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1-INTRODUCAO

As serpentes Crotalus durissus terrificus encontradas no Brasil
apresentam caracteristicas comuns e observadas nas demais serpentes
peconhentas, tais como cabeca triangular, um par de fossetas loreais e olhos
pequenos com pupilas em fenda. Além disso, apresentam na porc¢ao terminal
da cauda, o guizo ou chocalho, uma caracteristica peculiar desse género, que
facilita sua identificagcdo. De um modo geral sao freqlentes nas regides secas e
pedregosas do Brasil. Por esse motivo, ndo sdo encontradas nas florestas,
como também nas matas umidas a leste da Serra do Mar (1, 2, 3).

Os venenos de serpentes pegonhentas representam uma mistura muito
rica em compostos organicos e inorganicos. De acordo com Bjarnason & Fox
(4), entre os compostos inorganicos estdo o calcio, cobre, ferro, potassio,
magnésio, manganés, soédio, fésforo, cobalto e zinco; outros componentes
incluem carboidratos (glicoproteinas), lipideos (fosfolipideos), aminas
biogénicas, aminoacidos e nucleotideos. A maior parte dos compostos
presentes nos venenos das serpentes € formada por proteinas que sdo 90-95%
de peso seco do veneno (5). Entre as proteinas estdo as chamadas proteases
(metaloproteases e serinoproteases), que apresentam atividade enzimatica,
tendo outras proteinas como substrato. Além disso, varios outros tipos de
enzimas sao encontradas nos venenos tais como: fosfolipases,
fosfodiesterases, colinesterases, aminotransferases, L-amino acido oxidases,

catalases, ATPases, hialuronidases, NAD nucleosidases e L-glicosaminidases

(6).
1.1-As serinoproteases

As serinoproteases sdo componentes enzimaticos encontrados em
diversas pegonhas pertencentes a subfamilia da enzima tripsina, devido a
identidade sequencial (50-70%) e por apresentar elevada especificidade para
diversos substratos. Estas enzimas interferem no controle da regulacdo do
sistema hemostatico em diferentes pontos chaves estendendo-se desde a

cascata da coagulacédo até a regulacdo do sistema fibrinolitico (7). Sé&o



caracterizadas pelos ativadores do sistema fibrinolitico (ativadores de
plasminogénio), pelos procoagulantes (enzimas trombina simile),
anticoagulantes (ativadores de proteina C) e pelas enzimas de agregacgéo
plaquetaria (8). Neste sentido, o veneno de Trimeresurus stejnegeri contém um
ativador que converte plasminogénio em plasmina pela clivagem das liga¢des
entre os aminoacidos Arg561-Val562, apresenta elevada especificidade ao
substrato e resisténcia aos inibidores de plasmina como a a-2 antiplasmina
(9,10). As enzimas trombina simile encontradas na natureza, pertencentes a
classe das serinoproteases, possuem algumas propriedades fisico-quimicas
em comum: sao glicoproteinas com cadeia unica e massa molecular calculada
entre 28 e 60 kDa; sdo ativas em substratos sintéticos especificos de trombina
e compartilham similaridades com esta ultima (11). Apresentam ainda
diferencas na clivagem das ligagbes peptidicas e nas atividades sobre os
fatores da coagulagéo e das plaquetas (12,13). Ha uma variagao consideravel
do conteudo glicosilado entre as diferentes enzimas trombina simile, o que
poderia explicar a diferengca de massa entre elas (14).

A batroxobina, uma enzima trombina simile encontrada no veneno de
Bothrops atrox, usada no tratamento de doengas trombadticas (15), converte
fibrinogénio em fibrina pela clivagem do fibrinopeptideo A (Aa 1-16) na porgao
N-terminal. Dessa forma produz uma rede flexivel de ligacées nao cruzadas
que é rapidamente removida do sistema circulatério pelo sistema fibrinolitico
resultando em um efeito final desfibrinante. O ativador de proteina C (PC) do
veneno de Agkistrodon controtix controtix, uma serinoprotease comercialmente
distribuida como Protac, hidrolisa as ligagdes Arg169-Leu170, agindo de forma
independente dos fatores plasmaticos ndo necessitando da participagdo da
trombomodulina (16). Assim, as serinoproteases desde que facam a ativacéo
catalitica da PC, tem sua acdo faciimente detectada pelos testes de
coagulagao, utilizando-se para tanto de substratos cromogénicos. Por fim, os
diferentes tipos de serinoproteases estudados até o presente momento podem
ser utilizados como ferramentas de diagnéstico ou para a produgédo de

medicamentos de uso clinico.



1.2-As serinoproteases do veneno de Crotalus durissus terrificus

A composicado do veneno das serpentes Crotalus durissus terrificus é
complexa e constituida de enzimas, toxinas e peptideos. O fracionamento em
coluna de Sephadex revela as seguintes enzimas: 5-nucleotidases,
fosfodiesterases, enzima tipo trombina, l-aminoxidases, enzimas com atividade
calicreina tecidual e hidrolase do NAD. As demais fragbes presentes séo as
seguintes: crotamina, crotapotina, fosfolipase A2, giroxina e convulxina. (17)

A giroxina pertence ao grupo das enzimas trombina simile e também a
um grupo maior das serinoproteases. Estas ultimas representam 20% do total
de proteinas presentes nos venenos das serpentes da familia Viperidae.
Caracterizam-se por apresentar um sitio catalitico comum por meio de um
mecanismo que envolve um aminoacido ativo serina altamente reativo e
presente na posicao 195. No seu sitio ativo existe uma triade catalitica
semelhante a presente na tripsina, a qual é formada pelo agrupamento dos
aminoacidos, Ser 195, His 57 e Asp 102 (18).

Este grupo de enzimas é classificado em familias de acordo com as
similaridades nas seqiéncias de aminoacidos. Estas estdo reunidas em clas,
quando consideradas provindas de um ancestral comum, podendo agir em um
ou mais fatores de coagulagédo (19). A Figura 1 a seguir mostra a estrutura
tridimensional da tripsina onde observamos a primeira serinoprotease estudada
com triade catalitica comum das serinoproteinases (Ser 195, His 57 e Asp
102).

Figura 1: Estrutura tridimensional da tripsina onde observamos a triade

catalitica classica das serinoproteinases (Ser 195, His 57 e Asp 102).



Em 1986 Raw et al (20) determinaram por analise em eletroforese que a
giroxina é uma proteina de cadeia unica, com massa molecular estimada em
34 kDa. A estabilidade desta molécula depende do pH, sendo maxima no pH
8.0. Nao é alterada por congelamento e descongelamento ou por tratamento a
40° C durante 15 minutos, porém com atividade maxima em pH 4.0 (21).

Essa neurotoxina ndo é letal, mas causa uma sindrome nos animais,
caracterizada por movimentos rotacionais em volta do eixo central do seu
corpo, dai a origem do seu nome (22). A giroxina também & conhecida por sua
atividade enzimatica trombina-simile, atuando sobre o fibrinogénio humano,
clivando o fibrinopeptideo A da cadeia a préximo ao N-terminal. Os monémeros
de fibrina resultantes polimerizam-se em uma rede que difere da produzida
tradicionalmente pela trombina. Esta rede € instavel e mais susceptivel a ag&o
dos agentes fibrinoliticos (23). A incoagulabilidade sanguinea observada em
casos graves de pacientes picados por serpentes Crotalus durissus terrificus é
decorrente do consumo de fibrinogénio causado por este mecanismo (24).

Estudos com serinoproteases derivadas de veneno de serpentes
(SVSPs) mostraram que estas moléculas apresentam caracteristicas
estruturais comuns a outras proteinas, como a tripsina e a trombina. A
descoberta de isoformas de SVSPs tornou-se freqiente na composi¢cao dos
venenos em decorréncia da padronizagao e aplicacao de novas técnicas de
biologia molecular. Além disso, as mudangas de alguns aminoacidos
provenientes do mesmo RNA mensageiro, pela transcricdo de por¢gdes génicas
ativas (éxons) ou inativas (introns) combinadas aleatoriamente, geram multiplas
formas protéicas com fungdo modificada. Entretanto, devido ao elevado grau
de identidade existente entre as SVSPs e suas isoformas, ndo é possivel
determinar os tipos de intera¢cdes entre estas moléculas e seus substratos
especificos apenas com base em suas similaridades com outras enzimas (25).
Estudos que buscam a investigacdo de estruturas protéicas tornaram-se

essenciais para a caracterizagao e diferenciagao de novas SVSPs.



1.3-Ferramentas de bioinformatica

Devido ao aumento exponencial do numero de seqiéncias de proteinas
disponibilizadas em Bancos de dados nos ultimos anos, algumas ferramentas
computacionais passaram a ter um papel relevante na execugédo de estudos
estruturais e funcionais de moléculas protéicas. Estes programas, que vém
sendo otimizados e melhorados a uma velocidade crescente, sdo capazes de
prever, construir e aperfeicoar modelos tridimensionais tedricos de proteinas.
Por conseguinte, varios exemplos de proteinas de venenos de serpentes, cujas
conformacgdes tridimensionais foram determinadas através da técnica de
cristalografia, estdo disponiveis nos referidos Bancos de dados. Isto demonstra
a importancia deste método experimental para o estudo das toxinas de
serpentes, principalmente em fungado da exatidao pelas informagdes estruturais
obtidas a partir dos experimentos de difragédo de raios X.

Desta forma, estas ferramentas computacionais sdo adequadas para o
estudo de grande parte das proteinas cujas sequUéncias de aminoacidos ja séo
conhecidas, mas que ainda ndo foram objeto de qualquer tipo de analise
estrutural. Desafio maior, entretanto, sera a elucidacéo estrutural de novos
sitios moleculares, principalmente de proteinas, enzimas e receptores. Essas
estruturas serdo a base da revolugado da medicina (26) em que a compreenséo
dos fenémenos bioldgicos em nivel molecular tera papel cada vez mais
relevante. Neste contexto, esforcos tém sido feitos em todo o mundo, no
sentido de elucidar o maior numero possivel de estruturas tridimensionais
(estruturas terciarias e quaternarias) de diferentes proteinas (27, 28).

Apesar das consideraveis inovagdes técnicas, sobretudo nas areas de
cristalografia de raios-X, difracdo de néutrons e de ressonancia magnética
nuclear (RMN), muitos problemas basicos persistem. A obtengdo de amostras
em quantidade suficiente para os ensaios €, em muitos casos, dificil e os
cristais obtidos nem sempre tem a qualidade necessaria para o trabalho
experimental. Isto porque aproximadamente somente uma em cada vinte
proteinas produz cristais adequados para serem estudadas (29).

Por outro lado, a elucidagédo das seqUéncias de aminoacidos (estruturas
primarias) € uma tarefa relativamente mais simples. Por isto, nota-se hoje um

grande hiato entre o numero de estruturas primarias e secundarias disponiveis.



Para se ter uma idéia do problema, em janeiro de 2010, o SWISS PROT (30,
31), o mais importante Banco de dados de estruturas primarias, incluia 514.212
sequéncias de residuos de aminoacidos. No mesmo periodo, somente 62.787
estruturas protéicas estavam disponiveis no PDB (32), o principal Banco de
dados de estruturas terciarias de proteinas. E possivel, em principio, predizer a
estrutura tridimensional de proteinas a partir de sua estrutura primaria. Este
método & conhecido como modelagem de proteinas ab initio (33, 34). A
determinacao da estrutura secundaria de proteinas por este método € um sério
desafio, sendo hoje o maior problema n&o resolvido da biologia molecular
estrutural (35). Ainda ndo se dispbe de algoritmos capazes de simular, com
precisdo, a acdo das leis que regem o processo de enovelamento ou
empacotamento.

A principal razdo é que estas leis ainda ndo sao perfeitamente
compreendidas, o que torna muito dificil obter conformagdes simultaneamente
estaveis e funcionais a custo computacional razoavel. A ferramenta mais bem
sucedida de predicdo de estruturas tridimensionais de proteinas é a
modelagem por homologia, também conhecida como modelagem comparativa
(comparative protein modeling) (36, 37). Outro fato importante € que as
proteinas agrupam-se em um numero limitado de familias tridimensionais.
Estima-se que existam cerca de 5000 familias protéicas (37),
consequentemente, quando se conhece a estrutura de pelo menos um
representante de uma familia, é geralmente possivel modelar, por homologia,
os demais membros da familia.

Baseado nas consideragbes acima € possivel, pelo menos teoricamente
e a partir de informacgdes obtidas em Banco de dados disponiveis na Internet,

propor uma estrutura tridimensional para proteinas em estudo.



2-OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram:

e Purificar, caracterizar e cristalizar a fracdo giroxina do veneno de

Crotalus durissus terrificus;

e Construir o modelo molecular te6rico da giroxina por meio de bases de
dados disponiveis na internet e por meio de programas computacionais

especificos.



3-MATERIAL E METODOS

3.1-MATERIAL

O “pool” de veneno puro, filtrado e liofilizado, extraido de serpentes
adultas Crotalus durissus terrificus, de ambos os sexos e identificadas por
microchip, foi gentiimente cedido em quantidade suficiente pelo Centro de
Estudos de Venenos e Animais Peconhentos da UNESP — CEVAP.

3.2-METODOS

3.2.1-Preparagao das amostras de veneno crotalico

As amostras de veneno bruto liofilizadas foram suspensas em agua Mili-
Q e utilizadas nos procedimentos cristalograficos. Para os procedimentos
cromatograficos foi utilizado apenas o sobrenadante limpido apés diluicdo em

tampé&o Formiato de aménio 0,05 M pH 3,5.

3.2.2-Obtengao da fragao giroxina

Quinhentos miligramas (500 mg) do veneno de Crotalus durissus
terrificus foram suspensos em tampao Formiato de amoénio (0,05 M, pH 3.5) e a
seguir fracionados em coluna de gel filtracdo Sephadex G-75 (110 x 4,0 cm)
previamente equilibrada com o mesmo tampao. Foram coletados cerca de 10
mL/tubo em fluxo de ~25mL/h a temperatura ambiente em sistema de coletor
de fragbes LKB-Pharmacia, para a obtencdo de suas fracdes de diferentes
pesos.

Posteriormente, para a obtencdo da fragdo giroxina do veneno de
Crotalus durissus terrificus, os tubos com atividade coagulante foram reunidos
(100 mg da fracao giroxina concentrada em 5 mL), centrifugados a 12.000 x g
por 10 minutos e aplicados em coluna de afinidade Benzamidina-Sepharose 6B
(8,5 x 2,5 cm) previamente equilibrada com tampao Tris-HCI 0,05M, pH 7.4
(tampéo 1). A eluicdo foi realizada com 30 mL de Tris-HCI 0,05M, pH 7.4 +
NaCl 0,5M (tampao 2) e 20 mL de Glicina 0,02M pH 3,2 (tamp&o 3) sendo as



fracbes eluidas em glicina, neutralizadas diretamente no tubo coletor com 400
mL de Tris-HCI 1,0M pH 9,0. O fluxo de coleta foi de 30 mL/hora, sendo 3,0
mL/tubo a temperatura de 25°C aplicado no sistema de cromatografia liquida
de alta pressdo (HPLC) da AKTA Purifier (Amersham, Pharmacia) segundo
metodologia descrita por Raw et al. (21). A absorbéancia das fragbes coletadas
foram determinadas em espectrofotdmetro Pharmacia, Ultrospec Ill a 280 nm.
Para a analise do grau de pureza, aproximadamente 1mg da giroxina foi
diluido em 250uL de acido trifluoracético (TFA) 0,1% (v/v) e submetido em um
sistema de RP-HPLC, coluna C-2/18 (2,0 x 25,0cm). A eluicdo da amostra foi
inicialmente realizada em acido trifluoracético 0,1% (v/v), seguindo com
gradiente de concentracao linear de acetonitrila 70% em um fluxo de 1mL/min a
temperatura ambiente. O pico unico de giroxina foi separado e liofilizado para a

determinacao das propriedades quimicas e estruturais.

3.2.3-Determinacgdo quantitativa das proteinas

Para quantificar as proteinas presentes nas amostras, solucdes
contendo de 5 a 50ug de proteinas, foram submetidas a dosagem pelo método
de Bradford (38). A curva padrdo foi construida com soroalbumina bovina
(SAB), considerando-se o seu coeficiente de extingdo molar em 280 nm
(0,665). Ap6s a dosagem, o material restante foi separado em aliquotas de

100ug que posteriormente foram liofilizadas e armazenadas a -20° C.

3.2.4-Analise eletroforética

As eletroforeses em gel de poliacrilamida a 14% com agentes
desnaturantes (SDS) foram realizadas conforme a técnica descrita por Laemmli
(39). Para o gel de separacao foram utilizadas as seguintes solu¢des: Tris-HCI
2M pH 8,8, Acrilamida:Bis 30:0,8, TEMED 1% e persulfato de aménio 1%. Para
o gel de empilhamento foram utilizados: Tris-HCI 2M pH 6,8, Acrilamida:Bis
30:08, Temed 1% e persulfato de aménio a 1%. A solucdo de trizma base
0,025M, glicina 0,192M e SDS 0,1% pH 8,3 foi utilizada como tampao para o

catodo e a mesma solugdo para o anodo. As amostras contendo 10ug de



proteinas foram dissolvidas em 20uL do tampao STOP (Tris-HCI 0,06M pH 6,8,
Azul de Bromofenol 0,001%, Glicerol 10% e 10uL de pB-mercaptoetanol 10%).
Em seguida, as amostras foram aquecidas por 3 minutos a 100°C. A
eletroforese foi conduzida a 20 mA, por aproximadamente 50 minutos, até o
indicador azul de bromofenol alcangar o final do gel. Terminada a migragao o
gel foi submetido em coloragéo por prata seguindo um protocolo da Pharmacia
Biotech. O peso molecular foi estimado pelo padrdo de peso molecular 7L
(Sigma), contendo as seguintes proteinas: soroalbumina bovina (66 kDa),
ovoalbumina (45 kDa), gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (36 kDa),
anidrase carbénica (29 kDa), tripsinogénio (24 kDa), inibidor de tripsina (20.1
kDa), a-lactoalbumina (14.4 kDa).

3.2.5-Focalizagao isoelétrica

A eletrofocalizacdo da serinoprotease isolada e purificada do veneno de
Crotalus durissus terrificus foi realizada segundo o método descrito por
Vesteberg (40), com algumas modificagbes como descrito a seguir. O
experimento foi realizado no Departamento de Fisica e Quimica da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP, com a colaboragédo da
Profa. Dra. Eliane C. A. Braga. O gel foi preparado a 7% (m/v) em acrilamida
(solugao estoque: bis-acrilamida 0,8:30), contendo 1,3g de sacarose, 650uL de
anfélitos (Pharmacia 40% de pl variavel de 3,0 a 10,0, 0,17% de TEMED (v/v) e
0,075% de persulfato de aménio (m/v). A solucao do gel foi completada para
um volume final de 10mL de agua destilada e polimerizada em placa de vidro
12X14cm utilizando como suporte uma borracha em forma de U. O gel foi
colocado sobre uma placa refrigerada ligada a um banho termostatizado a 4°C.
A placa milimetrada foi previamente umedecida com glicerina, para melhor
refrigeracao do gel. Dois strips da Pharmacia Biotech foram utilizados para
conectar o gel e os eletrodos de platina, sendo o catodo embebido em uma
solugdo de NaOH 1M e o anodo em &cido fosférico 1M. Os eletrodos de platina
foram centralizados sobre as tiras de papel e o sistema entdo fechado. A fonte
de alta voltagem foi ajustada para valores maximos de 500V, 10mA, 3 Watts e

30 minutos para a realizagdo de uma pré-corrida. Em seguida, as amostras
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foram aplicadas sempre no cruzamento de duas linhas azuis, exatamente
sobre a linha mais central do gel. A fonte foi programada para 1500V, 15mA, 10
Watts e 5h. O final da corrida foi determinado quando a fonte marcasse uma
alta voltagem e uma baixa amperagem (cerca de 1mA). Apos a focalizagéo
isoelétrica, foram seccionados cerca de 1cm de largura (no sentido do
comprimento) de cada extremidade do gel e colocados em tubos de ensaio
contendo 200uL de agua destilada para a leitura do pH ap6s 2 horas em
repouso. Em seguida, foi construido o grafico de determinacdo do gradiente de
pH. O restante do gel contendo as amostras foi fixado em solugédo de acido
tricloroacético por 30 minutos, prosseguindo com a utilizagcdo de um kit para

coloragéao por prata seguindo o protocolo da Pharmacia Biotech.

3.2.6-Seqilienciamento N-terminal

A anadlise da sequéncia N-terminal das enzimas purificadas foi realizada
em um sequenciador automatico de proteinas da Shimadzu (modelo PPSQ-
23A). Uma solugcao com aproximadamente 1mg/mL da enzima foi aplicada no
sequenciador e determinado pelo método de degradagé&o de Edman (41).

Para a sequéncia da Giroxina purificada, utilizou-se a sua seqiéncia N-
terminal comparando-se a sua homologia de aminoacidos com outras quatro
serinoproteases anteriormente seqienciadas e obtidas no NCBI (National
Center for Biotechnology Information) a saber: Trombina simile semelhante a
giroxina de Lachesis muta muta; Ancrod de Agkistrodon rhodostoma; Crotalase
de Crotalus adamanteus e Giroxina da Crotalus durissus terrificus.

As sequéncias foram analisadas por alinhamento usando software
BLAST (42). Estes experimentos foram realizados em colaboragéo com o Prof.
Dr. Andreimar Martins Soares da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de

Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo - USP.

3.2.7-Clonagem e seqiienciamento do cDNA

O RNA total foi extraido a partir da glandula venenifera da serpente
Crotalus durissus terrificus usando o método do Trizol™ conforme

especificacdbes do fabricante. Posteriormente, 5,0 yg do RNA total foram
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submetidos a reacado de transcricao reversa para a sintese da primeira fita do
cDNA da toxina na presenca de transcriptase reversa e oligo dT durante 1 hora
a 42°C. A segunda fita foi sintetizada utilizando-se 2 pyL da reacao descrita
acima, combinados com os primers especificos para enzima, com o objetivo de
amplificar o gene de interesse.

Os primers usados foram desenhados de acordo com a seqliéncia N-
terminal a partir do RNA de Crotalus durissus terrificus pelo método de Trizol™
conforme especificagbes do fabricante. O produto foi analisado quanto ao
tamanho amplificado em gel de agarose a 1,5% e por fim corado com brometo
de etidio. A seguir, foi realizada a purificagdo do produto de PCR utilizando-se
o kit Concert Rapid PCR Purification System (Gibco BRL), conforme as
especificacdes do fabricante.

A reacéao de sequenciamento foi conduzida a partir do produto purificado
usando o kit ABI Prism Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction kit (Perkin Elmer) e a eletroforese no aparelho ABI Prism 377 DNA
Sequencer (Perkin Elmer), usando gel de poliacrilamida a 4%, uréia 6M. A
eletroforese foi conduzida a 1500 V, temperatura de 51° C, durante 7 horas. Os
eletroferogramas obtidos foram analisados através do programa ABI Analysis
Data Collection e as sequéncias foram posteriormente analisadas através do
programa Sequencher versao 3.1.

Estes experimentos foram realizados em colaboragdo com o Prof. Dr.
Andreimar Martins Soares da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo - USP. A seqliéncia obtida foi
analisada quanto a homologia com nucleotideos e aminoacidos com as
seqiéncias de outras toxinas previamente depositadas no GenBank e no
SwissProt pertencentes ao Protein Data Bank (PDB). Além disso, foi realizado
o alinhamento multiplo das seqiiéncias de aminoacidos deduzidas a partir do
software Clustal (43).

3.2.8-Espalhamento dinamico de luz (DLS)

Os experimentos de DLS (44) foram executados com variagdo de
temperatura de 18, 19, 20, 22, 24, 26, 28, 30 e 32°C para a amostra de

Giroxina purificada, em concentragcdo superior a 10 mg/mL utilizando-se o
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equipamento de DLS (DynaPro Titan® - Wyatt Technology Corporation, Santa
Barbara, CA, USA). As amostras foram solubilizadas em agua Mili-Q ou em
tampao 50 mM Fosfato salina (PBS) pH 7,5, centrifugadas por 30 minutos a
12.000 x g a 4°C e em seguida filtradas. Volumes de no minimo 50 pL da
amostra foram cuidadosamente aplicados dentro de uma cubeta de quartzo
evitando-se a formagédo de bolhas de ar. Cada amostra foi mensurada 100
vezes e 0s resultados foram analisados com o software Dynamics V6. A
analise da amostra pelo feixe de raio laser detecta o coeficiente de
translocacao difusional, revelando o raio hidrodindmico da proteina, assim,
estimando seu estado de agregagao e a percentagem da massa molecular da

amostra.

| [Detector
\ Photon Correlator —l

D+: coeficiente de translocacgao difusional. Ry: Raio hidrodinamico. MW: molecular weight ou

peso molecular. (45)

Figura 2: Sistema de espalhamento dindmico de luz, demonstrando a analise
de uma amostra protéica contida em cubeta, por onde passam feixes de raios
laser capazes de detectar os movimentos circulares das proteinas (movimento

Browniano), resultando no grafico de espalhamento de luz.
3.2.9-Cristalizagao da giroxina

Nos ensaios iniciais de cristalizag&o, utilizou-se da técnica de matriz
esparsa (46) pelo método de gota suspensa (hanging drop). Esse € o método

mais adequado para testes iniciais com um grande numero de condi¢des de

cristalizagdo, ja que utiliza quantidades pequenas de proteina em solugéo e
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facilita a analise dos experimentos (MacPherson, 2003). Dessa forma utilizou-
se como amostra a fragédo giroxina purificada e diluida em diferentes solugbes
tais como agua mili-Q ou tampéo fosfato salina 50 mM em concentragbes
superiores a 10 mg/mL.

Esses conjuntos de pocos constituiam-se de placas de acrilico as quais
eram armazenadas a temperatura constante de 18° C. Foram realizadas
variagbes nas condi¢gdes das solugbes de cristalizagdo que apresentaram a
formacao de cristais a fim de se obter cristais mais adequados. Estes foram
observados por microscopia optica e para futura determinacédo da estrutura
molecular por difragdo de raios-X.

Um volume de 0,5 pL de solugéo da fracao giroxina foi acrescida a 0,5
ML da solucéo de cristalizacao presente no pogco formando uma gota sobre a
laminula de vidro previamente limpa. A seguir verteu-se a laminula de cabeca
para baixo a fim de que a gota permanecesse suspensa e isolada em um
sistema hermeticamente fechado pela graxa de vacuo. Foram utilizadas
diferentes solugcbdes provenientes dos Kits de cristalizacdo da Hampton
Research® (solugbes comerciais “Screen | e |I” Hampton Research — Laguna
Miguel, CA, USA).

Assim que o cristal foi obtido, este foi recolhido por meio de uma fina
alca metalica (loop) e criopreservado na mesma solucao de cristalizagdo com
glicerol a 20% e mantido em nitrogénio liquido. Apés, foi transportado ao
Laboratério Nacional de Luz Sincroton (LNLS), onde os padrdes de difracéo
para a proteina cristalizada foram obtidos a partir da captacdo de raios X
difratados pela passagem do feixe de luz de alta energia pela estrutura
cristalina. As imagens coletadas foram processadas em softwares especificos
que relacionam a intensidade dos pontos presentes no padrdo molecular aos

atomos constituintes da proteina analisada.

3.2.10-Modelagem tedrica da giroxina

O modelo tedrico foi construido a partir de técnicas de homologia
(threading), uma vez que a sequéncia da proteina em questdo ndo possui
coordenadas tridimensionais experimentais depositadas no Protein Data Bank

(PDB). As sequéncias utilizadas foram obtidas diretamente a partir do banco de
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dados da NCBI (National Center for Biotechnology Information) as quais
encontravam-se previamente catalogadas com seus respectivos cddigos de
acesso. Para a obtencdo de informacdes a respeito de sua caracteristica
constitutiva tais como, numero de aminoacidos, peso molecular estimado e
ponto isoelétrico (pl) teorico utilizou-se o software ProtParam (47). Os
alinhamentos gerados foram obtidos pelos softwares on-line disponibilizados
pelo ExPASy Proteomics Server (http://www.expasy.org), como o Fugue (48) e
0 HHPred (49).

Para a construgcdo do modelo tedrico da giroxina utilizou-se como
sequéncia alvo, a giroxina-simile B2.1 (gyroxin-like B2.1 precursor, gi:
61741494) e como seqiéncia molde uma serinoprotease proveniente de
Agkistrodon acutus (AaV-SP |, gi: 49258366) conforme o grau de identidade e
homologia determinado pelo servidor HHPred (49). Este procedimento de
comparagao com as amostras contidas no Protein Data Bank foi necessario
pois, no momento da realizagcdo destes experimentos, 0 sequenciamento da
giroxina purificada ndo estava ainda solucionado.

A fim de se obter informagdes estruturais sobre o modelo tedrico
realizou-se o alinhamento multiplo comparativo pelo software Clustal X2 (43)
com outras seis serinoproteases de fungdo semelhante, como demonstrada na
Tabela 1.

Com o intuito de se identificar os potenciais sitios de glicosilagdo da
sequéncia giroxina simile B2.1 utilizou-se o servidor on-line NetNGlyc 1
(www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc). Por fim, o software Modeller (50) foi

empregado para a construcdo do modelo teérico da molécula em questao.
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Tabela 1: Nomenclatura das sequéncias de proteinas utilizadas no
alinhamento comparativo, suas espécies de origem e seus respectivos codigos

de acesso no NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Nomenclatura da proteina Espécie de origem Cdédigo de
acesso no NCBI
Batroxobina Bothrops atrox gi: 211024
Botrombina Bothrops jararaca gi: 545584
Calobina Gloydius ussuriensis gi: 1389589
Bilineobina Agkistrodon bilineatus gi: 2134238
Venobina A (trombina simile) Lachesis muta muta gi: 479945
Ancrod Agkistodon rhodostoma gi: 113827

3.2.11-Dinamica molecular e validagao do modelo teérico final

A dinamica molecular do modelo tedrico foi executada pelo software
GROMACS (Groningen Machine for Chemical Simulation) (51), utilizando-se de
campos de forgca mais adequados para cada complexo. Moléculas de agua
explicitas foram usadas para o calculo da simulagdo de dindmica molecular
(DM). Recorreu-se a protonagéo para a mudanca de grupos do modelo em pH
7.0 no qual trés ions sédio foram adicionados para neutralizar o sistema em
conjunto com o campo de for¢ca. A DM foi executada em 10.000 pico segundos
(ps) a temperatura de 293°K (20°C) e pressao constante de 1 bar, simulando
uma caixa dodecaédrica truncada contendo agua. A distancia entre cada atomo
protéico e a parede da caixa foi de 1.0 nm. O protocolo de algoritmos foi
utilizado para gerar a configuragao inicial do sistema apdés a minimizacéo
energética. A validacédo dos modelos foi realizada por intermédio do software
PROCHECK (52).

3.2.12-Aprovacio do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica de

pesquisa em Experimentagao Animal.

O referido projeto foi certificado pelo CEEA (Comissdo de ética na
experimentacéo animal) no dia 28 de agosto de 2008 pelo protocolo n° 691 e
esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado

pelo Colégio Brasileiro de experimentagcdo Animal (COBEA).
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4-RESULTADOS

4.1-Purificagao do veneno de Crotalus durissus terrificus por meio da

cromatografia liquida de alta pressao (HPLC).

A cromatografia por exclusdo de peso molecular em coluna de

Sephadex-G75 apresentou seis picos caracteristicos, visualizados na figura 3.
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Figura 3: Fracionamento do veneno de Crotalus durissus terrificus em coluna

de filtragdo por exclusao de peso molecular em Sephadex G-75 mostrando seis

picos caracteristicos, previamente equilibrada com tampé&o formiato de aménio

50 mM, pH 3,5 e coletados cerca de 10mL/tubo em fluxo de ~25mL/h a

temperatura ambiente (25°C).

O monitoramento de todas as fragdes eluentes foi feito em absorbancia
de 280 nm e por meio de atividade coagulante sobre o plasma. Os tubos com
atividade coagulante, pertencentes ao pico Il, foram reunidos e seu conteudo
foi aplicado em coluna de afinidade Benzamidina-Sepharose, o que permitiu
uma separacao efetiva (purificacdo) das enzimas coagulantes dos demais
componentes do veneno.

A cromatografia de afinidade em coluna de Benzamidine-Sepharose 6B,

gerou trés picos de serinoproteases designados A, B e C conforme figura 4.

17



Abs 230nm
-
._‘—\—\_\_\_._ (.

Figura 4: Cromatografia de afinidade em benzamidina-sepharose 6B (8,5 x 2,5
cm) da fragao Il. A coluna foi equilibrada com o tampao Tris-HCI 0,05M pH 7,4
(Tampéo 1). Amostra: 100mg da fragao Il concentrada em 5mL e centrifugada
a 12.000 xg por 10 minutos e aplicada a coluna. A eluicdo foi feita
respectivamente, com 30 mL de Tris-HCI 0,05M pH 7,4 + NaCl 0,5M (Tampao
2) e 20mL de Glicina 0,02M pH 3,2 (Tampao 3), sendo as fragdes eluidas em
Glicina, neutralizadas diretamente no tubo coletor com 400uL de Tris-HCI 1,0M
pH 9,0. Fluxo de 30 mL/hora, sendo coletados 3,0mL/tubo a temperatura
ambiente (25°C).

4.2-Avaliagao do grau de pureza

Os tubos com atividade coagulante, referentes ao pico C da Figura 4,
foram reunidos e avaliados em relagcéo ao seu grau de pureza.

A figura 5 revela a avaliagdo do grau de pureza da serinoprotease
isolada e purificada. A analise eletroforética realizada em SDS-PAGE a 13,5%
revelou o aparecimento de uma unica banda em intensidades diferentes. As
bandas 2, 3, 4 e 5 representam as concentragdes de 2, 4, 8 e 10 ug da fragéo
purificada respectivamente, conforme o observado na figura 4. Os marcadores
padrées de peso molecular sdo visualizados nos itens 1 e 6 da figura 5A. A
focalizagao isoelétrica para determinagcdo do ponto isoelétrico (pl) da fracao
purificada foi observada a 5.5, conforme figura 5B. A cromatografia liquida de

alta eficiéncia em coluna de fase reversa revelou um unico pico referente a
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proteina de interesse que foi eluida em torno de 70 minutos, demonstrando

assim, o alto grau de pureza da amostra.

Figura 5. Analise do grau de pureza da serinoproteinase isolada e
purificada. (A) Gel de poliacrilamida a 13,5% com agente desnaturante (SDS).
Em 1 e 6 - Padrdao de Peso Molecular (45, 29 e 14kDa) e em 2 a 5 —
Serinoproteinase purificada, 2, 4, 8 e 10ug, respectivamente. (B) Focalizagc&o
isoelétrica para determinacao do ponto isoelétrico (pl) da proteina purificada.
(C) Cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa C2/C18
(4,6 x 100 mm) de 1mg da proteina purificada. A coluna foi equilibrada nos
solventes de corrida (solvente A: acetonitrila 5%, TFA 0,1%; solvente B:
acetonitrila 60%, TFA 0,1%) e a eluigdo seguiu com um gradiente de 0 — 100%
de concentragdo do solvente B, com um fluxo de 1,0mL/min. durante 110
minutos. A proteina de interesse foi eluida em torno de 70 minutos. Os picos
foram monitorados na absorbancia de 280nm, e registrados por software Dataq

(Dataq, Inc.).
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4.3-Seqiienciamento N-terminal

Os 20 primeiros aminoacidos foram obtidos da serinoprotenase
purificada e mostraram uma identidade de 100% com outras serinoprotenases
previamente depositadas no NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Foram elas: Proteina trombina simile de Lachesis muta muta,
Ancrod (proveniente de Agkistrodon rhodostoma), Crotalase (proveniente de
Crotalus adamanteus) e a Giroxina de Crotalus durissus terrificus. A figura 6

revela estes resultados.

10 20 30 40 48
1Lmm VIGGDECNIN EHRFLVALYD GLSG-TFLCG GTLINQEWVL TAQHCNRS
2 Anc VIGGDECNIN EHRFLVALYD GTNW-TFICG GVLIHPEWVL TAEHCARR
3Cro VIGGDECNIN EHRFLVALYD YWXQ-XFL
4 Gyr VIGGDECNIN EHRFLVALYE YWS-ESFL CGG
5Gir VIGGDECNIN EHRFLVALYE

Figura 6. Comparacéao entre as seqiéncias N-terminais do sequenciamento da
(1-Lmm) thrombin-like analoga a giroxina de Lachesis muta muta, (2-Anc)
Ancrod de Agkistrodon rhodostoma, (3-Cro) Crotalase de Crotalus adamanteus
e (4-Gyr) Giroxina da Crotalus durissus terrificus e (5-Gir) a sequéncia obtida

por meio do seqlenciamento realizado na giroxina por nos purificada.

Diante destes resultados, podemos entao classificar a serinoprotease isolada e

purificada do veneno de Crotalus durissus terrificus como giroxina.

4.4-Clonagem e seqiienciamento do cDNA

Foi obtida a sequéncia completa de cDNA da giroxina por meio de RT-
PCR, o qual apresentou 714pb codificados para uma proteina completa
contendo 238 residuos de aminoacidos. O sequenciamento direto a partir da
regidao N-terminal da enzima (sequéncia: VIGGDECNINEHRFLVALYE)
confirmou que a seqiéncia cDNA obtida realmente codificou para esta enzima

isolada do veneno de Crotalus durissus terrificus conforme figura 7. A massa
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molecular e pl tedricos calculados foram de 26.690 e 6.1 respectivamente

conforme analise do soffware ProtParam (47).

gtcattggaggagatgaatgtaacataaatgaacatagattccttgtagccttgtatgaa
v I G 6 b E ¢ N I N E H R F L V A L Y E
tattggtctcagagttttctctgecggtgggactttgatcaacggggaatgggtgetcact
Yy w s ¢ s ¥ L C G G T L I N G E W Vv L T
gctgcacactgcgacaggaaacatatcttaatatacgttggtgtgcatgaccgaagtgtg
A A H C DRKH I L I ¥ V GV H D R S V
caatttgacaaggagcagagaagattcccaaaagagaagtacttttttaactgtagaaat
Q ¥ D K E Q R R F P K E K Y F F N C R N
aactttaccaaatgggacaaagacatcatgttgatcaggctgaacaaacctgttagttac
N F T K W D K D I M L I R L N K P V S Y
agtgaacacatcgcacctctcagcttgccttccageccctcecccattgtgggatcagtttge
S E H I A P L S L P S S P P I V G S V C
cgtgttatgggatggggtacaatcaaatctcctcaagagactttgecctgatgtccctcecat
R vM™M G W G T I K S P Q E T L P D V P H
tgtgctaacattaacctacttgattatgaagtgtgtcgaacagctcacccacaatttcgg
c AN I N L L DY E V C R T A H P Q F R
ttgccagcgacaagcagaatattgtgtgcaggtgtcctggaaggaggcatagatacatgt
L p A TS R I L C A G V L E G G I D T C
catcgtgactctgggggacccctcatctgtaatggagaattccagggcattgtatcttgg
H R D S G G P L I C N G E F O G I V S W
ggagacggtccttgtgcccaaccggataagcctgeccctctacagcaaggtcttecgatcat
G b G P C A Q P D K P A L Y S K V F D H
cttgactggatccagaacattattgcaggaagtgaaactgtgaattgcccctegtga

L b w I ¢ N I I A G S E T V N C P S -

Figura 7. cDNA completo de giroxina obtido a partir do RNA total extraido de
glandula de veneno de Crotalus durissus terrificus por meio da técnica RT-
PCR.

4.5-Espalhamento dinamico de luz (DLS)

A amostra da giroxina na concentracédo de 1mg/mL foi diluida em 60 pl
de tampéao fosfato salina 50 mM (PBS) e analisada para uma variagcao de
temperatura de 18, 19, 20, 22, 24, 26, 28, 30 e 32°C. Obteve-se um resultado
mais adequado para a analise da giroxina em solu¢céo tampao fosfato salina 50
mM a temperatura de 28°C devido a baixa polidispersividade (11,6%) e a alta
quantia de massa analisada (99.7%). Sua massa molecular foi estimada em 27

kDa conforme figura 8.

21



Figura 8: Analise pelo teste de Espalhamento dindmico de luz pelo software
Dynamics V6 (44) da giroxina isolada e purificada do veneno de Crotalus

durissus terrificus tendo sua massa molecular estimada em 27 kDa.
4.6-Cristalizacao da giroxina

A figura 9 mostra um cristal da giroxina, proveniente da solu¢ao n°2 do
Kit Crystal Screen 2 da Hampton Research® constituida de 0.5 M Cloreto de
sédio, 0.01M Cloreto de magnésio hexaidratado e 0.01 M Brometo de
hexadecitrimetilamdnio. Posteriormente com o intuito de se avaliar a sua
constituicdo utilizou-se o corante Isit® (Figura 10). A partir desta coloracéo,
pode-se revelar que a amostra testada tratava-se de um cristal de constituicdo

protéica.
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Figura 9. Cristal da giroxina isolado e purificado do veneno de Crotalus
durissus terrificus obtido ap6s 60 dias de observacéo a partir de técnica de

cristalizagao por gota suspensa “hanging drop”.

Figura 10. Cristal da giroxina isolado e purificado do veneno de Crotalus

durissus terrificus corado com Isit®

A figura 11 mostra um cristal de giroxina, formado a partir de sua
incubacdo com a solugdo n° 5 do Kit Crystal Screen 1 — Hampton Research®
constituida de 0.2 M Citrato de sodio, 0.1 Tris HCI pH 7.5 e 30% de 2,2-metil 4-
pentanodiol (MPD).
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Figura 11. Cristal da giroxina isolado e purificado do veneno de Crotalus
durissus terrificus incubado durante 120 dias de observagéo, obtido com a
solucdo n° 5 do Kit Crystal Screen 1(Hampton Research®) constituida de 0.2 M
Citrato de sddio, 0.1 Tris HCI pH 7.5 e 30% de 2,2-metil 4-pentanodiol (MPD).

Posteriormente o cristal foi recolhido e mantido criopreservado em
nitrogénio liquido. Em seguida foi levado para difragdo de raios-X no
Laboratério Nacional de Luz Sincroton (LNLS — Campinas/SP). A partir desta
analise, foi possivel obter o padrao de difragdo para o cristal conforme figura
12. A distribui¢do concéntrica uniforme do espalhamento dos feixes de raios-X
e o valor de 3.5 A para a imagem do padrédo de difracdo revelaram que a

constituicdo do cristal coletado é protéica.
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Figura12. Padrao de difragéo para a giroxina isolada e purificada do veneno de
Crotalus durissus terrificus obtido a partir da solugdo n° 5 do Kit Crystal

Screent.

4.7-Modelagem tedrica da fragao giroxina do veneno de Crotalus durissus

terrificus

4.7 1-Informagées sobre a sequéncia alvo giroxina simile B2.1 de

interesse, gerada pelo soffware computacional ProtParam

A sequéncia catalogada proveniente de cDNA de glandulas de veneno
de Crotalus durissus terrificus designada como giroxina simile B2.1 (Gyroxin-
like B2.1, gi: 61741494) foi obtida a partir do banco de dados de acesso publico
Protein Data Bank (PDB) e analisada pelo software ProtParam (47) conforme

figura 13.
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Figura 13. Composigcdo e localizagdo dos aminoacidos da sequUéncia alvo
giroxina simile B2.1 obtida no PDB e posteriormente analisada pelo software

ProtParam.

Portanto, a partir destas analises, foi possivel conferir a giroxina um
numero de aminoacidos de 238, seu peso molecular estimado em 26585.3 e

seu pl tedrico de 6.24.

4.7.2-Alinhamento multiplo de sequéncias comparativas com sequéncia

alvo giroxina simile B2.1 utilizando o software Clustal X2

A estrutura previamente catalogada como giroxina simile B2.1 (n° 4)
foi alinhada com outras seis seqiéncias de serinoproteinases sendo:
Batroxobina (n° 1), Botrombina (n° 2), Calobina (n° 3), Bilineobina (n° 5),
Trombina simile de Lachesis muta muta (n° 6) e Ancrod (n° 7) a fim de se obter
informacgdes estruturais sobre a presencga de sitios de atividade especifica ao
fibrinogénio designados S1 e S2, deteccédo do loop 90, sitios hidrofobicos e
sitios carregados positivamente. Os alinhamentos sdo mostrados como

idénticos (*), alta similaridade (:) e baixa similaridade (.) conforme figura 14.
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Figura 14. Alinhamento de sequéncias multiplas da giroxina simile B2.1
comparadas com seis outras serinoproteases usando o Clustal X2 (43). Os
espacgos indicados por tragcos representam regibes sem aminoacidos. Sitios
ativos estdo marcados em negrito, sitios especificos S1 e S2 (X), o loop 90
(C93-W99) sublinhado para a giroxina simile B.1 e marcado em vermelho para
a enzima trombina simile de Lachesis muta muta, sitios hidrofobicos (V) e
sitios carregados positivamente (). Numeragdo de acordo com o

quimiotripsinogénio (53).
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4.7.3-Referéncias de alinhamento da sequéncia homéloga pelos softwares

ExPASy e HHPred para a sequéncia alvo giroxina simile B2.1

Os alinhamentos foram gerados ©pelos softwares on-line
disponibilizados pelo ExPASy Proteomics Server (http://www.expasy.org) e
pelo servidor HHPred (48). Dessa forma escolheu-se, como sequéncia molde,
a serinoprotease proveniente de Agkistrodon acutus (cédigo de acesso: 10p0).
Esta seqléncia foi baseada nos valores de parametro pelo HHPred (48) mais
adequados tais como: probabilidade de alinhamento (100%), a auséncia de
erros de alinhamento ao acaso (E-value = 0%), pontuacéo (Score = 353.45) o
namero de aminodacidos alinhados (234), identidade de 60% e similaridade
(1.093) com a sequéncia giroxina simile B2.1

A partir destes resultados obteve-se a estrutura observada na figura 15
que serviu de molde para a criagcao do modelo tedrico da fragdo giroxina do
veneno de Crotalus durissus terrificus. Seus dados cristalograficos foram de
2.00 A de resolugdo, R-Value = 18% (obs.), R-free = 20.8% e pertence ao
grupo espacial P242424. Tais informag¢des foram obtidas no servidor RCSB do

Protein Data Bank.

Figura 15: Modelo estrutural de referéncia da serinoprotease proveniente de
Agkistrodon acutus (54) obtida pelo HHPred para a criagdo do modelo teérico

da fragao giroxina do veneno de Crotalus durissus terrificus.
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4.7.4-Determinagdao dos potenciais sitios de glicosilagdo da seqiiéncia

alvo giroxina simile B2.1

A determinacédo dos potenciais sitios de glicosilagdo para a sequéncia
alvo giroxina simile B2.1 foi realizada pelo servidor NetNGlyc 1
(www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc). A analise apresentou um potencial sitio
de glicosilagdo sendo determinando pela sequiéncia de aminoacidos: Asn-X-

Thr/Ser localizando-a assim no aminoacido Asn81, conforme a figura 15.

HetHolys 1.8% predicted M-glycosylation sites in Seguence

Fotential
Threshold ——

B.73

.3

B.23

H-glycosgylation potential

8 T T T T
a 58 168 158 264
Seguence position

Figura 16. Representacédo da localizagdo do potencial sitio de glicosilacao da

sequéncia alvo giroxina simile B2.1.

4.7.5-Construcao do modelo tedrico da fragao giroxina do veneno de

Crotalus durissus terrificus

A modelagem tedrica da giroxina do veneno de Crotalus durissus
terrificus foi realizada pelo software Modeller (50) e a visualizagdo do modelo
téorico pelo software PyMOL (55). Dessa forma, a Figura 17 mostra o modelo
estrutural concebido, o qual se revelou como um estrutura globular
monomeérica, apresentando duas estruturas alfa-hélice (vermelho), contendo os
residuos 146-152 e 215-227, duas estruturas B-barris formada por seis folhas
anti-paralelas (amarelo) e loops (verde), cinco pontes dissulfeto (azul) e a

triade catalitica (laranja).
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His57
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Figura 17: Estrutura tedrica da proteina giroxina proveniente do veneno de
Crotalus durissus terrificus visualizada pelo soffware PyMOL (55), revelando-se
como estrutura globular monomérica, apresentando duas estruturas alfa-hélice
(vermelho), contendo os residuos 146-152 e 215-227, duas estruturas (-barris
formada por seis folhas anti-paralelas (amarelo) e loops (verde), cinco pontes

dissulfeto (azul) e a triade catalitica (laranja).

4.7.6-Dinamica molecular e validacao do modelo tedrico final da fragao

giroxina do veneno de Crotalus durissus terrifucus

A simulagdo da dinamica molecular foi realizada pelo software
GROMACS (Groningen Machine for Chemical Simulation) e pelo programa
ProSa2003 (56) gerando dois graficos. Foram analisadas as variagdes da
oscilagao estrutural em um intervalo de tempo de 10000 pico-segundos (ps), 0
qual apresentou uma tendéncia de estabilizagao a partir de 3000 ps (figura 18)
com oscilagées de 0.1 nm. As oscilagbes dos residuos de aminoacidos estéo

representadas na figura 19, sendo a maior oscilagao presente nos residuos 50-
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70 e 170. As figuras 18 e 19 mostram o tempo de estabilizagdo e os residuos
mais oscilantes da estrutura teérica da giroxina. A figura 20 mostra as regides
estruturais de maior oscilagdo para o modelo teérico da fragdo giroxina,
predizendo assim o seu comportamento em condi¢cdes especificas para a

dindmica molecular que visa simular condi¢des “in vivo”.

RMSD
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Figura 18. Padrdo de desvio médio da oscilagdo da estrutura teérica do
modelo tedrico da giroxina em nandmetros (backbone) para 10.000 pico-
segundos. Linhas de variagdo média em ascensdo (azul) e estabilizacéo

oscilatéria (vermelha).
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Figura 19. Padrao da oscilagdo da posicao dos residuos de aminoacidos que
compdem estrutura tedrica (backbone) do modelo tedrico da giroxina para

variagdo média de 0,15 nm (linha vermelha).
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Figura 20. Regiées de maior oscilacédo observadas apds dinamica molecular
(lilds) para a estrutura tedrica da fracdo giroxina. Estrutura visualizada pelo
software PyMOL (55).
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5-DISCUSSAO

A purificagdo de moléculas presentes nos venenos de serpentes exige
critérios e técnicas padronizadas de manipulacdo. A amostra final deve ter
qualidade, ou seja, grau de pureza aléem de manter sua atividade original.
Portanto, os ensaios de purificagdo devem proporcionar a amostra de veneno o
minimo de alteragcbes na sua composicdo e consequentemente em suas
atividades bioldgicas. O conhecimento da estrutura primaria das proteinas dos
venenos animais, e principalmente da composicédo de aminoacidos, devem ser
levadas em consideracdo na indicacdo dos métodos cromatograficos
(cromatografia de troca idnica, filtracao, afinidade, etc.) a serem utilizados.

O processo de purificagdo realizado neste estudo apresentou dois
passos cromatograficos distintos, a saber: gel filtracdo em sephadex G-75
seguida de afinidade em benzamidina-sepharose 6B. A partir do processo de
gel filtracdo foi possivel obter seis picos caracteristicos de separagdo do
veneno de serpentes Crotalus durissus terrificus (C.d.t.). Seki et al. em 1979
(21) e Raw et al. em 1986 (20) descreveram este perfil que pode ser
respectivamente compativel com as moléculas de (1) convulxina, (Il) giroxina,
(1) crotoxina, (1V) inter-cro, (V) crotamina e (VI) peptideos.

Diante disso, os tubos contendo amostras com atividade coagulante,
referentes ao pico Il da cromatografia de gel filtracdo descrita acima, foram
reunidos e aplicados em coluna de afinidade benzamidina-sepharose 6B,
especifica para serinoproteases, de acordo com o método descrito e proposto
por Alexander et al. (57).

Este novo processo resultou em trés picos distintos conforme a eluigédo
pela glicina, sendo, portanto, revelado trés serinoproteases. Estes resultados
diferem dos encontrados por Alexander et al. (57), que obtiveram apenas dois
picos protéicos ap6s a eluigdo com benzamidina. Estes autores (57) verificaram
também que somente o segundo e menor pico apresentou atividade coagulante
trombina simile caracteristica da giroxina. Os tubos que apresentaram atividade
coagulante, referentes ao pico C da figura 4 do presente estudo, foram
reunidos e avaliados em relagdo ao seu grau de pureza.

Este processo cromatografico modificado permitiu o isolamento de

outros dois picos (A e B da figura 4) que nao apresentaram atividade
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coagulante. No entanto, estes podem representar importantes serinoproteases
isoladas do veneno de C.d.t. e ainda nao descritas. Estudos cristalograficos
posteriores, a fim de se conhecer a estrutura e fungcdo dessas proteinas,
deverao ser realizados e poderio esclarecer esta duvida.

A avaliagdo do grau de pureza da amostra isolada e purificada do
veneno de C.d.t. com atividade coagulante foi realizada por meio do seu perfil
eletroforético, focalizagao isoelétrica e cromatografia liquida de alta eficiéncia
em coluna de fase reversa C2/C18 conforme observado na figura 5.

A eletroforese vem sendo um método de identificacdo de proteinas
utilizado e padronizado desde 1970 (39), sendo uma das principais técnicas
empregadas na investigacdo bioquimica. Trata-se de um método barato,
rapido, de facil execugcédo e geralmente empregado como primeiro método de
analise de proteinas. Seki et al em 1979 (21), Raw et al. em 1986 (20)
utilizaram a técnica de eletroforese para a visualizagdo da amostra pura de
giroxina isolada e purificada do veneno de C.d.t. Esta se apresentou como uma
proteina de cadeia unica, com massa molecular estimada em 34 kDa. A figura
5A obtida neste experimento revelou um peso molecular em torno de 29 KDa
para a giroxina, resultados estes diferentes dos autores acima referidos. Esta
diferenca poderia ser explicada pelo fato de que as diversas enzimas trombina
simile encontradas nos venenos de serpentes apresentem variagdo no seu
conteudo glicosilado (10).

Estudos recentes conduzidos por de Oliveira et al. (58) obtiveram a
giroxina por meio de gel filtracdo seguida de troca-ibnica. Neste ultimo
processo obtiveram trés picos distintos. Apenas o pico I, de maior
concentragao, foi o Unico a apresentar atividade coagulante, diferindo, portanto
dos resultados encontrados no presente estudo. Isto pode ser explicado devido
a utilizacdo de diferentes protocolos de purificagdo. Deve-se salientar que, os
autores acima referidos (20, 21, 57) encontraram o peso molecular da giroxina
purificada de aproximadamente 30 Kda corroborando com nossos resultados.

O ponto isoelétrico (pl) de aproximadamente 5,5 da serinoprotease
purificada indica que a mesma possui sua apresentagcdo em pH acido,
concordando com outros estudos que indicam que as serinoproteases

apresentam Pl variavel entre 4,6 a 6,6. (10).
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A figura 5C, obtida por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia
em coluna de fase reversa C2/C18, revelou um unico pico eluido demonstrando
assim o elevado grau de pureza da proteina purificada. Estes resultados
habilitaram a amostra para continuidade dos estudos estruturais e
cristalograficos.

Com o objetivo de se mostrar que a proteina isolada e purificada a partir
de veneno de Cdt tratava-se realmente da giroxina, foi realizado o
seqlenciamento dos 20 primeiros aminoacidos N-terminal da mesma. Os
resultados obtidos mostraram uma identidade de 100% com a proteina
(giroxina de Cdt) previamente depositada no banco de dados internacional.
Também foi comparada a outras serinoproteases tais como o Ancrod (de
Agkistrodon rhodostoma), a Crotalase (de Crotalus adamanteus) e a proteina
analoga encontrada em Lachesis muta muta (Figura 6) obtendo uma identidade
de 50 a 60% com estas (59).

Estes resultados em seu conjunto sugerem que os protocolos de
purificagdo utilizados para o isolamento e purificagdo da giroxina foram
eficientes e garantiram a integridade estrutural desta proteina.

Outra forma de obtencdo da proteina desejada é a sua expresséo,
clonagem e seqienciamento por meio de técnicas moleculares. As bibliotecas
de cDNA consistem em cole¢des de clones recombinantes de cDNA derivados
de toda a populagcdo de RNAs mensageiros das células ou do tecido de
interesse no momento da coleta (60). Nos ultimos anos diversos autores
relataram em seus trabalhos o uso de bibliotecas de cDNA construidas a partir
de moléculas de mRNA presentes em glandulas de peconhas de serpentes de
diferentes espécies. Uma vez obtida a colecdo de cDNA desejada, moléculas
especificas podem ser isoladas, assim como podem ser realizados
levantamentos detalhados da variabilidade de toxinas presentes em diferentes
peconhas (61, 62, 63).

A possibilidade de se encontrar novas moléculas em bibliotecas de
cDNA de glandulas de peconha de serpentes, com potencial aplicagéo clinica,
€ muito elevada. A producao dessas proteinas em grandes quantidades na
forma recombinante facilitaria significativamente seu estudo, bem como suas
aplicagbes terapéuticas. Junqueira de Azevedo & Ho (62) relataram a

construgdo de um biblioteca de cDNAs a partir de glandulas de peconha de
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Bothrops insularis. Os cDNAs originados de mRNAs presentes na glandula de
veneno foram ligados a plasmideos e sequenciados, totalizando 610 clones
reunidos em 297 clusters, permitindo-se identificar 210 produtos génicos. Deste
numero de clusters, 85 correspondiam as sequiéncias de toxinas, a saber: 23%
metalopeptidases; 11,1% peptideos potencializadores de bradicinina; 8% de
lectinas tipo C; 5,4% de serinopeptidases, 3,8% de fosfolipases A, entre
outras. Os demais clusters correspondiam a proteinas celulares, a maior parte
envolvida na expressao de genes e proteinas, refletindo uma especializagao do
tecido glandular do animal para a sintese de toxinas.

Segundo Oliveira et al., (58) a giroxina extraida do veneno de Crotalus
durissus terrificus compartilha uma alta sequéncia e similaridade estrutural
(acima de 90%) com outras SVSPs incluindo a extensao N-terminal observada
em serinoproteases isoladas da glandula destas serpentes.

O sequenciamento direto da regido N-terminal da enzima e obtido neste
estudo (VIGGDECNINEHRFLVALYE) confirmou que a sequiéncia cDNA obtida
realmente codifica a enzima isolada do veneno de Crotalus durissus terrificus.
Dessa forma, obteve-se a sequiéncia completa de cDNA da giroxina através de
RT-PCR, o qual apresentou 714 pb os quais codificam para uma proteina
completa contendo 238 residuos de aminoacidos. Comparando-se proteinas
com funcgdes similares de diferentes espécies, € possivel construir arvores
filogenéticas para estudos evolutivos. Estas informacdes estdo de acordo com
outras proteinas trombina similes, como a enzima BjussuSP-I de Bothrops
Jararacussu, na qual sua analise N-terminal apresentou 696 bp e codificou uma
estrutura primaria com 232 residuos de aminoacidos (63, 64). Tal proximidade
no numero de residuos de aminoacidos para as proteinas completas pode
revelar um elevado grau de identidade para proteinas com fungdo homdloga
contidas no veneno de diferentes espécies de serpentes.

A escolha da giroxina B2.1 como molde para o presente estudo foi muito
apropriado. Isto porque recentemente Yonamine et al (65) em estudo de
clonagem e expressao funcional da giroxina homoéloga de Cdt em células COS-
7 verificaram que a sequéncia protéica da giroxina B2.1 (AY954040),
previamente depositada no GenBank, e comparada com outras 21

serinoproteases foi a que apresentou a maior similaridade entre elas (99,55%).
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Portanto, os resultados obtidos reforcam e concordam com os encontrados por
Yonamine et al. (65).

Para se estimar o estado de agregagao da proteina purificada em estudo
realizou-se o espalhamento dindmico de luz (DLS). Os resultados obtidos
revelaram uma massa molecular de 27 kDa corroborando com 0s nossos
achados que foram em torno de 29 kDa e discutidos anteriormente. O total de
massa analisada (97%) demonstrou uma uniformidade em seu estado de
agregacéao, possivelmente globular monomérica (53, 54), apresentando desta
maneira, condi¢gdes adequadas para o inicio dos estudos de cristalizag&o.

A cristalografia de proteinas tem contribuido muito para o
desenvolvimento de diversas areas de pesquisa, esclarecendo mecanismos de
reacoes, fungdes de macromoléculas e fornecendo informagdes, tanto
utilizadas para entender doengas quanto para desenvolver novas drogas e
vacinas (60). O estudo estrutural de moléculas biologicamente ativas por meio
da técnica de difragdo de raios-X requer inicialmente a obtencéo de cristais da
proteina em questdo. O método mais utilizado é o da difusdo de vapor, que
permite o uso de pequenos volumes de amostra (£ 2 yL), possibilitando a
verificagdo de um numero maior de possiveis condicbes para a sua
cristalizagdo (64). Estudos prévios de cristalizacao desenvolvidos por Oliveira
et al., (58) com uma serinoprotease proveniente de Crotalus durissus
collilineatus, obtiveram cristais em quatro condigdes a saber: (1) 0.1M Tris-HCI
pH 8.0, 20% PEG 8000 e 0.2 M de sulfato de aménio, (2) 0.1 M cacodilato de
sédio pH 6.5, 25% PEG 4000 e 0.2 M NaCl, (3) 0.1 M Hepes pH 7.5, 24% PEG
3350 e 0.2 M cloreto de litio e (4) 0.1 M cacodilato de sédio pH 6.5, 18% PEG
8000 e 0.2 M de cloreto de magnésio.

Neste estudo, a presenca do polietilenoglicol (PEG) de diferentes pesos
moleculares favoreceu a formacdo de estruturas cristalinas para a
serinoprotease purificada. Todavia solugbes diferentes acrescidas com alcool
MPD apresentaram melhores condicbes para os ensaios de cristalizagao.
Foram utilizadas trés solugbes: (1) 0.5 M cloreto de sbédio, 0.01M cloreto de
magnésio hexaidratado e 0.01 M brometo de hexadecitrimetilaménio; (2) 0.2 M
citrato de sodio, 0.1 Tris HCI pH 7.5 e 30% de 2,2-metil 4-pentanodiol (MPD); e
(3) 0.2M sulfato de litio, 0.1M Tris-HCI pH 8.5 e 30% PEG 4000. As variagdes

nos componentes da segunda solugéo (citrato de so6dio e MPD) e da terceira
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solucdo (sulfato de litio e PEG 4000) apresentaram resultados promissores. O
cristal obtido pela segunda condig&o, corada pelo Isit, detectou sua composigéo
protéica. O cristal assim obtido foi levado para a difracao de raios X no Centro
Nacional de Luz Sincotron e apresentou um bom padrao de difragéo, suficiente
para confirmar pelo menos a constituicdo protéica da enzima giroxina.

As solucdes empregadas no presente estudo foram mais promissoras
que as empregadas por de Oliveira et al (58). Neste ultimo caso os autores
obtiveram cristais apenas de serinoprotease de veneno de Crotalus durissus
collilineatus. Portanto, trata-se de uma proteina de dificil cristalizagdo a qual
ainda n&o se encontra publicada na literatura, nem o seu cristal, nem a sua
estrutura tridimensional. Esta ultima encontra-se publicada, embora baseada
apenas no seu modelo tedrico (58).

Portanto, pela grande dificuldade de cristalizagédo das serinoproteases
de maneira geral, bem como da giroxina, foi proposto a sua analise estrutural
por meio da modelagem tedrica.

Estudos de modelagem teérica foram conduzidos na elucidacdo de
estruturas tridimensionais de proteinas de serpentes (66, 67). Infelizmente o
acumulo de informacdes estruturais ndo cresceu com a mesma rapidez que os
dados referentes ao seqlenciamento destas proteinas. Isto se deve
principalmente a falta de teorias preditivas para a formacdo de cristais,
necessarias para a resolucéo de estruturas por difragdo de raios X. Atualmente,
mais da metade das seqliéncias disponiveis possui ao menos uma similar com
estrutura conhecida e espera-se que nos proximos anos todas as seqiiéncias
assim o possuam (60).

Dessa forma, a modelagem molecular torna-se uma alternativa atraente
para a investigacado da estrutura de biomoléculas e, em especial, de proteinas.
A reconstrugdo da estrutura tridimensional de uma proteina por métodos
tedricos pode seguir dois métodos: (1) métodos ab initio e (2) métodos com
base em homologia. O método que vem exibindo melhores resultados nesta
area é a modelagem molecular com base em homologia devido a possibilidade
de se encontrar proteinas com estruturas e atividades biolégicas semelhantes
(60), sendo, portanto, o eleito para utilizacdo neste estudo.

O processo fundamenta-se na transposicdo de informagbes de uma

proteina de sequéncia e estrutura conhecida, molde para uma sequéncia
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similar com estrutura desconhecida (alvo). Assim, foi utilizada como sequéncia
alvo a giroxina simile B2.1, que apresentou a conservagdo dos mesmos
aminoacidos. Estudos de Vitorino-Cardoso et al. (68), verificaram estes
aminoacidos determinando seus marcadores evolutivos (His57, Asp102, Ser
195, Ser 214, Pro/Tyr225) e os motivos estruturais que circundariam o sitio
ativo para a BthaTL (serinoprotease de Bothrops alternatus).
Comparativamente tais dados poderiam classificar a proteina giroxina simile
B2.1 dentro dessa mesma familia com certa seguridade conforme a nomeacao
por Lesk and Fordhan (69), classificando esta como uma serinoprotease do cla
quimiotripsina simile.

A serinoprotease giroxina simile B2.1 tem partes da estrutura em comum
com outra enzima trombina simile do género Bothrops, tais como a botrombina
de Bothrops jararaca (Qi: 545584) e a batroxobina de Bothrops atrox (gi:
211024). Semelhantemente existe a presenga de valina no residuo N-terminal,
possui peso molecular de 30 KDa que ¢ inibida pela PMSF (fenilmetilsulfonil
fluoreto) e induz a polimerizagdo parcial da fibrina (70). Neste estudo foi
realizado alinhamentos multiplos com outras seis serinoproteases derivadas
de veneno de serpentes (SVSPs) que indicaram a preservagao de residuos de
cisteina e seus principais elementos de estrutura secundaria (a-hélices, folhas
betas e loops). Outras posi¢cdes importantes para a eficiéncia da atividade
catalitica estariam entdo na presenca da triade catalitica (His57, Asp102,
Ser198) e dos sitios S1 (Thr193) e S2 (Gli215), que sao altamente
conservados em todas as SVSPs.

As superficies das SVSPs podem apresentar alteragcdes consideraveis
em sua forma devido a variagdes de extensdo em loops especificos conforme
sua sequéncia e seu tamanho. Essa triade catalitica se localizaria na juncao
das folhas B-barris e seria cercada pelos loops nas posi¢des 37, 60, 70, 99,
148, 174 e 218 (71). O loop 90, é a uma estrutura distinta presente na
sequéncia alvo giroxina simile B2.1 que nédo é estritamente conservada na
familia das SVSPs. Esse loop € conservado somente na crotalase, uma
enzima coagulativa isolada do veneno de C. adamanteus e na bilineobina
purificada do veneno de Agkistrodon bilineatus (72), observando-se que as
provaveis regides envolvidas no reconhecimento e clivagem do fibrinogénio

pelas SVSPs, apresentam um sitio ligante de aril e uma regido carregada
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positivamente. Essa regiao positiva foi reconhecida na sequéncia alvo giroxina
simile B2.1 pelos residuos Arg60, Arg72, GIn75, Arg81, Arg82, Lis85, Glu86,
Lis87 (72).

Segundo estudos prévios com a modelagem tedrica estrutural da
giroxina de C. d. terrificus realizados por de Oliveira et al., (58) a superposicao
das coordenadas atdmicas com a sequéncia PROTAC (ativador de proteina C)
revelou significativas diferencas no loop 174 e principalmente na carga
superficial ao redor de suas interfaces. O loop 174 compreende os residuos
171-180 previamente descritos como parte do mecanismo de reconhecimento
macromolecular nas SVSPs (72), o qual possui duas inser¢gdes na estrutura
tedrica da giroxina modelada neste estudo com provavel importancia na
seletividade do substrato (sequéncia PROTAC no loop 174: AYKGLAATTL e
sequéncia da giroxina no loop 174: AYPEFGLPATSRTL).

Outra diferenca observada entre as estruturas foi a distribuicdo de
cargas superficiais entre o PROTAC e a giroxina. A giroxina apresenta uma
eletronegatividade ao redor do seu sitio ativo em comparagdo com a estrutura
do PROTAC que contém um cinturdo de aminoacidos de arginina, conferindo
assim, uma forte distribuicdo eletropositiva essencial para o reconhecimento e
ligacdo da Asp-Glu, os quais sdo ativadores do pro-peptideo precursor de
proteina C segundo Oliveira et al. (58). No presente estudo detectou-se uma
diferenca na composicdo de aminoacidos no loop 174 para a giroxina:
PQFRLPATSRILCA. Dessa forma, sugere-se que tal mudancga poderia alterar
sua carga final, ocasionando assim alteragbes em sua atividade como
protease, concordando com Oliveira et al. (58).

Uma visdo detalhada da sequéncia do modelo tedrico da giroxina
modelada neste estudo revela que o marcador evolutivo 211GTVSW215 foi
conservado. As posicdes 213, 214 e 215 ndo sao estritamente conservadas em
outras SVSPs. O mesmo pode ser observado nas posigbes 226 e 227 do
marcador evolutivo 225PGVY228. No caso da giroxina houve mudangas na
Gly226 para Ala e da Val227 para Leu. Ao redor do sitio catalitico His57, a
sequéncia motivo 54TVAHCS58 apresentou mudanca para a giroxina B2.1,
sendo Val55 substituida pela Ala55 como observado em outras

serinoproteases (69).
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Apds a obtencdo de um modelo primario, ou seja, o primeiro modelo
obtido, este passou por diversas avaliagcbes de qualidade e modificacbes até
que fosse alcangado um modelo satisfatério. Quanto maior a similaridade entre
as proteinas utilizadas, maior € a chance de sucesso nesse processo, em que
um bom alinhamento é de fundamental importancia.

A sequéncia da serinoprotease de Agkistrodon acutus (gi: 49258366)
utilizada como molde para o modelo teérico da enzima giroxina de C. d.
terrificus mostrou-se adequada, pois foi possivel obter 100% de similaridade
entre elas. As chances de alinhamentos ao acaso apresentarem-se nulas (E-
value = 0) e com 60% de identidade com a sequéncia giroxina simile B2.1.

A estrutura final obtida da modelagem tedrica da enzima giroxina
apresentou duas a-hélices, duas estruturas -barris (constituida por 6 folhas
antiparalelas) e sete loops principais. Esta estrutura assemelha-se a outras
SVSPs, estando de acordo com as estruturas encontradas em estudos
conduzidos previamente por Zhu et al. (54), Oliveira et al., (58) e Vitorino-
Cardoso et al. (68).

As estruturas das SVSPs, quando obtidas por cristalografia apresentam
formas globulares, enquadrando-se como membros da familia da quimiotripsina
(53), concordando com o fato da estrutura tedrica final da enzima giroxina
modelada apresentar forma globular e monomeérica.

Certos loops ao redor dos sitios cataliticos s&o essenciais para
atividades bioquimicas das SVSPs (63, 68), como os presentes nas posi¢cdes
37, 60, 70, 99, 148, 174 e 218, os quais estariam envolvidos no
reconhecimento de substratos especificos e na susceptibilidade a inibidores
(68). A analise de alinhamentos multiplos entre a sequéncia da giroxina simile
B 2.1 e a sequéncia da BjussuSP-I, realizados por Sant’ana et al (63) por meio
do software Clustal X2, identificou a composi¢cao de residuos entre ambas e
seu elevado grau de homologia. Dessa forma, comprovou-se a existéncia
desses mesmos loops na estrutura teérica final da giroxina realizado no
presente estudo.

Foi possivel ainda identificar os dados da predicdo dos sitios de
glicosilagdo da estrutura teorica final da giroxina, realizada pelo servidor

NetNglyc 1.0, que revelou apenas um sitio de glicosilacdo localizado na
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sequéncia Asn83, Phe84 e Thr85. Tais sitios seriam reguladores de atividade
especifica a certos substratos sendo por isso designado S1, S2 e S3 (68).

Por outro lado, estudos de dinamica molecular visam compreender o
comportamento das estruturas presentes na proteina, a fim de predizer seus
estados mais ativos conforme localizagao de seus residuos (73).

As informagbes da oscilagéo estrutural para a enzima giroxina durante a
dindmica molecular se estabilizaram por volta de 3.000 ps (pico segundos)
indicando uma boa consisténcia e estabilidade estrutural. Além disso, o grafico
obtido apresentou as maiores oscilagbes para os residuos de aminoacidos na
faixa 50-70 e notadamente para o residuo 170 conforme observado na figura
19. Estas oscilagbes obtidas nos residuos corroboram resultados prévios, nos
quais os residuos Ser69, Thr176, Asp187 e Cys214, apresentaram uma
geometria impropria (68).

Por fim, o modelo teorico da enzima giroxina de Cdt obtida neste estudo,
apesar de ter utilizado um numero maior de comparagbes com outras
serinoproteases, apresentou semelhancgas estruturais com o modelo sugerido
por de Oliveira et al. (58). No entanto, foram observadas particularidades no
modelo obtido referente a presenca de um numero maior de loops, sitios de
atividade especificas e amplas regides de oscilagdo molecular, que poderéo
ser esclarecidas e comprovadas a partir da estrutura tridimensional definitiva
obtida a partir do cristal difratado por meio de raios-X. Assim, os estudos de
analise estrutural possibilitardo a elucidagdo da constituicdo molecular da
giroxina permitindo o conhecimento de seus aspectos funcionais e por

conseguinte o seu emprego terapéutico em futuro proximo.
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6-CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram tecer as seguintes

conclusoes:

e Os processos utilizados para o isolamento e purificagcdo da giroxina
mostraram-se adequados resultando ao final em trés picos distintos,

denominados serinoproteases |, Il e ll;

e Os processos cromatograficos e eletroforéticos empregados foram
adequados para a obtencao da giroxina (pico lll), de forma que, néo se
detectou contaminantes e houve um aumento da intensidade de banda
proporcional a crescente concentracdo da amostra aplicada na

eletroforese;

e O sequenciamento N-terminal da giroxina pode-se comprovar que a

proteina isolada e purificada tratava-se de giroxina;

e A escolha da giroxina B2.1 como molde para a clonagem e
sequenciamento molecular do cDNA da glandula de veneno de Cdt foi

adequada, produzindo a sequéncia da molécula;

e Os testes de cristalizagdo empregados foram promissores, pois se

obteve cristais protéicos da giroxina;

e O emprego do corante Isit®, associado ao padrao de difragéo de raios X,

permitiu concluir que os cristais obtidos sao de constituigdo protéica;
e As ferramentas empregadas na construgdo do modelo teorico foram

eficientes, pois predizeram informagdes sobre a estrutura molecular da

proteina e de suas caracteristicas funcionais.
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7-RESUMO

As serpentes do género Crotalus durissus terrificus possuem em seu veneno diversas
substancias, entre elas uma serinoprotease com atividade trombina simile denominada
giroxina, a qual & capaz de coagular o fibrinogénio plasmastico, promovendo a
formacao de fibrina. O objetivo do estudo foi a purificagéo e caracterizagédo estrutural
da enzima giroxina de Crotalus durissus terrificus. Para tanto, foram utilizadas
métodos cromatograficos de gel filtragdo em Sephadex G75 e afinidade em
Benzamidina-Sepharose 6B para isolamento e purificagdo; eletroforéticos de SDS-
PAGE 12% reduzido e de sequenciamento do N-terminal da enzima purificada para
identificacdo e avaliagdo do grau de pureza; clonagem e expressdo do cDNA da
glandula venenifera por RT-PCR e testes de cristalizagdo. A modelagem teorica
molecular foi realizada a partir de ferramentas de bioinformatica baseadas em analises
comparativas de outras serinoproteases depositadas no NCBI (National Center for
Biotechnology Information). O sequenciamento N-terminal da giroxina purificada,
produziu uma proteina de cadeia unica com massa molecular aproximada de 30 KDa e
sua seqliéncia completa de cDNA apresentou 714 pb os quais codificaram uma
proteina completa contendo 238 aminoacidos. Foram obtidos cristais a partir das
solugées n* 2 e 5 do Kit Crystal Screen® 2 e 1 respectivamente, verificando-se sua
constituicdo protéica. Para os alinhamentos multiplos da sequéncia molde giroxina
simile B2.1 com outras seis serinoproteases derivadas de veneno de serpentes
(SVSPs) indicou-se a preservacdo de residuos de cisteina e de seus principais
elementos de estruturais (a-hélices, B-barris e loops). Evidenciou-se a localizagdo da
triade catalitica nos aminoacidos His57, Asp102, Ser198 e os sitios de atividade
especifica S1 e S2 nos aminoacidos Thr193 e Gli215 respectivamente. A regido de
reconhecimento e clivagem do fibrinogénio nas SVSPs para sequéncia molde giroxina
B2.1 localizou-se nos residuos Arg60, Arg72, GIn75, Arg81, Arg82, Lis85, Glu86,
Lis87. A modelagem téorica da fracdo giroxina gerou uma estrutura classica
constituida de 2 a-hélices, 2 estruturas B-barris, 5 pontes dissulfetos e os loops nas
posicdes 37, 60, 70, 99, 148, 174 e 218. Estes resultados forneceram informacdes
sobre a estrutura funcional da giroxina possibilitando sua aplicagdo no design de uma

nova droga.

Palavras-chave: purificacdo, caracterizacdo, cristalizagcdo, modelagem téorica,
giroxina
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8-ABSTRACT

The venom of snakes Crotalus durissus terrificus genus have in their various
substances, including a serinoproteases with thrombin-like activity called gyroxin,
which clot the plasmatic fibrinogen and promote the fibrin formation. The objective of
this study was purificate and characterize structurally the gyroxin enzyme from Crotalus
durissus terrificus. For this, we used chromatographic gel filtration with Sephadex G75
and affinity benzamidine-Sepharose 6B for isolation and purification, SDS-PAGE 12%
in reduce conditions for assessment purity, N-terminal sequencing of purified enzyme
for identification and assessment purity; the cloning and expression of cDNA from
venom gland by RT-PCR and crystallization tests. The theoretical molecular modeling
was performed with bioinformatics tools based on comparative analysis of other
serinoproteases deposited in the NCBI (National Center for Biotechnology Information).
The N-terminal sequencing purified gyroxin protein produced a single chain with a
molecular mass of approximately 30 kDa and its full-length cDNA had 714 bp which
encoded a complete protein containing 238 amino acids. Crystals were obtained from
the solutions 2 and 5 of the Crystal Screen Kit ® 2 and 1 respectively and was
verificated a protein constitution. For multiple sequence alignments such gyroxin-like
B2.1 with six other serinoproteases derived from snake venom (SVSPs) indicated the
preservation of cysteine residues and its main structural elements (a helices, p-barrel
and loops). Identificated the amino acids positions in the catalytic triad His57, Asp102,
Ser198 and sites of specific activity in S1 and S2 amino acids Thr193 and Gli215
respectively. The recognition area of fibrinogen cleavage in SVSPs to template
sequence gyroxin B2.1 was located in residues Arg60, Arg72, GIn75, Arg81, Arg82,
Lis85, Glu86, Lis87. Theoretical modeling of gyroxin fraction generated a classical
structure consisting of 2 a-helices, 2 B-barrel structures, 5 disulfide bridges and loops
in positions 37, 60, 70, 99, 148, 174 and 218. These results provided information about

the functional structure of gyroxina allowing its application in the design of a new drug.

Keywords: purification, characterization, crystallization, theoretical modeling, gyroxin.
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