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DESCRIGAO

“PROCESSO PARA A IDENTIFICAQAO DE INIBIDORES
DA DOBRAGEM DE PROTEINAS”

A presente 1invencdo refere-se a um processo para a
identificacdo de inibidores da dobragem e, portanto, da(s)
funcao (des) bioldgica(s) de proteinas e, mais particularmente, de
inibidores peptidicos da dobragem de proteinas gque sao altamente

selectivas e que nao criam resisténcia.

Antecedentes

O facto das proteinas terem uma fungao fisioldgica principal
¢ bem conhecido na técnica. Tém sido feitos muitos esforgos para
utilizar proteinas como agentes terapéuticos, como catalisadores
e também como materiais adequados que tém propriedades

especificas.

Muitas doencas surgem de mutacdes em proteinas que fazem com
que percam funcionalidade. Nalguns casos, por exemplo, a
actividade catalitica exercida por proteinas pode ser
dificultada, resultando num percurso metabdélico alterado (e.g.,
fenilcetonuria). Noutros casos, podem ser afectadas as
propriedades estruturais das préprias proteinas de modo que levam
a uma perda de funcionalidade fisica (e.g., distrofia muscular).
A doencga de Creutzfeld-Jakob e outras encefalopatias
transmissiveis podem ser resultado de modificagdes estruturais
das proteinas que mudam a sua forma e formam polimeros [1].

1



Igualmente, as doencas também podem ser o resultado de amiloidose
na qual as proteinas se convertem gradualmente em cadeias longas
de folhas beta polimerizadas e precipitam para formar fibrilas

[21.

E sabido que muitos cancros ocorrem devido a mutacdes de
proteinas. Nesta medida, sabe-se que cerca de 50% dos cancros
humanos sao provocados por mutagcdes no factor P53 supressor de

tumor que, principalmente, diminui a sua estabilidade [3].

As enzimas e receptores sdo os alvos habituais dos farmacos,
para restabelecer a sua funcdo ou para destruir agentes
infecciosos ou cancros. O objectivo final na ciéncia das
proteinas ¢é ser capaz de prever, tanto a estrutura como a
actividade de proteinas pelas suas sequéncias de aminodcidos (o
chamado “problema de dobragem”), assim como i1nibir a sua

actividade [4,5].

Com esta conguista poderiam conceber-se e sintetizar-se
novos catalisadores, materiais e agentes farmacologicamente
activos, em particular, féarmacos adequados para 1inibir a

actividade enzimatica.

As propriedades principais que podem apresentar estes
farmacos sdo especificidades (i.e., nao serem tdxicos) e
eficédcia. Convencionalmente isto pode ser conseguido, por selagem
do sitio activo da enzima (inibicdo competitiva) ou através da
ligacdo nalgumas outras regides/partes da proteina, provocando
assim modificacdes estruturais que fazem com que a enzima nao

seja adequada para a ligacao ao substrato (inibicdo alostérea).



Para alcancgar qualquer destes objectivos, deve optimizar-se
a ligacdo entre o 1ligando e a proteina. Isto é um problema
bastante grande que requer tempo, devido ao facto de ser
necessario calcular, ndo sé as energias entre enzimas e substrato
ou outros ligandos, mas também as suas energias de interaccdo com
a agua e a mudanca de entropia durante a reaccdo. As energias de
ligagao liquidas sao as pequenas diferencas entre dois numeros

maiores.

Surge ainda outra complicacdo no caso do alvo ser uma
proteina viral qgue apresenta uma taxa de mutacgdo alta, muitas
vezes associada ao bem conhecido desenvolvimento de resisténcia.
Portanto, ¢é de importédncia crucial idealizar novas estratégias
que permitam uma concepcdo mais eficaz e econdmico de inibidores
de proteinas relativamente a concepc¢des conhecidas centradas no
sitio activo, assim como para gerar estratégias dirigidas a
bloquear a interaccdo entre enzimas e o seu substrato que nao

gerem resisténcia.

Uma série de estudos tedricos [9,10] e experimentais
[6-8,38,41] sugerem que as proteinas globulares de dominio tunico
(i.e., proteinas de comprimento N compreendidas entre 60 e 150
aminodcidos [28]) se dobram através de um mecanismo hierdrquico,
em qgue pequenas unidades compostas de poucos aminocdcidos
consecutivos constroem unidades maiores que, por sSua vez,
constroem unidades ainda maiores que, finalmente, envolvem toda a

proteina.

Os estudos experimentais da dobragem e associacdao de
segmentos de cadeias de aminodcidos, antes da formacdo do estado
nativo, identificaram estruturas de tipo parcialmente nativas

entre os eventos de dobragem iniciais [39]. Estes elementos
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estruturais denominam-se, normalmente, dominios de dobragem ou

11

dobrados [9]. A definicdo operacional destas wunidades é: a
estrutura tridimensional das primeiras estruturas nativas
observaveis, em que a proteina se dobra, comecando a partir de um
estado desnaturado”. As mutacgdes no interior destes dominios
estruturais podem limitar gravemente a formagdo de uma proteina

adequadamente dobrada [10].

Os célculos de modelos [11,12] mostraram que a dobragem de
proteinas de dominio Unico, monoméricas e peguenas, prossegue,
partindo de uma conformacdao né&o dobrada, seguindo uma sucessao
hierdrquica de eventos: 1) formagdo de poucas (2-4) estruturas
elementares locais (habitualmente denominadas como LES) contendo
no total de cerca de 20% a cerca de 30% dos aminodcidos da
proteina (e, portanto, entre 5% e 15% de cada um dos aminodcidos
da proteina), estabilizadas por poucos aminodcidos hidréfobos que
interagem fortemente (“quentes’”), altamente conservados (<10% dos
aminodcidos da proteina) que se situam perto ao longo da cadeia
de polipéptido; 2) conexdao das LES no nucleo de dobragem
(pds—critica) [13], disto ¢, formacdao do conjunto minimo de
contactos nativos que levam o sistema até a barreira de energia
livre principal de todo o processo de dobragem; 3) relaxacao do
resto dos aminodcidos na estrutura nativa pouco depois da
formacao do nucleo de dobragem. Verificou-se que o0s gsitios
“quentes” que estabilizam as LES s&o muito sensiveis a mutagdes
pontuais (nédo conservativas). Dado que a maior parte da energia
de estabilizacdo da proteina se concentra nestes sitios, a
possibilidade de mutacdo de uma ou duas delas tem uma alta
probabilidade de desestabilizar a conformacido dobrada. E natural
identificar os dominios de dobragem do pardagrafo anterior com as

LES dos calculos de modelos.



0O mesmo modelo indica dque se ©pode desestabilizar a
conformacdo nativa de uma proteina utilizando péptidos (que se
chamardo p-LES) cuja sequéncia € idéntica a das LES das proteinas

[147].

Ha duas vantagens importantes destes inibidores de dobragem
relativamente aos convencionais. Em primeiro 1lugar, a sua
estrutura molecular € sugerida directamente pela proteina alvo.
Ndo héd nada a conceber ou a optimizar, mas apenas encontrar a LES
da proteina alvo. Devido ao facto de a concepcdo das LES ter sido
realizado por evolucdo através de uma miriade de geracdes do
virus (ou do organismo que expressa a proteina), para reconhecer
e 1interagir fortemente entre si, de modo a fazer a dobra da
proteina rapida, assim como para evitar a agregacdo de outras
proteinas, espera-se que o0s inibidores resultantes apresentem
pouca toxicidade. Em segundo lugar, nao é provavel que se possam
converter em nao operativos por mutantes de libertacdo. De facto,
0os p-LES ligam-se as LES complementares da proteina alvo,
seguindo o mesmo paradigma que estabiliza o nucleo de dobragem,
estabilizacdo que ¢é controlada pelos aminodcidos “quentes” da

proteina [15,16].

Por conseguinte, os mutantes de libertacdo podem conter
mutacdes nesses aminodcidos “quentes” que sao essenciais para a
estabilizagdo e conexao das LES. As referidas mutag¢des conduzem,
por norma, a desnaturacado da proteina. Por outras palavras, as
mutacdes estruturais que nédo evitam gque a proteina se dobre no
seu estado biologicamente activo nativo, nem evitam a conexdao das
estruturas elementares locais no nucleo de dobragem, nem a accgao
inibidora dos p-LES. As mutacdes que evitam a formacdo do nucleo
de dobragem, tanto desestabilizando as LES ou a sua conexao, em

principio, podem evitar a acgado dos p-LES, mas nao serao
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expressas devido a incapacidade de a proteina mutada se dobrar.

Sumidrio da invencéo

Em resumo, a invencdo refere-se a um processo simples,
econémico e (essencialmente) isento de erros para individualizar
as LES de proteinas globulares de dominio uUnico (sendo o
comprimento tipico destas proteinas de 60 a 150). Por
conseguinte, refere-se a individualizacdo de inibidores muito
eficazes e altamente especificos da dobragem destas proteinas

(péptidos p-LES) que ndo é provavel criarem resisténcia.

Devido ao facto das proteinas globulares de dominio unico,
como norma, serem construidas como uma combinacdo de unidades de
sequéncias (dominios, Dblocos [17-24] ou mdédulos [25,26] de
comprimento caracteristico de <cerca de 125 aminodcidos para
eucariotas e de cerca 150 aminodcidos para procariotas [27,28]),
unidades de sequéncia que se dobram como proteinas de dominio
tnico, a invencao refere-se também ao processo de identificacao
de inibidores peptidicos da dobragem de proteinas
independentemente do seu tamanho ou modularidade, assim como a

cada um dos mondmeros dos multimeros de trés estados [29,30].

No gue se segue, a requerente explica a invencdo dentro do
quadro de unidades de sequéncia de uma proteina globular ou de um

mondmero que pertence a um multimero de trés estados.



Objectivo da invencao

A presente invencdo refere-se a um processo para a
identificacdo de inibidores peptidicos da dobragem e, portanto,
da actividade bioldgica especifica [4] de proteinas sem induzir

mutantes de libertacao.

Portanto, um primeiro objecto da presente invencao € um
processo para a identificacdo de inibidores ©peptidicos da
dobragem de uma proteina contendo N aminodcidos, cujo processo

compreende:

a) conceber péptidos M de comprimento L, apresentando, cada, uma
sequéncia idéntica a um segmento da proteina alvo, de modo a que
cubram toda a proteina, permitindo uma determinada gquantidade de
sobreposicao entre os diferentes péptidos. Normalmente, L contém
cerca de 10 aminodcidos e, de um modo preferido, varia de cerca
de 4 a cerca de 20. Por conseguinte, M varia de cerca de 5 a

cerca de 50 sendo, normalmente, de cerca de 20.

b) preparar os péptidos M concebidos, individualmente ou em

grupos;

c) preparar solucgdes M contendo cada a proteina em causa e um dos
péptidos numa proporcdo molar adequada e incubar cada das

solugdes a 37 °C.

d) avaliar a eficdcia inibidora do ©péptido nas solucdes
anteriores ou o grau de desdobragem ou ambos, mediante técnicas
convencionais, de modo a identificar o ©péptido dotado de

actividade inibidora em relagédo a proteina.



O processo da presente invencao € particularmente vantajoso
dado qgue permite identificar, de uma forma fidvel e Dbastante
simples, o péptido, entre os péptidos M concebidos e preparados
de propdsito que tém uma actividade inibidora, ou mesmo a maior

actividade inibidora, face a proteina em causa.

Descricdo pormenorizada da invencdo

De acordo com a presente invencado, salvo se indicado de
outro modo, o termo “péptido(s)” significa cadeia(s) peptidica(s)
curta(s) compreendendo, normalmente, na ordem de dez aminodcidos.
De um modo preferido, o péptido compreende L aminodcidos em que L
varia de cerca de 4 a <cerca de 20. A sequéncia do(s)
“péptido(s)”, salvo se definido de outro modo, coincide com um

segmento de comprimento igual ao da proteina.

Além disso, por “inibidor peptidico” pretende-se referir um
péptido gque bloqueia a dobragem da proteina alvo e, por isso, a
sua funcao bioldégica especifica. Ou seja, o 1inibidor tem uma
sequéncia essencialmente idéntica a de uma LES da proteina e pode

também, ser chamado um p-LES [14].

Por “LES” (Estrutura Elementar Local) pretende-se referir as
primeiras estruturas nativas formadas muito cedo no processo de
dobragem [11,12] (também chamados dobrados ou dominios de
dobragem na bibliografia [9,10,3871). Estas estruturas sao

estabilizadas por aminodcidos que interagem fortemente, em geral

hidréfobos, altamente conservados (“quentes”). Pode distinguir-se
entre as Dbem estruturadas, chamadas LES fechadas e menos
estruturadas, as chamadas LES abertas [15]. Este ultimo tipo de

LES nao apresenta, quando se isola no dissolvente, nenhum



contacto nativo (importante). Pelo contradrio, as LES fechadas,
quando isoladas, apresentam contactos nativos que desempenham um

papel importante também no nucleo de dobragem (pds-critica) [13].

Por nuUcleo de dobragem *“FN” (pds-critica) referimo-nos ao
conjunto minimo de contactos nativos necessdrios para superar a
barreira de energia livre mais alta encontrada pela proteina em
todo o processo de dobragem [13]. Uma grande parte destes
contactos surge da conexdo das LES. Este evento €& essencialmente

controlado pelas LES fechadas.

Por aminodcidos “quentes” referimo-nos a aminodcidos que tém
um papel central na dobragem de uma proteina. A mutacdao nao
conservativa destes aminodcidos conduz, em geral, a desnaturacao

da proteina [16].

De acordo com a etapa (a) do presente processo, Jjuntamente
com qgualquer variante da mesma, os péptidos M de comprimento L
podem conceber—-se para apresentarem uma sequéncia idéntica a um
segmento da proteina em causa. 0s valores M e L elegem-se de modo
que cubram toda a sequéncia de aminoadcidos da proteina,
permitindo também certa quantidade de sobreposicdao. Tipicamente,
L tem 10 aminodcidos (o que corresponde, para as proteinas de
dominio Unico de comprimento N, a cerca de uma décima parte do
numero total de aminocdcidos N, ou seja L N/10) e, de um modo
preferido, varia de cerca de 4 a cerca de 20. Por conseguinte, M
estd no intervalo de cerca de 5 a cerca de 50, sendo normalmente

de cerca de 20.

Apenas como um exemplo explicativo nao limitativo, o
presente processo pode proporcionar a identificacdo de péptidos

que tém actividade inibidora face a uma proteina, e.qg.,



compreendendo 120 aminocdcidos, concebendo 19 péptidos (i.e., M &
igual a 19) cada com um comprimento de cadeia de aminodcidos de

12 aminodacidos.

Do que antecede, dado que os 19 péptidos, tendo, cada, um
comprimento de 12 aminodacidos, apresentam uma sequéncia idéntica
aos segmentos dados da proteina e qgque deve cobrir-se toda a
sequéncia da proteina, € claro para o0s especialistas na técnica
que haverd péptidos com segmentos gque se sobrepdem (sendo a
sobreposicao entre cada péptido consecutivo neste exemplo

particular de cerca de 50%).

Tipicamente, a etapa (a) do presente processo pode
proporcionar a concepcdo sistemdtica dos péptidos M dados,
comecando pelo aminodcido numero um e seguindo, de modo a cobrir,
de forma progressiva, toda a proteina (permitindo assim de cerca
de 50% a cerca de 70% de sobreposicdo entre os diferentes

péptidos; ver o seguinte Exemplo 4).

Em alternativa, os referidos péptidos M podem conceber-se
comecando por aquelas regides que correspondem a segmentos de
proteina prdximos dos terminais de azoto e de carbono, assim como
ao centro da proteina, permitindo outra vez a sobreposicado entre

os diferentes péptidos.

A etapa (b) compreende preparar os péptidos M de acordo com
processos bem conhecidos na técnica. Os referidos processos podem
incluir, como um exemplo, qualquer processo sintético conhecido
para a sintese de péptidos ou, em alternativa, a possibilidade de
toma-1los directamente da proteina, cortando-a nos sitios

adequados, por processos conhecidos.
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A etapa (c) efectua-se dissolvendo qualquer dos péptidos
preparados na etapa (b) Jjuntamente com a proteina alvo em
qualquer dissolvente adequado. A proporc¢do molar entre o péptido
e a proteina pode variar de forma adequada no intervalo de 1:1 a
10:1 (péptido/proteina); de um modo preferido, a concentracgéo

relativa de péptido/proteina é de 3 a 1.

As solucdes assim obtidas sao incubadas a cerca de 37 °C

durante uns minutos, por exemplo, até 10 minutos.

Em alternativa, as etapas b) e c) podem substituir-se por
simulacgdes por computador em que se utilizam modelos

simplificados de proteinas (e.g., o modelo de GO de todos os

dtomos, modelo de GO de Cq etc. [33]) acopladas com amostras
termodindmicas ou de dindmicas simuladas (e.g., algoritmo de
Monte Carlo, Dindmica de Newton, etc.) para simular a evolucdo da
proteina em presenca de cada tipo de péptido (partindo das
conformagcdes da proteina desdobrada ou dobrada) e determinar,
assim, o grau de desdobragem da prépria proteina na presenca

destes péptidos.

Estas simulagdes podem proporcionar informacdo, nao sé da
sequéncia dos inibidores, que é igual a um segmento da proteina,
mas também da sua conformacdo nativa no solvente. Sao preferidos
0s gque apresentam um elevado grau de estrutura e estabilidade,
comparado com os 1inibidores que apresentam pouca estrutura e/ou
grandes flutuacgdes. Isto estd de acordo com o facto de que se
espera que os inibidores muito estruturados (que correspondem as
chamadas estruturas elementares locais (LES) *“fechadas”, 1i.e.,
segmentos de motivos gque apresentam contactos nativos importantes
na estabilidade da proteina) sejam mais especificos e, portanto,
menos tdxicos que outros menos estruturados, chamados LES
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“abertas” [11,12,15]. Sobre 1isto wvale a pena 1indicar que os
cdlculos de modelos que sé consideram os atomos Cq dos residuos,

enfatizam as diferencas gque existem entre estes dois tipos de

LES.

Quando existe informacdo experimental sistemdtica relativa

aos valores ¢ [4] associados a um grande numero de sitios da
proteina, de modo a permitir uma determinacao dos sitios
“tépidos” e “guentes” da proteina (i.e., aqueles sitios que tém
uma funcdo central no dobragem da proteina [16], sendo o©s
aminodcidos correspondentes que os ocupam altamente conservados),
pode finalmente ajustar-se ligeiramente o comprimento e © numero
de aminodcidos inicial e final ao longo da proteina de modo que
se garante que os inibidores peptidicos incluem todos o©s
aminodcidos quentes e a maioria, se nao todos, o0s aminoacidos

tépidos.

O processo de 1teracao também se pode efectuar calculando os
valores ¢ associados aos diferentes aminodcidos da proteina alvo,
utilizando um software adequado (ver Exemplo 1 seguinte). Uma vez
que se tenham concebido os novos inibidores, também se pode

ensaiar a sua eficdcia através dos ensaios da etapa (d) anterior.

De acordo com a etapa (d) do presente processo da invencao,
a eficdacia inibidora do péptido ou o grau de desdobragem, ou
ambos, nas solug¢des anteriores, pode efectuar-se de acordo com
processos convencionais. Como um exemplo nao limitativo, os
ensaios espectrofotométricos, ensaios de equilibrio de
sedimentacdo, dicroismo circular ou técnicas de ressonéncia
magnética nuclear, podem utilizar-se e efectuar todos para

determinar o efeito inibidor anterior.
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Do mesmo modo, sao conhecidas experiéncias de absorcgcao na
técnica [4] para determinar a eficdcia inibidora quando a

proteina é uma enzima [4,31].

Tal como anteriormente referido, uma vez que se tenha
encontrado um péptido gue Dblogqueia eficazmente a dobragem da
proteina, ndo é necessdrio a priori continuar com 0O processo de
comprovar as propriedades inibidoras do resto dos péptidos e a

pesquisa e identificacdo podem terminar nesse ponto.

Por outras palavras, o processo da 1invencao pode ser
aplicado para identificar o péptido éptimo dotado da mais elevada
actividade inibidora entre todos os péptidos M que estdo a ser

preparados e assim ensaiados.

Em alternativa, como se referiu acima, as diferentes
solucdes da etapa (c) podem ensaiar—-se em qualquer ordem e todo ©
processo parado uma vez que se tenha encontrado um péptido que
tenha a actividade inibidora pretendida, sem necessidade de

ensaio e, portanto, de preparar todas as solucgdes.

Assim, de acordo com uma forma de realizacdo alternativa da
presente invencado, a etapa (a) pode compreender conceber um uUnico
péptido com um comprimento que varia de 4 a 20; a etapa (b) pode
compreender a preparacdo do referido péptido; a etapa (c) pode
compreender a preparacao de uma solucdo da proteina com esse
mesmo péptido; a etapa (d) pode compreender avaliar a actividade
inibidora do péptido. No caso de se verificar que a eficécia
inibidora do referido péptido ¢ satisfatdria, o processo pode
terminar, dado que permitiu identificar facilmente o inibidor
peptidico adequado. Pelo contrario, se ndo for satisfatério ou se

o péptido, de algum modo, carece de alguma eficdcia inibidora
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significativa, as etapas (a) a (d) podem repetir-se com outro

péptido até a identificacdo do dptimo.

Os poucos péptidos (1-4) gque inibem a dobragem da proteina e
a que chamamos p-LES, identificam os segmentos de aminodcidos da

proteina que, no processo de dobragem, dao lugar as LES.

Dado que, para cumprir a sua actividade Dbioldgica, uma
proteina deve estar na conformacdo nativa (dobrada), espera-se
que o0s p-LES também sejam inibidores efectivos, eficazes e

especificos de forma perdurdvel das fungdes de proteina.

Deve ensaiar-se a solubilidade dos p-LES no meio de cultura
e pode modificar—-se para reduzir a sua hidrofobicidade, caso seja

necessario.

A modificacdo pode ocorrer, por exemplo, através de: 1)
adicdo de aminodcidos polares e/ou carregados; 2) encurtamento da
cadeia, 1isto é, perda de um ou dois aminodcidos hidrdéfobos nas
extremidades C ou N ou em ambas; 3) mutacdes conservativas, isto
¢, substituindo um aminodcido hidrdéfobo por outro aminocdcido um

pouco menos hidrdfobo.

Além disso, dado que os p-LES sao péptidos, também podem ser

digeridos pelas células e/ou criar alergias.

Neste caso, 08 p-LES podem ser utilizados como pistas dos
inibidores de dobragem correspondentes as suas moléculas
miméticas ou finalmente péptidos da mesma sequéncia de
aminodcidos sintetizados utilizando aminodcidos-D, por processos

conhecidos.
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A titulo de exemplo, descrever-se-ao agora, com mais
pormenor, diferentes aspectos e formas de realizacdo da presente
invencao, com referéncia também a péptidos miméticos e

solubilidade de p-LES.

Os referidos exemplos nao devem considerar-se limitativos da
presente invencdo, uma vez que se observara que se podem aplicar
modificacdes de pormenores do processo sem sair do ambito da

invencao.

Figuras:

Figura 1l: Um desenho da estrutura cristalogrdafica de src SH3.
As (cinco) folhas-beta antiparalelas sao representadas por meio de
tiras com setas (cinzento <claro), enquanto a hélice alfa ¢é

evidenciada em cinzento-escuro;

Figura 2: A probabilidade de distribuicdo no equilibrio do
parédmetro de ordem g definido como o numero relativo de contactos
nativos, calculado a trés temperaturas diferentes para a proteina
SH3 isoladamente. A proteina estd na conformacdo nativa para oS
valores gq >0,7 e no estado desnaturado para g <0,5. A temperatura
T= 0,843 a qual os picos dos estados nativo e desnaturado tém a

mesma area € a temperatura de dobragem;

Figura 3: 2 probabilidade de distribuigdo no equilibrio a
T= 0,825 do parémetro de ordem g para o sistema composto pelo
dominio de proteina Src-SH3 e trés péptidos com a mesma sequéncia
que um dos segmentos de proteina caracterizados pelo primeiro e

ultimo aminodcidos apresentados na insercdo;
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Figura 4: A probabilidade de distribuicdo no equilibrioc do
parametro de ordem g calculada a T= 0,825 para o sistema composto
pelo dominio de proteina Src-SH3 e trés péptidos com a mesma
sequéncia que um dos fragmentos de proteina caracterizados pelo

primeiro e Ultimo aminodcidos apresentados na insercéao;

Figura 5: A populacdao do estado nativo a T= 0,825 para um
sistema composto pelo dominio de proteina Src-SH3 e trés péptidos
cuja sequéncia é idéntica a do fragmento da proteina de
comprimento 6 gue comeg¢a no sitio indicado no eixo de abcissas,
normalizado em relacdo a populacdo do estado nativo da prdpria

seTpTlESy | 0s péptidos comecam com o segmento 1-6 e

proteina (px
terminam com o segmento 55-60, sendo a sobreposicdao entre o0s
diferentes péptidos de 67%. A linha ¢é para guiar a vista. Os
pontos abertos déo informacdo das propriedades inibidoras dos
péptidos p-S’, (=18-28) e p-S'3(=36-42) obtidos por ligeira
modificacdo dos dois péptidos originais, em concreto os péptidos

p-S; (=21-27) e p-S3 =(35-40) (ver o texto).

Figura 6: A populacgcdo do estado nativo do dominio de
proteina Src SH3 (pontos brancos) a T= 0,825. 0s resultados
apresentados para o valor 0 do eixo de abcissas correspondem a
sequéncia nativa. Os outros resultados correspondem a proteina
que tem uma mutacdo nos sitios 9, 30 (frio, C), 5, 49 e 55
(tépido, W), e 18, 26 (guente, H). A populacado relativa do estado
nativo do dominio de proteina Src SH3 a T= 0,825 em presenca de
trés P-S; (35-40) mostra-se em termos de tridngulos negros. As
linhas sado para guiar o observador. Os valores nos diferentes
sitios de mutacdo correspondem a sequéncia nativa da proteina que

leva a mutacgao indicada no eixo de abcissas.
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Figura 7: A variacgao 9%G de energia livre depois da mutacgao
de Src-SH3 calculada usando um modelo de GO modificado. Também se
mostra o valor de [¥9G] e [¥9G]+2¢4. Os sitios com ¥IG > [IFG]+2¢
(n° 18, 26, 27 e 40) chamam-se aminodcidos quentes, enquanto os
com [¥VG] < TIG < [¥F¥G]+24¢ (n.° 4, 5, 6, 28, 39, 41, 48, 49, 50
e b55) se qualificam como aminodcidos tépidos. Os cédlculos
sistemdticos e a informacgdo experimental indicam que os sitios
“tépidos” e *“quentes” de proteinas mono globulares de dominio
Unico estdo presentes nas relacdes anteriormente mencionadas (ver

[40] e referéncias na mesma) .

Figura 8: Igual a Fig. 7 mas para os valores de Gu-x
determinados experimentalmente por engenharia de proteinas [32].
Neste <caso, os sitios 10, 20, 24 e 26 sao sitios quentes,
enquanto os sitios 5, 7, 18, 23, 38, 41, 44, 48, 49 e 50 se

qualificam como sitios tépidos.

Figura 9: Um desenho da conformacdo nativa do homodimero de
HIV-1-PR. Cada mondmero contém 99 aa. 0Os dois mondmeros sao
mostrados com diferentes niveis de cinzento. No mondmero
apresentado a direita destacam-se em cinzento-escuro os possiveis

candidatos de LES associadas a este mondmero [37].

Figura 10: O efeito das mutag¢des numa série de sitios do
mondémero de HIV-1-PR (eixo x) na estabilidade py do estado nativo
da proteina (eixo y), calculado utilizando um modelo generalizado
de C GO [37]. As cruzes negras correspondem a estabilidade da
conformagdao nativa do mondmero isoladamente (a2 temperatura
bioldégica T= 2,5 kJ/mol), engquanto os pontos negros dao o valor
de py do mondmero na presenca de trés p-LES de tipo p-Ss (=83-93).

O ponto negro e a cruz desenhados no sitio de mutacao= 0 indicam

17



0s resultados associados a sequéncia nativa. As linhas sao para

guiar o observador.

Figura 11: A absorvéncia da actividade de referéncia de
HIV-1-PR como uma func¢cao do tempo na presenca do péptido 83-93
(1), de péptidos nado inibidores (2), dos péptidos 61-70 (3) e dos
péptidos 9-19 (4) (da referéncia [36]).

Exemplos

Exemplo 1 (Src—-SH3)

Este dominio apresenta cinco folhas-beta antiparalelas e uma

hélice alfa e & composto por 60 residuos (ver Fig. 1).

E uma referéncia interessante para o processo da invencao,
dado que se caracterizou amplamente por experiéncias

termodindmicas assim como cinéticas [32].

Utilizando um modelo generalizado de GO [33], efectuaram-se
simulagdes da dobragem do dominio SH3 e calculou-se a
probabilidade de que o dominio esteja na sua conformacdo nativa
(ver a Fig. 2). Repetiram-se os calculos que evolvem em cada caso
o dominio SH3 na presenca de um péptido que apresenta uma
sequéncia igual a um dos 28 segmentos da proteina de comprimento
N/10 (=6), em concreto 1-6, 3-8, 5-10,..., 55-60, na relacdo de
péptido—-dominio 3:1. Os resultados sao mostrados nas Figs. 3, 4 e

5.
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A partir destes resultados pode assinalar-se claramente que
a dobragem ¢ 1inibida pelos péptidos p-Si= 3-8, p-S,= 21-27,
p—-S3= 35-40 e p-S4= 45-50, sendo o péptido p-S;3 o mais eficaz.

Por conseguinte, 0s segmentos S; (i= 1, 2, 3 e 4)

qualificam-se como LES do dominio SH3.

O facto de os péptidos p-S; (i= 1, 2, 3 e 4) nao serem 86
inibidores eficazes, mas também permanentemente eficazes &

documentado pelos resultados apresentados na Fig. 6.

Na Fig. 6 descreve-se o efeito que as mutacdes pontuais tém
na estabilidade da prépria proteina e na presenca de trés
péptidos p-S;3. As mutacgdes que nao afectam a estabilidade nem a
capacidade de dobragem da proteina (e.g., mutacdo nos sitios
n.° 9 e n.° 30) deixam sem alteracdo a capacidade inibidora do
péptido p-S3. Por outro lado, os mutantes de libertacado (e.g.,
mutacdes nos sitios n.° (5, 18, 26, 49 e 55)) nao sao capazes de
dobragem. Estes resultados estao de acordo com o facto de que os
sitios n.° (9, 30), n.° (5, 49, 55) e n.° (18, 26) se qualificam

como sitios frios, tépidos e quentes, respectivamente.

Combinando os resultados apresentados nas Figs. 5 e 7, pode
ajustar—-se ligeiramente o comprimento e o numero de aminoacidos
inicial e final dos quatro inibidores p-S: (i= 1,2,3 e 4), com ©
fim de assegurar que 1incluem todos os sitios quentes (sitios
n.° 18, 26, 27 e 40) e a maioria os sitios tépidos (4,5,6,28,
39, 41, 48, 49, 50, 55). Um possivel resultado de uma primeira
iteracado levada a cabo ao longo destas linhas da: p-Si= p-S:'=
3-8 (contendo os aminodcidos tépidos 4, 5 e 6), p-S’,= 18-28
(aminodcidos quentes 18,26,27; aminodcido tépido 28), p-S'si=
36-42 (aminodcido quente 40; aminodcidos tépidos 39,41), p-S'u=
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p-Ss= 45-50 (aminoédcidos tépidos 48,49,50). Observa-se que sd um
aminoacido (tépido) (n.° 55) ndo ¢é englobado/incluido neste
conjunto de péptidos inibidores. Isto estd de acordo com o facto
de gque nem todos os sitios tépidos, gue participam no FN
(pds—critica) pertencem necessariamente as LES (e.qg., o)
aminodcido tépido n.° 16 da proteina modelo Si € parte do FN
pbs—critica, mas nado pertence a nenhuma LES [16]). A eficécia
melhorada dos péptidos iterados ilustra-se pelos resultados

apresentados na Fig. 5 para pS;’ e p-S3’ (pontos abertos).

Vale a pena notar gue todos os resultados descritos até
agora surgem de calculos de modelos. Devido ao facto de, no
presente caso, (dominio de proteina Src-SH3) existir informacao
experimental pormenorizada relativa aos aminoacidos que
apresentam uma funcdo importante no processo de dobragem (isto &,
conhecem-se os valores de AAG da engenharia de proteinas [32],
ver Fig. 8), pode-se aproveitar esta informacdo para levar a cabo

0 processo de iteracéo.

A partir dos resultados apresentados na Fig. 8, deve
assinalar—-se que os sitios “quentes” e “tépidos” correspondem aos
aminodcidos n.° 10, 20, 24, 26 e aos aminodcidos

n° 5, 7, 18, 23, 38, 41, 48, 50, respectivamente.

Utilizando estes resultados e os apresentados nas Figs. 5 e
6, verifica-se que uma possivel primeira iteracdo da p-S,i’= 5-10
(contendo o aminodcido gquente 10, e os aminodcidos tépidos

n.° 5, 7), p—Sg'= 20-26 (aminoédcidos qguentes n.° 20, 24, 26;

aminodcido tépido n.° 23), p-S3'= 38-44 (aminodcidos tépidos
n.° 38, 41, 44) e p-S;'= p-S4= 45-50 (aminodcidos tépidos
n.° 48, 50).
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As propriedades inibidoras destes péptidos determinadas pelo
enfoque anterior devem ensailar-se pelos ensaios citados na etapa

(d) do processo da invengao.

Exemplo 2 (HIV-PR, computacional)

O HIV-1-PR €& um homodimero formado por cadeias contendo 99
aa cada (Fig. 9). As propriedades de estabilidade desta enzima
foram estudadas por meio de simulagdes extensas de todos o0s

atomos ao longo de centenas de nanossegundos (ns). Utilizando os

correspondentes resultados desenvolveu-se um modelo de C GO.
Depois utilizou-se para simular a evolugdo dindmica completa da
dobragem da enzima e compararam-se os resultados com os das
simulacdes de modelo de GO padrdao de todos os atomos disponiveis
na bibliografia. Combinando o entendimento obtido destas
simulagdes e a informacdo proveniente das mutacgdes (Tabela 1),
determinaram-se os sitios *“quentes” e “tépidos” da proteina e
seleccionaram-se 0s possiveis candidatos das LES. Em particular,
a regiao Ss=(83-93) (para pormenores ver [37] e as referéncias na

mesma) .

As simulagdes da dobragem do mondmero de HIV-1-PR foram
efectuadas na presenca de trés péptidos p-Sg. Definindo a
populacdo py do estado nativo como a probabilidade normalizada de
que a cadeia apresente uma RMSD inferior a 10 A e mais de 70% dos
contactos nativos formados, verifica-se que py = 0,28. Este
numero deve comparar-se com py = 0,87 para a proteina
isoladamente nas mesmas condigdes bioldgicas e com o0s numeros
pyv = 0,72 e 0,66 para a proteina em presenca de péptidos de
controlo que tém a mesma sequéncia que o fragmento 61-71 e 4-14)
[37].
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Na Fig. 10 mostra-se a prova do facto de este inibidor nao
criar resisténcia. As mutacgdes que nao afectam a estabilidade nem
a capacidade de dobragem da proteina deixam essencialmente sem
alteracdes as propriedades inibidoras do péptido p-Ss (e.g.,
mutacdo no sitio n.° 19). As mutacgdes de libertacdo (e.g.,

mutacao no sitio n.° 33) essencialmente ndo podem dobrar-se.

Exemplo 3 (HIV-PR, experimental)

Obtiveram-se péptidos que apresentavam  uma sequéncia
idéntica aos segmentos 83-93 (Sg) e aos segmentos 9-19 e 61-70 do
monémero de HIV-1-PR nativo por sintese em fase sdlida. Cada
solucdao foi preparada por adicdo de NaCl 0,8 mM, EDTA 1 nM e
ditiotreitol 1 mM a um tampdao de fosfato 20 mM (pH 6),
acrescentando ainda 2,78 pg de Protease de HIV-1 e péptido 5,4 uM
(i.e., a concentracdo de cada dos diferentes péptidos & 3 vezes a

da protease).

Os ensaios espectroscépicos foram efectuados utilizando um
substrato cromégeno [34], medindo a sua alteracdo de absorvéncia
em relacao ao tempo a 310 nm [36]. Alguns dos resultados
correspondentes sdo dados na Fig. 11. Vé-se que o péptido 83-93
diminui de modo regular a actividade da protease e portanto pode
utilizar-se como inibidor. Assim, esta sequéncia pode
interpretar-se como dando lugar a uma LES de HIV-1-PR. Como se
observa na Fig. 9, esta LES & bem estruturada e contém um numero
de contactos nativos internos (que estabilizam uma volta de
hélice alfa). Qualifica-se, portanto, como um inibidor peptidico
particularmente especifico. Vale a pena mencionar que se verifica
que as mutacdes observadas neste fragmento [35] ou no seu

fragmento complementar (i.e., fragmento 24-34) sao mutacgdes
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conservativas, quer sejam ou nao induzidas por fadrmacos
comercials (dirigidos a inibicdo do sitio activo da protease)

(ver Tabela 1).

Tabela 1: As mutacdes observadas de HIV-1-PR como se
descrevem na referéncia [35]. Para cada residuo da sequéncia
nativa (WT) listam-se as mutacdes observadas nos doentes tratados
e/ou ndo tratados (mut) e a pontuacdo de PAM250 associada com a
menos conservativa destas mutacdes (PAM250 ¢é uma pontuacao
derivada da andlise de substituicdes de aminodcidos gue se
produzem entre proteinas relacionadas. Especifica um intervalo de
valores ©positivos para as substituicdes gque se produzem
normalmente entre proteinas relacionadas (mutacdes conservativas)
e zero ou pontuacdes negativas para substituicdes ndo provaveis
(mutacdes nao conservativas)). A negrito referem-se os sitios que

sofrem muta¢des nao conservativas.
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wt mut PAM wt mut PAM| wt mut PAM| wt mut |[PAM

PI T26 G51 L76 |V 2

Q2 G27 G52 v77 T 4

I3 |V 4 A28 F53 |L 2 G78

T4 D29 I54 VMLT 0 P79 A 1

L5 D30 N 2 K55 ([RH 0 T80

W6 T31 V56 P81 |T 0

Q7 V32 I 4 R57 |K 3 V82 ([TAFIS (-1

R8 KQL 1 L33 FVI 2 Q58 2 N83

P9 E34 DQANG 0 Y59 I84 4

L10 (FIRV -3 |E35 DG 0 D60 |E 3 I85 4

v1il |IL 2 M36 ILV 2 Q61 |ENH 1 G86

Tl2 ESPAEIKN |0 S37 DSTEKHC (-4 162 \Y% 4 R87 K

I13 |V 4 L38 F 2 L63 ([PSTACQH |-6 |N88 DS 1

K14 |R 3 P39 SQT 0 164 |VLM 2 L89 |MVI 2

I15 |V 4 G40 E65 |D 3 L90 M 4

Gl6 |EA 0 R41 KN 0 166 |[FV 1 T91

Gl7 |E 0 w42 Ce7 |FS -4 1Q92 [KR 1

Q18 |H 3 K43 RT 0 G638 193 |L 2

L19 (ITVQP 3 |p44 H69 |KQYRN 0 GY4

K20 [(MRTIV -2 K45 IRN -2 K70 RTE 0 bf SE -3
A95

E21 M46 F1LV 0 A71 |TVI -1 |[T96

A22 147 v 4 I72 VTLMER -2 L97 v 2

L23 I 2 bf G48 |V -1 |G73 |STCA 1 N9 8

L24 (IVF 2 G49 T74 |([SAP 0 F99

D25 I50 VL 2 v75 |1 4
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Exemglo 4

Dada uma proteina que contém aminodcidos N, podem preparar-
se péptidos de comprimento L = (N/10) £ 2, qgue apresentem, cada
um, a mesma sequéncia de um segmento da proteina. O péptido n.° 1
coincide com o segmento que comeca com o0 aminodcido 1 e termina
com o aminodcido L, o péptido n.° 2 coincide com o segmento
(L/z+1)—[(1+z)L/z], ..., engquanto o péptido 1 coincide com o
segmento (iL/z+1)—[(i+z)L/z], com i= 1,2,...i, onde i,= zN/L-z.
Por conseguinte, o numero maximo de péptidos gque se vao
produzir é i,+1. A quantidade z controla a sobreposicado permitida
entre dos péptidos consecutivos. Os valores recomendados sao

z= 2,3 que conduzem a 50% e 67% de sobreposicao.

A titulo ilustrativo (realista) escolhem-se os valores
N= 100, L= 10, z= 3. Obtém-se entdo i,= 27 e 67% de sobreposicao.
O numero gue corresponde ao primeiro e ao ultimo aminodcido de

cada um dos 28 péptidos possiveis recolhe-se na Tabela 2.

Correlacionam-se estes resultados com o caso do mondmero do
dimero de HIV-1-PR e supbem-se trés cendrios diferentes que se
seguem na pesquisa dos péptidos que inibem a dobragem: a)
pesqguisa ordenada comecando pelo aminocdcido (aa) 1 e prosseguindo
até aa 100 (i.e., comecando pela extremidade N e prosseguindo até
a extremidade C), Db) pesquisa ordenada mas na ordem inversa (de
100 a 1, ou seja, da extremidade C a N), c) pesquisa aleatédria
comecando pela extremidade N e pela extremidade C, assim como
pelo meio da proteina, e depois afastando-se dessas regides para
cobrir toda a proteina. No primeiro caso seriam necessdarias 26
tentativas para encontrar o inibidor p-LES (péptido n.° 26 da
Tabela 2), no segundo caso 3 tentativas, enquanto no terceiro

caso 12 tentativas (ver Tabela 2).
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Tabela 2: Um exemplo de divisdo da sequéncia de HIV-1-PR em
péptidos. As colunas indicam, respectivamente, o numero de
identificacdo do péptido, o indice i (veja-se o texto), o
fragmento correspondente na sequéncia de HIV-1-PR e (em numeros
romanos) um exemplo de um ensaio de inibicdo ndo sequencial,
partindo do centro da proteina e das extremidades C e N terminais
essencialmente de forma simultdnea. Neste caso a pesquisa termina

apds 12 etapas quando se ensaia o péptido n.° 26

péptido n.° 1 intervalo aleatério
1 _ 1-10 ITI
2 1 4-13 VII
3 2 8-17 XTI
4 3 11-20

5 4 14-23

6 5 18-27

7 6 21-30

8 7 24-33

9 8 28-37

10 9 31-40

11 10 34-43

12 11 38-47 X
13 12 41-50 \Y
14 13 44-53 I
15 14 48-57 IT
16 15 51-60 VI
17 16 54-63 IX
18 17 58-67

19 18 61-70

20 19 64-73

21 20 68-77

22 21 71-80

23 22 74-83

24 23 78-87

25 24 81-90

26 25 84-93 XII
277 26 87-97 VIII
28 27 91-100 v
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REIVINDICAGOES

Processo para a identificacdo de inibidores peptidicos da
dobragem de uma proteina contendo aminodcidos N, cujo

processo compreende:

a) conceber péptidos M de comprimento L normalmente da ordem
de 10 e, em geral, no intervalo de cerca de 4 a cerca de 20,
apresentando, cada, uma sequéncia idéntica a um segmento da
proteina considerada, de modo a cobrir todo o comprimento da
proteina com um determinado grau de sobreposicao, em que M &

um numero inteiro que normalmente varia entre 5 e 50;

b) preparar os péptidos M concebidos individualmente ou em

grupos;

c) preparar solugcdes M contendo cada a proteina em causa e um
dos péptidos numa proporcdo molar adequada e incubar cada das

solugdes a 37 °C;

d) avaliar a eficédcia inibidora do péptido nas solucdes
anteriores ou o grau de desdobragem, ou ambos, mediante
técnicas convencionais, de modo a identificar o péptido

dotado de actividade inibidora em relagdo a proteina.

Processo da reivindicacdo 1, em que N estd compreendido desde

60 a 150.

Processo da reivindicagdao 1, em que o comprimento L do

péptido estd compreendido entre 4 e 20.



10.

Processo da reivindicacao 1, em que o comprimento do péptido

corresponde a L= N/10.

Processo da reivindicacdao 1, em que a etapa (b) é efectuada
sintetizando os péptidos M ou cortando de forma adequada a

proteina alvo, de acordo com processos convencionais.

Processo da reivindicacdo 1, em que a proporgcao molar de

péptido/proteina pode variar desde 1:1 a 10:1.

Processo da reivindicagcadao 5, em que a proporgcdao molar de

péptido/proteina ¢ 3 a 1.

Processo da reivindicacgao 1, em que as etapas (b) e (c) podem

ser substituidas por simulacgdes com programas de computador.

Processo da reivindicacdao 1, em que as etapas (b) e (c) sao
efectuadas através de ensaios espectrofotométricos, ensaios
de equilibrio de sedimentacadao, dicroismo circular ou técnicas

de ressondncia nuclear magnética.

Processo da reivindicagao 1, aplicado a cada dominio de

proteinas de multiplos dominios.

Lisboa, 24 de Junho de 2009
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RESUMO

PROCESSO PARA A IDENTIFICAQAO DE INIBIDORES
DA DOBRAGEM DE PROTEINAS

A  presente invencdo refere-se a um processo para a
identificacdo de inibidores peptidicos da dobragem e, portanto,
da(s) funcédo(des) Dbioldgica(s) de proteinas que nao criam
resisténcia. Em particular, a invencdo refere-se a inibidores de

enzimas virais com uma taxa de mutacao alta.
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