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RESUMO

Serino-proteases de venenos de serpentes tem estado em uso no tratamento de doengas

de origem trombética, bem como no controle da coagulagdo em cirurgias ja ha alguns anos.

Para que se possa entender o seu modo exato de a¢do, é necessario conhecer a estrutura

tridimensional das proteases em detalhe, o que pode ser conseguido com técnicas modernas
como cristalografia de raios X e modelagem molecular; até 0 momento somente a estrutura de
uma serino-protease de veneno, a TSV-PA, é conhecida, demandando um estudo mais
detalhado desta classe de proteases.

Neste trabalho foi desenvolvido um protocolo de purificagdo de serino-proteases de
serpentes, sendo que testes fisico-quimicos e bioquimicos posteriores confirmaram a eficacia
do método na obtengdo das proteases em forma isolada, propria para a realizagdo de
experimentos de cristalizagdo necessarios a cristalografia de raios X.

Outro resultado obtido foi a determinacio da estrutura da catroxase I da C. atrox, a
partir da modelagem molecular tridimensional da respectiva seqiiéncia; comparagdo da
estrutura modelada obtida com a da quimotripsina, proteina padrdo da classe das serino-
proteases, ¢ com a TSV-PA, demonstrou que a modelagem foi efetivamente bem-sucedida,

demonstrando a eficacia do uso deste método como um complemento a cristalografia.
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ABSTRACT

Serine proteases are used clinically for the treatment of thrombotic disorders and for

the control of blood coagulation. The three-dimensional crystallographic structures and

molecular modeling techniques are essential for an understanding of the mode of action of

these enzymes at the atomic level. Currently, only the structure of TSV-PA, a venom serine
protease has been determined.

The aim of this work was to purify and characterize snake venom serine proteases for
crystallographic studies. Additionally, the structure of catroxase I from the venom of C. atrox
was modeled and the structure has been compared with chymotrypsin.
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I-INTRODUCAO

Proteases catalisam a hidrolise da ligagdo peptidica, podendo também efetuar a
hidrélise de pequenas moléculas contendo ligagdes amida ou ésteres. Neste tipo de reagdo, o
reagente que se liga ao grupo acila em geral € a 4gua, embora outros nucleofilos possam
eventualmente ser usados, de modo que a representagdo mais geral para a reagdo catalisada

por estas enzimas € vista na figura 1 (March e Smith, 2001, Fersht, 1999):

O
Il
.

R-C-X + HY €2R Y + HX

Figura 1: Reagdo de substituicdo em grupamento acila (X: grupo de saida, Y: nucleéfilo).

Correto afirmar que em condigdes fisioldgicas usuais a principal atividade destas
enzimas ¢ efetivamente a hidrdlise protéica, a qual ocorre ndo apenas durante o processo
digestivo, mas também no processamento das proteinas produzidas nos ribossomos, as quais
muitas vezes encontram-se na forma inativa e necessitam ser seletivamente hidrolisadas para
que assumam a sua forma ativa final. A descrigdo esquematica deste processo € apresentada

na figura 2:

A
~NH-CH-C-NH-CH-

H,O

i s
~NH-CH-C-OH + NH,-CH-

Figura 2: Reagdo de hidrélise de ligagdo peptidica (R;, R,: cadeias laterais de residuos de

aminoacidos).
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1.1) Classificag¢io das Serino-Proteases

Dentre os diversos tipos de proteases conhecidos, destacam-se cinco principais, que
contem em seu sitio catalitico, respectivamente, serina, treonina, cisteina, acido aspartico, ou
um ion metalico (Rawlings e Barrett 1993). Dentro de cada um destes grupos € possivel
identificar varias familias de proteases, cada qual com seqiiéncias bastante similares, as quais
podem ser agrupadas em superfamilias que compreendem conjuntos de familias com uma
mesma origem evolutiva.

Proteases contendo cisteina no seu sitio ativo usam o grupo sulfidrila deste residuo de
aminodcido, na forma negativamente carregada, como nucle6filo no mecanismo catalitico
(figura 3a). Quanto as metalo-proteases e as proteases asparticas, o nucleofilo é uma molécula
de agua ativada por interagdo com um grupo carboxila, sendo que em ambos o0s casos
observa-se a existéncia de um intermediario tetraédrico no mecanismo reacional, o qual se
forma transientemente quando o carbono trigonal da ligagdo peptidica, ativado pelo metal ou
por um segundo grupo carboxila (figuras 3b e 3c), reage com o nucledfilo O mecanismo de
agdo das serino-proteases € o mais bem compreendido dentre todas as proteases, sendo
semelhante ao das proteases contendo treonina, e sera descrito em detalhes nas seg¢des
seguintes (Fersht, 1999, Creighton, 1992).

Serino-proteases constituem um grupo diversificado de enzimas proteoliticas contendo
um residuo de serina nucleofilico em seu sitio ativo, existentes tanto em bactérias e
eucariontes como até em virus. Neste grupo estdo incluidas enzimas com os mais variados
tipos de atividade catalitica, dentre as quais exopeptidases, endopeptidases, e oligopeptidases.

Mais de vinte familias de serino-proteases ja foram identificadas, tendo sido
determinadas as estruturas para algumas destas, sendo que tais estruturas aparentemente nao
guardam qualquer relag@o entre as distintas familias, o que sugere que haja pelo menos quatro
origens evoluciondrias distintas para estas enzimas, e possivelmente até mais (Rawlings e

Barrett 1994); dentre estas familias as mais importantes sdo a da subtilisina e a da tripsina, as

quais, embora tenham mecanismos de ag¢do muito similares, ndo apresentam qualquer

similaridade detectavel entre si, exceto entre os residuos de aminoécidos situados no sitio
ativo ou em suas vizinhangas, apresentando um dos mais interessantes exemplos de evolugdo
convergente de proteinas em nivel molecular; mesmo dentro de uma dada espécie podem
existir serino-proteases com os mais distintos tipos de atividade e fungdes bioldgicas, como
no caso das humanas, que exercem fun¢des que vao da digestdo de alimentos a fibrindlise e a

coagulagdo sanguinea e ativagdo do sistema complemento imune (Yousef et al., 2004).
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1
'Hx L _H He
ﬁ ﬁ im0
Asp Asp Asp

Asp

Figura 3: Mecanismo de agdo de a) cisteino-proteases, b) metalo-proteases e c¢) proteases
asparticas (E: enzima, R,R": resto da cadeia, X: grupo de saida, Im: grupo imidazol, Asp:

residuo de acido aspartico).

A seletividade das enzimas deste grupo € bastante variavel, sendo que a terminologia
usada na literatura para descrever a especificidade destas proteases frente a vérios substratos
baseia-se nas posigdes dos residuos de aminoacidos com relagdo a ligagdo peptidica sendo

clivada (figura 4), sendo P; e P} os residuos envolvidos na reag@o (Schechter e Berger, 1967):

~P3—P;— P~ Py~ PPy
H,0

—P;—P,—P,—~OH + H-P;—P,—Py

Figura 4: Esquema geral da hidrélise protéica.

Serino-proteases da familia S1, cujos exemplos principais sdo a tripsina, a

quimotripsina e a elastase, normalmente exercem atividade catalitica extracelular.
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Mesmo sendo o mecanismo de agdo das serino-proteases da familia da tripsina
praticamente invaridvel dentre elas, cada uma apresenta seletividade bastante especifica,
sendo particularmente sensiveis a natureza do residuo de aminoécido na posi¢do P; mostrada
no esquema acima; deste modo, a tripsina somente hidrolisa ligagdes peptidicas apos
aminoécidos basicos, € a quimotripsina somente ap6s aminoacidos com cadeias laterais
aromaticas.

Outras proteases deste grupo apresentam uma seletividade menos pronunciada, porem
também sdo afetadas, em graus variados, pela natureza do residuo de aminoacido na

posicdo P;.

1.2) Importancia Fisiologica das Serino-Proteases

Em organismos multicelulares estas enzimas normalmente sdo encontradas em vérios
tecidos onde exercem muitos processos fisioldgicos distintos, dentre os quais a iniciagdo da
inflamag¢do, coagulagdo sanguinea, ativag¢do do sistema complemento, bem como na migragio
celular e na invasdo de tecidos por células tumorais, alem de participarem do processo
digestivo, tendo sido recentemente observada a influéncia deste tipo de proteinas no
desenvolvimento do sistema nervoso central bem como no surgimento de patologias (Turgeon
e Houenou, 1997).

Em humanos, as serino-proteases sdo bastante similares entre si, podendo ser
classificadas basicamente em apenas duas familias: a da tripsina/quimotripsina e a das
carboxipeptidases. De particular interesse sdo as serino-proteases da familia da
tripsina/quimotripsina, algumas das quais estdo envolvidas no processo de hemdstase, atuando
na coagulagdo, agregacdo plaquetdria, e controle fibrinolitico da coagulagdo; elas sdo

produzidas pelo organismo sempre numa forma inativa (zimogénio), sendo posteriormente

submetidas a hidrolise parcial, quando sua agdo € necessdria, gerando a respectiva forma

ativa, tendo sido este processo ja verificado em todos os grupos de vertebrados. Os primeiros
cerca de 250 residuos de aminodcidos destas proteases sanguineas, que contem a triade
catalitica, sdo bastante conservados e similares as serino-proteases digestivas, sendo a
diferenca entre elas observada na regido do N-terminal.

Assim como as proteases com fungdo digestiva (tripsina e quimotripsina), as
envolvidas na coagulagdo sanguinea necessitam ser previamente ativadas mediante clivagem
proteolitica controlada; no entanto, as proteases do sistema hemostdtico diferem das

digestivas no sentido de somente sofrerem ativag@o proteolitica se estiverem presentes no
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meio o fon Ca’* e fragmentos de membrana fosfolipidica negativamente carregados (contendo
fosfatidilserina), os quais encontram-se no lado citoplasmico das células, de modo que sua
ativag@o ocorre apenas quando ha um ferimento causando a exposi¢do destes fosfolipidios ao
plasma sanguineo.

O fragmento N-terminal resultante da clivagem normalmente possui um tamanho igual
ou maior que a por¢do C-terminal e, com excegdo da protrombina, estes permanecem unidos
entre si por ligagdes dissulfeto mesmo apo6s a ativagdo; considera-se que a por¢do N-terminal
seja responsavel ao menos em parte pela alta especificidade das proteases do plasma com
relagdo a seus respectivos substratos.

No processo de coagulagdo, ¢ fundamental a formagdo de uma malha constituida de
moléculas da proteina fibrina ligadas entre si, que ocorre por meio de uma reagdo proteolitica
envolvendo o fibrinogénio, catalisada por uma serino-protease denominada trombina; neste
processo, dois dos trés pares de cadeias que constituem a estrutura hexamérica do
fibrinogénio sofrem hidrolise na porgdo N-terminal, liberando fibrinopeptidios, € a fibrina
resultante entdo espontaneamente se agrega de modo a formar fibras inicialmente frageis, as
quais, em presenga de outra enzima, o fator XIIla, passam a se unir entre si por meio de
ligagdes amida, formando o coagulo final mais estavel.

Embora a principal etapa da coagula¢@o seja a acima descrita, 0 processo como um
todo é bastante complexo, envolvendo ao menos sete reagdes encadeadas, alem de cerca de
quatro outras reagdes acessorias, em grande parte catalisadas por serino-proteases (fatores Ila,
Vlla, IXa, Xa, Xla, XIla, Proteina Ca e calicreina); o mecanismo envolvido € de fato ainda
mais elaborado, pois o produto de uma dada etapa pode afetar mais de uma etapa seguinte,
havendo também situa¢des em que um dos componentes do sistema pode interferir no proprio
processo de sua sintese, como € o caso da trombina, que uma vez formada, alem de ativar o
fibrinogénio, também ativa os fatores V, VIII e XI por meio da clivagem seletiva de suas
respectivas cadeias, acelerando por fim a sua propria sintese, conforme mostrado na figura 5.
Deve-se notar ainda que ela também causa ativagdo do fator III responsavel pelo processo de
fibrindlise, demonstrando assim sua importdncia no controle integral do processo de
coagulagdo (Voet e Voet, 1995, Aires, 1999).

Em venenos de serpentes, diversas proteinas e polipeptidios podem ser identificados,
muitos dos quais sdo proteases mais ou menos especificas, as quais se originaram muito

provavelmente como enzimas digestivas, tendo ao longo do processo evolutivo se tornado

toxinas com atividade substancial sobre o sistema de hemostase, sendo porem a principal

fun¢do do veneno de serpentes, a paralisia ou a morte quase instantdnea da presa, realizada
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basicamente por neurotoxinas e toxinas de agdo circulatoria direcionadas a érgdos vitais da
vitima (Harvey, 1991).

Neste sentido, considera-se a existéncia destas proteases em geral como sendo um
resultado secundario do processo evolutivo das serpentes, o que é confirmado pelo fato de
estudos de atividade biolégica terem confirmado que a atividade proteolitica do veneno, ainda
que possa vir a causar a morte da presa apés um periodo relativamente prolongado, ndo
contribui diretamente para o efeito toxico agudo do veneno, que ocorre sobre o sistema
nervoso, € que € o de importancia verdadeiramente fundamental para a serpente (Meier e
Stocker, 1984); neste sentido, pode-se afirmar que, excetuando-se casos especificos como no
género Bothrops, em que podem causar choque hipovolémico, a fung¢do principal destas
proteases seria a de realizar uma pré-digestdo dos tecidos da presa antes da serpente ingeri-la.

Dentre as enzimas proteoliticas encontradas no veneno de serpentes estdo as serino-
proteases da familia S1, com elevado grau de atividade, as quais possuem a capacidade de
clivar o fibrinogénio existente na corrente sanguinea gerando coagulos fracos de fibrina que
interferem no processo normal de hemostase, havendo também as que ativam o fator V e a
proteina C plasmatica, bem como as que, ao clivar o fibrinogénio, o fazem de maneira a gerar
fragmentos incapazes de formarem coagulos (Hutton e Warrel, 1993); algumas proteases, por
fim atuam de maneira ndo-seletiva, causando simplesmente a protedlise dos tecidos da vitima

(Tabela 1). Todas estas distintas proteases, embora ndo sendo propriamente letais por si

mesmas, ao agirem sobre o sistema circulatério causam danos hemorragicos intensos; a

atividade destas proteases depende obviamente da quantidade presente no veneno, sendo que
a abundancia destas proteases em serpentes € bastante varidvel, chegando nos casos dos

géneros Viperidae e Crotalidae a 20% do total do peso seco das proteinas contidas no veneno.

Tabela 1: Serino-proteases de venenos de serpentes

Classificagdo Substrato

Trombina-simile:
Ancrod, batroxobin, bilineobin, crotalase Fibrinogénio A/B

Calicreina-simile:
Halystase e gilatoxin Cininogénio

Outras atividades:
Protac Proteina C
RVV-V Fator V
PA-BJ Plaquetas
TSV-PA Plasminogénio
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Figura 5: Mecanismo da coagulagio sanguinea, com as serino-proteases em destaque

(PL: fosfolipidio de membrana; linhas tracejadas: inibi¢do; vermelho: proteases de serpentes).

Dentre estas serino-proteases, as mais estudadas sdo as que clivam o fibrinogénio
gerando coagulos, as quais por terem atividade semelhante & da trombina, s3o denominadas
trombina-similes, encontradas principalmente no género Viperidae; estas enzimas se
assemelham também a tripsina do intestino de vertebrados, no sentido de hidrolisarem apenas
ligagdes peptidicas envolvendo aminoacidos positivamente carregados (Zhang, 1998).

Como as proteases de origem ofidicas tém atuagdo distinta das humanas, hidrolisando
apenas uma das trés cadeias do fibrinogénio, a polimerizagdo dos mondmeros de trombina
que ocorre ¢ bastante limitada, formando diversos coagulos frageis; como também sio

incapazes de ativar o fator XIII do sangue, ndo se forma o fator XIIla no processo de
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envenenamento, o que evita o surgimento da rede de fibrina e torna os coagulos ainda menos
estaveis, sendo que estes acabam por ndo se fixar no local do envenenamento, mas circulam
pelo organismo, ocasionando grande parte das alteragdes observadas na hemdstase por
ocasido de acidentes envolvendo serpentes.

A elevada identidade seqiiencial apresentada entre as varias serino-proteases de
serpentes, mesmo elas tendo distintas propriedades fisiologicas, sugere que todas evoluiram
de um unico precursor em comum; a similaridade observada entre a disposi¢do de
introns/exons nos seus respectivos genes indica que a origem destas proteases se encontra na
calicreina, sendo que no decorrer da evolugdo acabaram por desenvolver fungdes distintas;
comparando-se a regido dos introns com a dos exons dos genes de serino-proteases de
serpentes verifica-se que as mutagdes sdo presentes com muito maior freqiiéncia nos exons, os
quais sdo muito mais diversificados que os introns, o que leva a crer que as proteases das
glandulas de veneno sofreram um processo evolutivo bastante rapido, fendmeno este que
parece ter ocorrido com as fosfolipases PLA2 também encontradas em venenos de serpentes
(Wisner et al., 2000).

Diretamente envolvida na ocorréncia de doengas relacionadas a coagulagdo sanguinea,
¢ a trombina, a qual possui uma importancia fundamental no processo hemostatico; sua
atividade, no entanto, ndo se resume a influenciar a formagao da rede de fibrina, mas também
participa na agregacdo plaquetdria, atuando também no controle do sistema anticoagulante,
por meio de sua interagdo com a trombomodulina e a proteina C, sendo que tanto a sua

atividade coagulante como a anticoagulante é exercida pela mesma por¢do da sua estrutura

tridimensional, que contem o sitio ativo e um dominio fortemente basico. De fato, tanto a

trombina como o fator Xa tem recentemente sido objeto de estudos para o desenvolvimento
de possiveis compostos antitromboéticos, tendo sido verificado que substancias capazes de
reduzir suas atividades respectivas podem ser uteis no tratamento de doengas cardiovasculares
como infarto do miocérdio, trombose e angina, ndo sendo observados maiores efeitos
colaterais relativos a hemorragias (Salyers et al., 2004).

Considerando-se que existem algumas proteases de venenos de serpentes que
possuem, cada qual, apenas uma ou mais, mas ndo todas as possiveis atividades exercidas pela
trombina, estudos de estrutura-atividade envolvendo estas proteases podem ser uteis para
determinar quais os dominios que interagem com cada uma das diversas moléculas-alvo da
trombina, o que poderia em principio ser usado para desenvolver novos tipos de compostos
com agdo antitrombotica, por meio do ajuste preciso das atividades coagulante e

anticoagulante da trombina. A grande relevancia do tratamento adequado da trombose ¢
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evidente, e reside no fato de ela ser uma importante causa de doengas cardiovasculares tais
como infarto agudo do miocardio.

Para o tratamento destas doengas os agentes tromboliticos geralmente usados sdo os
ativadores de plasminogénio, os quais estimulam a formag@o da serino-protease plasmina
responsavel pela dissolugdo da rede de fibrina. Um dos principais ativadores de
plasminogénio € o t-PA, o qual possui, no entanto diversas desvantagens, incluindo meia-vida
de poucos minutos e rapida inativagdo in vivo por interagdo com o seu inibidor endégeno (pai-
1), resultando por fim na recorréncia da oclusdo coronaria e complicagdes hemorrégicas.

Recentemente, verificou-se existir na serpente Trimeresurus stejnegeri uma serino-
protease, designada TSV-PA, capaz de afetar o processo de fibrindlise por meio da ativagdo
do plasminogénio; ao contrario do t-PA, ndo se encontra na estrutura da TSV-PA um dominio
responsavel pela absor¢do da proteina pelas células do figado, o que poderia explicar o fato
desta protease apresentar uma meia-vida mais elevada que a do t-PA, ja que sua remogéo do
meio sanguineo ocorre em uma taxa bem menor, fendmeno este que também ja foi observado
para a batroxobina, outra protease que ndo possui o dominio presente no t-PA (Parry et al.,
1998).

Outra vantagem da TSV-PA ¢é que ndo é inibida pelos inibidores fisiologicos de

serino-proteases conhecidos como serpins; ndo se conhece a natureza da resisténcia da

protease a tais inibidores, porem sabe-se que a adigdo de um lago do t-PA, contendo 36
residuos de aminoacidos, a cadeia da TSV-PA, resulta em derivados que séo inibidos pela
pai-1; outra possibilidade para a auséncia de agdo dos inibidores pode ser o fato de a TSV-PA
possuir um residuo de fenilalanina na posi¢do 193, o que nio ocorre em outras serino-
proteases, que possuem um residuo de glicina nesta posigéo (Braud et. al., 2002).

Como a estrutura tridimensional da TSV-PA ja foi determinada, ela podera servir
como um modelo para o estudo das propriedades dos agentes tromboliticos em uso na
atualidade, com o objetivo de tentar melhorar a sua atividade, demonstrando assim a
relevincia da pesquisa de venenos de serpentes na terapéutica de doengas de origem
cardiovascular (Wisner et al., 2000).

Dentre as proteases trombina-similes ja em uso, pode-se citar o ancrod, a batroxobina
e a crotalase, dentre outros farmacos.

Com relagdo a ancrod, isolada de Calloselasma rhodostoma, alem de possuir as
mesmas propriedades apresentadas pela trombina, tem ainda a vantagem de ndo sofrer
inibicdo pela heparina e possuir uma seletividade bem mais elevada, causando a hidrélise

somente do fibrinogénio do plasma, tendo porem o inconveniente de ser inativada pelo
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sistema imune, ao contrario do que ocorre com a trombina (Pitney e Regoeczi, 1970, Stocker,
1978). A batroxobina isolada de Bothrops atrox, por sua vez, apresenta uma menor
estabilidade, ainda que sua atividade em si seja praticamente a mesma que a apresentada pela
ancrod. Quanto a crotalase, isolada de Crotalus adamenteus, apresenta caracteristicas distintas
das proteases citadas, em particular por ter uma atividade similar a da calicreina, de modo
que ndo apenas possui ag¢do similar a da trombina, como também pode gerar por hidrdlise a
bradicinina com agdo sobre o mecanismo de controle da pressdo sanguinea (Markland, 1983).

Outras serino-proteases também apresentam potencial terapéutico, ainda que atuem
mediante mecanismos totalmente distintos; assim, por exemplo, no veneno de Trimeresurus
mucrosquamatus foi isolada uma protease, a B-fibrinogenase que digere parcialmente o
fibrinogénio, originando um produto incapaz de formar coagulos, enquanto no veneno de
Vipera russelli e de Cerastes cerastes foram encontradas serino-proteases altamente seletivas
contra o fator X com elevada atividade coagulante, havendo ainda no veneno de V. russelli
uma protease que ativa o fator V, ndo apresentando atividade sobre qualquer outro fator da
coagulagdo (Owyang e Huang, 1979, Furie e Furie, 1976, Franssen et al., 1983, Kisiel e
Canfield, 1981). A trombocitina, isolada do veneno de Bothrops atrox marajoensis, € a
crotalocitina isolada de C. horridus horridus, agem em outro setor do processo de coagulagio,
a agregacdo plaquetéria, possuindo ambas um nivel de atividade inferior ao mostrado pela

trombina (Niewiarowski et al., 1979, Schmaier et. al, 1986).

A batroxobina, sob o nome comercial de reptilase® (batroxobina associada a uma

protease ativadora do fator X), € usada em laboratérios de analises clinicas, por exemplo, na
determinagdo quantitativa da taxa de fibrinogénio no plasma de pacientes sob tratamento com
heparina, alem de ser recomendado o seu uso em testes nos casos em que se suspeite de
alteragdes na trombina do paciente e na detecgdo de atividade fisiologica das plaquetas, bem
como tem se mostrado util no processo de obteng@o dos fatores VIII e XIII em forma pura.
Em experimentos in vivo, tanto a reptilase® como ancrod, demonstraram exercer uma
reducdo evidente no nivel de fibrinogénio no plasma em animais e humanos, diminuindo
consideravelmente a viscosidade sanguinea, com efeito positivo sobre 6rgdos submetidos a
hipéxia causada por oclusdes tromboéticas, ndo tendo sido observada diminuigéo na contagem
de plaquetas quando da aplicag¢@o destas proteases. O uso da batroxobina em animais em que
a veia cava foi substituida por material polimérico resultou em melhor aceitagdo do enxerto
que nos animais de controle, sendo que somente nestes foi notada a formagdo de coagulos na

regido do enxerto, o que estd de acordo com a observagdo de que ainda que atue causando
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defibrinagdo, a batroxobina apresenta uma tendéncia muito baixa a causar sangramentos
(Stocker, 1990).

O uso clinico efetivo da batroxobina e da ancrod tem ocorrido principalmente na
prevengdo da formagdo de tromboembolias, devido a eficiente e segura redugdo dos niveis de
fibrinogénio alcangada por estas proteases, sendo particularmente importante o fato de serem
imunologicamente distintas, ainda que apresentem efeitos similares, o que permite o uso de
batroxobina em pacientes que fiquem resistentes a ancrod, e vice-versa. Por outro lado, o fato
de terem propriedades antigénicas faz com que sua ag¢@o no organismo possa ser prontamente
interrompida pela administragdo do respectivo antiveneno se ocorrer algum efeito colateral
grave por ocasido de seu uso, o que ndo pode ser feito no caso de outros tipos de drogas
anticoagulantes. O uso destas drogas tem sido citado no tratamento de diversas doengas de
natureza circulatoria, incluido-se trombose venal (DVT) e arterial, infarto do miocardio,
trombose na retina, embolia pulmonar, e mesmo em tratamento da anemia falciforme (Belch
et al., 1982, Pollak et al., 1982). Um estudo detalhado da ac¢do da batroxobina e da ancrod no
tratamento de diversos pacientes com complicagdes circulatdrias, envolvendo instituigdes de
varios paises, resultou na conclusdo de que seu uso como anticoagulante é mais eficiente e
seguro que a terapia tradicional com heparina (Latallo, 1983).

Por outro lado, ¢ interessante verificar que as proteases de veneno de serpente

constituem um caso quase unico na farmacologia, em que um mesmo tipo de droga pode ser

usado para se obter reagdes praticamente reversas; desse modo, o uso de reptilase® e de

botropase® (ambas contendo a mesma composi¢do, diferindo apenas nas concentragdes) em
pequenas quantidades demonstrou ser eficaz no controle de pequenas hemorragias em
cirurgias, incluindo estomacais, bem como nas de natureza ginecoldgica e uroldgica, e na
prevengdo de hemorragias no periodo pds-operatdrio tanto em pacientes normais como
hemofilicos. No entanto, como resultado de um exaustivo conjunto de testes verificou-se que
o processo de coagulagdo induzido por estas drogas parece ser disseminado por todo o
plasma, o que torna impossivel em principio prever a ocorréncia de complicagdes decorrentes
de seu uso, e embora elas tenham sido usadas regularmente em cirurgias de pequeno alcance e
em microcirurgias com bons resultados, sua aplicagdo em cirurgias de maior porte envolvendo
sangramentos sérios poderia interferir no uso de outros tratamentos com conseqiiéncias
possivelmente graves para o paciente (Verstraete, 1977).

Deste modo, embora ja estejam disponiveis no mercado drogas de natureza protéica ha
longo tempo, continua sendo necessdria a busca de outras substincias, de mesma natureza ou

distintas, que possam ser usadas em intervengdes cirurgicas mais complexas.
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1.3) Estrutura e Atividade das Moléculas de Serino-Proteases

Embora tenham substratos distintos, todas estas proteinas possuem a mesma
estereoquimica do sitio ativo, conforme mostrado na figura 6 para a quimotripsina,
considerada como o padrdo para esta classe de proteases, diferindo sua especificidade
somente devido a alteragdes em sua estrutura primaria, o que é indicado claramente pelo fato

de a identidade seqiiencial entre as serino-proteases de venenos de serpentes ser da ordem de
65%, e mesmo a identidade seqiiencial com as respectivas proteinas do sistema digestivo é
superior a 30%. Embora o tamanho das diversas proteinas deste grupo possa variar bastante, a
estrutura essencial destas proteinas ¢ constituida por cerca de 230 aminodcidos, sendo que
toda a variagdo observada na estrutura das serino-proteases tende a ser na sua por¢do N-
terminal, com a parte C-terminal delas sendo bem conservada; as modificagdes na porgio N-
terminal sdo as responsaveis pela ligagdo destas proteinas a sitios de reconhecimento celular
ou a co-fatores necessdrios ao seu funcionamento.

Analisando-se a estrutura tercidria conhecida de mais de vinte serino-proteases
similares a quimotripsina, nota-se que ela sempre se mantém bastante conservada,
consistindo de uma unidade monomérica contendo dois barris B constituidos por seis fitas
cada, quatro das quais dispostas numa seqiiéncia dita chave grega e as duas seguintes
dispostas no denominado grampo f3; os dois dominios em barril sdo separados pela fenda que
contem o sitio catalitico de uma hélice o C-terminal, a qual interage com a porgado N-terminal
da cadeia de modo a ajudar na estabilizagdo da estrutura secundaria; sabe-se que estruturas em
barril B sdo usualmente rigidas, e portanto qualquer possivel flexibilidade da cadeia esta
limitada aos lagos que conectam as fitas das folhas B conforme mostrado na figura 6. No caso
das serino-proteases ofidicas que atuam sobre a hemostasia, encontram-se sempre doze
residuos de cisteina envolvidos em pontes de dissulfeto; mediante o alinhamento de

seqiiéncias de proteases de serpentes e humanas, ¢ possivel notar que algumas partes da

cadeia peptidica das serino-proteases humanas encontram-se sempre ausentes nas respectivas

seqiiéncias de serpentes, sendo que a auséncia destes residuos seria a responsavel pela sua
resisténcia a inibidores (Perona e Craik, 1997, Parry, 1998, Wisner, 2000).

A reatividade extremamente elevada de um unico residuo de serina da protease com
relagdo a ligagdo peptidica do substrato ou com inibidores indica que a hidroxila deste residuo
de serina ¢ um nucledfilo desproporcionalmente forte; esta reatividade elevada ¢
essencialmente devida a presenga de um residuo de histidina, o qual atua como uma base

retirando o proton do grupo hidroxila, normalmente pouco reativo. O intermediério covalente
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formado pelo ataque deste grupo hidroxila ao substrato ¢ denominado de tetraédrico devido a
configuragdo apresentada pelo carbono acilico durante a reagdo, a qual contrasta nitidamente
com a geometria trigonal do mesmo carbono na ligagdo peptidica original. Para que isto
ocorra, € necessario que o carbono alfa desloque-se relativamente ao carbono e o oxigénio do
grupo acila, sendo que a forma tetraédrica gerada € instavel, sofrendo facilmente a expulsdo
de um grupo nucleofilico; a repeti¢do deste mecanismo por duas vezes seguidas, envolvendo
na primeira etapa o grupo hidroxila da serina, e na segunda etapa uma molécula de agua,
resulta por fim na separagdo da cadeia original em duas novas cadeias polipeptidicas menores.
Neste mecanismo reacional ¢ fundamental ainda a presen¢a de um aspartato no sitio ativo, o
qual estabiliza a carga positiva que surge na histidina no decorrer da reagdo (Stryer, 1996);
um forte indicio de que a fungdo deste residuo deve ser importante para o mecanismo
catalitico € o fato de que grupamentos carboxilicos com carga negativa localizados no interior
de proteinas sdo extremamente raros, pois a presen¢a de residuos de aminoécidos hidrofilicos
no nucleo hidrofébico é supostamente desfavoravel ao processo de enovelamento protéico
(Miller, 1987, Gregory, 1995).

Ao conjunto de residuos de aspartato, histidina e serina, localizados bem préximos
entre si quase formando um alinhamento na regido do sitio ativo, ¢ dado o nome de triade

catalitica, a qual, no caso das proteases da familia da quimotripsina, encontra-se numa fenda

entre os dois barris B. E importante notar que estes residuos ocorrem nas diferentes familias

de serino-proteases em diferentes ordens, tais como H57 D102 S195 na quimotripsina ou D32
H64 S221 na subtilisina, o que reforga a idéia de que algumas destas familias ndo devem ter
um ancestral em comum; uma analise comparativa das estruturas existentes de diversas
familias de serino-proteases permite verificar ainda que a disposi¢do relativa do residuo
aspértico em relag@o aos de histidina e serina é tdo varidvel, que seria em principio possivel
afirmar que, em vez de uma triade catalitica, o que efetivamente existe no sitio de reagédo
seriam duas diades cataliticas atuando em conjunto, a Asp-His e a His-Ser (Perona, 1997).

Independentemente de sua origem, porem, ambos os tipos de serino-proteases
possuem quatro caracteristicas especificas: a triade catalitica acima citada, a area do oxianion,
um lago no qual o substrato se liga, e uma area responsavel pela seletividade.

A fun¢do do denominado pogo do oxidnion é a de estabilizar o intermediario
tetraédrico formado no decorrer da reagdo, o que é conseguido dispondo-se espacialmente de
maneira adequada grupos capazes de formar ligagdes de hidrogénio com o 4tomo de oxigénio
negativo presente no intermediario, conforme apresentado na figura 7, de modo a reduzir a

carga total presente naquela regido do substrato; acredita-se porem que a carga positiva que
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aparece na histidina durante a reagdo também atua no sentido de neutralizar a carga negativa
do oxigénio no estado de transigdo. Por outro lado, a existéncia destes dois fatores, embora
atue na estabilizag@o e favorecimento da formagdo do intermediario reativo, presumivelmente
também desestabiliza o substrato original, contribuindo ainda mais para a diminui¢do da
diferenca de energia livre entre o substrato e o intermediario, o que favoreceria ainda mais a

ocorréncia da reagio de hidrdlise.

A N-tennal

N

dominio 2 dominio 1

Figura 6: Esquema da estrutura tridimensional da quimotripsina.

Conforme ja verificado, as serino-proteases ndo possuem uma especificidade absoluta
com relagdo a estrutura do substrato, podendo atuar sobre cadeias peptidicas contendo os mais
diversos tipos de residuos, o que pode ser explicado quando se sabe que o substrato € atraido
de modo n3o-especifico por meio de ligagdes de hidrogénio a um lago da cadeia polipeptidica,

formando um tipo de folha [ anti-paralela, ainda que curta, entre elas. Dados experimentais
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considerando a distancia entre os atomos atraidos pela ligagdo de hidrogénio indicam que eles
se encontram mais préximos entre si no estado de transi¢do que no inicio da reagdo, quando o
substrato ainda se encontra na sua forma original, de modo que esta interagdo ndo-especifica
entre a enzima e o reagente contribui também para a estabilizagdo do intermediario da reagéo,

com o correspondente aumento em sua velocidade (Branden e Tooze, 1991).

Substrato Estado Intermedidrio
de transigdo tetraédrico acil-enzima
Q

c ¢
= CH = —CHI—a
CHam —CH,—0” '\ :
R—N—H R—N—H
|

H
I‘__N—*CH

Intermediario Estado de transigéo Componente dcido
acil-enzima tetraédrico do substrato

L¢] >
\ R
—CH,—0_

Figura 7: Mecanismo de agdo de uma serino-protease.
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Considerando-se que, ainda que atuem sobre substratos com os mais distintos residuos
de aminoécidos, as serino-proteases ainda assim catalisam a hidrdlise de algumas proteinas
com maior eficiéncia que outras, dependendo do tipo de cadeia lateral presente na vizinhanga
imediata da ligagdo peptidica sendo clivada, chega-se a conclusdo que existe nas
proximidades do sitio catalitico uma regido responsavel por este poder discriminante da
protease, denominado de bolsd@o de especificidade; dependendo do tipo de cadeia lateral que
estiver vizinha a ligagdo passivel de hidrdlise, ela poderd ou nio se alojar no interior desta
regido da protease, o que determinara se a reagéo efetivamente podera ocorrer ou nio.

O fato de se encontrar todos os elementos acima citados em proteases de distintas
familias, as quais possuem tanto as suas seqiiéncias de residuos como a disposigdo de seus
elementos de estrutura secunddria totalmente distintas entre si, € possuindo origens e historias
evolutivas completamente distintas, serve como um exemplo extraordinario de evolugdo
convergente em nivel molecular de uma proteina (Blow, 1990, Fersht, 1999).

Estudos envolvendo mutag¢des nos residuos do sitio catalitico da subtilisina, em que
estes foram substituidos, independentemente ou simultaneamente, por valina, indicaram que
tais mutagdes ndo tem efeito aditivo, confirmando assim a importancia da agdo conjunta dos
trés residuos no mecanismo catalitico. No entanto, a velocidade da reagdo catalisada pela
enzima com os trés residuos da triade substituidos por valina ainda demonstrou ser da ordem
de mil vezes superior a da reagdio respectiva ndo-catalisada, de modo que outros grupos
existentes na molécula também devem participar, ainda que com menor importancia, no
mecanismo catalitico, 0 que ndo pode ser percebido nas estruturas obtidas por cristalografia
(Creighton, 1992).

As etapas envolvidas no mecanismo catalitico foram inferidas a partir de estudos
cristalograficos de serino-proteases complexadas com inibidores, produtos de reagdo, ou
reagentes contendo o grupamento acila. Os dados mais relevantes foram os obtidos com o uso
de inibidores protéicos de alta seletividade, os quais permanecem firmemente ligados a
protease mesmo apos sofrerem clivagem de ligagdo peptidica no sitio ativo da enzima; deste

modo, os residuos de aminoacidos envolvidos na hidrdlise (P, € P;) permanecem apds a

reagdo em suas posi¢des originais no sitio ativo, inibindo o acesso da agua a ele e impedindo a

continuag¢do do processo de hidrélise, bem como permitindo ainda a reversdo da reagdo de
modo a recuperar a cadeia protéica original; um equilibrio é normalmente alcangado em que
cerca de metade das moléculas de inibidores protéicos encontra-se clivada. Embora os
inibidores protéicos ndo tendam a apresentar identidade seqiiencial entre si, todos eles

usualmente ligam-se de maneira similar as serino-proteases; a cadeia lateral do residuo de
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aminoacido na posi¢do P, liga-se no sitio efetivamente responsavel pela seletividade da
protease, designado como sub-sitio S, existindo também sub-sitios designados S,, S; € Ss,
aos quais ligam-se as cadeias laterais dos residuos de aminoacidos das posigdes P, P; e P4 do
inibidor, respectivamente (figura 8); esta parte do inibidor forma uma estrutura em folha-f3
antiparalela com uma das fitas-f3 da protease (Creighton, 1992). Os residuos de aminoacidos
nas posi¢des P e P, interagem com menor intensidade com a protease; embora pouco se
conhega efetivamente sobre a interagdo entre as proteases e seus substratos naturais, acredita-
se que a descricdo acima também se aplique a estes casos, visto haver uma elevada
similaridade entre os inibidores das proteases e seus substratos naturais (Bode e Huber, 1992).

A base molecular para a especificidade de cada serino-protease com relagéo ao residuo
de aminoécido na posigdo P1 é percebida claramente a partir das estruturas tridimensionais
conhecidas destas proteases. A especificidade da tripsina para os residuos Arg ou Lys na
posi¢do P, é devida ao fato de seu sub-sitio S; ser profundo e conter um residuo de acido
aspartico (189) no seu interior, 0 qual neutraliza a carga positiva presente nestes residuos no
pH fisiolégico; a quimotripsina por sua vez é especifica para residuos de Phe, Trp ou Tyr, e
possui um sub-sitio longo, estreito e hidrofobico adequado para acomodar as cadeias
aromaticas destes residuos, com o Aspl189 substituido pelo pequeno residuo de serina de
maneira a causar menor impedimento estérico; a elastase, embora tenha a por¢do S, similar a
da quimotripsina, possui no fundo dela residuos de Val e Trp, o que somente permite a
ligagio de substratos que contenham residuos apolares pequenos na posigdo Py. Vizinho a

estes residuos encontra-se uma serina ou valina, na posi¢do 190, que ajuda a influenciar o

grau de seletividade das proteases similares a tripsina frente aos respectivos substratos, sendo

elas mais seletivas para peptidios contendo arginina no caso em que o residuo 190 da protease
¢ uma serina, porem este efeito ¢ reduzido nos casos em que o substrato interage fortemente
com as regides S2 a S4 da protease, o que indica a sua importancia na seletividade (Sichler et
al., 2002).

Ainda que as informagdes existentes a respeito das interagdes protease-substrato sejam
substanciais, nem sempre é possivel reconhecer relagdes tdo claras como as citadas acima.
Deste modo, enquanto a substituigio do Aspl189 por um residuo de lisina praticamente
elimina a atividade catalitica da tripsina com relagdo a substratos contendo Arg ou Lys,
conforme esperado, ndo foi observado qualquer nivel de atividade para substratos contendo

Asp ou Glu na posigdo P;.
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Quando se substitui o Aspl89 por um residuo de serina, como ocorre na
quimotripsina, a atividade catalitica frente a substratos contendo Arg ou Lys é bastante
afetada, porem ndo se detecta um aumento substancial na capacidade de hidrolise de
substratos contendo residuos hidrofobicos (Rutter, 1992), o que ndo seria previsivel
considerando-se que ndo existem maiores diferengas entre a tripsina assim modificada e a
prépria quimotripsina na por¢do S; de ambas; mesmo quando todos os residuos de S1 da
tripsina sdo substituidos pelos respectivos residuos da quimotripsina, ndo € possivel observar-

se atividade correspondente a esta na tripsina assim modificada.

'u

214 s
193 195

SER COLY SER
oXianon

Figura 8: Interagdes entre o substrato e a serino-protease (--- liga¢des parciais, ™ ligagdes de

hidrogénio).

Prova de que o processo ¢ bem mais complexo do que aparenta a primeira vista, é o
fato de que somente através de mutagdes em trés lagos na superficie da tripsina foi possivel
atingir algum grau de atividade frente a substratos contendo residuos aromaticos (Rutter et al.,

1994); em particular, observou-se também que o residuo Gly216 deve necessariamente estar

presente para que a atividade catalitica seja elevada e para que ndo se perca a seletividade da

protease, sendo que este residuo, mais afastado do sitio catalitico, somente interage com o
residuo de aminodcido P3 do substrato. convém notar que o conhecimento da estrutura

tridimensional de uma protease isolada pode ndo ser suficiente para explicar sua seletividade,
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conforme se verifica para a trombina, a qual quando complexada com o inibidor BPTI
apresenta nitido deslocamento em quatro lagos que envolvem o sitio ativo de modo a
acomodar o inibidor, o que refor¢a a idéia que a especificidade destas enzimas deve ser
tomada como sendo devida ao conjunto de residuos de aminoacidos que constituem a
estrutura protéica, € ndo apenas aos poucos aminoacidos que interagem diretamente no local
da ligag@o peptidica que esteja sendo hidrolisada (Locht et al., 1997), havendo indicios de que
mesmo moléculas de dgua ligadas a superficie da proteina podem intervir no mecanismo
catalitico por meio de suas interagdes com o sitio ativo ou com o substrato (Engh et al., 1996).

Foi observado, porem, que no caso de serino-proteases de origem microbiana ou de
invertebrados, tenham elas seletividade elevada ou ndo, a substitui¢io de residuos de
aminoacidos nas posigdes que interagem com o substrato causam grandes modificagdes na
seletividade relacionada a posi¢do P do substrato, sem afetar substancialmente a atividade
catalitica. isto foi atribuido ao fato do sitio ativo nestas proteinas ser maior que o de proteases
como a tripsina ou, ao contrario, ser pouco profundo, o que o tornaria menos seletivo frente a
diferentes substratos, bem como menos sensivel a substitui¢do de alguns de seus residuos.
Este fenomeno foi estudado em detalhes na enzima a-litica de origem microbiana, em que a
substituicio M190A ou M213A tornou a enzima menos seletiva, inclusive aumentando sua

atividade catalitica. A andlise da estrutura tridimensional dos mutantes revelou que a razdo

principal para a seletividade menos rigorosa da protease mutante foi devida a flexibilidade

estrutural apresentada pelo sitio ativo, resultante de uma combinagdo da possibilidade de
alternancia entre as varias conformagdes das cadeias laterais dos residuos ali situados com
uma maior deformabilidade da prépria cadeia peptidica, em particular para os residuos
216-220 (Agard et al., 1989). Deste modo, assim como para a tripsina, para esta protease a
especificidade depende também da porgdo da cadeia que se liga ao residuo P3 do substrato,
sendo porem neste caso pouco relevante a fungdo do sub-sitio S;. Isto explica como a adi¢do
de mutagdes a proteina nativa nio causou danos a sua atividade, pois sua flexibilidade deve
ser mais do que suficiente para compensar alteragdes nas interagdes envolvendo o residuo Pl
e o sub-sitio S1, o que ndo pode ocorrer em uma protease como a tripsina, em que tanto as
cadeias laterais como a propria cadeia principal desenvolveram, no decorrer da evolugdo, uma
maior rigidez para atingir o objetivo de uma seletividade elevada (Perona e Craik, 1997).

Uma unica explicagdo consolidada para o conjunto destes fendmenos néo € evidente a
partir dos dados existentes, porem considera-se que as interagdes entre protease € substrato
atuem principalmente emparelhando de modo preciso o substrato com o sitio catalitico. Deste

modo, quando as interagdes entre os residuos P, e S; forem significativas, como nos
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substratos da tripsina e da quimotripsina, elas tornam-se fundamentais para o adequado
emparelhamento do substrato com o sitio ativo no decorrer da reagdo, sendo que qualquer
mudanga na estrutura de S; causara alteragdes intensas na seletividade reacional; ja para
proteases em que S; € pequeno e interage fracamente com o substrato, como nas originarias
de organismos mais primitivos, as outras interagdes envolvendo S; a S4 passam a ter maior
importancia, diminuindo a influéncia de S, na seletividade da protease.

Embora as conclusGes acima se baseiem em alguns casos especificos, pode-se em
principio considerar que as enzimas de procariotos e invertebrados, que divergiram
anteriormente, tem a capacidade de hidrolisar uma maior diversidade de substratos, com baixa
seletividade, enquanto os mamiferos por sua vez desenvolveram um numero elevado de
serino-proteases, cada qual com alta seletividade, as quais em conjunto conseguem exercem
as mesmas fungdes que o pequeno nimero de serino-proteases dos organismos mais simples.
A razdo para este fendmeno pode ser que organismos que divergiram hd mais tempo sofreram
pressdo seletiva para possuirem genomas pequenos, de modo que o processo de duplicagdo de
genes gerando a diversificagdo genética foi limitado nestas espécies, o que levou a selegdo das
proteases com estruturas mais flexiveis e capazes de se ligar a diversos tipos de substratos,
minimizando assim a necessidade da existéncia de um grande numero destas enzimas nestes
organismos. Por sua vez, organismos de evolugdo mais recente, tendo uma estrutura mais
complexa, necessitam de uma maior variedade de proteinas de diversos tipos, cada qual
exercendo sua respectiva atividade especifica num determinado tecido do organismo (Perona
e Craik, 1997).

As proteases de vertebrados, devido a pressdo evolutiva no sentido da maior
diferenciagdo e especializagdo de suas enzimas, seletivamente acumularam um nimero
elevado de mutagSes em relagdo a protease ancestral, de modo a perderem sua baixa
especificidade original e gerando as serino-proteases atuais altamente especificas. Isto pode
explicar o fato de mutagdes nas seqiiéncias destas proteinas ndo darem origem em geral a
proteases com especificidades alteradas, pois o numero de muta¢des acumuladas ¢€
provavelmente tdo elevado que cada protease foi otimizada para executar sua fungdo

especifica, ndo sendo provavel que simples mutagdes pontuais possam causar uma alteragédo

ndo-prejudicial a atividade enzimatica. E claro que este processo evolutivo, como aqui

descrito, ndo ocorreu exatamente da mesma forma para todas as serino-proteases, € muito
menos para outros tipos de enzimas; uma prova disto €, por exemplo, o fato de que a
substituicdo de um unico residuo baste para que a enzima lactato desidrogenase de

vertebrados passe a atuar como malato desidrogenase (Holbrook et al., 1988).
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II - OBJETIVOS

Neste trabalho pretendeu-se desenvolver uma metodologia para a obtengdo de serino-
proteases de venenos de serpentes de Crotalus durissus terrificus e Lachesis muta muta em
forma pura, usando-se a cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC), seguindo-se de
testes para confirmar a pureza final de cada protease obtida, o que é fundamental para
posteriores tentativas de se efetuar a cristalizacao.

Uma vez obtida serino-protease em forma pura, procurou-se produzir cristais por meio
da metodologia de difusdo de vapor, com o intuito de submeté-los ao procedimento de
difracdo de raios X para se determinar a estrutura tridimensional respectiva.

Em paralelo, procurou-se determinar a estrutura da serino-protease catroxase I de

Crotalus atrox, cuja seqiiéncia ja é conhecida, usando-se o procedimento de modelagem

molecular tomando-se um conjunto de proteases de estruturas ja conhecidas como molde para

a obteng¢do da estrutura do modelo.
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IIT - MATERIAIS

3.1) Amostras protéicas

O veneno de Lachesis muta muta (surucucu) foi fornecido pelo Laboratério de
Herpetologia e Animais Venenosos da Faculdade de Medicina de Catanduva.

O veneno de Crotalus durissus terrificus (cascavel) foi fornecido pelo Laboratorio de
Herpetologia e Animais Venenosos da Faculdade de Medicina de Catanduva.

O veneno de Bothrops jararaca foi adquirido pelo serpentario Uraeus de Cedral/SP.

Todas as amostras foram recebidas na forma liofilizada e armazenadas a 8°C, tendo
sido diluidas @ medida em que eram usadas, na propor¢do de cerca de 100 mg para cada
1000pL de tampdo tris 25mM e submetidas a centrifugagdo a 8000xg imediatamente antes de
se iniciarem os procedimentos de purificagdo. O processo de diluigdo provou ser bem dificil,

sendo necessario efetud-lo lentamente para evitar perda de proteina.

3.2) Reagentes

Os tampdes acido bérico pH 9,0, Tris pH 8,6, imidazol pH 7,0, acetato de sédio pH
5,0 e acido citrico pH 3,0 foram preparados a partir dos respectivos reagentes obtidos da

empresa Sigma-Aldrich.

O NaCl usado no procedimento de cromatografia por troca idnica para eluigdo com

gradiente foi obtido da empresa Carlo Erba.

Usou-se em todos os procedimentos dgua destilada, filtrada em membrana de nylon

Millipore de porosidade 0,45um.

3.3) Colunas Cromatograficas

As colunas usadas na purificagdo de proteinas foram adquiridas da Amersham

Biosciences, subsidiaria da empresa General Electric. Para determinar a melhor condigdo de

purificagdo para cada proteina, foram efetuados testes em colunas com as seguintes fases

estacionarias: resina de troca anionica Resource MonoQ a base de ion quaternario de aménio,
resina de afinidade de sepharose contendo p-aminobenzamidina e resina de filtragdo em gel
Sephadex G75. Os procedimentos cromatograficos foram efetuados em um sistema FPLC da

Amersham Pharmacia.
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IV - METODOS

4.1) Purificacido de proteinas

As proteinas podem ser visualizadas e diferenciadas pelos métodos eletroforéticos, que
serdo descritos posteriormente. Estes métodos podem ser usados para obtengdo de pequenas
quantidades de polipeptidios, na faixa de até um miligrama, mas para elucidar completamente
sua estrutura tridimensional e seu mecanismo de agdo sdo necessarias quantidades
substanciais de proteinas purificadas, sendo que a partir desta necessidade foi desenvolvida a
técnica de purificagdo chamada de cromatografia liquida, a qual tem sido amplamente usada
na purificagdo de proteases de venenos de serpentes (Bortoleto-Bugs, 2002, Koh, 2001,
Zhang, 1998). Essencialmente, em todos os métodos de cromatografia liquida conhecidos,
usa-se uma coluna na qual existe uma fase estaciondria, em geral de natureza polimérica, na
qual as proteinas ficam separadas devido a suas caracteristicas basicas e peculiares, como seu
ponto isoelétrico € sua afinidade especifica por grupamentos quimicos, bem como sua massa
molecular, e pela coluna passa continuamente uma fase moével, constituida por um tampao no
qual a proteina de interesse seja estdvel, a qual serve para remover seletivamente da coluna as
diversas proteinas da amostra, seletivamente, uma apds a outra. A seguir, serdo descritos os

tipos de separagdes cromatograficas usadas na purificag@o de proteinas (Stryer, 1996).

Cromatografia de Troca I6nica: As proteinas podem ser separadas em fungéo de sua

carga liquida, no caso da cromatografia de troca ionica. Essa técnica faz uso de uma coluna

empacotada com granulos de uma resina sintética contendo grupos carregados e fixos
(figura 9). Estes grupos podem ser anidnicos, os quais se ligam a cations, sendo as resinas
chamadas cationicas. Ao contrario, existem resinas ditas anidnicas, por possuirem grupos
catidnicos, os quais se ligam a anions. De acordo com o pH do tampdo usado e do ponto
isoelétrico das proteinas, estas poderdo apresentar carga positiva, negativa ou mesmo serem
neutras quando introduzidas na coluna. As positivas se ligardo a resina de troca catidnica
enquanto que as com carga neutra e negativas passardo pela resina sem se ligarem aos grupos
ativos. Ao passar pela coluna um tampdo em um dado valor de pH, e contendo NaCl numa
concentragdo de até 0,5M, as macromoléculas ligadas a coluna comegarfo a sair desta, sendo
que proteinas que tém baixa densidade de carga liquida tendem a emergir primeiro, seguidas

das que possuem uma maior densidade de carga. Este método de separagdo cromatografica é
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um dos mais flexiveis, permitindo conseguir um grau de purificagdo elevado mesmo para as
amostras mais dificeis e complexas, bastando para isto ajustar-se adequadamente o pH do
tampdo usado na eluigdo, bem como a concentracdo do sal contido nele, o que a torna

adequada como uma etapa de purificagdo inicial para amostras protéicas brutas, que

normalmente n3o dio bons resultados com outros métodos (Deutscher, 1990). E importante

salientar porem que, devido ao fato de algumas proteinas apresentarem uma carga muito
elevada no pH em que ocorre a eluigdo, elas podem ficar retidas definitivamente no interior da
coluna, contaminando-a. Em alguns casos, observa-se ainda a ocorréncia de desnatura¢do de
algumas das proteinas da amostra, contribuindo também para a contaminagao e, quando isto
acontece, somente uma lavagem em condig¢des de altas concentragdes de NaCl e de extremos
de pH podem regenerar a coluna. Deste modo, nem sempre o tampdo que consegue efetuar a
melhor separagdo possivel das proteinas de interesse é o que garante maior vida util ao

sistema cromatografico.

- \‘ ;proteinas de carga positiva
. 'ligadas a coluna negativa

proteinas de carga negativa

? . eluindo livremente

Figura 9: Diagrama de uma coluna de resina de troca cationica (Resource 15S) com grupos
metil-sulfonatos, carregados negativamente. As esferas azuis representam proteinas com alta
densidade de carga positiva e que se ligam aos grupos carregados (esferas pretas). As esferas
vermelhas representam proteinas com densidade de carga liquida neutra ou negativa no pH do

tampdo, que passam pelos grupos ativos sem sofrer interagdes (Stryer, 1996).
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Cromatografia por Afinidade: Uma caracteristica notavel de muitas proteinas é a
sua capacidade de se ligar a grupamentos quimicos especificos. Esta propriedade pode ser
usada para separar tais proteinas por cromatografia de afinidade. Nesta técnica, uma molécula
conhecida como ligante é covalentemente ligada a uma matriz inerte e porosa. E importante
que o ligante conserve sua ligagdo especifica pela proteina e que seletivamente a desligue, de
maneira que a matriz continue ativa apos a eluigdo. A proteina € entdo obtida de forma pura
quando liberada da matriz cromatogréfica, por mudangas das condig¢des de eluigdo. A eluicdo
¢ geralmente feita por adi¢do de inibidores ou mudanga brusca de pH. Esta técnica pode ser
usada vantajosamente na purificagdo de serino-proteases, pois o sitio ativo das serino-
proteases, composto pelos residuos dos aminoacidos aspartato (102), histidina (57) e serina
(195), interage seletivamente com os grupos ativos p-aminobenzamidina da resina
Benzamidina-Sepharose CL-6B fornecida pela Amersham Biosciences. A figura 10 ilustra a
estrutura molecular plana detalhada desse grupo, ligado a resina por uma cadeia linear

(espagador).

OH
Matriz —0\)\/0\/\/\ OH
07
Hi

N

sz/ \\IH

Figura 10: Representagdo de um grupamento p-aminobenzamidina ligado pelo espagador a

matriz de polissacaridio (Sepharose).
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4.2) Caracterizacio das Proteinas Purificadas

Ap6s o isolamento das serino-proteases de interesse a partir de venenos de serpentes, €
necessdrio certificar-se do seu grau de pureza, e determinar a quantidade efetivamente obtida
de proteina; isto é efetuado, respectivamente, pelo uso da técnica da eletroforese desnaturante
e descontinua (SDS-PAGE) e quantificagdo espectroscopica pelo método de Bradford
(Deutscher, 1990). Seguindo-se estes procedimentos, é ainda necesséario verificar se cada
proteina obtida encontra-se em forma homogénea, ndo formando aglomerados irregulares no
meio aquoso; deve-se notar que, quando o objetivo final € a cristalizagdo de proteina para
determinagdo de sua estrutura tridimensional por difragdo de raios X, um dos principais
fatores a influenciar negativamente a tendéncia da macromolécula a cristalizar € justamente a
ocorréncia de aglomerados irregulares, e isto pode ser verificado pela técnica de espalhamento
dindmico de luz (DLS) (McPherson, 1999). A seguir serdo apresentadas algumas explica¢des

a respeito destes métodos (Deutscher, 1990; Scopes, 1994).

Eletroforese Desnaturante (SDS-PAGE): Moléculas portadoras de carga elétrica,
quando colocadas em um campo elétrico, movem-se com velocidade proporcional as suas
cargas e a intensidade do campo no processo denominado de eletroforese. Este fendmeno
permite separar com grande eficiéncia macromoléculas como proteinas, ARN e ADN (Hames
e Rickwood, 1990).

Separagdes eletroforéticas sdo efetuadas em géis, que aumentam a eficiéncia da

separagdo por atuarem como peneiras moleculares que interferem na mobilidade idnica das

proteinas ao reterem preferencialmente as que possuem maiores pesos moleculares, bem

como evitando a formagdo de correntes de convecgdo devidas a pequenos gradientes de
temperatura no sistema de eletroforese.

Devido ao efeito de peneiramento dos géis, tais como o de poliacrilamida, a migragédo
das macromoléculas carregadas através do gel de eletroforese depende ndo somente das
cargas da macromolécula como também de suas massas e do seu formato. No entanto,
determinou-se que, quando as proteinas sofrem desnaturagdo, assumindo assim uma forma
totalmente aleatdria, a migragdo eletroforética passa a depender somente de suas cargas e
massa molecular. Deste modo, tradicionalmente efetua-se o procedimento eletroforético em
condi¢des desnaturantes, adicionando-se o detergente SDS a mistura de proteinas que se
deseja analisar. O SDS, sendo uma molécula negativamente carregada, ao ligar-se a proteina,

da ao complexo assim formado uma grande carga negativa, a0 mesmo tempo em que causa
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sua desnaturagdo. Como as cargas negativas dos complexos formados com as proteinas das
amostras sdo muito maiores que as cargas das proteinas isoladas, este fator passa a ter pouca
importancia na separagdo eletroforética, fazendo com que a separagdo passe a depender
basicamente da massa de cada proteina. Deste modo, como resultado deste procedimento
temos a distribui¢do das proteinas ao longo do gel na relagdo direta de suas massas
moleculares e, se for efetuada em paralelo a separagdo de uma amostra de proteinas de peso
molecular conhecido, sera possivel determinar diretamente a massa molecular das proteinas
da amostra desconhecida, o que ¢ importante para termos uma idéia preliminar da possivel
composi¢do desta amostra.

A determinagdo da composi¢do de uma amostra protéica, que normalmente ¢ de
grande importancia em qualquer tipo de estudo na area de bioquimica de proteinas, torna-se
simplesmente imprescindivel no caso especifico da cristalografia de proteinas, devido ao fato
bem conhecido de ser bastante dificil efetuar a cristalizagdo de amostras de proteinas que ndo

estejam puras (Ducruix, 1992).

Espectroscopia: Diversos métodos foram desenvolvidos para a determinagdo

quantitativa de proteinas. Dentre estes métodos, os que se baseiam em espectrofotometria tem

se mostrado serem os mais sensiveis e menos demorados, podendo ser executados com o uso
de minimas quantidades de amostra, evitando assim a perda excessiva de proteinas.

O método de Bradford baseia-se na interagdo de um corante, o azul brilhante G-250,
portador de cargas negativas, com os aminoacidos positivamente carregados das proteinas.
Este corante tem cor avermelhada e, quando em contato com a carga positiva das proteinas,
muda sua cor para o azul, sendo esta alteragdo proporcional a concentragdo de proteinas na
amostra. Como a variag@o de cor ¢ praticamente idéntica para diversas proteinas, sendo este
procedimento altamente reprodutivel, e como o corante ndo ¢ afetado por outros tipos de
macromoléculas bioldgicas, este método é considerado como um dos mais gerais na
determinagdo quantitativa de proteinas (Deutscher, 1990).

O conhecimento da concentragdo de proteina na amostra, apds ter sido determinado o
seu grau de pureza por meio da eletroforese, é de fundamental importancia devido ao fato de
ser pouco provavel conseguir a cristalizagdo de amostras protéicas altamente diluidas,
podendo mesmo ser necessario repetir a etapa de purificagdo caso seja verificado que se
dispde de quantidades muito pequenas de proteina para a etapa de cristalizagdo (McRee,
1999).
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Espalhamento Dindmico de Luz: Ainda que se comprove por eletroforese estar a
proteina de interesse em uma forma quimicamente pura, pode ocorrer que no pH e na
concentragcdo em que ela se encontra depois de purificada formem-se aglomerados contendo
diversas macromoléculas, o que torna a amostra inadequada para fins de cristalizagdo e,
portanto, passa a ser necessario o uso de um método que permita verificar se este fendmeno
esta se manifestando. Um dos métodos disponiveis para determinar rapidamente a ocorréncia
de formagédo de aglomerados protéicos € o espalhamento dindmico de luz (DLS), mediante o
qual pode-se medir o didmetro das macromoléculas existentes no meio; idealmente um
grafico de DLS deveria apresentar um unico pico bem definido, o que indicaria a presenga no
meio de apenas uma forma da macromolécula, porem o mais usual € a presenga de picos
largos, os quais podem ser tanto devidos as proteinas formando distintos aglomerados com
um numero variado de componentes, o que é prejudicial a formagdo de cristais, como a
existéncia de nucleos de cristalizagdo no meio.

Macromoléculas em solugdo apresentam movimento browniano, dependente da
viscosidade do meio, causado pelo choque continuo das moléculas do solvente contra as
macromoléculas protéicas; este movimento, somado ao efeito de espalhamento da luz em
todas as dire¢cdes pelas macromoléculas, causa a existéncia de uma permanente flutuagdo da
polarizagdo do meio com a conseqiiente variagdo na intensidade da luz espalhada com o
tempo. Deve-se notar que esta flutuacdo € bastante rapida, somente sendo detectada com
aparelhos dotados de sensores de alta velocidade de resposta (Bortoleto-Bugs, 2001).

Uma idéia resumida do processo fisico envolvido pode ser vista na figura 11, em que
k; € um vetor correspondente a um feixe de luz proveniente de uma fonte do tipo laser, k¢ é o
vetor correspondente a luz espalhada, e O e P sdo as posi¢des inicial e final de uma particula
que se move continuamente no meio liquido; considerando-se que o detector que recebe o
feixe de luz espalhado encontra-se a uma distancia bem grande da amostra, ao menos quando
comparado com o tamanho da prépria amostra, pode-se considerar o campo elétrico da
radiagdo espalhada como formando uma esfera, e o campo elétrico total medido pelo detector
seria em principio a soma de cada onda correspondente a cada particula da amostra, o qual
poderia em principio ser considerado como constante se o angulo entre fonte do laser,
amostra, e detector for fixo. Porem, embora a amplitude das ondas detectadas seja
praticamente insensivel & posigdo das particulas, 0 mesmo ndo é verdade para as fases

respectivas, que podem sofrer alteragdes com o deslocamento das particulas por distancias tdo

pequenas quanto o comprimento de onda da luz usada. E esta variagdo na fase das ondas

espalhadas, causada pelo deslocamento das particulas devido ao movimento browniano, a
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razdo das variagOes na intensidade da radiagdo medida pelo detector durante a realizagio do
experimento.

Do ponto de vista operacional, a técnica de DLS, basicamente consiste em incidir uma
luz de comprimento de onda definido em uma amostra contendo a macromolécula de
interesse, medindo a intensidade da luz espalhada, em um dado 4ngulo em relagdo a luz

incidente, ao longo de diversos instantes separados entre si por um intervalo de tempo T.

parllg:ula

CPD - AOB=nA
q :ﬁﬂ{f- ki) detector

Figura 11: Diagrama esquemético do processo fisico de DLS. O sinal espalhado depende,
dentre outros fatores, do dngulo de observagéo 6, o qual no caso do instrumento Dynapro 801

¢ fixo no valor de 90° (ky, k;: vetores correspondentes a onda eletromagnética).

A seguir, calcula-se uma fungdo que correlaciona estas medidas, dada por

G =/Ip.Je+v.dt (1)

Na prética ndo € possivel medir um conjunto continuo de dados, mas somente um
numero discreto destes e, portanto, a equagdo acima € reescrita como

G=ZIp.Ia+v.T 2)

Ou seja, sdo feitas medidas nos instantes 0, T, 21, ..., nt segundos € a seguir calcula-se
a fung@o de correlagdo acima; deve-se notar que o valor de T deve ser bem menor que o tempo
necessario para ocorrer a flutuagéo na intensidade do sinal que chega ao detector, ou ndo sera

possivel obter um conjunto suficientemente grande de dados; este valor é da ordem de
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grandeza do microssegundo. A fungdo entdo ¢ normalizada de modo a obter-se o valor 1 para
Gn—w. O valor da fungdo G est4 relacionado a uma fungdo de decaimento do tipo exponencial,
da forma

G=1+e" 3)

O termo v por sua vez relaciona-se com a movimentagio aleatéria das macromoléculas
através do coeficiente de difusdo D dos aglomerados protéicos em solugio e do vetor de
espalhamento de luz q

y=D/g?=1h 4)
em que os termos acima sdo dados por

D =kT/6mnR (5)

e q = 4nym.sen(6/2)/A (6)

com A sendo o comprimento de onda usado (824,3 nm), n a viscosidade da solugdo protéica
que esta sendo medida, k € a constante de Boltzmann, T é a temperatura em que é feita a
medida, e ng € o indice de refragdo da solugdo. Deste modo, pelas relagdes acima mostradas,
verifica-se que ha uma relag@o, ainda que néo direta, entre o valor obtido para G e o raio R do
aglomerado protéico.

E importante notar que, devido ao fato de ser usado um feixe de luz laser, a
concentragdo de proteina na amostra ndo deve ser elevada, ou o sinal que chega ao detector
pode ser muito intenso, causando danos a este; uma faixa de concentragdes razoavel situa-se

entre 1 € 5 mg/mL.

Determinacdes da Atividade Bioquimica das Serino-Proteases: define-se a
atividade de uma enzima qualquer como a propor¢do de uma dada reagdo que uma quantidade
certa da enzima deveria catalisar em um intervalo de tempo especifico; esta atividade é
determinada medindo-se a quantia de produto formado ou de substrato consumido por
unidade de tempo, em condi¢des tais que o substrato encontre-se numa concentragdo bem
elevada, de modo a que cause a total saturagdo da enzima.

O padrdo aceito para a atividade enzimatica € a unidade internacional (UI), sendo que

1 UI € definido como sendo a quantidade de enzima necessaria para produzir um micromol

(umol) de produto (ou decompor um micromol do substrato) por minuto em condigdes

especificadas de pH, temperatura, e concentragdo inicial do substrato. Esta padronizagdo
permitiu efetuar comparagdes entre os diversos tipos de enzimas, de mesmas familias ou de

familias distintas.
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Idealmente, a atividade deve ser medida logo no inicio da reagdo, quando ainda ndo se
encontra no meio qualquer trago de produtos reacionais; nestas condi¢des, pode-se considerar
que a reagdo estd se realizando na sua méaxima velocidade. A atividade de uma enzima que
siga 0 mecanismo classico de Michaelis-Menten, assim determinada, deveria ser exatamente
proporcional a concentragdo da enzima no meio reacional, e se isto ndo for observado pode
indicar que o mecanismo € mais complexo que o usual ou que as condigdes experimentais ndo
foram adequadamente controladas. Em particular, toda enzima deve ser testada nas condi¢des
de pH e temperatura 6timas para ela; como estas condig¢des ndo sdo conhecidas em geral, nem
podem ser previstas em principio, na pratica devem-se fazer ensaios em diversas condi¢des de
temperatura e pH; isto porem ¢ desnecessario quando estd sendo testada uma enzima que
pertenga a uma familia de proteinas j& bem conhecida, as quais se saiba possuirem um
comportamento reacional bem similar entre si.

No caso particular em que ja se possui informagdes sobre a cinética enzimatica de
proteinas similares a que estiver sendo testada, pode-se prever aproximadamente um valor
para a sua constante de Michaelis (Ky); deste modo, pode-se tentar em principio efetuar a
reagdo enzimatica usando-se o substrato numa concentrag@o superior a cerca de cem vezes o
valor do Ky previsto, de modo a garantir que este esteja numa condigdo em que consiga
saturar a enzima durante todo o periodo em que se estiver acompanhando a reagdo, o0 que
garantira que a medida do produto formado (ou do substrato consumido) seja linear neste
periodo; a atividade da enzima € entdo determinada simplesmente como o angulo da reta de
ajuste obtida em um grafico de concentrag@o (de produto ou de substrato) versus o tempo de
reagdo (Robyt e White, 1987, Fersht, 1999).

Em geral é preferivel efetuar varias medidas no decorrer da reagéo, porem se a
quantidade de enzima disponivel for escassa, diminui-se proporcionalmente o numero de
medidas; porem, deve-se lembrar que, como a concentragdo do substrato pode decrescer
rapidamente devido a elevada atividade da enzima, e também como o produto formado tende
a estimular a enzima a catalisar a reagdo no sentido oposto, apds algum tempo a relagdo entre
a concentragdo e o tempo decorrido deixa de ser linear, o que significa que se poucas medidas
forem efetuadas, pode-se incorrer no risco de ndo haver nimero suficiente delas na regido do
grafico em que esta relagdo € linear, a qual € a Unica em que se pode ter certeza de levar a
determinagdes de atividade confiaveis.

Existem varios modos de se medir a proporgéo de substrato consumido ou de produto

formado, os quais podem envolver a retirada de uma aliquota em intervalos de tempo

definidos para efetuar sua analise quimica, ou a reag@o pode ser efetuada no préprio aparelho
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em que ¢ feita a andlise da substédncia que esteja reagindo ou sendo formada (andlise in situ).
Independentemente do sistema usado, a maioria das analises efetuadas envolvem métodos
espectroscopicos, quimicos ou eletroquimicos. Como exemplo do primeiro temos a medida da
decomposi¢do do substrato BApNA pela agdo de serino-proteases, em que se acompanha a
reagdo por meio de medidas de absorbancia, a intervalos regulares de tempo, em A= 405nm
(Erlanger et al., 1961). Embora possam envolver um certo risco, em alguns casos usam-se
substratos radioativos, € mede-se a taxa de variagdo na radiagdo emitida pelo produto apds
este ser isolado da amostra.

Nem sempre € possivel obter um produto facilmente mensuravel, ou partir de um
substrato que possua propriedades adequadas para o acompanhamento da reagio; numa
situagdo assim, adota-se a metodologia alternativa de ensaios enziméticos acoplados, em que
se adiciona uma segunda enzima, de cinética bem conhecida, ao meio reacional, de modo que
o produto da reagdo sendo estudada seja convertido pela segunda enzima em outra substancia
que possa ser mais facilmente quantificada. Para que este método funcione adequadamente, a
segunda enzima devera ser adicionada em uma concentragéo elevada a ponto de néo afetar a
cinética em estudo, o que pode ser complicado considerando-se que as determinagdes devem
sempre ser feitas no pH e temperatura 6timos para a enzima de interesse, que podem ser bem
distintos dos da segunda enzima sendo adicionada.

Com relagdo ao estudo de proteases de venenos de serpentes, algumas consideragdes
especificas devem ser feitas, devido a complexa composi¢do dos venenos de onde elas sdo
extraidas, e ao fato de sua atividade no meio fisioldgico poder ser em alguns casos bem
variada. Em primeiro lugar, as agdes das proteases in vivo e in vitro ndo necessariamente sdo
as mesmas, havendo casos de proteases com atividade pro-coagulante in vitro que,
dependendo da dose administrada em animais de teste, causa hemorragias; alem disso, nos
venenos existem diversas proteinas atuando em conjunto, cujo resultado final pode ser
bastante distinto do obtido pelo uso de uma tnica protease isolada em laboratério, podendo
ainda ocorrer que uma dada enzima exerga dois ou mais efeitos distintos sobre os diversos
fatores agindo no processo hemostatico, o que dificilmente poderia ser reproduzido in vitro.
convém lembrar também que o processo de coagulagdo, ocorrendo em vdrias etapas, ndo pode
ser efetivamente simulado em laboratério onde normalmente sé uma dada reagio enzimatica é

estudada isoladamente, de modo que os resultados obtidos num dado experimento

representam apenas um indicio do que esteja realmente ocorrendo no meio fisiologico. O fato

de que a atividade das proteases de venenos dependerem das concentragdes das varias

substincias existentes no veneno, as quais variam de espécie para espécie, e até entre
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individuos de uma mesma espécie, torna ainda mais dificil a andlise de resultados de medidas
de atividade enzimatica de serino-proteases de venenos. Levando-se estes pontos em
consideragdo, é evidente que a composi¢do de um dado veneno € conseqiiéncia de um
metabolismo altamente especifico, o que, aliado ao fato de que a quantidade de veneno que
pode ser obtida de cada individuo estar na faixa de 0,ImL ou até menos para diversas espécies
de serpentes, tem levado as empresas que atuam nesta area a somente venderem produtos
obtidos a partir da mistura de fragGes obtidas de diversos espécimes e misturadas entre si, de
modo a tentar-se sempre obter um produto final com caracteristicas médias relativamente
constantes (Harvey, 1991).

Tendo em vista que as amostras das quais obtivemos as fragdes de serino-proteases
acima citadas foram também obtidas de modo similar, a partir da mistura de venenos de varias
serpentes, podemos em principio considerar que os testes de atividade enzimatica por nés
realizados s3o razoavelmente representativos da atividade média da protease no veneno, ainda
que se considerem as ressalvas citadas.

No presente estudo, foram usados como substratos para as serino-proteases a

Na-benzoil-D,L-arginina-p-nitroanilida (BApNA) e o éster metilico da Na-toluenosulfonil-

arginina (TAME), cujas férmulas estruturais sdo mostradas a seguir.

H

HN
> >=NH
TAME HN

BApNA  Hn

Figura 12: Substratos sintéticos para a determinagdo da atividade enzimatica de serino-

proteases.

Os procedimentos experimentais correspondentes as determinagSes bioquimicas

citadas sdo descritos abaixo.
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Determinagio de Atividade Coagulante
Adicionar um volume de solugédo tal que contenha 1pL de serino-protease a um tubo
de ensaio, mantido a 37°C, contendo 200uL de plasma bovino centrifugado a 4000 xg com
0,2% Ca’*, e adicionar tampio PBS em volume suficiente para completar 250uL;
imediatamente a seguir, contar o tempo necessario para se formar a rede inicial de fibrina,
apos a qual ocorre a rapida coagulagdo final do plasma.
Repetir para volumes contendo 2, 4 e 8uL de protease contida; na pratica, verifica-se
que o tempo para formagdo do codgulo inicial tende para um valor final constante com o
aumento da quantidade total de protease no tubo; anota-se entdo este tempo (Alvarado et
al., 1988).
Determinacio da Atividade Esterasica com BApNA
reagentes:
solugdo A: TRIS/HCI 50mM a pH 7,2
solugdo B: BApNA 9,0M em DMSO, mantido a 4°C
procedimento:
preparar uma solugdo de "branco" pela adi¢do de 10uL de B a 10mL de A; preparar uma
solugdo de controle pela adi¢gdo de 600pL do "branco" a um tubo de ensaio; preparar a
solugdo a ser analisada mediante adi¢gdo de um volume de protease que contenha 10ug da
serino-protease a tubo de ensaio contendo 600uL do "branco"; manter a solugdo de controle
e a solugdo com serino-protease a 37°C e, quando esta ultima adquirir cor amarelo-claro,
adicionar 400uL de HCI 0,2M ao tubo de ensaio e anotar o tempo que foi necessario para a
formagdo de cor; fazer a leitura de absorbancia em 405nm, descontando o valor medido
para a amostra de controle

calculos:

calcular a atividade da amostra, dividindo-se o valor de absorbancia por 9.10°®, e dividir o

valor obtido pelo volume de solugdo de protease usado (em pL), e a seguir pelo tempo
necessario para o surgimento da cor amarela (em minutos); dividindo-se por fim o resultado
acima pela concentragdo da protease na solugdo original, obtem-se o valor da atividade

enzimatica em Unidades Internacionais (Erlanger et al., 1961).
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Determinacio da Atividade Esterdsica com TAME

reagentes:
solugdo A: TAME 0,1M e KCI 0,15M em 4agua deionizada
solugdo B: KOH 0,1M em &gua deionizada, com concentra¢do exatamente conhecida
mediante prévia titulagdo acido-base

procedimento:
adicionar em béquer 7,0mL de solugdo A; adicionar lentamente solu¢do B, acompanhando
com medidor de pH até atingir um valor de pH o mais proximo possivel de 8,0; adicionar
um volume de solugdo tal que contenha 10ug de protease; adicionar cerca de SuL da
solugdo B, esperar o pH subir até um méaximo e, a seguir, anotar o tempo necessario para o
pH voltar a abaixar; repetir esta ultima etapa até que o tempo total medido atinja 10
minutos, usando-se sempre 0 mesmo volume de solugdo B em todas as repeti¢des

calculos:
fazer a média dos tempos em cada adigéo da solugdo B ao béquer; dividir a quantidade de
KOH usado em cada adigdo (em mmol) pelo tempo médio (em minutos), e multiplicar o
valor assim obtido por 100 para obter o valor final de atividade enzimatica em Unidades

Internacionais (Silverstein, 1975).

4.3) Cristalizac¢io de proteinas

A cristalizagdo de proteinas, que inicialmente serviu para demonstrar a pureza de uma
amostra protéica, tornou-se um procedimento de importdncia fundamental para a
determinagdo de estruturas macromoleculares. Em paralelo a isto, ocorreu uma evolugéo nos
métodos de cristalizagdo, partindo-se dos métodos totalmente empiricos baseados em tentativa
e erro para os modernos procedimentos mais racionalizados, fundamentados em bases fisicas
mais solidas desenvolvidas recentemente.

A cristalizagdo é um processo fisico bem compreendido atualmente, ndo s6 devido aos
diversos estudos efetuados com pequenas moléculas orgénicas, como com macromoléculas
(MacPherson, 1999), e constitui-se basicamente de duas etapas, a nucleagdo e o posterior
crescimento dos cristais. Na etapa de cristalizagdo € necessario que as moléculas em solugdo

se agrupem de forma organizada, o que, além de envolver uma energia de ativagdo, ¢ um

processo fisico estatisticamente pouco provavel, sendo necessario, portanto que a solugdo

possua um grau elevado de supersaturagdo para que ocorra. Os nucleos de cristalizagdo assim

formados sdo termodinamicamente instaveis e, somente apdés um numero suficientemente

AVA
AVAYAY

1 2 3 4 5 6 7 Eunesp - t2 A3 94 L& e

17

18



grande de moléculas se agrupar, a barreira correspondente a energia de ativagdo de
cristalizagéo € ultrapassada e o nucleo formado passa a ser estdvel; somente alguns dentre os
nucleos que se formam em solugdo atingem o tamanho minimo necessario para que se tornem
estdveis, e 0s que ndo o conseguem acabam por se dissolver novamente na solugéo, o que
confirma a necessidade de uma supersaturagdo elevada para se conseguir a efetiva
cristalizag@o da substéncia, seja ela uma molécula pequena ou macromolécula.

Uma vez atingido o tamanho minimo em que o nucleo passa a ser estivel, ainda
microscopico, mais moléculas saem da solugdo e se depositam sobre a sua superficie,
causando assim o crescimento do cristal até atingir dimensdes que, no caso de
macromoléculas protéicas, em geral sdo da ordem de 0,1-0,5mm. Um problema nesta etapa
consiste no fato de que, pelo menos no caso de macromoléculas, o crescimento do nutcleo
pode ndo ser uniforme, com as macromoléculas se agregando de uma forma ndo-estruturada,
o que leva ndo a formagdo de cristais, mas de precipitados, o que € bastante comum, bem
como de dleos ou géis. Isto € particularmente comum no caso de procedimentos em que a
cristalizagdo ocorre rapidamente, demonstrando a necessidade de controlar da melhor maneira
possivel a velocidade do processo.

Invariavelmente verifica-se que cristais de macromoléculas sdo menores, em geral,
que os de moléculas organicas pequenas, mesmo nos melhores casos. Uma explicagdo

definitiva para isto ndo foi estabelecida, porém hé indicios de que, durante o crescimento do

cristal, impurezas vdo se depositando sobre suas faces, gerando defeitos na sua estrutura; foi

proposto que, quando o nimero de moléculas de impurezas no cristal torna-se elevado,
conforme o cristal vai crescendo, o nimero de defeitos na estrutura cristalina fica tdo alto a
ponto de prevenir a continuagdo do processo de crescimento. Isto é coerente com a
observagdo que os cristais maiores e os mais bem formados s3o os obtidos a partir de solugdes
protéicas submetidas aos mais cuidadosos procedimentos de purificagdo (McPherson, 1999).
Ainda que o procedimento de cristaliza¢do seja fisicamente bem entendido, convém
citar que, devido ao grande numero de varidveis envolvidas, ndo €é possivel prever
rigorosamente, em principio, se uma dada macromolécula cristalizara, nem em que condig#o.
Dentre as variaveis envolvidas, pode-se citar o nivel de homogeneidade da amostra protéica,
seu grau de agregagdo, sua estabilidade em solugdo, a sua concentragdo bem como a de
reagentes precipitantes adicionados a solu¢gdo macromolecular, o pH da solugdo, e a
concentragdo de reagentes adicionados para controlar a velocidade da formagdo dos cristais.
Todas estas varidveis podem influenciar tanto a etapa de nucleagdo como a de crescimento, €

¢ necessario um equilibrio delicado entre elas para se conseguir ao final cristais de boa
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qualidade, que possuam a propriedade de difratar raios X (Bergfors, 1999). Como a tendéncia
a formagdo de cristais ¢ maior quando o processo ocorre lentamente, e sendo duas das
principais variaveis envolvidas na velocidade de cristalizag@o a concentragdo da proteina e a
do precipitante usado, deve-se procurar exercer o maior controle possivel sobre estas;
observando-se um diagrama de fases da solubilidade de proteinas em presenga de precipitante,
pode-se em principio considerar como mais favoravel para cristaliza¢do a regido de
nucleagdo, e portanto, deve-se em principio agir de modo a garantir que ao se iniciar a
cristalizagdo a concentra¢do de proteina e de precipitante esteja nesta faixa do diagrama de

fases (Figura 13).
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Figura 13: Diagrama de fases esquematico apresentando a solubilidade da proteina

em fungdo da concentragdo de precipitante.

As amostras protéicas a serem cristalizadas normalmente ndo se encontram em estado
supersaturado, ou entdo correriam o permanente risco de precipitarem espontaneamente; para
que possam cristalizar, portanto, ¢ necessério fazer com que atinjam um estado supersaturado,
o que normalmente ¢ conseguido pela adigdo de um precipitante a solugdo contendo proteina,
com ou sem simultinea evaporagdo lenta da dgua contida na amostra, sendo que neste caso
sdo mais comuns os métodos ditos de difusdo de vapor com gota pendente (“hanging drop”)
ou com gota sentada (“sitting drop”). Métodos que ndo fazem uso da evaporagdo da 4gua da
amostra sdo menos usados, € consistem, dentre outros, na técnica de didlise e na de
cristalizagdo em batelada (“batch”).

O método de cristalizagdo denominado de gota pendente ¢ um dos mais usados,

consistindo simplesmente na adigdo, a um gota de amostra protéica, com um volume de até
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20puL, de um volume idéntico de solugdo contendo um reagente precipitante; a mistura assim
obtida ¢ depositada sobre uma laminula de vidro, e esta é por sua vez colocada sobre um
recipiente contendo um volume de 0,6 a 1,0mL da solug@o de precipitante (Figura 14). Entre a
laminula e as paredes do reservatdrio existe uma fina camada de silicone, o que garante total
vedagdo ao sistema e, como neste método a concentragdo de precipitante na gota é menor que
no reservatorio, a agua evapora da gota lentamente, difundindo em dire¢do a solugdo no
reservatorio, de modo que atinge-se um ponto em que a proteina na gota torna-se

supersaturada e inicia-se a nucleagao.

gota

Figura 14: Aparato experimental usado em cristalizagdo — a) gota pendente e b) gota

sentada

Idealmente, ao se misturar a solugdo de proteina com a de precipitante, a gota de
mistura resultante deveria ter concentragdes tais que se situasse na regido de nucleagdo do
diagrama de fases, porem como na pratica nio hd como prever como se comporta a
solubilidade de uma dada proteina frente a um determinado precipitante, a unica maneira de
se efetuar o procedimento de cristalizagdo por gota sentada é testando-se a solugdo protéica
com diversos tipos de precipitantes, em varias concentragdes, esperando com isso encontrar
ao menos uma condi¢do em que se forme cristais da proteina. Experimentalmente, verificou-
se que algumas substincias quimicas sdo particularmente favoraveis a formagdo de cristais
protéicos, e normalmente estas s3o as primeiras a serem testadas assim que se inicia um
procedimento de cristalizagdo, de modo a aumentar a probabilidade de obtengdo de cristais;

dentre estas substincias, destacam-se polimeros, sais orgdnicos ou inorganicos, e solventes.

Dentre os polimeros, pode-se citar como mais usados o polietilenoglicol (PEG),

principalmente os de massas moleculares entre 2 e 10kDa, e os respectivos éteres
monometilicos (PEG-MME), estes precipitantes agem principalmente por efeito de exclusdo
de volume, pois devido ao grande tamanho de suas cadeias, eles ocupam espago no solvente

que torna-se assim indisponivel para a proteina, diminuindo assim sua solubilidade e
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favorecendo a formagdo de cristais. Os sais, dentre os quais os mais usados sdo sulfatos,
fosfatos e citratos, todos com grande afinidade pela agua, agem por sua vez dissolvendo-se
preferencialmente na solugdo aquosa, diminuindo assim o grau de interagdo entre as
moléculas de dgua e de proteina; este processo, denominado de “salting-out”, foi muito usado
no passado para obter proteinas parcialmente purificadas, porem pelo uso de sais
cuidadosamente escolhidos, em concentragdes adequadas, ¢ possivel favorecer a formagdo de
cristais protéicos bem formados. Quanto aos solventes orgénicos, seu principal modo de agdo
envolve o abaixamento da constante dielétrica da 4gua, causando assim um aumento das
interagdes entre as proteinas, que normalmente apresentam cargas em sua superficie, porém
devido a elevada solubilidade deles em agua, também atuam competindo com a proteina pela
agua, assim como os precipitantes salinos; dentre os solventes, os de uso mais comum s#o o
2-propanol e o 2,4-metilpentanodiol (McPherson, 1999, Majeed, 2003). Recentemente
verificou-se que a combinagdo de precipitantes de diferentes tipos pode ser mais eficiente que
0 uso de um unico precipitante; foi proposto que, para uma dada proteina, quando se combina
um precipitante de alta eficiéncia, que causa sua precipitagdo mesmo quando em baixas
quantidades, com outro precipitante de baixa eficiéncia, este ultimo pode diminuir a agdo do
precipitante mais eficiente, moderando assim sua a¢do e eventualmente garantindo a obtengéo
de cristais mais bem formados (Huang ef al., 1999).

Como pode-se verificar, o numero de precipitantes disponiveis € razoavelmente
elevado e, considerando-se que, para cada distinta proteina ha necessariamente uma diferente
concentragdo de precipitante que poderad causar sua cristalizagdo, além de ser normalmente

necessario testar também varios valores de pH, o nimero total de experimentos que deveriam

ser realizados torna-se proibitivamente alto, exigindo um dispéndio de tempo e de amostra

protéica simplesmente impraticivel. Deste modo, para poder tornar o procedimento de
cristalizag@o realizavel, adotam-se métodos que reduzem o nimero total de experimentos
necessarios a0 mesmo tempo que tentam obter o méaximo de informagdo a respeito da
solubilidade da proteina sendo estudada. Dentre estes método, pode-se citar os de matriz
esparsa, “screen” randomico, “grid screen” e “footprint screen” (Bergfors, 1999, Rupp, 2003).
Dentre estes métodos, o mais usado é o de matriz esparsa, que se baseia em testar a
cristalizagdo da proteina de interesse com um nimero definido de solugdes precipitantes, que
sdo escolhidas com base em dados da literatura de proteinas que foram previamente
cristalizadas com sucesso (Jancarik e Kin, 1991); deste modo, este procedimento tem uma
base estatistica fraca, pois ndo € realmente aleatorio, deixando de lado vérias condigdes de

cristalizagdo que poderiam viar a produzir cristais adequados para difra¢do; neste método, se
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nenhuma condi¢do testada resultar em cristalizagdo, pouca informagdo serd obtida,
diminuindo assim a possibilidade de tentar-se realizar modificagdes posteriores no
procedimento de cristalizagdo. A maior vantagem deste método é sua praticidade, visto
existirem no mercado prontamente disponiveis varios conjuntos de reagentes com alto grau de
pureza, contendo todas as combinagdes de precipitantes necessdrias para efetuar o teste
completo de matriz esparsa sem necessitar a preparagdo destas solugdes, o que demanda
muito tempo. O “screen” randdmico, que procura testar varias condig¢des de cristalizagdo de
maneira verdadeiramente aleatéria, e o “footprint screen”, que testa apenas alguns
precipitantes, mas em diversas concentragbes, sdo mais adequados do ponto de vista
estatistico, e fornecem mais informagdes para a posterior etapa de otimizag3o da cristalizagéo,
etapa esta usualmente necessdria, visto que os cristais obtidos por meio destes métodos em
geral demonstram ndo serem adequados para o procedimento de difragdo de raios X. O
método de “grid screen”, por sua vez, testa apenas um determinado precipitante, variando sua
concentracdo ¢ seu pH, e em geral ¢ mais Util na etapa de otimizagdo da condig¢do de
cristalizagdo, em que ja se conhece uma condi¢do de concentragdo de um dado precipitante e
um dado pH em que se forma cristais, e deseja-se determinar qual a condi¢do 6tima para se
obter os melhores cristais possiveis. Deve-se considerar, porem, que a forma dos cristais
obtidos, embora sejam uma boa indicagdo da qualidade de um cristal, ndo sd@o uma prova
definitiva disto, visto serem conhecidos casos de cristais bem formados que difratam
pobremente raios X (Bergfors, 1999).

A etapa de otimizag@o da formagdo de cristal protéico pode ser bastante elaborada,

pois, além da necessidade de testar-se vérias concentragdes de precipitante e distintos valores

de pH, pode-se ainda tentar adicionar a solug@o precipitante outros reagentes, denominados

modificantes, com o objetivo de se obter um ajuste mais preciso do processo; dentre estes
modificantes destacam-se sais de cations divalentes (CaCly, CoCl, NiCly), é&cidos
policarboxilicos (tartarato, malonato), e solventes orgdnicos tais como dioxano e DMSO. O
modo de agdo destes modificantes ¢ bem menos conhecido, tendo sido proposto que 4cidos
policarboxilicos atuariam unindo entre si as moléculas de proteina favorecendo assim a
formagdo de cristais, € que solventes como o dioxano podem perturbar o processo de
cristalizagdo, tornando-o mais lento e permitindo assim a formagdo de cristais com estrutura
interna mais regular (McPherson, 1999). Outros métodos incluem o uso de glicerol em
concentragdes elevadas, ou cristalizagdo em gel de agarose, ambos os quais agem aumentando

a viscosidade do meio, de modo a retardar a cristalizagdo (Ducruix e Giegé, 1992).
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4.4) Modelagem Molecular para Determinacio de Estruturas

Os métodos mais conhecidos e usados para determinagdo detalhada da estrutura
tridimensional de macromoléculas em geral sdo a cristalografia de raios X e a espectrometria
de ressondncia magnética nuclear bidimensional (2D-NMR). No entanto, embora estes
métodos tenham se mostrado confidveis apOs varios anos de uso, sua aplicagdo é
reconhecidamente dificil, sendo que a taxa de novas seqiiéncias protéicas sendo determinadas
por sequenciamento dos respectivos c-DNAs é atualmente bem mais elevada que a de
determinagao de estruturas tridimensionais protéicas por ambos os métodos citados, problema
este que foi ainda mais agravado pelo aumento praticamente extraordinrio no nimero de
seqiiéncias genéticas que tem sido mapeadas, inclusive o genoma humano que ja é
essencialmente conhecido por inteiro.

Mesmo havendo em principio a possibilidade de se conhecer a seqiiéncia de cada uma
das proteinas expressas num organismo desde que seja conhecido todo o seu genoma, e
sabendo-se quais as partes dele que efetivamente expressam proteinas (os exons), e ainda que
seja possivel ter uma idéia razodvel a respeito da atividade fisiologica de uma dada proteina
somente conhecendo-se sua seqiiéncia, uma relagdo clara e detalhada entre a proteina € o
modo como ela exerce sua atividade somente é possivel conhecendo-se a sua estrutura
tridimensional.

As dificuldades em se obter estruturas protéicas envolvem desde a baixa probabilidade
(as vezes mesmo a impossibilidade) de se obter cristais de proteina que tenham a minima
qualidade para se conseguir um padrio de difragdo aceitavel até o fato de que em RMN a
resolucdo e a intensidade dos sinais obtidos sdo tdo baixos a ponto de ndo permitirem a

analise estrutural de cadeias que tenham mais que 150 a 200 residuos de aminoécidos; estes

problemas, dentre outros, levaram ao surgimento de um interesse consideravel em métodos

tedricos para predizer estruturas tridimensionais a partir da respectiva seqiiéncia de
aminoécidos, nos quais € desnecesséria a existéncia de qualquer outra informagdo a respeito
da macromolécula (Peitsch, 2002).

Proteinas pertencentes a uma mesma familia apresentam uma nitida similaridade entre
suas estruturas tridimensionais, como ja citado para o caso das serino-proteases; porem este
fendmeno € observado também mesmo em casos que as proteinas apresentam fungdes
bioldgicas totalmente distintas, como ,por exemplo, as diversas proteinas que possuem a
estrutura dita barril-TIM. Devido a esta caracteristica recorrente nas proteinas, foi

desenvolvido o procedimento de modelagem comparativa, pelo qual € construido um modelo
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tridimensional de uma proteina, da qual somente se conhece a seqiiéncia, baseando-se na
estrutura conhecida de uma ou mais proteinas relacionadas a de interesse. Para tal, é
necessario determinar previamente qual ou quais estruturas serdo usadas como molde, e s6
entdo partir para ajustar os aminoécidos da proteina de interesse nas respectivas posig¢des do
modelo final escolhido; se a fungdo bioldgica da proteina sendo modelada é conhecida, pode
ser relativamente facil definir qual estrutura tridimensional serd usada como molde, mas em
outros casos somente € possivel deduzir quais proteinas se assemelham a de interesse por
meio de uma busca exaustiva de seqiiéncias especificas de aminoacidos em proteinas
armazenadas em bancos de dados especializados, escolhendo-se como molde a proteina cuja
seqiliéncia apresentar maior grau de identidade seqiiencial com a proteina a ser modelada,
fungdo esta executada por programas dedicados, tais como o Psi-blast, ClustalX e o T-coffee
(Altschull et al., 1997, Higgins et al., 1994, Thompson, 1997, O’Sullivan, 2004).

A fun¢do destes programas € posicionar a seqiiéncia de interesse relativamente as do
banco de dados de modo que as partes das seqii€ncias que se alinharem adequadamente entre
si possuam caracteristicas estruturais ou funcionais em comum, tais como elementos da
estrutura secundaria ou partes constituintes do sitio ativo; os algoritmos usados nestes
programas normalmente acabam incluindo nas seqii€ncias algumas lacunas correspondentes a
regides da cadeia polipeptidica em que alguns residuos que formam lagos estdo presentes em
apenas algumas das seqiiéncias, porem verifica-se que em geral isto ndo é relevante para a
posterior modelagem estrutural da proteina, pois tais lagos sdo bem flexiveis, conforme
determinado por cristalografia de raios X, causando minima diferenga entre a estrutura das
proteinas usadas como molde e a proteina de interesse, desde que o alinhamento seja efetuado
adequadamente.

Os algoritmos usados nos programas para alinhamento de seqiiéncias classificam-se
essencialmente em trés tipos: alguns algoritmos tentam alinhar as seqiiéncias ao longo de todo
0 seu comprimento, enquanto outros efetuam apenas alinhamentos locais envolvendo se¢des
relativamente pequenas das cadeias protéicas, existindo ainda os que se baseiam em métodos
heuristicos; os dois primeiros tipos de métodos, baseados em técnicas de programagdo

dindmica, exigem elevados recursos computacionais, o que gera uma preferéncia pelos

algoritmos heuristicos, principalmente com o recente aumento no nimero de seqiiéncias

protéicas depositadas nos bancos de dados (Needleman e Wunsch, 1970, Smith ¢ Waterman,
1981). Independentemente do método usado, € necessario verificar a qualidade do
alinhamento, uma vez tendo ele sido obtido; um procedimento bastante aceito baseia-se no

fato de que dois residuos, ainda que distintos, podem ser topologicamente idénticos em duas
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cadeias peptidicas homdlogas, devido a possuirem formas, estrutura eletronica e/ou
hidrofobicidade similares, como por exemplo a serina e a treonina; quando tais residuos de
aminodcidos sdo substituidos entre si em uma cadeia, tende-se a observar pequena alteragdo
na estrutura tridimensional da proteina, e isto deve ser levado em considerag¢@o na avaliago
do processo de alinhamento de proteinas; mediante a anélise da freqiiéncia com que os
aminodcidos sdo mutuamente substituidos em diversas seqiiéncias depositadas em bancos de
dados, foi possivel deduzir tabelas indicando a probabilidade com que um dado aminoécido
pode ser substituido em uma cadeia peptidica qualquer por outro amino4cido especifico,
designadas como matrizes PAM, as quais sdo usadas no processo de alinhamento para
verificar o grau de identidade seqiiencial entre as proteinas sendo comparadas (escore). As
matrizes PAM foram originalmente obtidas analisando-se um conjunto relativamente pequeno
de seqiiéncias bastante relacionadas entre si, € contando-se o nimero de residuos substituidos
entre as proteinas deste conjunto; ja para as matrizes denominadas BLOSUM, criadas
posteriormente, foi usado um conjunto maior de proteinas menos relacionadas entre si, 0 que
faz com que sejam em geral consideradas como superiores as matrizes PAM (Dayhoff et al.,
1978, Henikoff e Henikoff, 1992).

Dentre os métodos usados no processo de alinhamento de seqiiéncias protéicas, os
baseados em programag¢do dindmica sempre geram o melhor alinhamento possivel para uma
dada seqiiéncia protéica, e podem ser implementados de modo a encontrar todas as seqiiéncias

que tenham um grau de identidade seqiiencial superior a um dado escore pré-definido, embora

para atingir tdo alto nivel de eficiéncia demandem o uso de elevados recursos computacionais.

Tendo em vista o crescente aumento no nimero de seqiiéncias disponibilizadas nas bases de
dados voltadas para a 4rea de protedmica, os métodos baseados em heuristica passaram a ser
bastante usados mais recentemente; embora estes métodos ndo garantam a obtengdo de um
conjunto otimizado de seqiiéncias alinhadas entre si, na pratica eles raramente deixam de
identificar alguma cadeia protéica armazenada na base de dados que tenha similaridade com a
proteina de interesse. Eles geralmente procedem mediante a rapida identificag¢do de regides de
potencial interesse ao longo da cadeia e a seguir expandem estas regides localmente, o que é
bem mais rapido que tentar identificar numa s6 etapa o conjunto inteiro de aminoacidos que
apresentam emparelhamento dentre as cadeias protéicas na base de dados.

O programa Blast, dada uma seqiiéncia de aminodacidos, encontrara todos os pares de
segmentos com um dado comprimento (em geral 3) que se emparelham com os respectivos
aminoécidos de proteinas da base de dados, com um valor de escore determinado pelo uso de

uma matriz BLOSUM superior a um minimo pré-definido; cada segmento é entdo estendido
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em ambas as dire¢des, até que um outro determinado valor de escore, também previamente
definido no programa, seja atingido e por fim ¢ retornado pelo algoritmo um ou mais
conjuntos de alinhamentos locais (Altschul et al., 1990). Convém lembrar, no entanto, que ao
se fazer o alinhamento de seqiiéncias relativamente curtas, pode ocorrer freqiientemente de
serem encontradas seqiiéncias aparentemente similares, ainda que efetivamente ndo possuam
qualquer relagdo entre si, devido ao fato de tais seqiiéncias poderem aparecer aleatoriamente
nas bases de dados usadas em bioinformética com uma probabilidade ndo desprezivel, e para
tentar evitar que o programa encontre erroneamente tais seqiiéncias espurias, ¢ usado um
pardmetro simbolizado por E, que descreve o grau de identidade seqiiencial que se espera
existir entre duas seqii€éncias quaisquer apenas por acaso, € que permite tornar a pesquisa de
homdlogos de uma dada seqiiéncia tanto mais seletiva quanto menor for o seu valor,
lembrando porem que no caso de cadeias realmente curtas, a probabilidade de se encontrar
homologos por acaso € suficientemente elevada a ponto de tornar a busca por identidade
seqiiencial ndo-confidvel mesmo langando-se méo do uso deste pardmetro de controle (Leach,
2001).

Como o programa Blast original ndo permite a presen¢a de lacunas na seqiiéncia,
levando a possivel ndo-identificagdo de seqiiéncias relevantes, foram posteriormente
desenvolvidos os algoritmos Gapped-blast e Psi-blast que admitem que diversos alinhamentos
locais sejam combinados de modo a aumentar a probabilidade de se encontrar seqiiéncias
similares a que estiver sendo testada; a habilidade de incluir lacunas na seqiiéncia significa
que, na procura por cadeias similares em uma base de dados, basta que um tnico bloco de

aminoécidos seja alinhado com a seqiiéncia em teste, pois agora ele podera ser estendido de

modo a gerar outros alinhamentos locais, permitindo assim efetuar um alinhamento completo

que poderia ter sido irrealizavel com o algoritmo do Blast (Altschul et al, 1997).

Quando se sabe que uma dada proteina de interesse pertence a uma dada familia,
entdo é usualmente preferivel efetuar um alinhamento multiplo de seqiiéncias, no qual varias
seqiiéncias protéicas sdo submetidas simultaneamente a um processo de alinhamento, pois
assim pode-se obter um resultado final mais confidvel devido a muito baixa probabilidade de
se obter um alinhamento resultante apenas do acaso, havendo ainda a vantagem de este
método permitir a localizagdo de possiveis regides estruturalmente conservadas na proteina,
em geral associadas ao sitio responsavel por sua atividade ou ao seu nucleo hidrofébico
(Gribskov et al., 1987). O principio mais usado no alinhamento multiplo € o do "clustering"
hierarquico, no qual inicialmente sdo efetuados diversos alinhamentos entre pares de proteinas

de uma mesma familia, e a seguir um algoritmo de "clustering" é usado para classificar os
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mais similares pares de seqiiéncias, formando ao final uma estrutura em érvore, na qual as
seqiiéncias sdo classificadas com base nos respectivos graus de similaridade que apresentem
entre si (Thompson et al., 1997). O alinhamento multiplo assim obtido serve para indicar ndo
somente a existéncia e localizagdo de seqiiéncias de consenso como também para revelar
quais partes da seqiiéncia protéica nio sdo conservadas (regides estruturalmente variaveis),
onde inser¢des e dele¢des de residuos de aminoécidos s@o mais comuns, as quais em geral
constituem regides de lagos na estrutura tercidria da proteina, responséaveis pela conexdo entre
os diversos elementos da estrutura secundaria (hélices, fitas e folhas).

Tendo sido efetuado o alinhamento de uma dada seqiiéncia com outras, dentre as quais
pelo menos uma possua a estrutura tridimensional conhecida, parte-se finalmente para a etapa
fundamental de constru¢do do modelo tridimensional para a seqiiéncia em questdo, o que de
modo geral pode ser realizado de trés modos distintos: um dos métodos envolve simplesmente
a unido de fragmentos rigidos tomados de diversas proteinas usadas como moldes para a
seqiiéncia de interesse, como ocorre no programa Swiss-Model, ja outro método baseia-se no
caso acima, porem ndo trata os fragmentos usados como rigidos, permitindo que os seus
atomos constituintes movam-se uns em rela¢do aos outros durante o processo de construgédo
do modelo. Um terceiro método, distinto dos anteriores, envolve uma etapa prévia de geragdo
de um conjunto de restrigdes espaciais a partir dos dados geométricos das proteinas usadas
como moldes, os quais sdo usados num procedimento posterior de otimizagdo para produzir o
modelo final da seqiiéncia, cujas dimensdes ndo podem infringir as restri¢des existentes; este
procedimento € usado no programa Modeller (Sali, 1995).

Os dois primeiros métodos, que se baseiam na constru¢do de modelos a partir de
fragmentos de hélices e fitas tomados de estruturas protéicas ja conhecidas, podem ser usados
em sua forma mais simples para efetuar a modelagem apenas dos lagos ou da cadeia
polipeptidica ou das cadeias laterais dos residuos (Jones e Thirup, 1986), porem nos casos

mais elaborados, em que a molécula inteira sofre modelagem, o processo de montagem da

estrutura deve ser necessariamente seguido de uma etapa de recozimento simulado

("annealing”) em que ocorre a otimizagdo de uma fungéo contendo tanto termos dependentes
da seqiiéncia de residuos (envolvendo basicamente efeitos eletrostaticos ou hidrofobicidade)
como termos independentes (referentes ao modo como as fitas e hélices sdo empacotadas).
Em particular, ha a necessidade fundamental de se determinar a conformagdo de cada
lago da molécula, os quais geralmente sdo encontrados na superficie em contato com o meio
aquoso; na modelagem dos lagos leva-se em consideragédo o fato de que, independente de sua

forma, esta deve ser tal que possibilite a eles conectar adequadamente os elementos da
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estrutura secundaria protéica, bem como possuir um baixo valor de energia interna e ndo ter
qualquer tipo de interagdo desfavoravel com o resto da cadeia da proteina. Em casos mais
favoraveis, os lagos da estrutura pertencem a certos tipos bem definidos, como no caso das
dobras B que unem as fitas constituintes de folhas B ou de alguns lagos que aparecem
repetidamente nos anticorpos (Wilmot e Thornton, 1988). Em geral torna-se necessario seguir
um procedimento alternativo para gerar a conformagdo adequada para o lago, o qual pode
variar desde métodos simples como a busca de um lago com uma seqiiéncia similar a desejada
num banco de dados de estruturas de modo a tentar encontrar um que se ajuste
adequadamente ao modelo da proteina ja parcialmente determinado, até métodos complexos
que envolvem o célculo direto dos dngulos de torg¢do necessarios para que o lago adquira as
dimensdes adequadas para o encaixe no resto da molécula (Scheraga e Go, 1970).

Para o terceiro tipo de procedimento de modelagem de proteinas, essencialmente
diferente dos dois primeiros, as restrigdes geométricas podem provir tanto de uma analise
estrutural direta da seqiiéncia sendo modelada em alinhamento com outras seqiiéncias de
estrutura conhecida, como de uma determinagdo estatistica das relagdes espaciais observadas
entre os diversos grupos constituintes da proteina, dentre as quais se distinguem as
distribui¢des de distancias entre os atomos de carbono a., valores de acessibilidade de solvente
aos residuos, e angulos de tor¢do de cadeias laterais. Particularmente relevantes sdo as

restrigdes observadas em proteinas muito similares a seqiiéncia em analise, de modo que

sempre que possivel, por exemplo, a conformag¢do de cada residuo da cadeia polipeptidica

deve ser definida com base em restrigdes determinadas para um residuo equivalente
encontrado numa proteina homoéloga, de preferéncia numa regido da cadeia que apresente
similaridade de seqiiéncia entre as proteinas.

O conjunto de restri¢des, denominadas de fun¢des de densidade de probabilidade, é
combinado de modo a formar uma fungdo de natureza molecular, cujas varidveis sdo as
distancias e angulos de ligagdo e diédricos, dentre outros, que possam existir na molécula; a
fungdo € entdo submetida ao processo de otimizagdo, que envolve métodos tais como o
calculo dos gradientes conjugados ou recozimento simulado, efetuando-se primeiro a
avaliagdo das restrigdes em nivel local, e posteriormente no nivel da molécula como um todo
(Sali e Blundell, 1993).

Embora todos estes métodos possam em principio construir uma estrutura
tridimensional completa, incluindo as cadeias laterais dos residuos € mesmo os lagos, é mais
comum realizar-se o procedimento em etapas, cada qual baseando-se em um dos métodos em

questdo: inicialmente ¢ construida a cadeia polipeptidica correspondente as regides
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estruturalmente conservadas conforme previamente determinado no processo de alinhamento
de seqiiéncias; a este nicleo assim obtido sdo entdo adicionados os lagos € a seguir as cadeias
laterais de todos os residuos. Com a estrutura completa, o modelo é submetido a um
procedimento de otimizag¢do, tal como a minimizagdo de energia; convém no entanto citar o
fato de que, conforme ja verificado mediante a comparagdo de diversos métodos para
modelagem de estrutura, em geral a etapa final de minimizag¢do de energia é a principal
responsavel por problemas encontrados nos modelos obtidos, dentre os quais ligagGes
peptidicas ndo-planas, angulos de tor¢do irreais, e disposi¢do dos residuos de aminoacidos em
regides da proteina claramente inadequadas (por exemplo, residuos apolares na superficie da
molécula), o que levou a sugestdo de se elaborar procedimentos alternativos para a etapa de
refinamento do modelo estrutural (Mosimann et al., 1995, Moult et al., 1999).

Ao final deste processo ficam ainda incompletos os ajustes referentes as conformagdes
das cadeias laterais dos residuos; enquanto no niicleo hidrofébico da proteina € usual que os
residuos mantenham-se conservados entre as proteinas usadas como molde e a proteina
modelada, de modo a poderem ser usados nesta as informagdes provenientes daquelas, ja nos
residuos expostos ao solvente e principalmente nos lagos este procedimento pode ser
inaplicavel, devendo-se entdo recorrer a métodos tais como dindmica molecular por Monte
Carlo ou recozimento simulado, ou algoritmos genéticos que tentam se aproximar
gradualmente da estrutura final mais provavel (Vasquez, 1996). Existem casos em que se
pode tentar restringir as conformagdes destas cadeias laterais aos valores usualmente
encontrados em média para residuos idénticos em proteinas de estrutura conhecida (Ponder e

Richards, 1987), bem como incluir informagbes sobre a conformagdo da prépria cadeia

polipeptidica no célculo final das conformag¢des das cadeias laterais dos residuos que a

constituem (Dunbrack e Karplus, 1993).

Apo6s o encerramento da modelagem estrutural € realizada a sua validagdo, para
verificar se ela se conforma com vdrias regras conhecidas sobre a geometria das estruturas
protéicas, como por exemplo se os residuos de aminoéacidos encontram-se apenas nos estados
de energia permitidos no grafico de Ramachandran, ou se as cadeias laterais dos residuos
apresentam desvios pequenos em relagdo as estruturas usualmente observadas para proteinas
ja conhecidas. Testes bem mais complexos sdo possiveis, tais como o de Eisenberg que se
baseia na determinag@o de trés propriedades para cada residuo, as quais sdo a area total do
residuo pertencente ao nticleo hidrofébico da proteina, a estrutura secundaria local onde ele se
encontra, e a fragdo da cadeia lateral em contato com o solvente ou atomos polares, sendo que

a cada residuo é dado um escore baseado no grau de adequagéo dele aos valores normalmente
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encontrados nas proteinas em geral (Liithy et al, 1992). Este método, embora mais elaborado,
¢ bastante util pois, ao permitir calcular um valor de escore geral para a molécula, torna
possivel identificar imediatamente uma modelagem incorreta, visto que em geral quando um
modelo de estrutura apresenta baixos valores de escore ele possui residuos em ambientes com
os quais eles sdo incompativeis, e tais casos ndo poderiam ser identificados simplesmente
avaliando-se os valores de energia obtidos na etapa de modelagem molecular durante a
constru¢do do modelo. Outra vantagem deste método € a possibilidade de se identificar dentro
de uma dada estrutura, em principio correta, a ocorréncia de regides de residuos modelados
erradamente, os quais apresentardo em média valores de escore nitidamente inferiores ao
esperado.

A etapa seguinte ao procedimento de modelagem protéica, no caso de estudos
envolvendo interagdes proteina-ligante, envolve o uso de um procedimento dito de "docking"
(ancoragem) do ligante, mediante o qual procura-se sugerir o0 modo como ocorre a ligagdo
entre as moléculas (Vakser, 2002). O procedimento de "docking" envolve muitos graus de
liberdade, incluindo-se os trés graus de liberdade translacionais e trés graus de liberdade
rotacionais referentes ao movimento relativo entre as moléculas, alem dos inimeros graus de
liberdade referentes as diversas conformagdes apresentadas pelas proteinas, devendo-se
também considerar a possibilidade de existir um elevado nimero de graus de liberdade pelo
menos para alguns ligantes de estrutura mais complexa (peptidios, lipidios, alguns farmacos).

Os algoritmos mais simples usados neste procedimento simplesmente ignoram todos
os graus de liberdade devidos as conformagdes protéicas, tratando a proteina e o ligante como
corpos rigidos, submetendo-os apenas a movimentos de translagdo e rotagdo até que se
encontre uma posigd@o relativa entre eles tal que apresente um minimo de energia; este é o
procedimento implementado no programa Gramm. Este programa executa sua fungdo, assim
como outros de mesma natureza, deslocando o ligante a intervalos regulares sobre a superficie
da proteina, num movimento que envolve seis graus de liberdade, trés translacionais e trés
rotacionais, calculando a energia de interagdo entre o ligante e a proteina; ao final do
processo, 0 programa gera uma listagem contendo as estruturas protéicas que apresentaram as

maiores energias de ligagdo calculadas, as quais provavelmente simulam a verdadeira

estrutura do complexo proteina-ligante que seria obtida por cristalografia. E fundamental

recordar o fato de que se trata somente de um procedimento de simulagdo, sujeito a todo o
tipo de restri¢des encontradas nesta area, dentre as quais podemos citar a auséncia de agua no
sistema considerado, e a rigidez da proteina, que € tratado como um corpo inflexivel, sendo

que no maximo alguns programas de “docking” efetuam testes de dindmica das cadeias
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laterais envolvidas em interagdes com o ligante, o que € bastante limitado, pois somente uma
pequena fragdo de todos os possiveis modos de interagdo proteina-ligante é efetivamente
considerada pelo algoritmo.

Existem também métodos que levam em consideragdo os graus de liberdade referentes
ao ligante, permitindo a existéncia de rotagdes em suas ligagdes durante a execugdo do
processo, porem ndo foi desenvolvido um algoritmo que leve em consideragdo as variadas
conformagdes possiveis para a proteina, pois tais calculos exigiriam recursos computacionais
atualmente ndo disponiveis, como pode ser verificado se considerarmos que para cada
movimento de translagdo ou de rotagdo da molécula do ligante seria necessaria efetuar um
estudo conformacional da proteina, tarefa esta que ja é, por si s, extremamente complexa e
computacionalmente custosa.

Como no procedimento de "docking" pode ser gerado um numero realmente elevado
de possiveis solugdes para o problema de identificar a posigdo da proteina em que o ligante se
ancora, ¢ necessario que se aplique, durante ou apds o processo, algum tipo de calculo que
identifique as estruturas proteina-ligante mais provaveis, o qual deve nos permitir identificar
com um grau de confianga razodvel o modo mais provavel de ligagdo no complexo proteina-
ligante. Métodos detalhados de célculo da energia livre de interagdo entre a proteina e o
ligante seriam, em principio, o ideal, porem na pratica sdo extremamente lentos para poderem
ser efetivamente usados; outros métodos, que consideram a energia livre de ligagdo
simplesmente como sendo devida a combinagdio linear de termos determinados
empiricamente, sdo mais rapidos e sdo usados nos programas disponiveis atualmente.

Existem atualmente diversos inibidores de serino-proteases disponiveis
comercialmente, alem de varios outros que vem sendo desenvolvidos recentemente (Kurinov
e Harrison, 1994, 1996, Whithlow et al., 1996), porem em grande parte dos casos eles tem
sido testados em proteases humanas, havendo portanto a necessidade de se verificar o0 modo
como estes inibidores podem atuar em proteases de serpentes, o que pode levar a meios de se
controlar a sua atividade, permitindo o seu uso mais amplo em cirurgias e em outras situagdes
que necessitem do preciso controle do sistema hemostatico. Dentre os inibidores disponiveis

atualmente, podem-se destacar dois grupos principais, os que contem grupos bdsicos,

positivamente carregados nas condigdes usuais de pH fisiolégico, e os que contem flior, que

se ligam covalentemente ao residuo de serina do sitio ativo da protease. A existéncia destas
duas categorias de inibidores indica em principio a possibilidade de haver dois modos

distintos de agdo sobre a protease, o que leva a considerar a necessidade de, ao se efetuar o
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procedimento de “docking”, testar-se a0 menos uma substancia de cada grupo, de modo a

poder-se comparar o modo de ag¢do de cada uma.
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V - RESULTADOS
5.1) Purificacdo Cromatografica

5.1.1) Cromatografia por Afinidade

Diluiu-se cerca de 100 mg de amostra de veneno liofilizado em tampdo Tares 25mM
pH 8,0, centrifugando-se a seguir a 10000 xg por 10 minutos a temperatura de 11°C. O
sobrenadante foi aplicado em coluna Sepharose CL-6B/benzamidina (20mL de volume util)
previamente lavada e equilibrada com tampdo Tris 25mM pH 8,0 a temperatura de 11°C. As
amostras foram eluidas com o mesmo tampédo durante 30 minutos & vazdo de 1,2 mL/min;
esta vazdo foi usada também nas etapas posteriores de eluigdo. A seguir, passou-se na coluna
tampdo Tris 25 mM pH 8,0 contendo 0,5 M de NaCl durante 20 minutos para remover o
restante das substincias adsorvidas ndo-especificamente a coluna. Deixou-se a coluna atingir
a temperatura ambiente e entdo a fragdo contendo serino-proteases foi obtida mediante elui¢io
com tampdo glicina 20 mM pH 3,2, recolhendo-se em tubo ao qual adicionou-se cerca de 2
mL de tampdo Tris 250 mM pH 8,0. A fragdo contendo serino-protease foi concentrada em
centrifuga a 4000 xg mediante ultrafiltragio em filtro Centriprep da Millipore, até um volume
final de 400uL.

Um cromatograma, apresentando a etapa final de elui¢do com glicina, ¢ mostrado na

figura 15. Néo sdo apresentados 0s outros cromatogramas, por serem quase idénticos.

- LX)

LZBO r'\:m)
4280 gm}

=

Absorbéncia (280 nm)
[

Absorbéncia

=
i

Agwrbénaia

o
=
-

o
-

Figura 15: Purificagdo por cromatografia de afinidade do veneno de a) B. jararaca, b) C. d.

terrificus € ¢) L. m. muta
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5.1.2) Cromatografia por Troca Ionica

A fragdo contendo serino-protease obtida na etapa anterior foi aplicada em coluna de
troca aniénica MonoQ (1 mL de volume 1itil) previamente equilibrada com tampdo Tris 25
mM pH 8,6. Eluiu-se durante 20 minutos com o mesmo tampao, a vazio de 2,0 mL/min, para
remover impurezas ndo-ligadas a coluna. A seguir, iniciou-se um gradiente com tampéo Tris

25 mM pH 8,6 contendo 0,5 M NaCl a vazio de 2,0 mL/min, num volume total de 150 mL.
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Figura 16: Purificagdo mediante cromatografia de troca anidnica, ap6s prévia purificagdo por

cromatografia de afinidade, dos venenos de a) B. jararaca, b) C. d. terrificus e c) L. m. muta

(os nimeros correspondem as fragdes analisadas por SDS-PAGE).
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Os cromatogramas correspondentes a purificagdo das amostras de B. jararaca, C.
durissus terrificus e L. muta muta sdo mostrados em seqiiéncia, respectivamente, na figura 16.
No caso de amostras provenientes de C. durissus terrificus e de B. jararaca um pico
foi observado no cromatograma, enquanto que para L. muta muta foram obtidas quatro

fragdes. Cada fragdo obtida foi concentrada em filtro Centriprep como na etapa anterior.

5.2) Eletroforese Desnaturante em Gel de Poliacrilamida

A determinagdo qualitativa da pureza das amostras obtidas foi feita mediante a técnica
de SDS-PAGE descontinua, usando-se gel de concentragdo 9% (Laemli, 1970), e a posigédo

das proteinas no gel foi determinada por coloragdo com nitrato de prata (Heukeshoeven e
Dernick, 1985).
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Figura 17: Eletroforese das fragdes obtidas por purificagdo por troca idnica do veneno de

a) B. jararaca, b) C. d. terrificus e c) L. m. muta (PM: peso molecular em kDa).
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Para ter uma idéia aproximada da massa molecular de cada amostra analisada,
adicionou-se, am paralelo, marcadores de peso molecular, os quais consistem de proteinas

com as seguintes massas: 14,4kDa, 21kDa, 30kDa, 43kDa, 67kDa e 94kDa (Figura 17).

5.3) Quantificaciio das Amostras protéicas

Depois de confirmada a pureza de cada fragdo protéica, determinou-se a respectiva
concentragdo por meio do método de Bradford usando-se corante Coomassie R-250
(Bradford, 1976). Os valores obtidos para as proteases de B. jararaca, C. d. terrificus, e para a
1* e a 2° fragdes de L. m. muta foram respectivamente de 4,7 mg/mL, 3,2 mg/mL, 5,2 mg/mL
e 7,3 mg/mL.

5.4) Medidas de DLS das Fragdes Purificadas

Tendo sido confirmada a obtengdo das fragdes protéicas de forma quimicamente pura,
foram feitas as respectivas determinagdes de homogeneidade estrutural por meio de
espalhamento dindmico de luz, usando-se um equipamento DynaPro 801 da Protein
Solutions, usando-se radiagdo infravermelha de comprimento de onda 824,3 nm.

As medigdes foram efetuadas variando-se a temperatura em intervalos de 5°C e o pH
em intervalos de 2 unidades para o caso da serino-protease de C.d. terrificus, € em intervalos
de 1 unidade de pH para as duas fragdes de serino-proteases obtidas de L. m. muta, obtendo-se
os resultados mostrados na figura 18; o ajuste do nivel de acidez do meio foi efetuado
mediante a adi¢do, a cubeta contendo 20ul de solugdo protéica numa concentragdo de
Smg/mL, de um volume de SuL de tampdo no pH adequado na concentracéo de 1M.

Conforme pode-se verificar, para todas as amostras observa-se na faixa de pH neutro
um minimo no respectivo raio hidrodindmico, correspondendo a uma menor tendéncia de
cada proteina aglomerar-se nesta condig@o, o que é esperado considerando-se que esta € a
faixa de pH em que em geral se situam os diversos tipos de fluidos bioldgicos, incluindo-se o
plasma sanguineo, sobre o qual estas proteases atuam. Deve-se considerar porem que, no caso
da amostra de serino-protease de C. d. terrificus, os valores de raio hidrodindmico
determinados sdo bastante elevados, independente da faixa de temperatura ou de pH que
sejam considerados, o que indica que nas condi¢bes experimentais usadas a proteina encontra-

se agregada; ndo foi possivel encontrar uma explicagdo conclusiva para este fendmeno,

porem, conhecendo-se a necessidade da presenga de ions para manter proteinas em solugéo,
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pode-se considerar que a for¢a idnica das amostras analisadas ndo seja suficiente para manter

as moléculas protéicas em forma nio-aglomerada.

Figura 18: Experimentos de DLS das fragdes obtidas por purificagdo por troca idnica do

veneno de a) C. d. terrificus, b) L. m. muta (1° fragdo) e ¢) L. m. muta (2° frag@o).
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Ndo obstante a observagdo acima, em principio pode-se sugerir, com base nestes
resultados, que uma possivel tentativa de se cristalizar as serino-proteases obtidas seja
efetuada em condigdes proximas ao pH neutro, minimizando assim o elevado nimero de
experimentos usualmente necessarios para se conseguir cristais adequados de proteinas.

No entanto, tentativas de cristaliza¢do de amostras de serino-protease de B. jararaca
ndo levaram a bons resultados, mesmo usando-se diversos tipos de solugbes precipitantes e
aditivos, bem como em vdrias condig¢des de pH. Os resultados de uma maneira geral, obtendo-
se precipitados ou, nos melhores casos, cristais fibrosos dispersos na solugdo de cristalizagdo
ou formando aglomerados de fibras. Os tinicos cristais de formato prismatico, que é o mais
adequado para a manipulagdo durante o procedimento experimental de difragdo de raios X,
foram os obtidos pelo uso de solugdo precipitante com 20,5% v/v de PEG 10k em pH 5,5,
porem estes foram de tamanho muito pequeno (< 0,1 mm) para poderem ser usados

satisfatoriamente em experimentos de difragdo de raios-X.

5.5) Cristalizagiio de serino-protease de Bothrops jararacussu

Prosseguindo na tentativa de cristalizagdo, serino-protease de veneno de
B. jararacussu foi submetida a testes de cristalizagdo, pela difusdo de vapor em gota
pendente, em que a uma gota da proteina é adicionado um volume idéntico de solugdo
precipitante.

Para determinar a melhor condi¢do para obtengdo de cristais, seguiu-se o
procedimento de matriz esparsa (Kin e Jancarik, 1991); uma das vantagens praticas deste
método consiste na existéncia de conjuntos de reagentes disponiveis comercialmente com
todas as condig¢des de cristalizagdo ja preparadas e previamente filtradas, o que garante um
maior grau de reprodutibilidade ao procedimento experimental. Uma vez tendo sido

identificada uma condigdo de cristalizagdo para a proteina, procurou-se otimizar o

procedimento, conseguindo-se por fim obter cristais de forma prismética mediante a adi¢do de

1pL da solugdo da proteina em tampao fosfato 20mM pH 7,8 a 1uL da solugdo precipitante
contendo polietilenoglicol 8000 a 18% v/v, tamp@o cacodilato 0,1M pH 6,5, e 0,2M de CaCl,.
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5.6) Coleta de dados de difracio de raios X

Os cristais foram transferidos para uma solugdo contendo, alem da solugédo
precipitante, 20% do crio-protetor glicerol e, mantidas sob um fluxo de N, a 100K, foram
submetidos a procedimento de difragdo de raios X na linha CPR do Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron — LNLS; o comprimento de onda da radiagio usada foi de 1,54A, gerando

padrdes de difragdo com resolugéo de 2,28A (Figura 19).

Figura 19: Cristais obtidos e padrio de difragdo respectivo para serino-protease de

B. jararacussu (resolugio 2,28 A)

5.7) Processamento dos dados de difragdo de raios X

A visualizagdo e andlise das imagens foram realizadas usando o programa XDISP. A
indexagdo e integra¢do dos dados foram obtidas com o uso do programa DENZO. Os dados
posteriormente foram escalonados usando SCALEPACK e transformados em um formato

compativel para as tentativas de substituicio molecular, desde que havia moldes
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tridimensionais de proteinas homoélogas pertencentes & mesma familia. A estrutura cristalina
pertence ao grupo espacial ortorrdmbico P2,2,2; (os pardmetros resultantes do processamento
sdo mostrados na tabela 2).

Os dados processados foram subseqiientemente submetidos as tentativas de
substituicdo molecular usando como molde a estrutura TSV-PA (PDB: 1BQY) e os
programas AMoRe, MOLREP e PHASER (Navaza, 1994, Vagin, 1997, McCoy, 2005). Os
resultados de rotagdo e translagdo ndo indicaram nenhuma solugdo clara, apresentando em
geral fator R acima de 50 % e coeficiente de correlagdo inferior a 40 %, independente da
proteina que fosse usada como molde. Procurou-se repetir o procedimento de cristalizagéo e
coleta de dados, porem o processamento dos dados resultantes apresentou repetidamente

resultados ndo-conclusivos.

Tabela 2: Dados da difragdo de raios X

Grupo espacial P2:2:2,

Parimetros da cela unitaria (A) a=94,63 b=116,04 c=155,78

Resolugéio maxima (A) 2,28

Numero de reflexdes 579595

Numero de reflexes unicas 65695

Rmergc (%) 5,9

Vu (A’/Da) 2,78

Moléculas por unidade assimétrica 6

Runerge™ Z(Z|I(h), = I(h) )YZ I(h)  I(h)i: intensidade da i-ésima medida da reflexdo h
I(h): intensidade média da reflexdo h

5.8) Determinag¢des Bioquimicas

A determinagdo das atividades enzimaticas (em unidades internacionais Ul) e
coagulante foram efetuadas para as serino-proteases obtidas de C. d. terrificus e L. m. muta,

conforme descrito abaixo, € os resultados sdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3: Resultados das determinagdes bioquimicas

Método ostra|C. d. terrificus| 1 fragio L. m. muta |2* fragdo L. m. muta

coagulagdo (s) 15 - 15
BApNA (UI) 75 38 112
TAME (UI) 89,6 - N
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Nio foi possivel efetuar todos os testes para as proteases obtidas de L. m. muta, devido

as baixas quantidades extraidas por separagdo cromatografica do respectivo veneno.
5.9) Modelagem Estrutural da Protease de Crotalus atrox

Em paralelo ao procedimento de purificagdo e cristalizagdo de serino-proteases, foi
efetuada a determinag@o estrutural de serino-protease mediante o0 método de modelagem.
Dentre as serino-proteases de veneno de serpente ja identificadas, escolheu-se na base de
dados Expasy/Embl a catroxase I, isolada do veneno de Crotalus atrox, cuja seqiiéncia
primdria € inteiramente conhecida; foi entdo efetuado o seu alinhamento contra todo o
conjunto de proteinas depositadas no banco de dados PDB, usando-se o programa Psi-blast, o
qual gerou um arquivo contendo diversas seqiiéncias de proteinas similares a de interesse,
dispostas em ordem decrescente de identidade seqiiencial.

A seguir, selecionou-se dentre estas proteases quatro que apresentaram as seqiiéncias
mais proximas a seqiiéncia da proteina a ser modelada. Os c6digos do PDB para as proteinas
usadas como moldes, bem como o grau de identidade seqiiencial entre elas e a catroxase I, sdo

mostrados na tabela 4.

Tabela 4: Percentagem de identidade seqiiencial entre proteinas-molde e catroxase I

Cdédigo PDB % Identidade
1bqyB.pdb 72,16
1op0A.pdb 70,13
1co7E.pdb 44,72

1a0jD.pdb 43,05

O alinhamento entre as seqiiéncias, conforme efetuado com o uso do programa
ClustalX, ¢ apresentado na figura 20.

Este conjunto foi entdo submetido ao procedimento de modelagem por meio do
servidor Swiss-model (Peitsch at al, 1999, Peitsch et al, 2003), o qual gerou a estrutura
tridimensional desejada e a submeteu a checagem pelo algoritmo WhatCheck. Este algoritmo,

por sua vez, indicou ndo haver qualquer erro grosseiro tanto nos pardmetros envolvendo

angulos e distancias de ligagdo para a cadeia principal como para os residuos de aminoécidos,

bem como ndo tendo encontrado sinais de empacotamento inadequado dos atomos no interior
da molécula (Vriend, 1990).
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Figura 20: Alinhamento entre as seqiiéncias da cratoxase I (CROT) a das proteinas
usadas como molde; em cinza escuro sdo destacados os residuos homdlogos idénticos, € em

cinza os residuos de natureza similar

Dentre os resultados fornecidos pelo programa WhatCheck, podem-se destacar os
seguintes:

RMS dos desvios de comprimentos de ligagao: 0,017A

RMS dos desvios de alunos de ligagdo: 2,38°

fragdo de residuos com dngulos torsionais phi ou 6mega proibidos: < 5%

Os parametros acima apresentados indicam que a estrutura modelada para a

catroxase I ndo apresenta desvios significativos do esperado, considerando-se os dados de

estruturas protéicas ja existentes na base de dados PDB.

Outro teste para se verificar se a estrutura gerada € fisicamente correta foi efetuado por
meio do programa Verify3D, que analisou se os residuos de aminoacidos do modelo
apresentam-se dispostos conforme seria previsto considerando-se suas respectivas
polaridades. Conforme visto na figura 21, os valores de escore calculados para cada residuo
pelo programa ndo atingiram, em ponto algum da seqiiéncia, valores negativos, o que, caso
ocorresse, indicaria uma possivel falha no modelo, pois representaria a existéncia de um
residuo numa posigdo fisicamente pouco acessivel a ele.

Outro valor que merece ser considerado € o designado como S, e que € igual & soma de
todos os valores de escore dos residuos de aminoacidos, o qual para este modelo € de 107,28;
este valor ¢ bem proximo ao valor tedrico previsto de 112,65 para proteinas com 0 mesmo

numero de residuos de aminoacidos da catroxase (Luthy et al., 1992).
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Escore dos residuos de aminoacidos

100 150
n° do residuo

Figura 21: Valores de escore calculados pelo programa Verify3D para os residuos de

aminodcidos da proteina modelada catroxase I

A confirmagdo da viabilidade da estrutura modelada pode ser vista no gréfico de
Ramachandran (Figura 22), na qual verifica-se claramente que a grande maioria dos residuos
apresenta valores de angulos de ligagdo ¢ e y efetivamente dentro das regides permitidas. As
unicas exce¢des presentes sdo referentes a residuos de glicina, aos quais a avaliagdo do
grafico de Ramachandran efetivamente néo se aplica, e a alguns residuos polares presentes na
superficie da molécula modelada, distantes da regido pertencente ao sitio ativo da protease
modelada.

Tendo sido confirmada a validade da estrutura modelada, passou-se a etapa de
inser¢do de possiveis ligantes na estrutura protéica, com o fim de estudar como ocorre a
interagdo entre cada um destes e a superficie da proteina. Dentre os diversos inibidores de
serino-proteases existentes, foram escolhidos dois que interagem eletrostaticamente,
benzamidina e aminometilciclo-hexano, e outros dois que reagem quimicamente com o
residuo ativo de serina, PMSF e DFP (Figura 23).

Considerando-se a natureza diversa dos inibidores testados, a modelagem da estrutura

da protease inibida somente foi conseguida mediante o uso de dois programas distintos.

Inicialmente, foi feita a introdugdo de inibidores contendo fliior na estrutura modelada, DFP e
PMSF, usando-se o programa Turbo-Frodo, mediante o qual posicionou-se cada inibidor
aproximadamente na posi¢do em que se esperaria que ele se localize na estrutura final, ou

seja, proximo ao residuo de serina do sitio ativo.
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Figura 22: Gréafico de Ramachandran para os residuos de aminoacidos da proteina

modelada catroxase I (+ glicina).

Tendo sido montada a estrutura de cada complexo proteina-inibidor, procedeu-se a
etapa de minimizagdo de energia, levando por fim a obtengdo das estruturas da protease
inibida. Para os casos da protease ligada ao DFP e PMSF, submeteu-se cada complexo ao
programa Gromacs, o qual mediante o uso do algoritmo denominado de “steepest descent”
procura determinar o ponto de minima energia para o sistema, de modo a encontrar a estrutura
mais provavel para o complexo.

E importante considerar o fato de que, se a estrutura originalmente fornecida ao
programa for muito diferente da verdadeira estrutura mais estavel, o algoritmo pode acabar
ndo conseguido encontra-la, chegando a um resultado final ndo relacionado a verdadeira
estrutura; como obviamente ndo se conhece a estrutura do complexo antes de se iniciar o
processo de minimizagdo de energia, o que se faz é, levando-se em conta o que ja se conhece

sobre a proteina e outras similares a ela, procurar fornecer ao programa uma estrutura que
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esteja tdo perto quanto possivel da estrutura final provével, esperando com isto evitar que o

algoritmo chegue a uma estrutura final incorreta.

H,
=
Hi

benzamidina aminometilciclo-hexano

ot

DFP

Figura 23: Inibidores testados na estrutura modelada da protease de C. atrox

Para os inibidores que ndo contem flior e que, portanto, ndo interagem
covalentemente com a protease, foi efetuado um procedimento de "ancoragem" (docking) do

inibidor sobre a proteina, usando-se o algoritmo Gramm, especifico para este tipo de

procedimento (Vakser, 2002). Considerando-se que este procedimento ¢ apenas aproximado,

submeteu-se a seguir cada uma dos complexos proteina-inibidor & minimizagdo de energia
com uso do programa Gromacs, para determinar a disposigdo efetiva do inibidor na superficie

da proteina, com uso do algoritmo dito “steepest descent”.
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VI - DISCUSSAO E CONCLUSOES

Sabe-se que, mesmo em casos em que a identidade seqiiencial entre duas cadeias
polipeptidicas seja inferior a 30% pode ocorrer similaridade estrutural entre as proteinas
sendo comparadas; uma observagdo recorrente é que as estruturas obtidas por cristalografia de
raios X ou RMN tendem a se repetir, aparecendo freqiientemente os mesmos tipos de padrdes
estruturais (“dominios”) nas mais diversas proteinas, os quais em geral se combinam entre si
de modo a gerar a estrutura tridimensional final, explicando o fato de que um nuimero
relativamente pequeno, de algumas poucas centenas destes padrdes, possa ser responsavel
pelo numero extraordinario de distintas fun¢des executadas pelas proteinas, incluindo os mais
diversos tipos de catalise, movimento celular, defesa do organismo, dentre outras.

E interessante verificar que o fenémeno inverso também pode acontecer, a presenga de
duas proteinas com seqiiéncias similares porem com algumas diferengas em suas estruturas
tridimensionais, o que demonstra a complexidade envolvida nesta questdo (Orengo et al.,
1993). Deve-se notar, entretanto, que a existéncia de estruturas distintas ndo necessariamente
implica fungdes diferentes, como é exemplo o caso da subtilisina e da quimotripsina, que
apresentam seqiiéncia e estrutura tridimensional claramente diferentes, e ainda assim possuem
os mesmos residuos nos respectivos sitios cataliticos, atuando segundo um mesmo
mecanismo. Isto pode ser claramente observado na figura 25a, obtida por sobreposi¢do no
Turbo-Frodo, em que nota-se a total diferenga entre as estruturas da quimotripsina (codigo
PDB: 1ACB) e da subtilisina (PDB: 1SBI), e na figura 25b, em que sdo mostradas as

distancias entre os 4&tomos de carbono alfa dos residuos das duas proteases, com a maioria

apresentando uma distincia mitua superior a 2A; ambas as observagdes estdo de acordo com

o baixo grau de identidade seqiiencial apresentado entre elas (13% conforme verificado pelo

programa ClustalX) como mostrado no alinhamento (figura 24):

PALHSQG%SNV%VI s;»__ig; %g g gv

gp----- V-LSGLSRI BAVPGSWPWOUS GEHFCGGSLINEN
LGADGSGQESW. INGIE:W
AKVFKNSKYN - -

GSSSTVGEP-BRYBSVEAVGEYDSSN RASFSSVPELD TGSTLPGNKYGBYS PHVAGAAE;IQ‘F;K
1ACB GWGLTRETNANTEDREQOASHPLLSNTNCKKYWGETK - - -IKD-AMICAGA— SGVSSC GPLVCKKNGRAWTLVG
1SBI HPNHTNEQ-VRESLENTTEFREGDSFY Gggt.!!luv Q
1ACB IVSWGSST-CSTSTPGVYARMTALVN THARN----

Figura 24: Alinhamento das seqiiéncias de quimotripsina (1ACB) e subtilisina (1SBI); em

cinza sdo destacados os residuos idénticos ou de mesma natureza, € em cinza-escuro a triade

catalitica
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Observando-se as estruturas sobrepostas, nota-se que os unicos residuos que
efetivamente se sobrepde sdo os trés do sitio catalitico, a glicina do pogo de oxianion, e as

duas glicinas responsaveis pelas interagdes néo especificas com o substrato.

Distancias entr; ét‘t)-l;'l os

w

distancias (A)
- »

o

100 150 200

n®residuo quimotripsina

Figura 25: a) Sobreposicdo das estruturas da quimotripsina (cinza) e da subtilisina (azul) com

os residuos dos respectivos sitios ativos em destaque b) Grafico mostrando a distdncia entre

os atomos de C-o respectivos mais proximos no espago

Neste trabalho, em que se procurou verificar o modo como inibidores interagem com
serino-proteases, tendo sido escolhida como molécula padrdo para estudo a serino-protease
catroxase 1 da Crotalus atrox designada como Q8QHK3 na base EXPASY
(bo.expasy.org/cgi-bin/niceprot.pl?Q8QHK3) ¢ fundamental certificar-se de que a estrutura
modelada desta enzima esteja correta, o que ¢ apenas em parte garantido pelos testes feitos

com o uso dos programas WhatCheck e Verify3D, sendo ainda necessario fazer uma
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comparacdo visual entre a estrutura modelada e outras proteases com seqiiéncias similares, em
principio pertencentes a mesma familia. Com base nesta idéia, foi efetuada a sobreposigdo
entre as estruturas da protease modelada com a quimotripsina para se verificar se efetivamente
se encontraria uma similaridade elevada entre suas estruturas; para realizar a sobreposicéo,
efetuou-se o procedimento Rigid no programa Turbo-Frodo. Independente de qualquer outro
teste, é previsivel que o modelo obtido apresente alguma semelhanga estrutural com as
proteases da familia S1, considerando-se a existéncia de identidade seqiiencial entre as
seqiiéncias da catroxase I e das proteinas desta familia, conforme apresentado na figura 26 no
alinhamento entre as seqiiéncias da catroxase I, que foi designada com o cédigo CROT, ¢ a

quimotripsina:

ECNRNEHRELAL) SSDG-;% CGEGNKMKEH Gvﬂsggépn DE

QVSHQDKTG GEF SSSEHN

Figura 26: Alinhamento das seqiiéncias de quimotripsina (1ACB) e catroxase (CROT)

Como pode-se ver na figura 27a, ao contrario do que ocorre com a subtilisina, a
sobreposi¢do da estrutura modelada com a quimotripsina tomada como padréo € bem precisa,
praticamente ndo se encontrando diferengas significativas entre ambas, mesmo considerando-
se que o grau de identidade seqiiencial entre elas, da ordem de 29%, conforme verificado pelo
programa ClustalX, pode ser considerado apenas razoavel; isto é confirmado pelo grafico em
anexo, no qual pode-se ver que a maior parte das distancias mostradas situa-se numa faixa de
até 1,5 A (figura 27b).

Dentre as diferengas que foram observadas, a maior parte envolve os lagos da
superficie das moléculas expostos ao solvente, devendo-se notar que no caso dos situados
dentro das estruturas sendo comparadas ndo se observa variagdo, o que seria de se esperar
considerando-se que em trés dos lagos internos estdo situados os residuos criticos para a
atividade catalitica; também os residuos situados na regido responsavel pelas interagdes néo-
especificas com o substrato permanecem conservados, o que indica a importancia deles para a

agdo catalitica, ainda que ndo contribuam significativamente para a seletividade.
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Em particular, nota-se uma diferenga especifica no residuo situado no bolsido de
seletividade, que na quimotripsina é uma serina, € na protease de C. afrox passa a ser
aspartato; neste ponto em particular, a catroxase I assemelha-se mais a tripsina, cuja
seletividade é mais elevada para peptideos com aminoacidos basicos na vizinhanga da ligagao

a ser hidrolisada.

Distincilas entre dtomos

distancias (A)

50

n° residuo quimotripsina

Figura 27: a) Sobreposigdo das estruturas da quimotripsina (cinza) e da proteina modelada
(azul) com os residuos dos respectivos sitios ativos em destaque b) Grafico mostrando a

distdncia entre os atomos de C-a respectivos mais préximos no espago

Embora varias serino-proteases de serpentes sejam conhecidas, tendo sido obtidas em
forma pura a partir das mais diversas espécies, somente a TSV-PA da T. stejnegeri teve a sua
estrutura tridimensional determinada até o presente momento (PDB: 1BQY); comparando-se
o alinhamento da seqiiéncia da TSV-PA com a da catroxase I (figura 28), verifica-se um alto

grau de similaridade entre as respectivas seqiiéncias de residuos. Com relagdo a isto, é
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interessante verificar como distintos programas podem levar a resultados diferentes para um

mesmo parametro, pois como ja mostrado, o servidor Swiss-Model, ao avaliar a identidade

seqiiencial entre estas seqiiéncias, indicou um valor de 72%, enquanto o programa ClustalX

indicou um valor da ordem de 63%.

Figura 28: Alinhamento das seqiiéncias de TSV-PA (1BQY) e catroxase (CROT)

Conforme pode ser observado na comparagdo entre as estruturas mostradas nas figuras
29a e 29b, a sobreposi¢do entre a TSV-PA determinada por cristalografia (cédigo PDB:
1BQY) e a catroxase I modelada ¢ virtualmente perfeita, sendo que até a natureza do bolsdo
de especificidade ¢ conservada, com um residuo de aspartato no interior de ambas, o que
indica o poder deste método em predizer estruturas de proteinas nas quais a identidade
seqiiencial com um padréo de estrutura conhecida é elevada, como no caso em questio.

Considerando-se que as serino-proteases de serpentes apresentam usualmente niveis
de identidade seqiiencial superiores a 60% entre si (Wisner et al., 2000), pode-se em principio
esperar que outras proteases de serpentes venham a ter suas estruturas tridimensionais
determinadas, sem a necessidade do elaborado procedimento cristalogréafico, tendo em vista o
resultado claramente favoravel obtido neste trabalho.

Tendo-se certificado da validade da estrutura modelada, passou-se a etapa de inclusdo
dos inibidores de serino-proteases a molécula. Observando-se o conjunto de estruturas
modeladas da protease com cada um dos dois inibidores que ndo contem fltior, mostradas nas
figuras 30a-b, nota-se que ndo ha um padréo especifico das interagdes polares ou hidrofébicas
entre o inibidor e a proteina. J4 as figuras 31a-b demonstram que, para os inibidores
fluorados, ap6s o processo de minimiza¢do de energia surge uma ligagdo quimica entre o
inibidor e a hidroxila do residuo de serina 186 do sitio ativo, conforme ja esperado
considerando-se as estruturas obtidas por difragdo de raios X para outras serino-proteases

complexadas com inibidores deste tipo.




Distancia entre dtomos

distincias (A)

100 150
n° residuo TSV-PA

Figura 29: a) Sobreposigdo das estruturas da TSV-PA (cinza) e da proteina modelada (azul)
com os residuos dos respectivos sitios ativos em destaque b) Grafico mostrando a distancia

entre os 4&tomos de C-ot respectivos mais proximos no espago

Independente do modo como ocorre a ligagao, nota-se de um modo geral que todos os

inibidores ao se ligarem ao modelo posicionam-se entre o lago que contem o Asp 189

responsavel pela seletividade e o lago contendo os residuos responsaveis pelas ligagdes ndo-

seletivas com o substrato, com a exce¢do do PMSF, que ao se ligar ao residuo de serina
projeta-se na diregdo da superficie da molécula modelada. A localizag@o dos inibidores nesta
exata posi¢do aparentemente ¢ um efeito basicamente devido a interagdes hidrofébicas, sendo
as interagdes polares essencialmente responsaveis por manter os residuos ligados a proteina,
ao menos nos casos dos inibidores sem flior. Uma vez tendo-se assim posicionado, mesmo os

inibidores que ndo se ligam covalentemente ao residuo de serina tornam impossivel a
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aproximagdo de um substrato ao sitio catalitico. Em resumo, o modo da a¢do dos inibidores é
portanto claramente distinto nos casos acima, sendo que para os que contem grupamentos
amidino ou amino, as interagdes de natureza polar ou hidrofébica com a regido do bolsdo de
seletividade podem em principio serem revertidas, o que n3o acontece com os inibidores que
reagem com o residuo de serina, em que a ligagdo formada, do tipo S-O ou P-O ¢

normalmente bem estavel.

Thr IRI{A)

Cys 18:&
~|
L =7 Amc 300(B)
Val 183AES

i
Cys 1821
' <

Val 183(AT

Figura 30: Diagramas mostrando o sitio ativo da catroxase I complexada com -
a) aminometilciclo-hexano e b) benzamidina, com os respectivos graficos representando as

interagdes existentes, obtidos mediante o programa Ligplot, a direita

Embora existam diversos inibidores capazes de se ligar quimicamente a proteinas

diversas, e ndo somente as proteases, a maioria das substincias testadas para uso como
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medicamentos atuam mediante interagdes ndo-covalentes. O desenvolvimento de inibidores

que interagem com as enzimas sem envolver reagdes quimicas é certamente preferivel, devido

ao fato de que é usualmente mais dificil produzir substincias que reajam de maneira

altamente seletiva com um unico grupo funcional de uma dada molécula, ainda mais
considerando-se a grande complexidade quimica encontrada nos seres vivos.

Um exemplo disto é o inibidor DFP, considerado como altamente téxico assim como o
PMSF (Wilson e Walker, 1974, Fahmey e Gold, 1963), ndo propriamente devido a sua agédo
sobre serino-proteases, mas por reagir irreversivelmente com a acetilcolinesterase, impedindo
assim a adequada transmissdo dos impulsos nervosos, dano este contra o qual, em principio,
ndo € possivel desenvolver um antidoto, pois para tal seria necessario reverter sua reagdo com
a acetilcolinesterase, o que € impossivel justamente devido a natureza covalente e

particularmente estavel da ligagdo P-O formada entre eles.

Figura 31: Diagramas mostrando o sitio ativo da catroxase I quimicamente tratada

com - a) diisopropilfluorofosfato (DFP) e b) fenilmetilfluorosulfonato (PMSF)
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E importante salientar ainda que, alem deste problema, por ocorrer em principio

irreversivelmente com qualquer serino-protease, a agdo destes inibidores ndo pode ser
facilmente anulada, caso dé inicio a rea¢des colaterais indesejaveis, 0 que ndo ocorre no caso
dos inibidores reversiveis, cuja atividade por sua propria natureza ocorre somente por um
tempo limitado; a importancia deste fator ndo deve ser desconsiderada, se for considerado o
fato de que seu uso muitas vezes ocorre em cirurgias, nas quais o organismo do paciente ja se
encontra debilitado, e em que uma possivel hemorragia fora de controle pode vir a ser
extremamente perigosa.

O interesse em inibidores irreversiveis, restrito mais ao uso na quimioterapia de
infec¢des, na qual seu efeito prolongado acaba por ser benéfico, demonstra portanto ser de
pouca relevancia no tratamento de problemas circulatérios, tendo sido incluido no estudo de
modelagem apenas para fins de comparagdo entre o seu modo de agéo e o dos inibidores
reversiveis.

O uso combinado de serino-proteases de veneno de serpente com inibidores
reversiveis, no qual estes modulariam a atividade da enzima, poderiam assim representar um
grande avango na terapia de doengas de origem circulatéria, sem os riscos associados ao uso
de serino-proteases na forma pura, riscos estes ji determinados experimentalmente
(Verstraete, 1977). Se os estudos clinicos confirmarem a eficacia do uso combinado de drogas
no tratamento de doengas de origem trombdtica, sera possivel afinal o seu uso em cirurgias de

grande porte, nas quais o seu uso esta atualmente vedado.
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VII - CONCLUSAO

Neste trabalho conseguiu-se efetuar a purificagdo de serino-proteases de C. d. terificus
e L. muta muta, bem como determinar a faixa de estabilidade destas proteases por meio de
medidas de espalhamento dindmico de luz.

Em paralelo, foi realizada a modelagem da estrutura tridimensional de crotaxase da

serpente C. atrox, por meio do programa Swiss-Model. Na estrutura modelada foi feito o

“docking” de inibidores, seguido de um procedimento de minimizag@o de energia de modo a

determinar como estes compostos interagem com a serino-protease.
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