smac/DIABLO takes place between a well-defined surface
groove in the BIR3 domain of XIAP and four amino acid residues (AVPI, i.e., Ala-Val-Pro-
Ile) at the N-terminus of Smac/DIABLO [14,15]. This four-residue binding-motif, i.e., the
[AP-binding motif (IBM), is also present both in human and mouse caspase-9 [17].

Excessive expression of XIAP and other IAPs occurs in several types of human cancer
cells [18-20] and it predicts a worse prognosis [21]. Several studies have demonstrated that

XIAP plays a critical role in the resistance of cancer cells to chemotherapeutic agents,



radiation, and other treatments [22-24]. Thus, different approaches to the inhibition of the
antiapoptotic function of XIAP have been explored recently, including the use of antisense
oligonucleotides [25] and XIAP inhibitors [26,27]. The tetrapeptide AVPI, from the
Smac/DIABLO, and other synthetic Smac peptides are able to interact with the XIAP-BIR3
domain, thereby inhibiting XIAP and increasing the sensitivity of cancer cells to
chemotherapeutic agents both in vitro [28,29] and in vivo [28-30]. Therefore, several of these
approaches have been undertaken to understand the interaction between XIAP-BIR3 and
AVPL Different techniques, including nuclear magnetic resonance [14], crystallography [15]
and fluorescence polarization [15,26], have already provided essential data regarding this
interaction. Novel anti-IAP candidate drugs have been designed based on the interaction
between XIAP-BIR3 and AVPI [31]. However, the thermodynamics aspects of this interaction
have not been studied in depth. Many biological processes depend strictly on the
thermodynamic stability of the interacting biomolecules [32-37]. In addition, detailed
information of the structural-thermodynamic relationships of protein-ligand interactions is of
great benefit to structure-based drug design [35]. A better understanding of the structural,
dynamic and thermodynamics contributions involved in the formation of XIAP-BIR3/AVPI
complex can provide some insight for drug affinity optimization.

Here we investigate the binding of AVPI to the XIAP-BIR3 domain in order to
analyze its effects on the thermodynamic stability of this domain using fluorescence
spectroscopy, circular dichroism, and calorimetry. We find that XIAP-BIR3 domain is highly
stabilized upon interaction with the tetrapeptide AVPI against urea and thermal denaturation.
Nuclear magnetic resonance and molecular dynamics simulations were also used to assist us
in understanding the effects of AVPI on the structure and dynamics of XIAP-BIR3 domain.

Thermodynamic parameters of the association between XIAP-BIR3 and AVPI, such as



enthalpy (AH), entropy (AS), Gibbs free energy (AG) and heat capacity (AC,) were
determined using isothermal titration calorimetry (ITC). In addition, we also calculated the
unfolding parameters (AG, [Uyz], and T,) of XIAP-BIR3 and verified the changes after
binding to AVPI. The molecular mechanism of XIAP-BIR3 stabilization and the implications

for drug design were discussed.



MATERIALS AND METHODS

Chemicals. All reagents were of analytical grade. The experiments were performed in the

standard buffer: 15 mM Tris, pH 7.4, containing 150 mM NaCl and 1 mM DTT.

Protein preparation. The recombinant XIAP-BIR3 domain (residues 238-358) was
overexpressed in Escherichia coli strain BL21 (DE3) as C-terminal GST-fusion proteins using
the pGEX-2T vector from Pharmacia, in LB medium at 37 °C. This plasmid containing the
XIAP-BIR3 sequence was kindly provided by Dr. Yigong Shi [15]. Expression of the protein
was induced with 2 mM IPTG. Five hours after induction, the cells were centrifuged (6,000
r.p.m. for 20 min; RPR 9.2 rotor; Beckman) at 4 °C and were frozen overnight at -20 °C.
After thawing, the cells were resuspended in lysis buffer (100 mM Na,HPO,, 2.7 mM
Na,HPO,4, 100 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 1 mM DTT, pH 7.4) and sonicated. The cell debris
was pelleted by centrifugation (15,000 r.p.m. for 20 min; RPR 20.2 rotor; Beckman). The
supernatant was applied to a GST affinity column, washed with binding buffer and the protein
was eluted with 10 mM reduced glutathione. After purification, the GST tag was removed
using thrombin, followed by a second round of purification using the same column. The purity
of the product was confirmed using high performance liquid chromatography (Superdex-75
column from Pharmacia) (data not shown). The samples were dialyzed against the standard

buffer (15 mM Tris-HCL, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 7.4).

High pressure and fluorescence spectroscopy. The high-pressure vessel that we used has
been described by Paladini and Weber and was purchased from ISS Inc. (Champaign, IL).
Fluorescence emission measurements were recorded using an ISSK2 spectrofluorometer (ISS

Inc., Champaign, IL). The intrinsic fluorescence was excited at 280 nm and the emission was



observed from 300 to 420 nm. Changes in the fluorescence spectra at pressure p were

evaluated by the changes in the spectral center of mass, <vp>:
<Up>=ZUiFi/EFi (1)
Fi represents the fluorescence emitted at wavenumber v;, and the summation is carried out

over the range of appreciable values of F.

Chemical denaturation. The samples were incubated with increasing concentrations of urea
(0.5 to 9.3 M) and allowed to equilibrate overnight at 25 °C prior to the measurements that
were carried out in the presence and absence of the denaturant. Each experiment was
performed at least three times with different protein preparations.
The free energy change can be correlated empirically using the following equation
[38]:
AGy= AG° —m [Urea] (2)
AG, is the free energy of denaturation at each [Urea], AG® is the free energy of denaturation
in the absence of denaturant, and m is the proportionality constant. The free energy of
denaturation was calculated using the Gibbs equation (AG, = —RTInK), and the denaturation

constant at each urea concentration (K,= [(0.,)/(1- a,)]) was determined using the values of o,

[39].

Circular dichroism spectroscopy (CD). CD spectra were recorded using a Jasco J-715 1505
spectropolarimeter. The XIAP-BIR3 samples were diluted to a final concentration of 150 uM
in 15 mM Tris buffer (pH 7.4) containing 150 mM NaCl and 1 mM DTT. The spectra were

obtained using a 0.01-cm path length quartz cuvette. The spectra were averaged from three



scans that were recorded at 50 nm/min and are representative of three independent
experiments. The CD spectra of the buffer or AVPI in buffer were subtracted from the

respective raw data. Only the far UV region (190 to 260 nm) was analyzed.

Isothermal titration calorimetry (ITC). ITC measurements were performed using a VP-ITC
calorimeter from MicroCal, Llc (Northampton, MA). The titration of 10 uM BIR3 with AVPI
involved 18 injections (10 x 3 uL and 8 x 7.5 pL) of 0.933 M AVPI solution with 5 min
intervals and constant stirring at 400 rpm. The temperature was set at 10, 25 or 37 °C. The
BIR3 solutions were degassed under vacuum before the titrations, and the reference cell was
filled with Milli-Q water. The heat of dilution of AVPI into the buffer was subtracted from the
raw data obtained using XIAP-BIR3. The data were analyzed using the Origin 7.0 software
package provided by the manufacturer. The data from the first injection (1 pL) in each
experiment was not used in the analysis. Four independent experiments were analyzed
separately, and the fitted parameters were averaged. The heat capacity change (AC,)
associated with the binding of AVPI to XIAP-BIR3 was obtained from the temperature

dependence of the calorimetric enthalpy (AH®) of binding, assuming linear behavior.

Differential scanning calorimetry (DSC). The DSC thermograms were obtained using a VP-
DSC from MicroCal, Llc (Northampton, MA). XIAP-BIR3 (50 uM) was prepared in 15 mM
Tris, 150 mM NaCl and 1 mM DTT (pH 7.4) in the absence and presence of AVPI (150 uM).
The reference cell was filled with the same buffer used for sample preparation. To prevent the
formation of air bubbles, the samples and buffers were degassed exhaustively before filling
the calorimeter cells. In this particular case the unfolding process was irreversible due to

protein aggregation and we were able to obtain only the calorimetric enthalpy. Scan rate



dependence was observed, where slow scan rate favors the protein aggregation. A scan rate of
90 °C-h™" was used for all the experiments to avoid any anomaly of the baseline due to protein

precipitation.

Nuclear magnetic resonance (NMR). 'H-""N heteronuclear single quantum coherence spectra
(HSQC) and heteronuclear NOE measurements were acquired at 15 °C at 600 MHz in a
Bruker DRX600 spectrometer (Bruker Biospin GmbH, Rheinstetten, Germany) using a 5-mm
cryogenic inverse detection triple resonance probe with z gradient (TCI) (Bruker Biospin
GmbH, Rheinstetten, Germany). The proteins were dialyzed and concentrated in 15 mM Tris,
150 mm NaCl, 1 mM DTT, pH 7.4. Samples were prepared with 10% D,O (Isotec.,
Miamisburg, OH). The NMR data were processed with NMRpipe [40] and analyzed using
NMRVIEW, version 5.0.3 [41]. The 'H-">N HSQC spectra of the XIAP-BIR3 were assigned

according to Sun et al. [11].

Molecular dynamics simulations (MDS). GROMACS is a software suite that is used to
generate and analyze MD simulations [42]. Using GROMACS version 4, we run 50 ns
simulations of both systems to generate structural diversity for each protein set. One of the
systems was the XIAP-BIR3 protein (with 115 residues) complexed with a zinc ion and the
second system used the first system, but complexed with the tetrapeptide, AVPI. Each system
additionally consisted of the following: an edge of 9.0 nm at the simulation box fulfilled with
simple point charge [43] water molecules and one sodium ion for system charge
neutralization, giving approximately 72,000 atoms in the system. Each system, treated with a
periodic boundary condition, underwent a 5000-step energy minimization using the steepest
descent algorithm, while restraining the heavy atoms in the system. This was followed by a

5000-step energy minimization using the steepest descent algorithm without any restriction on
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the atoms. Another 5000-step energy minimization was carried out while applying a
conjugated gradient algorithm. Thus, a 1000-ps harmonic position restrained the MD
simulation at 288 K, at which temperature all the protein atoms remained motionless. The
electrostatic, the neighbor list switch and van der Waals interactions were set to 1.1, 1.1 and
0.9 nm, respectively. We used separate external temperature baths [44] at 288 K and a
coupling constant taur = 0.1 ps for the protein and non-protein components of each system.
The 20 ns production run simulation was carried out at constant pressure of 1 bar, and this
was maintained by coupling the system weakly to pressure baths [44], using taup = 1.0 ps, and
constant temperature, as above. An integration time step of 2 fs was used with the LINCS [45]
algorithm, constraining all covalent bonds to their equilibrium lengths. The force field used
was GROMOS96 [46], 53a6. For each system, a structural ensemble was created by

extracting the structures generated by the simulation every 2.0 ps.
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RESULTS

The characterization of the interaction between XIAP-BIR3 and the tetrapeptide AVPI

We used isothermal titration calorimetry (ITC) to study the interaction between XIAP-
BIR3 and AVPI, allowing the thermodynamic ligand-binding parameters to be determined
with accuracy [47]. Figure 1A depicts a representative experiment, showing the determination
of the exothermic heat of binding from successive injections of AVPI into the cell containing
BIR3 at 25 °C, after correction for the heat of dilution of AVPI. The discontinuity in the heat
flux profile is due to differences in the injection volume, as indicated by the arrow (see
Materials and Methods section). The peaks show a decrease in area after each ligand addition
until saturation is achieved. The enthalpy changes at 25 °C as a function of the concentration
of AVPI are shown in Figure 1B. Our results show that the binding of AVPI to XIAP-BIR3
occurs in equimolar proportion (n ~ 1). The binding is exothermically and entropically
favored in the temperature range studied (Table 1). The binding constant and the Gibbs free
energy were also obtained from the ITC data (Table 1). The changes in heat capacity can be
used to estimate the thermodynamic contribution of bound waters in protein complexes [48].
In our study, we calculated the heat capacity change (AC;) of the binding from the linear
dependence of the binding enthalpy on the temperature. The negative heat capacity (AC, = -
157.3 cal'mol-K™") was observed to the XIAP-BIR3/AVPI interaction.

The intrinsic fluorescence of tryptophan provides a convenient means to monitor
conformational changes in proteins, as this aromatic residue is sensitive to the polarity of the
environment. XIAP-BIR3 domain has four tryptophan residues. Two of them, W310 and
W323, which are partially exposed to the solvent, interact with AVPI when complexes are

formed [14]. Here, these residues allowed us to follow the binding of AVPI to XIAP-BIR3
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using fluorescence spectroscopy. The interaction between XIAP-BIR3 and AVPI was
investigated by monitoring the intensity of the intrinsic fluorescence emission spectra and the
center of spectral mass as the concentration of AVPI was increased from 2 to 60 uM (Figures
2A and 2B). The spectral center of mass increased gradually as the ligand:domain molar ratio
was raised, reaching a maximal at saturating concentrations (i.e., at a 3:1 ligand:domain molar
ratio). These data show that the interaction involves changes in the Trp environment and
confirm the contact among AVPI and these residues. Thus, we carried out all stability studies

using a 3:1 AVPL:XIAP-BIR3 molar ratio.

The binding of AVPI induces an increase in the stability of XIAP-BIR3 towards chemical
agents

Urea and guanidine hydrochloride are potent protein denaturants, which destabilize the
secondary and tertiary structures by disrupting the hydrogen bonds, hydrophobic, and
electrostatic interactions. In order to measure the stability of XIAP-BIR3, which consists of
five o-helices and a three-stranded B-sheet [11], we performed fluorescence and CD
measurements using increasing concentrations of urea (0.5 to 9.3 M) or guanidine
hydrochloride (data not shown). The samples were incubated overnight in each concentration
of urea. Since tryptophan fluorescence spectra are sensitive to the environment, the unfolding
of XIAP-BIR3 could be followed by measuring the red shift of the fluorescence spectra by the
decrease of the spectral center of mass. We also monitored the changes in the secondary
structure (by CD analysis) induced by treatment with urea (at 228 nm) at each denaturant
concentration. To better analyze these results, we converted the data to unfolded fraction
values (Figure 3A). The XIAP-BIR3 domain was very stable towards urea, as an increase of

the unfolded fraction was only observed at concentrations as high as 6 M urea (Figure 3A).
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The same measurements were performed in the presence of the tetrapeptide to determine if the
changes in the stability of XIAP-BIR3 are promoted by AVPI binding. The results showed
that AVPI increases the stability of the XIAP-BIR3 domain towards urea. This stabilization
can also be observed by comparing the [U];» and AG® values in the absence and presence of
AVPI (Figure 3B and Table 2). After dilution of the unfolded sample to subdenaturant
concentrations or the removal of urea by dialysis we verified that the spectral center of mass
values and the ellipticity in CD return to a value near to the initial one (data not show). Thus,
the XIAP-BIR3 unfolding was fully reversible in the absence and in the presence of AVPI in

these conditions.

The XIAP-BIR3-AVPI complex is highly stable and not dissociable by pressure

Studies on the effects of high pressure on biological systems have provided new
information on protein-protein, protein-ligand, protein-nucleic acid interactions and virus
assembly [49,50]. In addition, pressure is a physical agent and such as temperature, it is
relevant in the study of protein unfolding and protein-protein interactions. The advantage on
using hydrostatic pressure or temperature to study protein stability is due to the fact that they
induce less drastic changes than chemical agents. Hence, these methods do not represent a
chemical interference in the sample [50]. For this reason, we also investigated the effects of
high pressure and temperature on the stability of XIAP-BIR3. After increasing the pressure to
3 kbar, the spectral center of mass was not significantly affected. This result confirms that
XIAP-BIR3 is quite stable under high pressure (Figure 4A). When XIAP-BIR3 was bound to
AVPI, the complex remained stable, and the increase in pressure did not induce dissociation

of AVPI (Figure 4A).
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AVPI binding induced an increase in the thermal stability of the XIAP-BIR3 domain

Differential scanning calorimetry (DSC) has been widely used to study folding-
unfolding processes in proteins. In this work, we used DSC to investigate the thermal stability
of XIAP-BIR3 and the effects of AVPI binding. Figure 4B shows the experimental
thermograms for the free XIAP-BIR3 domain and for XIAP-BIR3 in the presence of AVPI
(after baseline subtraction).

The thermogram of free XIAP-BIR3 shows a single peak for the thermally-induced
unfolding process with the denaturation temperature (T,,) centered at 68.9 °C, and a
calorimetry enthalpy (AH® of 25.6 kcal.mol (F igure 4B and Table 2). At a ligand:protein
molar ratio of 3:1, AVPI binding considerably increases the thermal stability of XIAP-BIR3,
as observed by the increases in both the Ty, and the calorimetry enthalpy (Figure 4B). Upon
AVPI binding, the T,, of XIAP-BIR3 increased 8.4 °C and the AH® increased 58.7 kcal.mol!
(Table 2). These data confirm that the stability of XIAP-BIR3 increases after AVPI binding,
as observed by fluorescence and CD using urea-induced denaturation. The unfolding enthalpy

can not be obtained due to the protein aggregation.

The effects of AVPI on the secondary structure of XIAP-BIR3
To investigate possible changes in the secondary structure that could be associated
with the stabilization of the XIAP-BIR3 domain, we used circular dichroism (CD). Although

this domain also contains B-strand structures [11], the CD spectrum of XIAP-BIR3 shows

characteristic of a-helical structures with ellipticity minima at 209 and 224 nm. The binding
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of AVPI promoted alterations on the rotation of the circularly polarized light at 210-225 nm,
suggesting slight changes in the secondary structure (Figure 5A).

To better understand the effects of the AVPI binding on the XIAP-BIR3 structure and
dynamics, we also used NMR and molecular dynamics simulations in the absence and in the
presence of AVPL In our molecular dynamics simulations data, the root mean square
deviation (RSMD) measurements of the backbone atoms of XIAP-BIR3 and of the XIAP-
BIR3/AVPI complex show that the system stabilized after 10 ns of simulation (Figure 7A).
The changes in the CD spectra (Figure 5A) and mostly the molecular dynamics simulations
data suggested that in the presence of AVPI there is a stabilization of hydrogen bonds (Figure

5B) and different secondary structures, mainly -strands (Figure 5C).

The effects of AVPI on the dynamics of XIAP-BIR3

From analysis of the domain dynamics by NMR, we can verify that several resonances
of XIAP-BIR3 are missing in the HSQC spectrum in the absence of the peptide (Figure 6A, in
red) and this is typical of conformational exchange in a timescale of milli to microseconds.
Extensive line broadening occurs when the conformational switch is in a regime of
intermediate exchange, i e, the rate of exchange is approximately the chemical shift difference
between each conformational sub-state (kex ~ Av). The regions involved in conformational
exchange are the residues of the N- and C-terminal, besides of two loops (residues 276-280
and 308-314) [14]. In other words, these residues are in two or more conformational sub-
states. The kind of motion means that the energy barriers for inter-conversion among these
sub-states are higher than the thermal energy (kT) [51].

Upon addition of AVPI several new resonances appear as sharp lines in the spectra

(Figure 6A, in black). This is a strong indication that AVPI leaded to the stabilization of one
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of the conformational sub-states. This is the so-called conformational selection mechanism of
binding [51]. Once AVPI is bound, the energy of this conformational sub-state is lowered and
there is a population shift toward the lowest energy state. In addition, the new resonances that
appear in the HSQC of the XIAP-BIR3/AVPI complex due to conformational selection do not
exhibit decreased heteronuclear NOE indicating that they are rigid in the bound state (Figure
6C, in black), validating and corroborating the molecular dynamics simulation data (RMSF)
(Figure 7B). The loop(293-299), however, displays negative (in red) or near zero (black or
green dash circle) heteronuclear NOEs (Figure 6B and 6C), indicating local thermal motions
that occur on a fast time scale with respect to molecular tumbling, what also corroborates the
MDS data. These results confirm that the selection of some conformer(s) in solution involves
dynamic restriction of the loop(276-280) and loop(309-314) and of the N- and C- terminal
regions of the domain, and that the loop(293-299) remains highly flexible in the complex.
Adding structural details and corroborating NMR results, the root-mean-square
fluctuations (RSMF) measurements showed that the flexibility of the same loops of the XIAP-
BIR3 (residues 276-280 and 308-314) is reduced in the presence of AVPIL, including the
loop(276-280) that forms the binding site (Figure 7B and 7C). The terminal regions, that are
highly flexible in the free protein, are also stabilized by AVPI binding (Figure 7B and 7C).
The loop(293-299) remains flexible, as verified also by the NMR data. All these results

strongly indicate that the AVPI binding promotes a large loss of conformational entropy.
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DISCUSSION

In the past few years, the structures of many apoptotic proteins have been solved by X-
ray crystallography and NMR, and have been used in drug design [52]. However, despite the
extensive knowledge of their structures, the mechanisms and thermodynamic stabilities of the
interactions of these proteins with cellular targets are still poorly understood.

The XIAP-BIR3 domain is of particular interest as it is a promising target in cancer
therapy. Its inhibition allows tumorigenic cells that overexpress XIAP to enter into apoptosis
[53,54]. Recent studies have shown that overexpression of XIAP in some carcinomas predicts
a worse prognosis [21] and plays an important role in the regulation of the apoptotic responses
in cancer cells to both immune- and drug-mediated therapies [23,24,27,29]. In addition,
downregulation or inhibition of XIAP may reverse immune and therapy resistance [23,27].
During apoptosis, the IAP-mediated inhibition of caspase is removed by the mitochondrial
protein known as Smac or DIABLO [13,55], mainly by the interaction between the XIAP-
BIR3 domain and the AVPI tetrapeptide from Smac [14]. Previous studies have shown that
Smac peptides in the cytosol potentiate the tumor-suppressive activity of the
chemotherapeutic agent in vitro and in vivo with minimal toxicity [29]. Many studies have
attempted to explore this interaction [14,27] and to develop drugs that bind to IAPs promoting
its inhibition [27-30]. The 3D structure of the complex between XIAP-BIR3 and AVPI-Smac
is available [14]. Understanding the dynamics and stability of this complex and characterizing
the AVPI-binding parameters will improve the understanding of the XIAP-BIR3 inhibition
and may help in the development of new strategies for cancer treatment.

A fully thermodynamic evaluation (in terms of the enthalpy and entropy components
besides heat capacity variation) of the interaction between AVPI and XIAP-BIR3 was here

carried out to assist the understanding of XIAP-BIR3 inhibition. It is crucial to correlate the
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thermodynamic and structural data to design more efficient drugs [35,56-58]. Our data show
that XIAP-BIR3/AVPI interaction is both enthalpically and entropically favored (Table 1)
with a negative variation in heat capacity (AC, = -157.13 cal-mol-K™"). Changes in heat
capacity are not restricted to the interactions between non-polar groups in water [48].
However, the fact that the binding is entropically driven (Table 1), even with loss of
conformational entropy (Figure 6 and 7), indicates that hydrophobic interactions play an
important role in both the interaction and protein stabilization. Thus, we can conclude that the
desolvation of the ligand and of the binding site, mainly driven by the enhanced water
entropy, is a key-step in the AVPI binding to XIAP-BIR3.

It is well known that protein thermal stability is modified by ligand binding due to the
coupling between two mutual processes under equilibrium: binding and unfolding [59-62].
The additional binding free energy is responsible for shifting the unfolding temperature, and it
could include or not contributions from conformational changes. The information about
changes in structure and flexibility associated to molecular recognition is important to the
understanding of the thermodynamics of interaction as well as for drug discovery. Here we
show that the binding of the AVPI tetrapeptide leads to the stabilization of BIR3 against urea-
and temperature-induced unfolding (Table 2). However, it is important to understand if this
stabilization results from changes in the conformation of XIAP-BIR3. The small change in the
CD spectra (Figure 5A) could be related to the formation of a short anti-parallel pB-strand
within the three-stranded (-sheet of XIAP-BIR3 upon AVPI binding [15] but it could also be
due to the stabilization of one or more pre-existent conformational states, as verified by NMR
analyses (Figure 6A). In addition, our results of molecular dynamics simulations of the XIAP

domain and of the XIAP-BIR3/AVPI complex (Figure 5C) indicate that -strands structures
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are stabilized due to AVPI binding. Thus, the binding of AVPI appears to select more rigid
conformer(s) and with more stable 3-strand structures.

The two main forces that stabilize protein structure are the hydrophobic effect and
hydrogen bonding, and the main destabilizing force is the loss of conformational entropy [63].
Molecular dynamics simulations data indicate that the network of hydrogen bonds in XIAP-
BIR3 is slightly stabilized by AVPI (Figure 5B) and some of these likely involve B-strands
(Figure 5C). By measuring the H-bond coupling constants by NMR, other authors have also
shown that the binding of ligands can affect the protein hydrogen-bonding networks [64]. For
instance, ligand binding to the SH3 domain induces strain in the hydrogen bonds that buttress
the SH3/ligand binding surface, and small changes in the lengths of hydrogen bonds are
propagated throughout the domain. Thus, the high increase in the heat involved in XIAP-BIR3
denaturation is due to the positive variation of heat capacity of unfolding (Figure 4B and
Table 2), but also can have a contribution of hydrogen bonds stabilization that were promoted
by the AVPI binding.

Changes in flexibility upon ligand binding, mutation, or changes in sample conditions
can be interpreted in terms of contributions to conformational entropy. Backbone and side
chain flexibility can either decrease or increase upon ligand binding [65]. Decreases are often
associated with “enthalpy-entropy compensation” and “induced fit or conformational
selection” binding, whereas increases in conformational entropy can contribute to stabilization
of complexes. Liu et al. [14] observed that two loops of the XIAP-BIR3 domain, which could
not be structurally characterized by NMR in the free protein, became well-defined upon AVPI
binding. Remarkably, a single mutation (G306E) that stabilizes these loops promotes changes
in the ligand affinity [66]. In this case, there is a loss of favored entropy to the interaction that

is related to the reduction of hydrophobic contacts. Our molecular dynamics simulations data
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of the domain and of the complex (Figure 7) also suggested that the binding of AVPI reduces
the conformational flexibility of the loop(276-280) and loop(309-314) of the domain (Figure
7B and 7C), in which one of them is involved in the interaction. The free XIAP-BIR3 presents
the N- and C-terminals highly disordered and flexible as verified by molecular dynamics
simulations (Figure 7B), which are stabilized by AVPI binding (Figure 7B and 7C). The
heteronuclear NOE data corroborate the stabilization of the XIAP-BIR3 in the ns-ps scale
(Figure 6C). All these data indicate a significant loss of conformational entropy in the XIAP-
BIR3 domain associated to the AVPI binding. Variations in conformational entropy and heat
capacity may both be important in stabilizing the folded structures of proteins [65] and also
are important factors involved in the XIAP-BIR3 stabilization.

It is already well known from fundamental thermodynamics that changes in flexibility
upon binding modulate conformational entropy, which contributes significantly to ACp [67].
Both ps-ns and ps-ms timescale fluctuations, which can be probed by relaxation experiments,
affect ACp. Furthermore, restrictions of soft vibrational modes characterized by force
constants weak enough to be affected by ligand binding have been suggested to account for up
to 20% of the total ACp [67]. Moreover, the redistribution of the native state ensemble
induced by ligand binding appears to be a significant source of ACp. A reduction of the
population/density of microstates will contribute to increased negative ACp [68,69]. Our
results show that the peptide binding involves the conformational selection process (Figure
6A) with reduction of domain flexibility (Figure 6 and 7). Therefore, our calorimetric data,
showing a negative AC, (-157.3 cal'mol™-K™") upon AVPI binding seem to be strongly
associated to protein dynamics, besides the contribution of hydrophobic interaction. It is
interesting to note that even when hydrophobic interaction is preponderant (AVPI is

hydrophobic) the conformational entropy is important for the reduction of AC, and for the
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binding of hydrophobic solutes. The number of conformers of XIAP-BIR3/AVPI complex is
most probably smaller than that for the free protein, resulting in a decrease in the entropic
component of the free energy upon AVPI binding. Therefore, the interaction between XIAP-
BIR3 and AVPI is significantly compromised by the entropic free energy component, which
restricts the number of conformers.

The structural rigidity and flexibility of proteins are critically balanced after folding,
and the binding of ligands may perturb the interplay between the entropic and enthalpic
energetic contributions [70]. In the presence of optimal geometrical complementarity of the
interacting species, the residual restriction of protein flexibility on ligand binding could
dictate unfavorable conditions for the stability of the complex. An extensive exchange
between enthalpy and entropy has been indicated for the protein—protein interaction process
[71]. The changes in the conformational energy (AGeonf) of the complex obtained from the
urea denaturation experiments (AAG = - 1.1 kcal ‘mol™) show that XIAP-BIR3 is highly
stabilized and that this stabilization is significantly important to the AVPI affinity (Table 2).
Although the variation on conformational entropy (ASconf) is unfavorable (Figure 6 and 7), the
variation on binding entropy (ASping) is highly favorable (Table 1). Thus, likely the high
variation of hydration entropy (AShyar) that is associated to the hydrophobic contacts is
essential to binding affinity and stabilization, what indicates that the negative variation of heat
capacity that occurs on binding to AVPI is also strongly associated to the hydrophobic effect.
In conclusion, although the hydrogen bonds are also stabilized involving dynamic restriction,
our data strongly suggest that the XIAP-BIR3 domain stabilization by the tetrapeptide AVPI
is also strongly favored by hydrophobic factors.

While the enthalpy-entropy compensation is critical for the optimization of affinity

[35,57], most drug-design strategies focus solely on promoting favorable intermolecular
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interactions. However, protein-drug associations often entail an entropic penalty, generally
arising from induced fit, compromising the affinity. Recently, studies using NMR relaxation
methods showed that when different peptides bind to calmodulin, the apparent change in the
corresponding conformational entropy is linearly related to the change in the overall binding
entropy [72]. These results show that changes in the protein conformational entropy can
significantly contribute to the free energy of protein-ligand association. In addition, other
authors have demonstrated that induced disorder in protein-ligand complexes can provide an
interesting drug-design strategy [73]. The loss of conformational entropy of the XIAP-BIR3
domain, which arises from conformational selection, and from reduced flexibility mainly of
the two loops and of terminal regions related to binding, is a crucial unfavorable factor to
affinity of AVPI and seems to be an important aspect that is possible to play with in drug
design procedures.

In summary, this study provides the first thermodynamics analysis of the unfolding of
the XIAP-BIR3 domain and the XIAP-BIR3/AVPI complex. This simple model of XIAP-
BIR3 interacting with AVPI that we have used in the present work has interesting features
because it addresses the correlation among the changes in protein stability promoted by ligand
interaction and the conformational selection process, dynamic restriction and hydrophobic
effect. We verified that the stabilization of the XIAP-BIR3 domain by the AVPI interaction is
resulted from the hydrophobic effect (entropy driven) and stabilization of hydrogen bonds
(enthalpy driven) that was partially compensated by a loss of conformational entropy, which
was associated to the selection of pre-existent conformer(s) (ms-us scale) and flexibility
reduction (ns-ps scale). These data provide important additional information on the interaction
between Smac/DIABLO and IAPs and help in understanding the nature of XIAP-BIR3

inhibition. This information may prove important in the design of anti-cancer drugs.
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TABLES

TABLE 1 - Binding parameters for the XIAP-BIR3/AVPI interaction estimated from

ITC data.

Parameter Temperature
10 °C 25 °C 37°C
n 1.1+0.1 1.1+0.1 1.1+0.1
K (10° M7 42+0.9 78+1.2 8.5+0.4
AH (kcal - mol™) -12+0.1 -3.1+0.1 -5.5+0.1
AS (cal - mol™) 26.6+0.8 19.1+1.3 10.7+0.7
AG (kcal - mol™) -8.5 -8.8 -8.9

The data are the mean values of three independent experiments + standard deviations.
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TABLE 2 — Thermodynamic parameters of the unfolding of the XIAP-BIR3 domain in

the absence and presence of AVPI.

Tm Q/mol (tm) Uy, Flu Uy, CD AG®o5ec
(°C) (kcal/mol) (M) (M) (kcal/mol)
XIAP-BIR3 68.9 £ 0.1 25.7+£2.2 6.5 5.8 4.1
XIAP-BIR3/AVPI 773 +0.1 84.4+34 7.6 6.9 5.2

The enthalpy values were obtained from differential scanning calorimetry analysis. The Q/mol
(heat released by mol) utilized was measured at the T, at which the AG is zero. [U];
corresponds to the concentrations of urea that cause 50% of the denaturation of the XIAP-
BIR3 as verified by fluorescence (Flu) and circular dichroism (CD). The Gibbs free energies
(AG®) were calculated from the urea denaturation data by using the equation (2).
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1 - Calorimetric titration of XIAP-BIR3 with the tetrapeptide AVPI. (A) The
heat flux profile associated with the injections of the ligand to the calorimetric cell at 25 °C.
The arrow indicates where the volume of titration was increased. (B) The binding isotherm at

25 °C. The measurements were also carried out at 10 °C and 37 °C.

FIGURE 2 - Fluorescence analysis of XIAP-BIR3 and AVPI interaction complex. (A)
Normalized fluorescence spectra of the XIAP-BIR3 domain and the XIAP-BIR3/AVPI
complex. (B) The spectral center of mass changes after the concentration of the tetrapeptide

increases. Buffer: 10 mM Tris, 150 mM NaCl and 1 mM DTT, pH 7.4.

FIGURE 3 - The conformational stability of the XIAP-BIR3 domain towards urea. (A)
The BIR3 domain and the BIR3-AVPI complex were incubated overnight at room
temperature in the presence of the indicated concentrations of urea. To analyze the tertiary
structure, we monitored the spectral center of mass changes in the fluorescence data. The
secondary structure was investigated using the raw ellipticity at 228 nm for the urea

experiments. (B) Plot of RT In[a/(1- a)] versus urea concentration. The protein and AVPI

concentrations used were 10 uM and 30 puM, respectively.

FIGURE 4 - The conformational stability of the XIAP-BIR3 domain towards physical
agents. (A) At room temperature, significant changes in the XIAP-BIR3 structure were not
promoted at pressures below 3.1 kbar. The incubation time at each pressure was 10 min. All

data points represent the average and standard deviation of three experiments. The protein
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concentration was 10 uM. (B) Thermal unfolding curves of XIAP-BIR3 in the presence and
absence of AVPI. The experimental thermograms of XIAP-BIR3 are shown in the absence
(closed circles) and in the presence (open circles) of AVPI. In both cases, the solid line
represents the best fit. For all DSC experiments, the protein concentration was 50 uM, and the

AVPI concentration was 150 uM.

FIGURE 5 - The secondary structure of the XIAP-BIR3 domain and of the XIAP-
BIR3/AVPI complex, as verified by circular dichroism and by molecular dynamics
simulations. (A) The CD spectra of XIAP-BIR3 and the XIAP-BIR3/AVPI complex. The
concentration of the domain was 150 uM. (B) The hydrogen-bonding profile of the XIAP-
BIR3 domain and of the XIAP-BIR3/AVPI complex during the period between 10 and 20 ns
of simulation. (C) The types of secondary structure are color-coded as reported in the figure.
The simulations were generated from the structures deposited in the PDB. PDB ID: 1f9x

(XTAP-BIR3 domain) and 1g3f (XIAP-BIR3/AVPI complex) [11, 14].

FIGURE 6 - Analysis of XIAP-BIR3/AVPI interaction using nuclear magnetic
resonance. (A) 'H-"N HSQC spectrum of the XIAP-BIR3/AVPI complex (in black)
superimposed on the XIAP-BIR3 free (in red) showing the appearance of new peaks
(highlighted in black circles) that were not observed for this free protein at 15 °C. (B) and (C)
'H-"N Heteronuclear NOE of XIAP-BIR3 free and of the XIAP-BIR3/AVPI complex at 15
°C, respectively. The regions in fast thermal dynamics, where heteronuclear NOE is negative
or close to zero are showed in red (negative peaks) or highlighted by dashed circles (peak is
absent because NOE are close to zero). Residues of the backbone are in black dashed circles

while of the side chains of glutamine and asparagine are in green dashed circles. The residues
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D309 (representing the loop(309-314)) that is rigid after AVPI binding and D296/K297 that

remain flexible (representing the loop(293-299)) are underlined.

FIGURE 7 — Molecular dynamics simulations reveal the effects of AVPI binding to the
XIAP-BIR3 domain dynamics. (A) Root Mean Square Deviation (RSMD) of the backbone
atoms of XIAP-BIR3 and of the XIAP-BIR3/AVPI complex. (B) Root-mean-square
fluctuations (RMSF) of the XIAP-BIR3 and the changes promoted by the binding of AVPIL.
The loops stabilized are surrounded in red, and the loop no stabilized in black. (C) Structure
of XIAP-BIR3/AVPI complex (PDB ID: 1g3f). The residues of the XIAP-BIR3 involved in
AVPI interaction are colored in red and the loops and terminal regions that are stabilized are
represented in blue. The tetrapeptide AVPI is represented in yellow and the loop that does not

stabilized in cyan.
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ABSTRACT

Proteins can undergo conformational changes after ligand or drug binding and this has
often been ignored in drug design. However, conformational changes are fundamental for the
understanding of the drugs affinity to their biological target. Inhibitor of Apoptosis Proteins
(IAPs) have attracted a lot of attention in the recent past because of their potential therapeutic
applications to induce apoptosis of cancer cells. In this work we utilized circular dichroism,
isothermal titration calorimetry (ITC) and differential scanning calorimetry (DSC) in order to
investigate new insights to be considered in the design of 1AP antagonists. We characterized
the binding parameters of seven tetrapeptides, and verified their effects on the XIAP-BIR3
domain structure and stability. Our ITC data showed that the binding of all tetrapeptides to the
XIAP-BIR3 is both enthalpically and entropically favored. However, different combinations
of enthalpy and entropy components can be observed. In addition, the increase of affinity is
predominantly associated to the increase of enthalpy, but there are compensatory entropic
effects. The influence in the thermodynamics of individual residues also was investigated.
These analyses reveal that the presence of phenylalanine in the C-terminal increases the
affinity by increasing the enthalpy. DSC data showed that all peptides increased the XIAP-
BIR3 domain stability. Circular dichroism data suggested that the different affinities and the
changes on stability were strictly associated to structural changes. Analyses of structures of
the BIR3-XIAP domain bound to different ligands reveal two preferential conformations. In
conclusion, our data indicate that the ligand affinity by the XIAP-BIR3 domain is strongly
influenced by the contribution of structural changes, and is not only associated to local
interactions. These data, in association with the available structural information for the XIAP-
BIR3 complex, provide important new insights into the molecular forces that control the
XIAP-BIR3 binding affinity and can assist the drug design of IAPs antagonists.

Key words: XIAP-BIR3/Ligand interaction, protein stability, spectroscopy, calorimetry,

apoptosis.



INTRODUCTION

Apoptosis (programmed cell death) plays a critical role in regulating cell number and
in eliminating stressed or damaged cells from normal tissues [1]. Evasion of apoptosis is
commonly recognized as a hallmark of all cancers [2]. Since most commonly used chemo and
radiation therapies rely on activation of apoptotic pathways to kill cancer cells, tumor cells
which are capable of evading apoptosis are often difficult to treat. Targeting critical apoptosis
regulators with a goal to promote apoptosis in cancer cells is an attractive new cancer
therapeutic strategy [3,4].

An important class of endogenous proteins that can inhibit apoptosis in both intrinsic
and extrinsic pathways are the inhibitors of apoptosis proteins (IAPs) [4,5]. The human X-
linked IAP (XIAP) is by far the best characterized IAP family member and most effective of
all the IAPs at caspase inhibition [6] . All members of the family present at least one
baculoviral IAP repeat (BIR) motif. XIAP shows three BIR domains and a C-terminal RING
finger, with these domains presenting different specificities for caspases [7]. Analyses of
structure and function of XIAP have demonstrated that the third BIR domain (BIR3)
selectively inhibits caspase-9 and that the inhibition of caspase-3 and 7 occurs by the linker
region between BIR1 and BIR2 [8,9]. Consistent with its potent apoptosis-suppressing
function, XIAP is found to be highly expressed in many human tumor cell lines and tumor
samples from patients and plays an important role in conferring resistance on cancer cells to a
variety of anticancer drugs. Because XIAP blocks apoptosis at the downstream effector phase,
a point where multiple signaling pathways converge, it represents a particularly attractive
molecular target for the design of new classes of anti-cancer drugs aimed at overcoming the

apoptosis resistance of cancer cells [10,11].



The antiapoptotic function of XIAP is antagonized by Smac/DIABLO (second
mitochondrial activator of caspases/direct IAP-binding protein), a protein released from
mitochondria into the cytosol upon initiation of the apoptotic signaling process [12,13].
Crystal and NMR structures show that Smac/DIABLO, through its N-terminal AVPI (Alal-
Val2-Pro3-1le4) motif, interacts with the XIAP-BIR3 domain at the same site where caspase-9
binds, through its peptide ATPF (Alal-Thr2-Pro3-Phe4), removing the inhibition of XIAP to
caspase-9 by direct competition [13]. Excessive expression of XIAP and other IAPs occurs in
several types of human cancer cells [14-16]. Several studies have demonstrated that XIAP
plays a critical role in the resistance of cancer cells to chemotherapeutic agents, radiation, and
others [17,18]. The tetrapeptide AVPI from the Smac/DIABLO or other Smac peptides are
able to interact with XIAP-BIR3 domain, inhibit XIAP function, and increase the sensitivity
of cancer cells to chemotherapic agents both in vitro [19,20] and in vivo [21].

Several approaches have been undertaken in order to understand XIAP-BIR3/AVPI
interaction. Since the structure of XIAP-BIR3/AVPI complex was already solved by nuclear
magnetic resonance [22] and crystallography [23], several optimization strategies have been
employed for the design of small-molecular inhibitors of XIAP, such as docking and
fluorescence polarization [24,25]. Successful drugs must display high affinity and high
selectivity, goals that have been difficult to accomplish and that emphasize the need for better
optimization strategies. Those strategies require control over the forces that maximize affinity
towards the intended target and minimize affinity towards other proteins [26]. The
simultaneous optimization of enthalpic and entropic interactions effectively implies
overcoming the so-called 'enthalpy/entropy compensation' phenomenon [27,28]. In addition,
structural changes coupling ligand binding can significantly contribute or evict the increase in

the affinity [29,30].



Here, we used ITC (Isothermal Titration Calorimetry) to examine thermodynamics
characteristics of the XIAP inhibition by seven selected peptides (ATPF, AVPF, ARPI,
AVAF, AVP, GVPI, ARPF), as well as circular dichroism, DSC (Differential Scanning
Calorimetry) and analyses of structures deposited in the PDB (Protein Data Bank) to
investigate possible structural or stability changes coupled to these peptides interaction. We
showed that the peptides interact on the XIAP-BIR3 by a process both enthalpy and entropy
driven. However, different enthalpy or entropy components can be observed and the
importance of the thermodynamics of individual residue is elucidated. The correlation of
thermodynamic and structural data reveals that XIAP-BIR3 domain undergoes conformational
changes after ligand binding, and that these changes are strictly associated to the increase in

XIAP-BIR3 stability and ligand affinity. Implications for drug design are discussed.



MATERIAL AND METHODS

Chemicals. All reagents were of analytical grade. Distilled water was filtered and deionized
through a Millipore water purification system. The experiments were performed at 20 °C in

the standard buffer: 15 mM Tris pH 7.4, containing 150 mM NaCl and 1 mM DTT.

Protein preparation and peptides. The protein preparation was realized as already describe
[31]. The peptides were synthesized by the Genemed Syhthesis Inc. (South San Francisco,

CA).

Circular dichroism (CD) spectroscopy. CD spectra were obtained in a Jasco J-715 1505
spectropolarimeter. XIAP-BIR3 samples were diluted to a final concentration of 150 uM and
the spectra were obtained in the standard buffer, using a 0.02 cm path length quartz cuvette.
The concentration of all peptides was 450 uM. Spectra were the average of three scans
obtained at 50 nm/min and are representative of three independent measurements. Only the

far UV region from 190 to 260 nm was analyzed.

Isothermal titration calorimetry (ITC). ITC measurements were performed using a VP-ITC
calorimeter from MicroCal, LIc (Northamptom, MA). The titration of 10 uM BIR3 with all
peptides (500 uM in the syringe) involved 25-30 injections (3 uL) of a 0.933 M peptide
solution at 5 min intervals with constant stirring at 300 rpm. The temperature was set at 25
°C. BIR3 solutions were degassed under vacuum prior to the titrations, and the reference cell
was filled with Milli-Q water. The heat of peptides dilution into buffer was subtracted from

the raw data obtained with XIAP-BIR3. The data were analyzed by using the Origin 7.0



software provided by the manufacturer. The first injection (1 uL) in each experiment was not
taken into account for data analysis. Three independent experiments were analyzed separately,

and the fitted parameters were averaged.

Differential scanning calorimetry (DSC). The DSC thermograms were obtained in a VP-
DSC from MicroCal, Llc (Northampton, MA). XIAP-BIR3 (50 uM) was prepared in standard
buffer in the absence and in the presence of peptides (150 uM). The reference cell was filled
with the same buffer used for the sample. To prevent the formation of air bubbles, samples
and buffers were exhaustively degassed before filling the calorimeter cells. A scan rate of 90

°C-h* was used for all experiments.



RESULTS

Different enthalpy/entropy compensations on binding of peptides to XIAP-BIR3

In order to obtain direct thermodynamic parameters of binding of all peptides to the
BIR3 domain, we used isothermal titration calorimetry (ITC). Figure 1 depicts a
representative exothermic heat of binding from successive injections of peptides into the cell
containing 10 uM BIR3 at 25 °C, after subtraction of the respective heat of peptide dilution.
The enthalpy changes at 25 °C as a function of peptide concentration are also shown in Figure
1. All peptides studied bind on XIAP-BIR3 domain in equimolar proportion (n ~ 1). In
addition, the binding is exothermic and entropically favored to all peptides in the studied
temperature (Table 1). The binding constant and the Gibbs free energy were also obtained
from the ITC data, and all thermodynamic parameters of the binding to each peptide are
shown in Table 1. Different combinations of enthalpy and entropy components can be
observed (Figure 2A) and the influence of the thermodynamics of individual residues can be
verified. For example, the phenylalanine present in the C-terminal increases the enthalpy,
while the isoleucine leads to an increase of entropic components. Thus, the increase in the
affinity of the peptides containing Phe is associated to favored enthalpy. The arginine in the
position 2 appears to increase the entropy component, while the Tre in the position 2 and the
Pro in the position 3 seem to increase the favorable enthalpy (Figure 2B). In an overall view,
the increase of the peptide affinity is predominantly associated to the increase of enthalpy

(Figure 3A), but there are compensatory entropic effects (Figure 3B).



Structural analysis of the peptides binding on XIAP-BIR3 domain

Considering the results obtained by ITC, all structures studied were carried out using a
3:1 peptide:XIAP-BIR3 mole ratio. With exception of the tripeptide AVP and of the
tetrapeptide GVPI, the binding of all peptides promoted significant alterations on rotation of
the circular light at 210-225 nm in the CD spectra, suggesting changes in the secondary
structure (Figure 4). It is interesting to note that changes promoted by peptides presenting 1so
in the position 4 are similar (Figure 4A), while the peptides with Phe in the same position
promoted different changes. In the case of Phe, there is a reduction of ellipticity near 208 nm
and an increase in the ellipticity near 222 nm (Figure 4B). This change is characteristic of
proteins presenting B-strands and o-helices in their structures, where the o-helices are
predominant [32]. These structural changes are in accordance with the alterations observed by
the NMR or crystallography already published data of XIAP-BIR3 structure complexed to
AVPI or AVPF (Figure 4C) [22,23]. In addition, the analyses of the solved structures of
XIAP-BIR3 bound to different ligands, which were obtained from the PDB, reveal that some
ligands lead to the formation or stabilization of an a-helix structure in the C-terminal region
of the XIAP-BIR3 domain (Figure 5). This finding corroborates our CD data, suggesting

conformational selection or fit induced associated to the binding of some peptides.

Peptides binding induced the increase on the thermal stability of the XIAP-BIR3 domain
Differential scanning calorimetry (DSC) has been widely used to study folding-
unfolding processes in proteins. In this work, we used DSC to investigate the effects of the
peptides binding on the XIAP-BIR3 thermal stability. The thermogram of the free XIAP-
BIR3 shows a single peak for the thermally induced unfolding with the denaturation

temperature (Ty) centered at 68.9 °C, and an unfolding enthalpy (AH®) of 25.6 kcal.mol™ as



already shown by our group [31]. The binding of the peptides considerably increases the
thermal stability of the XIAP-BIR3 domain as observed by the increase in both the T,, and in
the unfolding enthalpy, at a ligand:protein molar ratio of 3:1 (Table 2). Table 2 summarizes

the calorimetric data and correlate data of affinity and protein stabilization.
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DISCUSSION

The reversible interaction or binding of ligands to biological macromolecules is
fundamental to nearly every aspect of biochemistry and cell biology. Binding events typically
do not occur in isolation in biochemistry, and are almost always coupled or linked to other
reactions such as protonation changes, other ligand-binding interactions, structural transitions,
and folding [28]. A complete understanding of binding requires a measure of affinity,
stoichiometry, enthalpy and entropy components, in addition of the contributions of linked
reactions.

In the last few years, the structures of many apoptotic proteins have been solved by X-
ray crystallography and nuclear magnetic resonance, which have been used for drug design.
However, compounds designed solely based on structure often do not result in any
improvement of the binding affinity because of entropy-enthalpy compensation [33]. The free
energy of binding is a key measure of the favorable nature of a chemical event. In
computational drug design, the binding affinity is commonly used to guide both discovery and
optimization efforts. During optimization, one is attempting to ameliorate the
pharmacokinetic/toxicology profile of a compound while maintaining sufficient potency to
the target [34]. These efforts are often driven by structural information from either X-ray
diffraction or NMR of the receptor-ligand complex. In practice, it is not uncommon that the
majority of the derivates that emerge from these efforts do not possess greater potency,
despite the introduction of additional functional groups that form favorable interactions with
the receptor. This is due to the compensatory effects between enthalpy and entropy, which are
not captured by structural and binding affinity data alone [35]. In addition, most of the drug

design strategies are centered on the optimization of the binding affinity, however compounds
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characterized by different thermodynamics signatures (i.e. the proportion in which the binding
enthalpy and binding entropy contribute to the binding affinity) do not exhibit the same
overall behavior even if they have the same affinity against the intended target [35]. Because
the enthalpy and entropy changes originate from different types of interactions; some
properties like, for example, the selectivity of a compound towards related proteins or the
response to mutations associated with drug-resistance depend on a significant extent on their
thermodynamic signature [36]. Also, the achievement of extremely high binding affinity
requires that both, enthalpy and entropy change, contribute favorably to binding and do not
oppose each other.

XIAP-BIR3 is a domain of particular interest since it is a promising target in cancer
therapy, as its inhibition allows tumorigenic cells that overexpress XIAP to enter into
apoptosis [17,18]. In the last years many studies have characterized the structure of the XIAP-
BIR3 domain. RMN data show that the XIAP-BIR3 consists of five a-helices and a three-
strands B-sheet. After XIAP-BIR3 structure was solved by RMN, several works have
determined its structure in the presence of different ligands, such as the peptide AVPF [37],
the peptide AVPIAQKSE [22], and several small-molecule mimetics of Smac [19,24]. Based
on structures deposited in the PDB, we verified significant changes in the secondary structure,
mainly by the a-helices formation or the stabilization of the C-terminal. These data
corroborate our CD results that demonstrate significant differences in the XIAP-BIR3 spectra
due to the peptides binding. We grouped these structural changes into two class: 1- changes
promoted by peptides containing Iso in the position four are similar and is due to B-strand
stabilization, involving conformational selection as we showed for the AVPI [31], 2- changes
promoted by peptides with Phe in the position four are associated to the increase in the o-

helices content according to an increase in the negative peak at 222 nm. Our data strongly
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suggest that these structural changes induced by peptides binding contribute to the ligand
affinity, likely by the heat released from the hydrogen bonds formed to the a-helices
stabilization (enthalpy driven).

The thermodynamic parameters of the peptides binding to the XIAP-BIR3 domain
were determined by ITC and show that for all peptides the reaction was both enthalpically and
entropically favored (Table 1). It is important to observe that the small conformational
changes promoted by the peptides, as indicated by the CD data and by the analysis of
structures deposited in PDB, can contribute to enthalpy or entropy variation, and consequently
to the affinity. These thermodynamic studies can be used to assist on the anti-cancer drug
design.

Differential scanning calorimetry measurements indicated an increase of 5°C to 14°C
in the unfolding temperature for the BIR3-peptides complexes compared to the free XIAP-
BIR3 domain (Table 2). In addition, the calorimetric enthalpy of denaturation increased
significantly with all peptides tested. Thus, we believe that the peptide binding can enhance
the structural integrity and the stability of XIAP-BIR3. Changes in the far-UV CD spectrum
were observed from 200 to 240 nm for the peptides-BIR3 complexes compared to the free
domain (Figure 4), indicating that the secondary structure of XIAP was altered upon
interaction. These changes in the far-UV CD spectra could be interpreted only qualitatively in
terms of ligand induced small changes in the o-helical or B-sheet content. The new
intramolecular interactions in the XIAP-BIR3 upon peptide binding contribute to the affinity.

We recently characterized the stability of the XIAP-BIR3 domain and showed
conformational selection, dynamic restriction and hydrophobic effect coupled to the domain
stabilization by AVPI binding [31]. By comparisons between NMR spectra or crystallography

data of free XIAP-BIR3 and XIAP-BIR3/ligands complexes, is clearly observed that some
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ligands stabilize the XIAP-BIR3 with increase in the a-helix content (Figure 5). Dissecting
these factors is a major challenge, so it is impossible to reliably assign the cooperativity to an
entropy or enthalpy effect in this system. The problem is that there are several different
factors that can contribute to the observed enthalpy and entropy changes. For these
monofunctional ligand these factors are the following: 1 - Binding interactions, which could
make a favorable contribution to AH; 2 - Hydrophobic effects, which could make a favorable
contribution to AS and an unfavorable contribution associated with the desolvation of polar
groups; 3 - Restricting intermolecular motion, which would make an unfavorable contribution
to AS [29]; and 4 - Conformational changes in the protein and/or the ligand, which can make
favorable or unfavorable contributions to AH and AS. Structural tightening could make AH
and AS more negative, or structural loosening would make AH and AS more positive [48].
These compensatory changes in AH and AS are often very large relative to the size of the
effect discussed here [38]. It is clear that binding interactions and hydrophobic effect are
involved in the tetrapeptides interaction with XIAP-BIR3. Restricting intermolecular motion
coupled to AVPI binding was demonstrated by our group [31]. For the peptides that lead to
increase in a-helices likely also lead to dynamic restriction, at least in local regions, because
it is a natural consequence of protein folding.

Our study provides new insights into the structure and thermodynamics of XIAP-BIR3
inhibition in solution. We showed evidence that XIAP-BIR3, which presents the N and C-
terminal regions highly flexible [31], exhibits a conformational induced fit or conformational
selection upon some peptides binding that most likely serve as an important structural basis
that is related with different binding affinities. Thus, the correlation of the CD data, ITC data
and the PDB analyses strongly suggest that, besides ligand affinity is associated to direct

interactions with the molecular target, there is a great contribution of the effects on the XIAP-
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BIR3 structure and dynamics. XIAP-BIR3 shows different structures that are in
conformational exchange [31] and it is possible that some peptides can be selective to specific
conformer(s). The aromatic group present in the Phe in the position 4 appears to select
specific conformer, which presents increase in a-helices. Our thermodynamic analysis of the
binding of different peptides provides new insights for the understanding of the nature of 1AP
inhibition that assist the drug design of 1APs antagonists, which are being developed as anti-

cancer therapeutics.
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1 — Calorimetric titration of the XIAP-BIR3 domain with different peptides.
A) Heat flux profile associated with the injections of ligand in the calorimetric cell at 25 °C.
B) Binding isotherm at 25 °C. The measurements were also carried out at 10 and 37 °C. For

all experiments the protein concentration was 10 uM.

FIGURE 2 — The thermodynamics of binding of peptides antagonists of the XIAP-BIR3.
A) The development of new and more powerful inhibitors is reflected in the trend toward a
predominance of enthalpic and entropic contributions to the binding affinity. B) Scheme of
the thermodynamic contribution of some residues to the ligand affinity, showing the structure-
affinity relationship of Smac-based peptides to XIAP-BIR3. The increase of affinity mediated

by the Phe in the position 4 is mediated by increase in the enthalpy.

FIGURE 3 - Enthalpy-entropy compensation in the XIAP-BIR3 inhibition. The Ka
corresponds to the association constant to each peptide. The solid line corresponds to a linear

fit of all data.

FIGURE 4 - Secondary structure analysis of the XIAP-BIR3 domain in solution and in
complex with the different peptides by circular dichroism. CD spectra of XIAP-BIR3 and
XIAP-BIR3/peptides complex. In all measurements, the concentration of the domain was 150
uM and of the peptides 450 uM. Buffer: 15 mM Tris, 150 mM NaCl and 1 mM DTT, pH 7.4.
B) Structure of XIAP-BIR3 free and bounded to AVPI or AVPF. The enthalpy increment

mediated by the Phe in the position 4 appears to be due to structural changes (for example, the
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increase in a-helix in the XIAP-BIR3/AVPF complex). On the other hand, is partially
compensated by the loss of entropy that can be explained, at least, by the loss of

conformational entropy.

FIGURE 5 - Analysis of the difference in the secondary structure of the XIAP-BIR3
domain by using structures deposited in the PDB. A) Conformations of the XIAP-BIR3
complexed with ligand, which does not promote conformational changes. B) Conformations
of the XIAP-BIR3 complexed with ligand, which promotes an increase in the a-helix content

in the C-terminal.
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TABLE 1 - Binding parameters for XIAP-BIR3/Peptide interaction estimated from ITC
data.

Parameter Peptide
AVPI ATPF ARPF AVPF AVAF ARPI
n 1.1+0.1 1.1+01 1.1+01 11+01 1.1+01 1.1+01
K (10° M™) 78+12 188%+16 355+12 122+06 23+1.0 5.9+15

AH (kcal -mol*) -31+01 -63+02 -62+02 -53+02 -41+02 -29+04

AS (cal - mol™) 191+13 120+£06 13.7+05 147+£05 155£01 211+01
AG (kcal-mol™) -8.8 -99+01 -103+01 -97+02 -87+02 -92%03

Data are mean values of three independent experiments + standard deviations.
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TABLE 2 — Thermal unfolding parameters of XIAP-BIR3 in the absence and presence
of the different peptides.

BIR3 Kd (nM) Tm (°C) AH® (kcal-mol™)
_ _ 68.9+0.2 25.7+0.2
AVAF 434+ 18 735+0.3 XXXX
AVPI 285 + 15 77.3+0.2 84.4+0.4
ARPI 169 + 11 745+0.2 48.8+0.2
AVPF 81+8 81.1+0.3 XXXX
ATPF 53+6 79.6 +0.2 XXXX
ARPF 28+5 82.1+0.1 XXXX

All the thermodynamic parameters are those at atmospheric pressure (see text for details). The BIR3
concentration was 50 uM and the peptides concentration was 150 puM.
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