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Resumo

Leucurolisina-a (leuc-a) ¢ uma metaloprotease de veneno de serpente (SVMP) de classe P-I
presente no veneno de Bothrops leucurus. A leuc-a teve sua estrutura primaria
completamente seqiienciada, apresentando uma Unica cadeia polipeptidica com 202
residuos de aminodcidos e alta similaridades com outras SVMPs de classe P-I ja descritas.
A leuc-a, mesmo em altas concentragdes, ndo provoca hemorragia, apresentando apenas
atividade proteolitica em proteinas de matriz extracelular. Essa enzima foi cristalizada, pelo
método de difusdo de vapor, e dois conjuntos de dados de difracdo de raios-x, um a 1,8 e
outro a 1,6 A, foram coletados. Os dados mostraram que os cristais pertencem ao grupo
espacial P2,2,2;, com parametros de célula unitaria muito similares A estrutura
cristalografica da leuc-a foi resolvida pelo método de substituigdo molecular usando o
modelo da metaloproteinase BaP1 (PDB code INDI) purificada do veneno da serpente
Bothrops asper. O modelo da leuc-a, a 1,8 A de resolugdo, foi refinado até um Ry, final =
0,168 e Rjiye = 0,235. A estrutura apresenta o conservado motivo de ligagdo ao zinco
Hi4E143XXH146XXG149XXH1s; assim como o motivo “met turn” CigalissMise,
caracteristico da superfamilia metzincina. Um &4tomo de zinco foi observado no sitio
catalitico da enzima sendo estabilizado pelos Ne2 dos trés anéis imidazolicos dos residuos
de histidinas Hj4,H;46Hs, € uma molécula de dgua entre o espago do atomo de zinco e a
cadeia lateral do residuo E;43. Um ion calcio também foi observado unido das extremidades
N e C-terminais da estrutura. Esse dtomo ¢ estabilizado por duas moléculas de 4gua e cinco
atomos presentes nas cadeias laterais de residuos conservados: o oxigénio da carbonila do
residuo Gluy; os dois oxigénios do carboxilato do residuo Aspos, 0 oxigénio da carbonila do
residuo Cysjg7 € 0 oxigénio da carboxamida do residuo Asnyp. A leuc-a possui seis
residuos de cisteina (Cys;17-Cysi97, Cysis7-Cysies, and Cys;so-Cysizi) envolvidos na
formacgdo de pontes dissulfeto. A resolu¢io de outro conjunto de dados, com 1,6 A de
resolucdo, apresentou uma densidade eletronica desconhecida no sitio catalitico da enzima.
Esse ligante foi identificado, sintetizado e utilizado com sucesso em ensaios de inibicao da

atividade proteolitica da leuc-a.



Abstract

Leucurolysin-a (leuc-a) is a P-I class snake venom metalloproteinase (SVMP) from the
venom of Bothrops leucurus, a poisonous snake which is responsible for the majority of
snakebites in the northeast of Brazil. It has been shown that leuc-a degrades fibrin clots
directly in vitro without activating plasminogen (Pg), and does not elicit any hemorrhagic
response. Leuc-a is a single chain zinc binding endopeptidase composed of 202 amino acids
residues, which shows high similarity with other P-I SVMPs. In this work, leuc-a was
crystallized using the hanging-drop vapour-diffusion method. Two data set were collected,
one with 1.8 A, and other with 1.6 A. Data sets showed that the crystals belongs to the
orthorhombic P2,2,2, space group, with unit-cell parameters very similar. The
crystallographic structure of leuc-a was solved by Molecular Replacement technique using
the Bothrops asper metalloproteinase (BaP1) structure (PDB code 1ND1) as template.
Leuc-a model was refined to a final Reor of 0.168 and Rgee of 0.235 against diffraction
data of 1.80 A of resolution. The structure displayed the zinc binding motif
HiE13XXH 46XXG149XXH;s, as well as the Cieli6sMigs motif (“Met-turn’), which
characterize the metzincin superfamily of metalloproteinases. A Zn”" ion was observed in
the active site cleft of the enzyme and one structural Ca®” ion was assigned on the
molecular surface close to its C-terminal. The Zn®" ion was tetra-coordinated by three
imidazole N** atoms from Hi42, His6 and H;s; and one catalytic water molecule anchored to
the side-chain carboxyl group of Ej43. Leuc-a has six cysteine residues involved in three
disulfide bridges (Cys;17-Cysi97, Cysi57-Cysies, and Cys;so-Cysisi). The other data set, with
1.6 A of resolution, was was refined to a final Rgcior 0f 0.178 and Ryee of 0.231. This model
showed a unknown electron density at active site. This ligand was identified, synthesized
and tested with leuc-a. The results showed a inhibition of proteolitic activity leuc-a over

dimethyl casein.
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Bothorps leucurus

1 - INTRODUCAO.
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1.1 - Serpentes.

No mundo, existem aproximadamente 2.650 espécies de serpentes modernas e
apenas 650 espécies sdao tradicionalmente consideradas peconhentas (Fry, 2009).
Atualmente as serpentes conhecidas estdo espalhadas pelos cinco continentes, ilhas e
mares, desde a linha do equador até préoximo dos circulos polares, aumentando
gradativamente o numero de espécies nas regides tropicais (Funasa, 2001). As varias
espécies de serpentes possuem tamanhos variados que vao desde espécies escavadoras, que
se alimentam de cupins e crescem até 10 centimetros, a grandes constritoras, com quase 10
metros de comprimento (Pough, 1996). Didaticamente, as serpentes podem ser segregadas
em dois grupos basicos: as pegonhentas, isto ¢, aquelas que conseguem inocular seu veneno

no corpo de uma presa ou vitima, e as nao pegonhentas.

1.2 - Serpentes peconhentas e ndo-pegonhentas.

Alguns critérios basicos, mas ndo definitivos, sdo utilizados para a identificagdo, a
uma distancia segura, de serpentes peconhentas e nao peconhentas. O primeiro deles ¢ a
presenca de um orificio entre o olho e a narina da serpente, denominado fosseta loreal
(figura 1). E possivel dizer que toda serpente que possui esse orificio é considerada
peconhenta. A fosseta loreal € utilizada para perceber a presenga de calor (termorrecepgao),
0 que permite a serpente cagar no escuro presas que emitam calor de seus corpos, tais como
pequenos mamiferos e aves (Funasa, 2001). Uma excegdo a essa regra seriam o0s
Colubrideos, que sdo pegonhentos mas ndo possuem fosseta loreal. Esse ¢ o caso da coral
verdadeira (género Micrurus). Outra caracteristica importante na distingdo das serpentes

peconhentas € o tipo de terminacao de sua cauda.
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Fosseta Loreal

Cauda lisa {flllzo ou
Chocalho .

A

Lachesis

Bothrops

Figura 1 — Critérios de identificacdo entre serpentes peconhentas e ndo-peconhentas. Retirado e

modificado de Funasa, 2001.

As cascavéis (género Crotalus) apresentam além da fosseta loreal, um chocalho na
ponta da cauda que emite um som caracteristico de alerta quando se sente ameagada.
Algumas serpentes apresentam a extremidade da cauda com as escamas ericadas lembrando
uma escova. Essas sd3o as chamadas surucucus ou pico-de-jaca (género Lachesis), nome
dado em virtude do aspecto da pele do animal se parecer muito com o aspecto da fruta.
Outras serpentes possuem apenas como indicativo de ser pegonhenta a fosseta loreal. Isto se
deve pelo fato da terminagao de sua cauda ser toda lisa. Estas serpentes pertencem a familia
das jararacas (género Bothrops).

Um aspecto morfologico crucial utilizado para distinguir serpentes peconhentas de
nao-peconhentas € o tipo de denticdo. Detalhes dos tipos de denticdes apresentados pelas
serpentes modernas (Familias Elapidae, Viperidae e Lamprophiidae) podem ser observados
na figura 2.

As serpentes modernas apresentam um sistema elaborado de inje¢do de veneno
(Fry, 2009). O primeiro grupo, denominado front-fanged ou com presas frontais, apresenta

espécies com um par de presas na parte anterior da maxila (Fry, 2009). Nesse grupo, o
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ducto da glandula de veneno percorre toda bainha que recobre as presas e desemboca em
um canal aberto formado na superficie lateral ou anterolateral das presas (Fry, 2009). Os
canais formados nas presas sdo responsaveis pela condugdo do veneno para dentro da ferida
causada pela mordida do animal (Fry, 2009). Na Familia Viperidae ha a predominancia da
denticao do tipo solendglifa e na Familia Elapidae ha a predominancia da denti¢do do tipo

proteroglifa (Fry, 2009).

Figura 2 - Tipos de denti¢do presentes em serpentes. (A) Aglifas — dentigio maxilar na qual as presas
posteriores ndo sdo especializadas ou inexistentes; (B, C) Opistéglifas — presas na porgdo posterior do
maxilar, sulcadas ou ndo, podendo apresentar variagdo de tamanho em relagdo aos dentes anteriores; (D)
Solenéglifas — maxilar giratorio reduzido apresentando somente as presas em sua por¢do anterior; (E)
Proteroglifas — presas permanentemente eretas posicionadas na porgdo anterior da maxila. PI = presa

inoculadora. Retirado e modificado de Pough, 1996.

No outro grupo, denominado non-front-fanged ou com presas ndo frontais, as presas se
localizam na parte posterior da maxila (Fry, 2009). Normalmente esse grupo ¢
caracterizado por ndo possuir espécies pegonhentas, por ndo apresentarem presas

inoculadoras de veneno.
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1.3 - A glandula de veneno.

As glandulas de veneno estdo localizadas posteriores aos olhos da serpente,
estendendo-se ao longo de toda maxila, ventralmente as glandulas mucosas supralabiais
(figura 3) (Fry, 2009). A glandula de veneno, em viperideos, apresenta uma complexa
estrutura tubular, que pode ser dividida em varios lobos; o amplo limen da glandula

permite o armazenamento de uma grande quantidade de veneno (Fry, 2009).

Figura 3 - Localizacdo da glandula de veneno em serpentes. (A) detalhe em vermelho: glandula de veneno;

detalhe em amarelo: glandulas mucosas; (B) crinio em corte transversal. Detalhe em ciano: musculos
compressores; * musculatura em posi¢io normal, ® musculatura comprimida. Detalhe em vermelho: glandula

de veneno. Retirado e modificado de Fry e colaboradores (2009).

O limen da glandula forma um ducto primario, que expele o seu contetido para
dentro de uma glandula mucosa acessoria, que se torna um ducto secundario e se conecta
com a bainha das presas (Fry, 2009). A glandula de veneno dos elapideos apresenta um
limen reduzido e a secrecao ¢ armazenada dentro das células; todo ducto € cercado pela
glandula mucosa acessoria (Fry, 2009).

As serpentes das Familias Viperidae e Elapidae inoculam o seu veneno através de
compressao da glandula. Essa compressao ¢ feita por uma forte musculatura que ajuda a

impulsionar o veneno até as presas e, assim, envenenar a sua presa (figura 3).
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1.4 - Ofidismo: um caso de saude publica.

O envenenamento, resultante de mordidas de serpentes, ¢ um importante problema
de saude em regides rurais de paises tropicais e subtropicais dos continentes Africano,
Asiatico, Oceania e Sul Americano (World Health Organization, 2007). Os acidentes
ofidicos envolvendo estes animais tém importancia médica em virtude de sua grande
freqiiéncia e gravidade, tendo o ofidismo sido apontado como o maior causador de
intoxicagdes exdgenas por animais na América Latina (Campbell, 1989).

Um estudo recente da Organizacdo Mundial de Saude estima que, pelo menos,
1.841.000 envenenamentos e 94.000 mortes ocorram em todo mundo devido a acidentes
ofidicos, sendo que grande parte desses acidentes ocorram no Sul e Sudeste Asiatico e na
Africa Subsaariana (World Health Organization, 2007). A falta ou subnotificagdo dos
casos de acidentes nessas regidoes ajudam a agravar esse problema. No Brasil, os dados sao
escassos € na maioria das vezes desatualizados.

Segundo dados notificados a Funasa, ocorreram no Brasil, no periodo de janeiro de
1990 a dezembro de 1993, 81.611 acidentes ofidicos, o que representa uma média de
20.000 casos/ano para o pais. Dados mais recentes, fornecidos pela Secretaria de Vigilancia
em Saude do Ministério da Satde (SVS/MS), mostram que, somente no ano de 2005, foram
notificados 28.597 casos de acidentes ofidicos.

No periodo de 1990-1993, a maioria das notificagdes procedeu das regides Sudeste
e Sul, as mais populosas do pais e que contam com melhor organizacdo de servigos de
saude e sistema de informagdo (tabela 1). Ja no ano de 2005, as notificagdes procedentes

das regides Norte e Nordeste aumentaram muito em comparacao ao periodo anterior.
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Tabela 1 - Procedéncia das notificagdes segundo as regides fisiograficas do Brasil nos

periodos de 1990-1993 e 2005. Retirado e modificado de Funasa (2001) e SVS/MS (2009).

Regido N° de casos Letalidade
Fisiogl‘flfica 1990-1993 2005 1990-1993 2005
Norte 10.364 8.463 0,53 X
Nordeste 11.262 6.767 0,81 x
Sul 14.528 2.741 0,33 X
Sudeste 32.644 7.635 0,26 X
Centro-QOeste 12.813 2.991 0,63 X
Brasil 81.611 28.597 0,45 0,40

Dados da SVS/MS mostram que os nimeros de notificagdes de acidentes ofidicos
relatados em todo Brasil, vem aumentando nos ultimos anos (grafico 1). No periodo de
1996-2000, o nimero de casos comunicados aos servigos e postos de satde foi de 89.365
notificagdes, com cerca de 17.800 casos/ano no pais (Svs/Ms, 2009). De 2001-2005 foram
registradas 127.522 notificagdes, com cerca de 25.500 casos/ano no pais (Svs/Ms, 2009).

Ainda segundo a SVS/MS (2009), a queda no niimero de notificagdes, no periodo de
1996-2000, pode ser atribuida a implantagdo do novo sistema de notificagdo que, depois
dos devidos ajustes, mostra-se eficiente na notificacdo dos acidentes. Esse fato pode ser
evidenciado pelo aumento de cerca de 25% no niimero de notificagdes no periodo de 2001-
2005, em relagdo ao periodo de 1996-2000 (Svs/Ms, 2009). Provavelmente essa também
deve ser a explicagdo para o aumento no numero de notificagdes no ano de 2005, nas

regides Norte e Nordeste (tabela 1).
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300007

1987 | 1955 | 1989 | 1990 | 1991 | 1992 | 1993 | 1994 | 1995 | 1996 | 1997 | 1995 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 20035

21564 | 19827 | 20068 | 19674 | 19426 | 20066 | 20938 | 21263 | 19959 | 18011 [ 17719 | 18039 | 18524 | 17052 | 20323 | 24029 | 26381 | 27692 | 28597

Grifico 1 - Distribuigdo das notificagdes de acidentes ofidicos confirmados no Brasil no periodo de 1987 a

2005. Retirado de SVS/MS (2009).

A ocorréncia do acidente ofidico estd, em geral, ligada a0 aumento da atividade
humana nos trabalhos no campo, que esta diretamente relacionada a fatores climaticos
(Funasa, 2001), isto pode ser observado no grafico 2. No ano de 2005, nas regides Sul,
Sudeste e Centro-Oeste, foi observado um decréscimo do ntimero de acidentes no periodo
de Abril a Agosto; na regido Nordeste, os acidentes diminuiram de Maio a Dezembro;
enquanto que, na regido Norte, observou-se uma queda de Junho a Setembro. De uma
forma geral, o periodo de Outono-Inverno ¢ uma época de menor incidéncia de acidentes
ofidicos, sendo o periodo de calor e chuvas o de maior incidéncia dos casos. Outro fator
que colabora com a observacdo de que o indice de acidentes se eleva com o periodo de
aumento no trabalho no campo ¢ que o sexo masculino foi acometido em 70% dos
acidentes enquanto o feminino em 20% (Funasa, 2001). Em 52,3% das notificagdes no
periodo de 1990-1993, a faixa etaria dos acidentados variou de 15 a 49 anos, onde se
concentra a principal for¢a de trabalho no campo do pais (Funasa, 2001).

O conhecimento da sazonalidade dos acidentes e da herpetofauna local ¢ de grande
importancia para o preparo estratégico das equipes de satude. Esse preparo envolve ndo s6 o
alerta aos profissionais especializados nesse tipo de acidente, mas também para estabelecer

estratégias de distribuicdo e controle de estoque de soro antiofidico nos locais de
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atendimento. Para que o tratamento do acidentado seja eficaz, ¢ fundamental que o animal
causador do acidente seja corretamente identificado e que o tratamento soroterapico se

inicie o mais rapido possivel.

n° casos

Jan Fev Mar Abr Mai  Jun  Jul Ago Set Out Nov Dez

—— N —3— NE —— SE —0— S —=x=CO

Grifico 2 - Distribui¢do mensal dos acidentes ofidicos por macro-regido do Brasil,

2005. Retirado e modificado de SVS/MS (2009).

1.5 - Distribui¢cdo dos acidentes entre os principais géneros de serpentes

brasileiras de importincia médica.

Entre as serpentes atuais, os crotalineos da Familia Viperidae, Subfamilia Crotalinae
("pitvipers", ou viboras com fosseta loreal) sdo considerados um grupo evolutivo recente
(Seigel, 1987 apud Projeto Jararaca, 2006) e relativamente especializado em alguns
aspectos bioldgicos (Campbell, 1989). Atualmente, os crotalineos sdao divididos em cerca
de 11-16 géneros distribuidos nas Américas, Asia e Sul da Europa (Campbell, 1989). No
Brasil existem aproximadamente 321 espécies de serpentes distribuidas em todo territério

nacional, sendo que destas, 36 s3o pegonhentas (Pinho e Pereira, 2001).
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As serpentes peconhentas que habitam o territorio brasileiro sdo agrupadas na Sub-
Familia Crotalinae e na Familia Elapidae. Independentemente do arranjo sistemadtico
adotado, aproximadamente 30 espécies de crotalineos ocorrem no Brasil (Campbell, 1989),
sendo que uma espécie pertencente ao género Crotalus, uma do género Lachesis e, segundo
Martins (2001), cerca de sete grupos monofiléticos especificos do género Bothrops. A
Familia Elapidae apresenta o género Micrurus, com cerca de 17 espécies (Campbell, 1989)
e varias subespécies (Serafim, 2007). Outras seis familias de serpentes ocorrem em
territorio brasileiro, mas sdo ndo-peconhentas (Campbell, 1989). Segundo Funasa (2001) e
a SVS/MS (2009), a maioria dos acidentes ofidicos deve-se a serpentes pertencentes as
Familias Viperidae e Elapidae. A tabela 2 mostra um resumo dos casos notificados por
género de serpente no periodo de 1990-1993 pela Funasa e no periodo de 2005 pela
SVS/MS.

No periodo de 2005, 19,5% das notificagdes de acidentes registradas ndo continham
a identificacdo da serpente. Esse elevado numero ndo se justifica, j4 que ha uma grande
distincdo dos sintomas apresentados nos acidentes ofidicos envolvendo os diferentes
géneros (Svs/Ms, 2009). Esse resultado revela que ainda ha um despreparo dos
funcionarios do servico de saude ou a falta de pessoal especializado para o atendimento

desse tipo de acidente.

Tabela 2 - Numero de casos de acidentes ofidicos e letalidade por género de serpente no Brasil nos

periodos de 1990-1993 e 2005. Retirado e modificado de Funasa (2001) e SVS/MS (2009).

N° de casos Porcentagem N° de 6bitos Letalidade (%)
Género
1990-1993 2005 1990-1993 2005 1990-1993 2005 1990-1993 2005
Bot/lrops 59.619 20.144 90,5 87,5 185 X 0,31 X
Crotalus 5.072 2.118 7,7 9,2 95 X 1,87 X
Lachesis 939 621 1.4 2,7 9 X 0,95 x
Micrurus 281 138 0.4 0,6 1 X 0,36 X
Nao informado 13.339 5.576 16,8 19,5 69 X 0,52 X
Nao peconhento 2.361 x 3,0 x x x x x
Total 79.250* 23.021" 1002 100* 359 X 0,45 0,40

' 0 namero de casos classificados como nio informado néo foi considerado.
20 niimero de casos classificados como nido peconhento nio foi considerado.
*Dados ndo fornecidos.
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No periodo de 1990-1993, a letalidade do acidente ofidico ndo se mostrou uniforme
nas regides fisiograficas, como se observa na tabela 1. O maior indice foi registrado no
Nordeste, apesar desta regido apresentar o menor coeficiente de incidéncia do pais naquele
periodo. No periodo de 2005, a maioria dos acidentes foi classificada como leve e a
letalidade geral foi baixa (0,4%) (Svs/Ms, 2009). O tempo decorrido entre o tipo de
envenenamento € o atendimento pode elevar a letalidade em até oito vezes (Svs/Ms, 2009).
Isso pode ser observado nos acidentes crotalicos. A freqliéncia com que evolui para
insuficiéncia renal aguda (Pinho e Pereira, 2001) somado ao retardo na busca por
atendimento médico (uma média de oito horas) nesse tipo de acidente (Svs/Ms, 2009).
Essa ¢ a explicagdo para o alto indice de letalidade em relagdo ao numero de casos
notificados nesse tipo de acidente (tabela 2).

J4 as seqiielas sao mais freqiientes nos acidentes botropicos (em cerca de 10% dos
casos) (Svs/Ms, 2009). Essa elevada taxa de morbidade se deve a fatores de risco como o
uso de torniquetes, remédios caseiros e retardo na procura de tratamento adequado

(Svs/Ms, 2009).

1.6 - Distribui¢do geogrdfica e breve caracterizag¢do dos sintomas associados
aos acidentes ofidicos envolvendo os principais géneros de importdncia

meédica no Brasil.

Familia Viperidae.

Género: Bothrops.

Corresponde ao acidente ofidico de maior importancia epidemioldgica no pais
(tabela 2). Este género compreende cerca de 30 espécies, distribuidas desde o extremo
Norte até o Sul, de regides litoraneas e ilhas até as mais continentais do territorio nacional
(Campbell, 1989). A grande diversidade de espécies se deve ndo sé pela extensao territorial

do pais, mas também pela grande diversidade de ecossistemas (Campbell, 1989).
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Sao conhecidas popularmente por jararaca, jararacugu, urutu-cruzeira, jararaca-do-
rabo-branco, malha-de-sapo, caicara entre outras denominagdes. As jararacas podem ser
encontradas, em sua grande maioria, em areas mais limitadas de matas, apesar de alguns
tipos habitarem também zonas de caatinga e cerrado (Campbell, 1989). Estas serpentes
podem ser encontradas em zonas rurais e periferias de grandes cidades, preferindo
ambientes Umidos como matas e éareas cultivadas e locais onde haja facilidade para
proliferagdo de roedores (paidis, celeiros, depositos de lenha) (Funasa, 2001). Tém habitos
predominantemente noturnos ou crepusculares. Apresentam cabega triangular, fosseta
loreal e cauda lisa. Podem apresentar comportamento agressivo quando se sentem
ameacadas, desferindo botes sem produzir ruido.

Seu veneno tem acdo proteolitica, coagulante e hemorrdgica. Os sintomas sdo
caracterizados pela dor e edema endurado no local da mordida, de intensidade variavel e,
em geral, de instalagdo precoce e carater progressivo. Equimoses e sangramentos no ponto
da mordida sdo freqlientes (Pinho e Pereira, 2001). Infarto ganglionar e bolhas podem
aparecer na evolugdo, acompanhados ou nao de necrose (Pinho e Pereira, 2001).

A espécie Bothrops leucurus, conhecida popularmente como jararaca do rabo
branco, ¢ comum na faixa atlantica (Zona da Mata) do Nordeste, desde a Paraiba até o norte
do Espirito Santo (Grego et al., 2006). Ela habita tanto as areas urbanas como as rurais,
causando acidentes com maior incidéncia principalmente nos meses mais chuvosos (margo-
agosto) e com menor incidéncia nos meses mais secos (setembro-fevereiro) (Mise et al.,
2007). Essa espécie pode medir até 1,70 metros de comprimento (Projeto Jararaca, 2006) e
alimenta-se de roedores, lagartos, anfibios, serpentes e aves (Martins et al., 2002).

Segundo Mise e colaboradores (2007), essa espécie, no ano de 2001, provocou o
maior nimero de acidentes (5/100.000 habitantes e letalidade de 1 %) no estado da Bahia.
A grande maioria das vitimas era de trabalhadores rurais do sexo masculino. A alta
letalidade, o aparecimento de sintomas neurologicos e a necessidade do uso, acima do
recomendado, de ampolas de antiveneno botropico, tornam os acidentes com essa espécie

um importante caso de saude publica no estado da Bahia.

Género: Crotalus.
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E o género responsavel por cerca de 7,7% dos acidentes ofidicos registrados no
Brasil, podendo representar até 30% dos acidentes em algumas regides (Funasa, 2001). O
género agrupa varias subespécies, pertencentes a espécie Crotalus durissus.

Popularmente sdo conhecidas por cascavel, cascavel-quatro-ventas, boicininga,
maracamboia, maraca e outras denominagdes. Sdo encontradas desde o Parana até o Piaui
em campos abertos, areas secas, arenosas ¢ pedregosas e raramente na faixa litoranea, nao
ocorrendo na Floresta Amazonica e no Pantanal (Campbell, 1989). As cascavéis sao
facilmente encontradas em areas abertas e secas; nas areas de cultivo agricola em grande
parte do Brasil, excetuando-se as areas de vegetagao mais densa. Quando excitadas ou se
sentindo ameacadas denunciam sua presenga pelo ruido caracteristico produzido pelo
chocalho.

O veneno da cascavel tem acgdo neurotoxica, miotdxica e coagulante (Pinho e
Pereira, 2001). As manifestacdes clinicas sdo pouco importantes no acidente crotalico
(Funasa, 2001). O acidentado apresenta um quadro local pouco expressivo ou sem dor. Ha
parestesia local ou regional que pode persistir por tempo variavel, podendo ser
acompanhada de edema discreto ou eritema no ponto da mordida (Funasa, 2001). Pode
ocorrer também mialgia generalizada, podendo haver evolug¢dao para insuficiéncia renal

aguda, causa maior de Obito neste grupo (Funasa, 2001).

Género: Lachesis.

Por se tratar de serpentes encontradas no interior da Floresta Amazonica, onde a
densidade populacional ¢ baixa, o sistema de notificagdo ndo ¢ tdo eficiente e as
informagdes disponiveis sobre esse tipo de acidente sdo escassas e raras (Funasa, 2001).
Estas sdo encontradas apenas em dareas de floresta tropical densa, como na Floresta
Amazodnia e no pouco que resta da Mata Atlantica (Campbell, 1989).

O envenenamento humano pelas subespécies L. muta muta e L.m. rhombeata,
embora infreqiientes, sdo sempre severos devido ao tamanho da serpente (que pode atingir
até 3,5 metros de comprimento) e a quantidade de veneno injetada em uma tinica mordida.
Estes acidentes tém por caracteristica um pronunciado dano tecidual local e alteracdes

sistémicas como hemorragia, hipotensdo, coagulopatias insuficiéncia renal e choque
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cardiovascular (Funasa, 2001). Outros sintomas como bradicardia, diarréia e vOmito
também foram descritos (Pinho e Pereira, 2001). Pouco se sabe sobre a patogénese das

alteracdes locais e sistémicas produzidas por este veneno (Rucavado et al., 1999).

Familia Elapidae.

Género: Micrurus.

Corresponde a 0,4% dos acidentes com serpentes pegonhentas registrados no Brasil
(Funasa, 2001). Mais conhecida como cobra coral, tem habito subterraneo vivendo sob o
folhico, troncos em decomposi¢do, entre raizes e pedras (Funasa, 2001). Esta serpente esta
presente desde o sul da Bahia, Regido Central até o Sul do Brasil (Campbell, 1989).

Esse género ndo ¢ agressivo, ndo da bote e s6 oferece perigo quando manuseada.
Sua presa de veneno ¢ fixa e pequena localizada na parte anterior da boca, por isso ela
morde ¢ trava a mandibula ao invés de dar uma mordida rapida (Funasa, 2001).

O seu veneno tem como principal caracteristica a agao neurotoxica. Os constituintes
toxicos do veneno sdo denominados neurotoxinas (NTXs) de agdo pré-sindptica e pos-

sinaptica (Funasa, 2001).

1.7 - Componentes bioquimicos do veneno.

Os venenos das serpentes contém componentes que servem nao so para imobilizar a
presa, mas também para facilitar a digestdo (Bjarnason e Fox, 1994). O veneno ¢ uma
complexa mistura de substancias orgénicas e inorganicas com mais de 90% do peso seco do
veneno sendo composto de polipeptideos e pequenos peptideos (Bjarnason e Fox, 1994).
Os outros compostos incluem carboidratos, glicoproteinas, lipideos (primariamente
fosfolipidios), aminas biogénicas (particularmente abundante nos venenos de Viperideos),
nucleotideos e aminoacidos (Bjarnason e Fox, 1994).

Os constituintes inorganicos dos venenos incluem os elementos: Ca, Cu, Fe, K, Mg,
Mn, Na, P, Co, e Zn (Bjarnason e Fox, 1994). O papel bioldgico de cada um ainda nao esta

claro, entretanto, alguns deles, como o Ca, Mg e Mn, sdo importantes para a estabilizacao
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de certas proteinas do veneno (Bjarnason e Fox, 1994). Outros atomos, em particular Zn,
Cu, Fe e Co, participam dos mecanismos cataliticos de certos componentes enzimaticos do
veneno, como de metaloproteinases (Bjarnason e Fox, 1994).

Outra molécula organica importante no veneno ¢ o citrato. Essa molécula foi
identificada como o principal dcido orgénico livre em veneno de serpentes (Freitas et al.,
1992). O citrato seria responsavel por quelar fons divalentes, como o Ca*" ¢ 0 Zn**, sendo

um mecanismo de protecao importante para a glandula de veneno (Francis et al., 1992).

1.8 - Metaloproteinases dos venenos de serpentes (SVMP).

Metaloproteinases de venenos de serpentes (SVMP) a as proteinas ADAM (familia
de desintegrinas e metaloproteinases) formam o grupo das “reprolisinas”,
metaloproteinases zinco-dependentes, que, juntamente com as astacinas e as serralisinas,
compdem a superfamilia das “metzincinas” (Bode et al., 1993; Stocker et al., 1995). As
SVMPs compartilham grande similaridade estrutural e funcional com os dominios de outras
metaloproteinases (Bode et al, 1993). Muitas destas enzimas t€ém um alto grau de
conservacao dos residuos envolvidos na ligagao do atomo de zinco, apresentando o motivo
(HEXXH) ou este mesmo motivo de forma mais complexa (H;42E43XXH46XXGXXH;s;)
(Bode et al., 1993). Deste modo, o nome “metzincinas” foi sugerido para estas enzimas,
fazendo uma alusdo ao motivo conservado com um atomo de zinco e um residuo de
metionina, localizado no assoalho do sitio catalitico que forma uma “met-turn” (Stocker et
al., 1993).

As SVMP sdao componentes importantes e estdo presentes em altas concentragdes
nos venenos de serpentes da familia Viperidae (Bjarnason e Fox, 1994). As SVMPs sao
responsaveis pela visivel hemorragia associada aos acidentes com serpentes da familia
Viperidae. Esses fatores hemorragicos apresentam acdo em diversos componentes do
sistema hemostatico e fibrinolitico. Todas as SVMPs sdo sintetizadas como zimogénios e
sdo proteoliticamente processadas antes de se tornarem ativas (Bjarnason e Fox, 1994).
Dependendo da composicdo dos dominios, as SVMPs podem ser classificadas como

pertencendo a uma de quatro classes: (1) P-I, que inclui enzimas que apresentam somente o
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dominio metaloproteinase; (2) P-II, enzimas que possuem o dominio metaloproteinase € o
dominio semelhante & desintegrina; (3) P-III, enzimas que possuem os dois primeiros
dominios e um terceiro denominado “cys-rich”; e (4) P-IV, enzimas que possuem os trés
dominios citados ligados, por uma ponte dissulfeto, a um dominio lectina (Bjarnason e Fox,
1994). Com o avango dos estudos, as SVMPs foram categorizadas nas classes P-I, P-Ila e
P-IIb, P-II1a e P-IIIb e P-IV (Hite et al., 1994). Em uma recente revisao sobre SVMPs, Fox
e Serrano (2008), propde uma nova categorizagao: P-Ia, P-Ila,b,c,d,e, P-Illa,b,c,d. A classe
P-IV seria adicionada a classe P-III pois, até o presente momento, nenhum estudo
envolvendo a descri¢ao de transcritos d¢ RNAm que codificam as proteinas de classe P-IV
foi publicado (Fox e Serrano, 2008). As proteinas que haviam sido classificadas como P-IV
seriam apenas modificacdes pos-traducionais de proteinas de classe P-III (Fox e Serrano,
2008).

Dois principais efeitos podem ser observados como resultado da agdo dessas
proteinas in vivo: a inducdo de hemorragia local e protedlise. O mecanismo de
hemorragia induzida por SVMPs ndo parece depender da degradagdo disseminada de
componentes da matriz extracelular, mas provavelmente da hidrolise de sitios altamente
especificos e ainda indefinidos na lamina basal dos capilares que é responsavel pela sua
integridade (Bjarnason e Fox, 1994). A clivagem de proteinas da membrana basal com
conseqiiente desarranjo da estrutura dos capilares constitui o principal mecanismo pelo qual
estas enzimas provocam hemorragia (Gutierrez ¢ Rucavado, 2000). A poténcia da
atividade hemorragica nos venenos de serpente parece estar relacionada com a
capacidade das SVMPs digerir certas proteinas da MB (Sanchez e Swenson, 2007).
Varios trabalhos descrevem diferencas na poténcia hemorragica entre SVMP de
baixa (~ 22 kDa - classe P-I) e alta (~ 55 kDa - classe P-III) massa molecular. A alta
atividade hemorragica, apresentada pelas enzimas de classe P-III, ¢ resultado da
acdo em sinergia dos dominios desintegrina e cistein-rich, com o dominio
metaloprotease, que direcionam a enzima para locais especificos na
microvasculatura (Jia et al.,, 1997; Ramos e Selistre-De-Araujo, 2006; Sanchez e
Swenson, 2007; Serrano et al., 2007; Takeda et al., 2007). O direcionamento,
também, posicionaria o sitio catalitico em um local estratégico para romper a

microvasculatura (Jia et al., 1997) induzindo ndo somente hemorragia local, mas
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também, hemorragia sist€émica (Kamiguti et al., 1991). Algumas enzimas de classe
P-I também sdo capazes de provocar o efeito hemorrdgico, mas com uma poténcia
menor. Essa observagdo indica que o dominio metaloprotease e caracteristicas
estruturais desse dominio desempenham um papel importante na génese desse efeito
(Watanabe et al., 2003).

Na maioria dos venenos de viperideos (pit vipers e viboras verdadeiras)
estudados, ¢ relatada a presenca de enzimas fibrinogenoliticas, a saber: serino e
metaloproteases. Essas enzimas apresentam uma especificidade diferente sobre as
cadeias a e P do fibrinogénio (Markland, 1991). As zinco-metaloproteases,
especialmente as de classe P-I, exibem uma atividade predominante sobre a cadeia
Aa do fibrinogénio e, apds um longo periodo de incubagdo, comecam a degradar a
cadeia Bf (Swenson e Markland, 2005). Além de degradar o fibrinogénio, essas
enzimas sdo capazes de digerir codgulos ricos em fibrina e prevenir a formagao de
novos coagulos (Swenson e Markland, 2005). Algumas dessas enzimas, também
conhecidas como a-fibrinogenases, ndo provocam o efeito hemorragico, mesmo em

altas concentragdes (Sanchez et al., 1991; Bello et al., 2006).

1.9 - O mecanismo de catalise proposto para as SVMPs e formas de inibi¢do.

Stocker e Bode (1995) sugerem o mecanismo de catalise das metaloproteases
apresentado na figura 4: uma molécula de dgua ficaria presa entre o grupo carboxilico, da
cadeia lateral de um residuo de Glu, e o atomo de zinco. Com a entrada do substrato no
sitio catalitico, ocorreria a transferéncia de um atomo de hidrogénio, da molécula de agua,
para o residuo de acido glutdmico. O grupo carboxilico do residuo de acido glutamico se
tornaria um nucleodfilo, que atacaria uma ligacdo peptidica acessivel do substrato. Esse
ataque faria o atomo de zinco adotar um estado de transi¢ao tetra-coordenado. O grupo
carboxilico transferiria o &tomo de hidrogénio, obtido da molécula de 4gua, ao atomo de
nitrogénio da ligagcdo peptidica do substrato, dessa forma, a ligagdo seria rompida e os

produtos seriam liberados. A atividade da enzima seria regenerada com a entrada de uma
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nova molécula de agua entre o residuo de acido glutdmico e o 4&tomo de zinco.

Bn -
QO
-
o Rn
+1

Figura 4 - Mecanismo de catdlise proposto para as metaloproteases. Os numeros dos residuos
correspondem & sua posigdo na seqiiéncia (HEXXHXXGXXH). Rn e Rn"' correspondem, respectivamente,
N-terminal e C-terminal do substrato. (A) aumento da polarizagdo da molécula de agua presa entre o
residuo de Glu e o atomo de Zn. (B) transferéncia de um préton do Glu para quebrar a ligagéo peptidica e a
formagdo do estado de transi¢do do Zn. (C) saida dos produtos de clivagem do sitio catalitico. Figura

retirada e modificada de Ramos e Selistre-De-Aratijo, 2006 .

A distancia de contato entre a molécula de dgua e o grupo carboxilico da cadeia
lateral do 4acido glutamico parece ser crucial para a atividade da enzima (Gomis-Riith et al.,
1993; Gong et al., 1998; Ramos e Selistre-De-Araujo, 2006). Grandes distancias (maiores
do que 4 A), como conseqiiéncia da variagdo do pH, poderiam afetar a capacidade de
polarizacdo do acido glutdmico sobre a molécula de agua, podendo ser essa a explicacao
estrutural da baixa atividade ou inatividade dessas enzimas em pH acido (Gong et al.,
1998). A dependéncia da atividade proteolitica dessas enzimas com o pH, estaria
relacionada com o pKa do grupo carboxilato da cadeia lateral do acido glutamico, que ¢ 4,3
(Gomis-Riith et al., 1993; Gong et al., 1998; Ramos e Selistre-De-Aratjo, 2006). Sob
condi¢des acidas, o grupo carboxilato pode ter uma pequena capacidade de polarizar a
molécula de 4gua catalitica, aumentando as distAncias interatdmicas (maior que 4 A),
diminuindo a atividade proteolitica; de modo oposto, o aumento do valor de pH para uma
faixa alcalina, diminuiria as distdncias entre o grupo carboxilato do acido glutamico e a
molécula de agua, favorecendo o ataque nucleofilico (Zhu et al., 1999). Essas observagdes

estruturais estdo de acordo com as observacdes de Francis e colaboradores (1992), que
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observaram uma grande concentra¢ao de citrato no veneno. Esse citrato seria responsavel
nao s6 por quelar ions divalentes, mas também por manter o pH do veneno uma faixa acida,
impedindo a ativagdo enzimatica.

Outro mecanismo de protegdo utilizado pelas serpentes para protegerem o veneno
de hidrolise sao peptideos inibitorios endogenos. Quando o veneno € inoculado na presa, o
citrato e os peptideos inibitorios se dissociam das proteinases permitindo sua agdo (Lou et
al., 2005). Esse mecanismo mostra que os peptideos possuem baixa afinidade pela enzima e
podem se ligar e desligar da enzima (Lou et al., 2005). Varios peptideos inibitorios de
SVMP ja foram isolados e caracterizados (Huang et al., 2002; Lou et al., 2005; Wagstaff et
al., 2008). Uma caracteristica importante desses peptideos € que eles normalmente sao
descritos como tripeptideos, com um piroglutimico no N-terminal e um triptofano na
seqiiéncia. Uma versdo diferente desses peptideos inibitorios foi descrita por Lou e
colaboradores (2005), um tripeptideo apresentava a seqiiéncia KNL e estava localizado no
sitio ativo da enzima F2 (purificada do veneno da serpente Agkistrodon acutus) que foi
cristalizada. Outra enzima, TM-3 (purificada do veneno da serpente Trimeresurus
mucrosquamatus), também foi cristalizada com trés diferentes tipos de peptideos inibidores
enddgenos (pEKW, pEQW e pENW) purificados do veneno (Huang et al., 2002), mas

esses nao diferiam do padrdao normal ja descrito.

1.10 - Possivel utiliza¢do das SVMPs como farmacos tromboliticos.

A agdo de enzimas fibrinoliticas presentes nos venenos de serpentes vem sendo alvo
de estudos ha muitos anos. O efeito destas enzimas € prevenir que o sangue se coagule, nas
presas ou em pessoas acidentadas, pela remog¢do de fibrina e fibrinogénio. Este estado de
incoagulabilidade do sangue facilita o rapido espalhamento das outras toxinas presentes no
veneno. A maioria das enzimas fibrinogenoliticas sdo metaloproteinases de classe P-I,
embora varias outras sejam serinoproteinases.

Um exemplo de desenvolvimento de farmacos tromboliticos a partir de uma SVMP
de classe P-I ¢ o alfimeprase. Este farmaco foi desenvolvido pela tecnologia do DNA-

recombinante a partir de uma enzima fibrinolitica (SVMP de classe P-I nao-hemorragica)
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purificada do veneno de Agkistrodon contortrix contortrix, chamada fibrolase
(Adis International Limited, 2008). O fdrmaco ¢ introduzido diretamente no trombo,
degradando-o diretamente, e liberando as células sangiiineas nele enredadas
(Adis International Limited, 2008). O excesso do fairmaco ¢ prontamente inativado pela
ap-macroglobulina  (Adis International Limited, 2008). Este medicamento foi
desenvolvido para o tratamento de oclusdes arteriais periféricas, derrames e, em uma
segunda indicagdo, na oclusdo de cateteres (Hong et al., 2006). Outras patologias, como
sindromes corondrias agudas, enfartos e doengas tromboticas venosas sdo potenciais alvos
para este medicamento (Hong et al., 2006).

Este farmaco chegou até a fase III de testes, mas foi descontinuado no primeiro
semestre de 2007 por um baixo desempenho obtido nos testes NAPA-2 (Novel Arterial
Perfusion with Alfimeprase-2) ¢ SONOMA-2 (Speedy Opening of Non-functional and
Occluded catheters with Mini-dose Alfimeprase-2) (Adis International Limited, 2008). No
segundo semestre de 2007, os testes na fase III foram retomados, mas com outros objetivos
(Adis International Limited, 2008).

Tendo em vista uma possivel aplicagdo clinica de enzimas fibrinogenoliticas nao-
hemorragicas, a metaloproteinase leuc-a, purificada do veneno da serpente Bothrops
leucurus, apresenta-se como uma opc¢do interessante de estudo. A leuc-a apresentou
especificidade seletiva in vitro pelas cadeias a da fibrina, cadeias Ao do fibrinogénio e
fibronectina plasmatica (Gremski et al., 2007). Estudos de digestdo usando a leuc-a sobre a
laminina, o principal componente de membrana plasmatica, em uma taxa enzima/substrato
de 1:30, ndo apresentaram efeito proteolitico, mesmo em tempos de incubagdo superior a
18 horas (Gremski et al., 2007). O mesmo ensaio, utilizando coldgeno do tipo I, também
apresentou resultados semelhantes (Gremski et al., 2007). Em outro ensaio, a leuc-a
apresentou inibicdo dose dependente da agregacdo plaquetaria induzida por ADP. Esta
enzima se distingue de outros agentes tromboliticos clinicamente utilizados (t-PA, u-PA e
estreptocinase) por nao ativar o plasminogénio para degradar a fibrina. O mais importante a
salientar ¢ que a leuc-a ndo possui atividade hemorrdgica, mesmo quando 100ug sao
injetados subcutaneamente em camundongos e 50ug intradermicamente em coelhos (Agero

et al., 2007).
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O estudo da estrutura cristalografica dessa enzima seria de fundamental importancia
para o entendimento do seu mecanismo de funcionamento e interagdes com diferentes
substratos. Um possivel aperfeicoamento de sua estrutura, por técnicas de biologia
molecular, possibilitaria a criagdo de uma nova droga de alta afinidade e especificidade
para auxiliar no tratamento de patologias tromboticas. Outra area de importancia seria o
estudo estrutural da inibi¢do dessas enzimas, que estdo envolvidas na génese de varias

patologias associadas aos acidentes ofidicos, como a hemorragia e o edema.
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2 - OBJETIVOS.
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2.1 - Objetivo geral.

e C(ristalizagdo e posterior resolugdo do modelo cristalografico da metaloprotease nao-
hemorragica leucurolisina-a, purificada do veneno de Bothrops leucurus, com o objetivo

de melhor entender as relagdes de estrutura e fungao dessa proteina.

2.2 - Objetivos especificos.

e Determinar a estrutura primaria completa da leuc-a.

e Realizar testes de cristalizagdo (em condi¢des variadas) com a leuc-a purificada.

e Selecionar e refinar as melhores condicdes de cristalizagdo obtidas preliminarmente.

e Realizar os experimentos de difracdo de raios-x visando a coleta de conjuntos de dados
de alta resolugao.

o Interpretar os dados de difracdo e determinar a estrutura tridimensional da leuc-a.

e Comparar a estrutura da leuc-a com outras estruturas de SVMP de classe P-I para tentar
apontar evidéncias estruturais que ajudem a elucidar as diferengas de -efeito

farmacologico provocado por essas enzimas.
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3 - MATERIAIS E METODOS.
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3.1 - Purifica¢do da leucurolisina-a nativa.

O veneno de Bothrops leucurus foi extraido de espécimes capturados no Sul
do Estado da Bahia e criados no serpentario da Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED)
em Belo horizonte, Minas Gerais. A metaloprotease leuc-a foi purificada como
descrito previamente por Bello e colaboradores (2006), e gentilmente cedida pelo
Doutor Eladio Flores Sanchez do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento Carlos Ribeiro

Diniz - FUNED para esse estudo.

3.2 - Seqiienciamento da estrutura primaria da leucurolisina-a nativa.

Uma amostra da proteina purificada, aproximadamente (~) 3 miligramas (mg) foi
reduzida e alquilada usando 4-vinilpiridina, como descrito em (Wilson, 1989). A proteina,
reduzida e alquilada, foi dissolvida em 200 microlitros (uL) de uma solucdo 8 mol - L de
uréia (Sigma-Aldrich) e, em seguida, diluida em 2 mililitros (mL) de uma solug¢do 0,1 mol -
L' de bicarbonato de aménio (NH;HCO3) em pH 8,1.

Dois tipos de digestdo, enzimatica e quimica, foram utilizados para a fragmentacao
peptidica da leuc-a. A digestdo enzimatica foi realizada utilizando-se individualmente
tripsina (2% P/, enzima/proteina durante 4 horas a 37° C), quimiotripsina (2% "/,
enzima/proteina durante 3 horas a 37° C) e protease Glu-C de Streptococcus aureus V8 (2%
P/, enzima/proteina durante 24 horas a 37° C). Na digestdo quimica foi utilizado brometo de
cianogénio em 70 % “/, de acido trifluoracético (TFA) por 24 horas a 20° C no escuro.

Os fragmentos peptidicos resultantes das digestdes enzimaticas e quimica foram
purificados por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) de fase reversa em uma
coluna Vydac C;g small pore column (250 mm x 4.6 mm; 201SP54) utilizando-se um
gradiente linear estendido (3 horas) 0 - 50 % de acetonitrila em 0,1 % de TFA aquoso.

Os peptideos purificados foram seqiienciados em um seqiienciador de proteinas
modelo Shimadzu PPSQ-21A . A proteina nativa e alguns fragmentos peptidicos, gerados
no processo de digestdo, se mostraram resistentes ao seqiienciamento automatico da por¢ao

N-terminal. Esses peptideos foram submetidos a fragmentacdo por espectrometria de
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massas em um espectrometro de massas do tipo MALDI-TOF/TOF AutoFlex III
equipado com smartbeam (Bruker Daltonics, Billerica, USA) e posterior
seqilienciamento manual, como descrito por Rates e colaboradores (2008).

Usando o programa CLUSTAL W (Higgins et al., 1996) foi feito o alinhamento da
seqiiéncia de residuos de aminoacidos da leucurolisina-a com outras seqiiéncias de SVMP
de classe P-I.

O assinalamento de elementos de estrutura secundaria das enzimas utilizadas neste
trabalho foram realizadas usando STRIDE web server (Heinig e Frishman, 2004), para as
proteinas com coordenadas atdmicas conhecidas, e Jpred 3 web server (Cole et al., 2008),
para macromoléculas que apresentam apenas informacdes de estrutura primaria disponivel.

Os parametros: ponto isoelétrico e GRAVY (Grand average of hydropathicity index),
indice que indica a solubilidade de uma proteina, foram obtidos utilizando o ProtParam

tool (Gasteiger et al., 2005).

3.3 - Cristalizagdo da leucurolisina-a nativa.

Uma amostra liofilizada (~ 1,0 mg) de leucurolisina-a nativa foi dissolvida em 100
uL de agua Milli-Q® para uma concentracdo final de ~ 10,0 mg - mL™. Os testes com as
condi¢des de cristalizagdo foram realizados utilizando-se do método de difusdao de vapor a
18°C (291 K).

As placas de cristalizagdo em gota depositada, com as condi¢des iniciais de
cristalizacdo, foram automaticamente preparadas utilizando-se o robd de cristalizagdo
HoneyBee 963 (Digilab Genomic Solutions, USA), no Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS). Para cada condi¢do de cristalizacdo, uma gota teste foi adicionada ao
reservatorio para entrar em equilibrio, por difusdo de vapor, contra 80 pL. de uma condi¢ao
teste na placa de cristalizacdo. Cada gota teste foi formada por 0,3 uL de solucdo de
proteina e 0,3 pL da solugdo presente no reservatorio da condicao teste. Um total de 594
condigdes de cristalizacdo diferentes foram utilizadas para os testes iniciais.

Apo6s o periodo de 1 més, cristais foram observados em 37 condigdes de

cristalizacdo diferentes. Dentro dessas 37 condi¢des de cristalizag¢do, foram selecionadas
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condigdes nas quais os cristais apresentavam faces planas e uniformes para serem
otimizadas e amplificadas em uma gota de cristalizacdo de volume final 1,0 pL. Um total
de 192 condigdes otimizadas e amplificadas foram produzidas e, os testes de cristalizacao
com essas condi¢des, foram realizados em placas de cristalizagdo de gota suspensa. Para
averiguar se os cristais eram realmente de proteina e nao de sal, alguns foram colhidos e
dissolvidos em 1,0 pL de agua Milli-Q® com 0,1 % de TFA. A solugdo resultante foi
submetida a analise por espectrometria de massas.

Os cristais, utilizados para os ensaios de difracdo de raios-X neste trabalho, foram
obtidos em gotas teste formadas por 0.5 uL de solugdao de proteina com igual volume de
solucdo presente no reservatorio da condicdo de cristalizagdo. Cada gota teste foi
equilibrada contra 1,0 mL de uma solugdo 100 mmol - L™ MIB/MIB (pH 5,0), 15-20 % */,
PEG 6.000/1.500 ¢ 100 mmol . L™ de acetato de aménio.

3.4 - Aquisi¢do de dados e determina¢do da estrutura tridimensional da

leucurolisina-a.

Ap6s o crescimento dos cristais nos meios de cristalizagdo otimizados, alguns
cristais foram colhidos, com o auxilio de loops de nylon (Hampton Research), e
transferidos da gota de cristalizagdo para uma gota (10 uL) de solugdo crioprotetora
(solugdo de cristalizagdo e 10% ‘/, de etilenoglicol) por alguns segundos. O cristal usado
para a coleta do conjunto de dados foi resfriado a -173° C (100 K), utilizando-se fluxo de
vapor de nitrogénio.

Dois conjuntos de dados, com resolucdo de 1,8 e 1,6 A, foram coletados. Em
cada conjunto, cada imagem de difragdo foi coletada em um intervalo de 1,0° com
tempo de exposi¢cdo de 90 e 35 segundos. Os dados foram coletados em um detector
MAR CCD image-plate utilizando a linha D0O3B-MX1 no Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron (Polikarpov et al., 1998). Ao todo, 295 (240) imagens foram
coletadas a uma distancia cristal-detector de 75 [50] milimetros. Os conjuntos de
dados foram indexados, integrados e escalonados utilizando o pacote de programas

HKL-2000 (Otwinowski e Minor, 1997).
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O problema das fases foi resolvido por Substituicio Molecular utilizando o
pacote AMoRe (Navaza, 2001), parte integrante da suite de programas CCP4 v.6.1.1
(Bailey, 1994). O modelo utilizado para a Substitui¢do Molecular foi a SVMP de
classe P-I BaPl (c6digo PDB INDI;(Watanabe et al., 2003). Em cada um dos
conjuntos de dados, uma tnica molécula de leuc-a por unidade assimétrica foi obtida
como solugdo durante a Substituigdo Molecular.

Vérios ciclos de refinamento, com inser¢des de moléculas de agua,
intercalados com a reconstru¢do manual do modelo, foram realizados utilizando os
softwares REFMAC v5.2.0019 (Murshudov et al., 1997) e Coot v.0.5.2 (Emsley e
Cowtan, 2004). As coordenadas atémicas e fatores de estrutura do modelo refinado
serdo depositados no Protein Data Bank. As figuras, utilizadas para mostrar
caracteristicas de estruturas tridimensionais do modelo da leuc-a (e outros), foram

preparadas utilizando-se o software PyMol (Delano, 2002).

3.5 - Dialise da leucurolisina-a nativa.

Uma amostra de ~ 5,0 mg de leuc-a foi dissolvida em 400 pL de agua Milli-Q® e
transferida para um tubo de didlise Ultrafree®™-MC Centrifugal Filter - filter code: Biomax-
5 NMWL 5,000 (Millipore Corporation, USA). A solugdo foi centrifugada por 20 minutos
a 5.000 rpm. Apos esse tempo, o tubo era novamente preenchido com agua Milli-Q”. Esse
procedimento foi repetido 5 vezes para assegurar de que somente a leuc-a permaneceria na

amostra.

3.6 - Sintese dos peptideos sintéticos.

Os peptideos Gly-Ser-OH e Gly-Ser-COnp, foram sintetizados utilizando a
estratégia cloreto de fluorenil-metiloxicarbonil (Fmoc) / ter-butila de sintese manual em
suporte solido (Chan e White, 2000). A sintese teve inicio com a desprote¢do do grupo
Fmoc acoplado a resina. A desprote¢do foi realizada utilizando-se uma solugdo 20%

piperidina em dimetilformamida (DMF). Ap6s a desprotecao, foram feitos os acoplamentos
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dos residuos de aminoacidos. As etapas de acoplamento foram realizadas através da
incubag¢do da resina / Fmoc-aminodcido (4 Eq.) em uma solugcdo de O-benzotriazol-
N,N,N’,N -tetrametil-uronium-hexafluor-fosfato (HBTU) 4 equivalentes (eq.), N,N-
diisopropil-etilamine (DIPEA) 9 eq.. Cada etapa de acoplamento durou 45 minutos sob
agitacdo a temperatura ambiente. Apds cada etapa, as resinas eram lavadas com DMF e
metanol, alternadamente, por trés vezes para a retirada dos restos do acoplamento /
desprotegdo. O teste de Kaiser (teste da ninidrina) foi utilizado para detectar a presenca de
aminas livres na cadeia peptidica. As duas etapas (acoplamento / desprote¢ao) foram, entdo,
repetidas sucessivamente até a adicdo e posterior desprotegdo do ultimo residuo de
aminoécido.

Apos a ultima desprotecdo do grupo Fmoc, os peptideos foram clivados da resina,
utilizando uma solug¢do de acido trifluoracético (TFA) / triisopropil-silano (TIS) / agua
Milli-Q® (95:2,5:2,5%). Depois de clivados, os peptideos foram precipitados, utilizando
éter diisopropilico gelado, e liofilizados. O TFA da solugdo de clivagem foi extinto
borbulhando-se nitrogénio (N;) na solugdo e o resquicio deste acido foi neutralizado com
hidroxido de amoénio (NH4OH) pH 9,5. Os peptideos clivados foram liofilizados e
armazenados a 4° C.

Os peptideos foram suspendidos em agua Milli-Q® e purificados em sistema de
cromatografia liquida de alta performance (HPLC), utilizando uma coluna semi-preparativa
Supelcosil™ C-18 (Supelco, Bellefonte, USA). As fragdes obtidas foram analisadas por
espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF/TOF.

3.7 - Ensaio de inibi¢do da atividade proteolitica da leucurolisina-a sobre a

dimetilcaseina.

Os peptideos GS-OH e GS-npp foram comparados em sua habilidade de inibir a
atividade proteolitica da leuc-a sobre substrato dimetilcaseina (DMC). Quantidades
crescentes do peptideo GS-OH (5, 10, 20, 30 e 40 ug) e GS-nm2 (5, 10, 20 e 40 pg) foram
pré-incubadas com uma concentragio fixa de 4 pg da enzima por 30 minutos a 37° C, em

250 pL do tampao acido 4-2-hidroxietil-1-piperazina-etanosulfonico (HEPES) 50 mmol -
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L' contendo 0,154 mol - L™ cloreto de sodio (NaCl), 25 mol - L™ cloreto de calcio (CaCl,)
pH 7.4.

Os tubos de reagao foram preparados com 250 pL. de uma solugdo de DMC 0,2%
em tampao HEPES 50 mmol - L contendo 0,154 mol - L™ NaCl, 25,0 mol - L™ CaCl, pH
7,4. A mistura de leuc-a e peptideos pré-incubados foram adicionados aos tubos com
DMC, em um volume final de 500 uL, e novamente incubados por 30 minutos a 37° C. A
reagdo foi interrompida com a imersdo dos tubos em agua fervendo (98° C) por 5 minutos.
Aos tubos foram adicionados 250 pL de 4cido 2,4,6-trinitrobenzesulfonico (TNBS) e 250
puL de tampao 4 % de bicarbonato de sodio (NaHCO;) pH 8,3. Os tubos foram novamente
incubados por 30 minutos a 50° C. Ao final desse tempo de incubagéo, foram adicionados
250 puL de dodecil sulfato de sodio (SDS) a 10 % e 125 pL de uma solug¢do de acido
cloridrico (HCI) 1 normal (N) a cada tubo. A absorbancia da solugdo resultante da reagado
foi medida em um espectrofotometro no comprimento de onda de 340 nandmetros (nm)

relativo ao branco (todos os componentes do ensaio exceto a enzima).

3.8 - Analise de superficie molecular.

As estruturas da leucurolisina-a e das outras SVMP de classe P-1 disponiveis foram
submetidas a andlise de superficie molecular utilizando o software Surface Racer v 5.0
(Tsodikov et al., 2002). O software transforma a macromolécula em uma cole¢do de esferas
de Van der Waals rigidas e usa uma sonda esférica e sélida, simulando uma molécula de
solvente, que rola sobre a superficie dessas esferas. A superficie esférica da sonda, em
contato com os varios atomos na superficie da molécula, descreve segmentos, concavidades
e reentrancias que compde toda superficie gerada.

A érea de superficie acessivel (A.S.A.) ¢ definida como todas as posi¢des adotadas
pelo centro da sonda em contato com os dtomos da macromolécula. A area de superficie
molecular (A.S.M.) ¢ definida como a superficie tracada pela superficie da sonda ao rolar
sobra a macromolécula. A sonda percorre toda macromolécula unindo todos os
seguimentos, concavidades e reentrancias para formar a superficie molecular. Depois de

definidas as areas, o programa calcula as seguintes A.S.A. e A.S.M: total, polar, ndo polar,

43



cadeia carbdnica total, cadeia carbonica polar, cadeia carbonica ndo polar, cadeia lateral
polar, cadeia lateral ndo polar, carga positiva, carga negativa e numero de cavidades.

As figuras com as representacoes das superficies eletrostaticas das SVMP de classe
P-I foram geradas pelo software APBS: Adaptative Poisson-Boltzmann Solver (Baker et al.,
2001).

3.9 - SDS-PAGE da inibicdo da atividade proteolitica da leucurolisina-a

sobre o fibrinogénio humano.

Uma concentragao fixa de 4 ug de leuc-a com diferentes quantidades de peptideo
GS-nm2 (40 € 80 pg), foram pré-incubados por 15 minutos a 37° C em um volume final de
100 pL do tampio HEPES 50 mmol - L contendo 0,154 mol - L™ NaCl, 25 mol - L™
CaCl,, pH 7,4. Apo6s o periodo de incubagao, uma aliquota de 20 uL. dos incubados (enzima
+ inibidor) foi adicionada a um tubo contendo 100 pL de uma solugdo 3 mg / mL de
fibrinogénio humano (Fb) (Sigma-Aldrich, USA). Essa solu¢dao foi novamente incubada
por 15 minutos a 37° C. Depois deste novo periodo de incubagdo, foram tomados 50 pL e
misturados com 50 pL de solugdo desnaturante (10 mol - L™ de uréia, 4 % B-mercapto-
etanol, 4 % SDS) e mantidos “over night” a temperatura ambiente. As amostras foram
aplicadas em um dodecil sulfato de sédio - gel eletroforético de poliacrilamida (SDS-
PAGE) com 4 % (gel de concentracdo) e 12 % (gel de separacdo) conforme descrito por
Laemmli (1970). Ao final da eletroforese, o gel foi corado com o corante coomassie
brilliant blue R-250 (Sigma-Aldrich, USA) 0,25% em etanol / 4cido acético / agua (1 : 2 :
6) e descorado com a mesma solugdo sem a adi¢do do corante. O padrao de massa
molecular usado: fosforilase-b = 97 quilo Daltons (kDa); albumina sérica bovina = 66 kDa;
ovoalbumina = 45 kDa; anidrase carbonica = 30 kDa; inibidor da tripsina = 20,1 kDa; e a-
lactoalbumina = 14,4 kDa (Sigma-Aldrich, USA). Um incubado com leuc-a e &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 1 mmol - L' foi utilizado como controle no

experimento.
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3.10 - Grdficos.

Os graficos e andlises estatisticas apresentados como resultado desse trabalho,

foram gerados utilizando o software GraphPad Prism 5 (San Diego, USA).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO.
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4.1 - Sequenciamento dos residuos de aminoadcidos da leucurolisina-a

Aproximadamente 95%

da estrutura primaria da

leuc-a

foi descrita

anteriormente por Bello (2006). Naquela ocasido, alguns residuos, principalmente na

regido N-terminal e em uma regido anterior ao sitio ativo, ndo haviam sido

identificados. Como o lote de veneno e a enzima purificada por Bello em 2006 nao

estavam disponiveis para esse trabalho, uma nova purificacdo foi realizada. Apos o

processo de purificagdo, a leuc-a foi analisada por espectrometria de massas a fim de

avaliar sua homogeneidade e sua massa molecular (figura 5).
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Figura 5 - Espectro de massa da leucurolisina-a nativa. Duas

isoformas, com sinais em 22.916,64 e 23.028,22 m/z, podem ser

observadas no espectro.

O processo de seqiienciamento dos residuos de aminoéacidos da leuc-a foi

realizado,

de modo complementar, por trés

métodos

diferentes:

automatica de Edman, MALDI-TOF-TOF MS/MS e interpretacdo

densidade eletronica (2Fo-Fc,(c).

degradacao

de mapas de

O espectro de massa da leuc-a nativa mostrou a presenca de duas isoformas
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principais, com sinais em 22.916.64 ¢ 23.028,22 ™%/ 4142 (m/z). A diferenca de m/z
entre as duas isoformas corresponde a uma massa de ~ 111 Da. Essa diferenga pode
ser explicada pela presenca de um residuo de acido piroglutdmico (<E) no inicio da
por¢ao N-terminal, que pode ser comprovado pelo seqiienciamento MS/MS de dois
fragmentos peptidicos resistentes a degradagdo automatizada de Edman. Ambos os
fragmentos foram gerados por digestdo enzimdtica, o primeiro utilizando
quimiotripsina e o segundo utilizando V8. O fragmento, cuja seqiiéncia ¢ <E-Q-F-S-
P-R-Y-I-E-L-V-V-V-A-D, apresenta m/z de 1630,87 e, o outro fragmento, apresenta
a seqiiéncia Q-Q-F-S-P-R-Y-I-E com m/z de 1167,57. Os dois fragmentos pertencem
a porcdo N-terminal, que pode, portanto, apresentar uma glutamina ou um dacido
piroglutdmico como primeiro residuo da seqiiéncia. A diferenga entre um &cido
piroglutdmico e uma glutamina ¢ de 17 Da, que ocorre devido a perda de um NHj,
apos ciclizacdo espontanea da amina primaria exposta da glutamina, formando um
lactam em meio 4cido. Essa mudanga torna o fragmento resistente ao
seqiienciamento do N-terminal pela degradagdo de Edman.

A massa média calculada para a leuc-a, com a presenca de um residuo de
glutamina (sequéncia iniciando em Q-Q-F-S-P...) ou um 4cido piroglutamico
(sequéncia iniciando em <E-Q-F-S-P...) no N-terminal, ¢ de 22.984,28 ¢ 22.967,28
Da, respectivamente. Esse valor ¢ muito proximo a massa observada de 23.028,22
Da (figura 1), com uma diferenca entre as massas calculadas e observada de ~ 44 ¢
61 Da, respectivamente. Se a mesma analise for feita para a seqiiéncia da leuc-a,
iniciando sem um residuo de glutamina (Q-F-S-P-R... ou <E-F-S-P-R...), teremos os
valores de massas médias calculadas de 22.856,15 e 22.839,15 Da, respectivamente.
Esses valores de massa calculados também estdo proximos ao sinal de 22.916,64 m/z
observado, com uma diferenca de ~ 61 e 77 Da, respectivamente.

A regido de peptideo sinal e pro-dominio sdo compostas por 190 residuos de
aminoacidos altamente conservados e o processamento sofrido para a retirada do
pro-dominio ocorre em uma regido de juncdo com o dominio metaloprotease, de
seqiiéncia N-L-N-P-D/E/Q-Q-Q-R/K/F [a area marcada pertence ao pré-dominio] (Ramos
e Selistre-De-Araujo, 2006). A clivagem para a retirada do pr6-dominio ocorre nas

ligagdes entre glutaminas. Em algumas enzimas, esse processamento pode ocorrer
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retirando alguns residuos de aminoacidos do dominio metaloprotease. Essa
variabilidade na area de corte do processamento pode explicar o aparecimento de
duas isoformas da leuc-a, uma com N-terminal iniciando com <E/Q-Q-F-S-P... e
oura iniciando com Q-F-S-P....

A figura 6 mostra a seqiiéncia completa dos residuos de aminoacidos, com
correcdes aquela previamente publicada por Bello e colaboradores (2006), alinhada as
outras SVMP de classe P-I da Familia Viperidae ja conhecidas. No alinhamento, composto
de seqiiéncias de SVMP de classe P-I ndo hemorragicas e hemorragicas, sobressai uma alta
identidade entre as seqii€ncias e muitos residuos conservados. Essa alta identidade se
reflete em estruturas secundarias em regides idénticas.

A leucurolisina-a ¢ composta por 202 residuos de aminodcidos e exibe a
seqiiéncia HinE 43 XXH 46XXG149XXH s, em seu sitio ativo associado a um “met-
turn” (CiealissMi66). Essas duas regides consenso, altamente conservadas, sdo motivos
caracteristicos das SVMP (Stocker ef al., 1995). A leuc-a apresenta seis residuos de
cisteina conservados, nas posigdes 117, 157, 159, 164, 181 ¢ 197, indicando que essa
enzima pertence ao grupo das SVMP com trés pontes dissulfeto. A seqiiéncia apresenta os
residuos conservados Aspos, Cysio7, € Asnygg, que sao descritos por estarem envolvidos na
estabilizagao de um atomo de célcio (Gomis-Riith et al., 1993; Zhang et al., 1994; Gong et
al., 1998). A leuc-a ndo apresenta sitios de glicosilagao (N-X-S/T), conforme reportado por
Bello (2006) e para varias outras seqiiéncias de SVMP de classe P-I publicadas (Watanabe
et al.,2003).

4.2 - Cristalizagdo e difra¢do de raios-X da leucurolisina-a nativa.

Os testes de cristalizacdo e os experimentos de difracdo de raios-X foram
realizados nas condigdes descritas em Materiais ¢ Métodos. Algumas das condig¢des
iniciais de cristalizacdo onde se produziram cristais foram selecionadas para
otimizagdo e amplificagdo. A partir das condigdes iniciais de cristalizagdo uma
matriz de otimizacdo foi elaborada a partir das condi¢des iniciais onde os melhores

cristais cresceram.
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Usando a nova matriz, 192 novas condigdes de cristalizagdo foram testadas. Alguns
dos cristais (crescidos na condi¢io 100 mmol - L' MIB/MIB pH 5,0 | 20 % */, PEG
6000 | 100 mmol - L™ de acetato de aménio) foram dissolvidos em dgua Milli-Q®/TFA

\

0,1% e submetidos a espectrometria de massas. A figura 7 mostra o espectro de
massas desses cristais dissolvidos, com um sinal principal de 23.004,50 m/z, que

corresponde & massa de uma das isoformas observadas da leucurolisina-a nativa

purificada, cuja seqiiéncia se inicia com <E/Q-Q-F-S-P-R....

|

C 23.004,50
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Figura 7 - Cristais e espectro de massa dos cristais de leucurolisina-a. (A) cristal crescido em uma das
condigdes iniciais; (B) cristais crescidos na condig¢io otimizada e amplificada 100 mmol - L™ MIB / MIB
pH 5,0 | 20 % */, PEG 6.000 | 100 mmol - L de acetato de aménio; (C) espectro de massa de cristais
dissolvidos em 4gua Milli-Q / TFA 0,1 %.

Duas condi¢des de cristalizagdo otimizadas (100 mmol - L™ MIB/MIB pH 5,0 |
20 % P/, PEG 6.000 | 100 mmol ‘L™ de acetato de aménio e 100 mmol - L™ MIB/MIB pH
4,0 |15 %P/, PEG 1.500 | 100 mmol - L™ de acetato de aménio) tiveram cristais colhidos
para os experimentos de difragdo de raios-X. A tabela 3 mostra a estatistica dos
dados de difragdo dos conjuntos de dados a 1,8 e 1,6 A utilizados nesse trabalho.

Para a etapa de Substituicdo Molecular, utilizada para os dois conjuntos de dados, a

estrutura cristalografica da metaloprotease BaP1, purificada do veneno de Bothrops asper
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(PDB 1ND1), foi usada como modelo de busca. As solugdes obtidas em ambos os casos
apresentaram, ap6s o ultimo ciclo de refinamento de corpo rigido, um valor de Ry de
0,43. Ciclos posteriores de refinamento com vinculos, inser¢des de moléculas de agua,
recorrentes inspecdes dos mapas de densidade eletronica e alteracdes manuais dos modelos
cristalograficos nos permitiram determinar as estruturas tridimensionais da leucurolisina-a
nos cristais coletados. E importante ressaltar que no conjunto de dados com 1,6 A de
resolucdo, uma densidade eletronica ndo identificada, foi observada no sitio catalitico da
proteina. O estudo desse conjunto de dados sera abordado posteriormente.

Para evitar confusdes na leitura do texto, os modelos cristalograficos serdo
identificados como: enzima livre - modelo com 1,8 A de resolugio e sitio catalitico livre;
enzima em complexo - modelo com 1,6 A de resolugio e sitio catalitico com a presenca de

uma densidade eletronica desconhecida.

Tabela 3 - Sumadrio estatistico dos dados de difracdo dos cristais de leucurolisina-a. Os valores

estatisticos para as faixas de maior resolugdo, para cada conjunto de dados, estdo entre parénteses.

Conjunto de dados 1 Conjunto de dados 2
Comprimento de onda (A) 1.425
Grupo espacial P2,2:2,
Pardmetros de célula

a=44.0, b=56.2, c=76.3 a=44.0, b=58.6, c=76.3

unitdria (A)
Faixa de resolucio (/f) 50.0 —1.80 (1.84 - 1.80) 50.0-1.60 (1.64 —1.60)
No. de observacgoes 185231 (3294) 139715 (7294)
No. de reflexdes unicas 17761 (914) 26476 (1722)
Plenitude dos dados (%) 98.1(77.5) 99.0 (99.0)
I1/06 () 38.7 (2.8) 11.1 (3.1
Redundincia 10.4 (3.6) 5.3(4.2)
R perge 0.054 (0.365) 0.136 (0.412)
Valor de Matthews (A° Da™) 2.05 2.14
Conteudo de solvente (%) 40.1 42.7

T Rinerge = St Zi | Li(hkl) - (I(hkl) ) | | Ty i Ti(hkl) , onde i(hkl) é a i"” de intensidade de medida da reflexdo de hkl
e (I(hkl) ) ¢ a sua média.
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4.3 - Descrigdo da estrutura do modelo cristalogrdfico da enzima livre

(modelo com 1,8 A de resolucdo).

Os processos de refinamento da estrutura cristalografica da leucurolisina-a até
a obtencdo do modelo tridimensional final foram realizados como descrito em
Materiais ¢ Métodos. A tabela 4 apresenta as estatisticas de refinamento do modelo
cristalografico da enzima livre. Apesar dos resultados do seqiienciamento indicarem
a presenca de um residuo de acido piroglutdimico como o primeiro residuo da
seqliéncia, ndo foi possivel localizar esse residuo nos mapas de densidade eletronica
da enzima livre nem da enzima em complexo. Esse fato pode ser explicado pela alta
flexibilidade da regido N-terminal que estd localizada na superficie da estrutura, em
contato direto com o solvente. A auséncia desse primeiro residuo, e de outros na
regido N-terminal, ¢ uma observagao que também pode ser feita em outros modelos
cristalograficos de SVMP de classe P-I ja descritos. O tnico modelo de SVMP de
classe P-I descrito, que apresenta esse residuo iniciando a seqiiéncia na estrutura, é a

BaP1 (PDB IND1; Watanabe et al., 2003).
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Tabela 4 - Sumario estatistico dos dados de refinamento do modelo da enzima livre.

Programa Refmac 5.2.0019
R-fator 0,168
R-fator livre 0,235
Subconjunto para R-fator livre (%) 10,2
Coeficiente de correlacio 0,963
Valor médio para B-fator (A"-2) 24,7
RMSD dos valores ideais

Comprimento de ligacio de dtomos refinados (A ) 0,025
AAngulos de ligacdo de datomos refinados (graus) 2,134
N’ de residuos de aminodcidos 201
N’ de dtomos na proteina (ndo hidrogénios) 1656
N’ de ions metilicos 1ZnelCa
N’ de moléculas de etileno-glicol 3

N° de moléculas de dgua 239

A estrutura da enzima livre segue o mesmo arranjo tridimensional de outras
SVMP de classe P-I ja descritas (Gomis-Riith et al., 1993; Zhang et al., 1994;
Kumasaka et al., 1996; Gong et al., 1998; Zhu et al., 1999; Huang, 2002; Watanabe
et al., 2003; Lou et al., 2005). A figura 8 apresenta o modelo cristalografico da
enzima livre. A leuc-a ¢ uma molécula elipsoidal, com dois dominios estruturais distintos
divididos pela fenda do sitio ativo. O subdominio maior, compreendendo os residuos 1 a
152 apresentam elementos de estrutura secundaria caracteristicos de uma proteina o/p. Esse
dominio consiste de uma folha- torcida, posicionada no centro da molécula, composta de
cinco fitas (I a V) cercada por quatro a-hélices (A a D).

A fita-I (residuos 6 a 14), a fita-II (residuos 49 a 58), a fita-III (residuos 94 a 99) e a
fita-V (residuos 123 a 127) sdo paralelas, enquanto a fita-IV (residuos 109 a 111) ¢
antiparalela. As fitas I e II se conectam pela curta hélice A (residuos 16 a 22) e a longa
hélice B (residuos 26 a 44) que termina em uma curta hélice 3o (residuos 45 a 47). Uma
regido de alga (residuos 59 a 70) conecta a fita-II a hélice C (residuos 71 a 89), que corre

pelo lado oposto aos das hélices A e B. O dominio principal prossegue com uma sucessao

54



de regides de algas e de fitas-f (fitas III, IV e V) que ligam a hélice C a hélice D (residuos
133 a 148). A hélice D, que ajuda a formar o sitio ativo, atravessa a molécula, passando por
debaixo das fitas III, IVe V.

O subdominio menor (residuos 153 a 202) ¢ formado por um complexo de varias
alcas (residuos 153 a 179), a longa hélice E (residuos 180 a 193) e uma discreta hélice 3
(residuos 196 a 198) na por¢do C-terminal. Esse subdominio abriga a “met turn” (Mjec) €,
juntamente com a hélice D do dominio principal, formam o sitio catalitico da enzima. A
leuc-a apresenta trés pontes dissulfeto conservadas; Cys;;7-Cysio7 que liga o subdominio
principal ao subdominio menor, Cys;s7-Cysjes € Cys;s9-Cysig; que estabilizam do complexo

de varias algas no dominio menor.
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Figura 8 - Modelo cristalografico da proteina ndo-hemorrigica leucurolisina-a a 1,8 A de resolugdo. N-t e
C-t, correspondem a N-terminal e C-terminal. As letras e algarismos romanos correspondem as estruturas
secundarias. As ligacdes em amarelo representam as pontes dissulfeto. As esferas cinza, verde e azul
correspondem, respectivamente: atomo de zinco, calcio e moléculas de agua.
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4.4 - Ambiente de ligacdo do ion zinco.

A figura 9 e a tabela 5 mostram o ambiente de ligacdo ¢ a geometria de
ligagdo do fon zinco (Zn*"). Todos os modelos cristalograficos de SVMP de classe
P-1 j4 descritos exibem em seu sitio catalitico um atomo de Zn*". Esse 4tomo ¢é tetra-
coordenado por atomos N°* dos anéis imidazolicos de trés residuos de histidina e por uma
molécula de agua. Os trés residuos de histidinas sdo os mesmos presentes na seqiiéncia
consenso HjsE 43XXH46XXG149XXH 52, @ molécula de agua ¢ polarizada pela cadeia
lateral do residuo E43. Com exce¢@o do residuo Hjs;, que se localiza no complexo de algas,

os outros trés residuos (Hi42, E143 € His6) se localizam na hélice D do subdominio principal.

Figura 9 - Ambiente de ligagdo do ion zinco no sitio
catalitico da leuc-a. A numeragdo dos residuos

refere-se ao modelo da enzima livre.
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Tabela 5 - Distancias atdmicas entre o ion zinco e seus ligantes, no modelo cristalografico

da enzima livre. A numeragdo dos residuos refere-se ao modelo da enzima livre.

Geometria do ambiente de ligacdo do Zn #* (A)

His ;. N g2 - Zinco 2.08
His ;45 N g2 - Zinco 2.00
His ;5, N g2 - Zinco 1.95
Molécula de dgua ;9 - Zinco 2.51
Molécula de dgua ;9 - Glu ;43 O g1 3.10
Molécula de dgua ;9 - Glu 1,53 O €2 2.49

Um quinto ligante do ion zinco foi descrito na astacina, uma zinco-endopeptidase
digestiva do “crayfish” Astacus astacus (Stocker et al., 1993). Esse quinto ligante, um
residuo de tirosina (Tyri49), localiza-se no assoalho do sitio ativo, imediatamente apods o
“met turn” e, possivelmente, auxilia na fixacdo do substrato no sitio ativo (Stocker et al.,
1995). Nas SVMP um residuo conservado de glicina (Gi49) ocupa a posi¢ao dessa tirosina
(Tyri49), ndo sendo descrito nenhum quinto ligante, ou outro qualquer, nessas enzimas.

O atomo de zinco localiza-se no fundo do sitio catalitico, na posi¢ao S1, da leuc-a.
O sitio catalitico ¢ formado pelos residuos Ile;os, Glyioo, Il€110, Alaji, Valiss, Thrize, Alajay,

His42, Gluya3, His46, Hisis2, Cysies, Ileigs, Meties, Alaigr, Aspies € Thrigo (figura 10).
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Figura 10 - Residuos de aminoacidos presentes no sitio catalitico da leuc-a. (A) Disposi¢do dos residuos

no sitio catalitico. (B) Visdo da superficie do sitio catalitico. A numeragdo dos residuos refere-se ao

modelo da enzima livre.

Os residuos Glyjg9, Alajj;, Thrize, Hisjan, Glujas, Hisjae, Hisisy, Cysies, llejss €
Metie6 (“met turn”) sdo residuos conservados nas SVMP de classe P-1. A cadeia lateral do
residuo de metionina (Met;¢s) forma um assoalho hidrofébico que parece ser importante
para a correta conformagdo e estabilizagdo do sitio catalitico (Gomis-Riith et al., 1993).
Substituicdes em algumas dessas posi¢des podem ser observadas em outras SVMPs (figura
5 e figura 11) a posi¢ao 108 pode ser substituida por outro residuo hidrofobico (L ou V); a
posicao 110 pode ser substituida por residuos carregados (R ou K) ou residuos hidrofobicos
(L ou W); a posi¢do 138 pode ser substituida por outro residuo hidrofobico (L ou I); a
posi¢do 141 pode ser substituida por um residuo polar (T); a posi¢do 168 pode ser
substituida por um residuo polar (S) ou residuos apolares (P, A e V); e a posi¢ao 169 pode

ser substituida por um residuo polar (S) ou por residuos apolares (G, M ou V).
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Figura 11 - Alinhamento dos residuos de aminoécidos presentes nos sitios cataliticos dos modelos
cristalograficos das SVMP de classe P-I disponiveis com a leuc-a. Cores: leuc-a em verde; adamalisina-I1
em laranja; H2 em amarelo; F2 em azul; BaP1 em lima; acutolisina-C em magenta; TM-3 em ciano;

atrolisina-C em cinza; acutolisina-A em preto.

A molécula de agua, além de ser o quarto ligante do ion zinco possui outro papel,
sugerido em estudos do modelo cristalografico da atrolisina-C (PDB 1DTH e 1HTD;
Zhang et al., 1994) com inibidores. Esses estudos mostraram que a molécula de agua esta
envolvida no ataque nucleofilico e clivagem de uma ligagao peptidica do substrato (Ramos
e Selistre-De-Aratijo, 2006), por esse motivo essa molécula de agua ¢ chamada de dgua
catalitica. Gomis-Riith et al. (1993), no trabalho de descricdo da adamalisina-II (primeiro
modelo cristalografico de uma SVMP de classe P-I), propds que a distancia de contato,
entre a molécula de agua catalitica e o grupo carboxilato da cadeia lateral do residuo E 43,
parece crucial para a atividade proteolitica. Evidéncias estruturais sugeriam que distancia
de contato e a atividade proteolitica pareciam estar relacionadas ao pKa do grupo

carboxilato da cadeia lateral desse residuo, que ¢ 4,3 (Gomis-Riith ef al., 1993). Sob
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condigdes acidas, o grupo carboxilato do residuo E;43 apresentaria pouca habilidade de
polarizar a molécula de agua catalitica, aumentando suas distancias interatdomicas e
diminuindo a atividade proteolitica. De modo inverso, o aumento dos valores de pH, para
uma faixa mais basica, diminuiriam suas distdncias interatdmicas, favorecendo o ataque
nucleofilico (Zhu et al., 1999). Dessa forma, grandes distancias interatdmicas (maiores do
que 4,0 A), como conseqiiéncia de uma mudanca no valor do pH (para a faixa 4cida),
poderiam afetar a capacidade de polarizagdo do E43 sobre a molécula de agua catalitica.
Essa seria uma explicacdo estrutural para o fato de que algumas metaloproteases estarem
inativas ou apresentarem baixa atividade em pH écido (Gong et al., 1998). Um fato que
pode colaborar com essa observagdo ¢ que no lumen da glandula de veneno, altas
concentracdes de citrato ja observadas geram um ambiente com pH &cido. O baixo pH,
agindo em conjunto com inibidores peptidicos endogenos, limitariam a atividade das
SVMP (Fox e Serrano, 2008).

A adamalisina-II (PDB 1IAG; Gomis-Riith et al., 1993) foi cristalizada em pH
acido (5,0), longe de sua faixa de pH o6timo (12,0) (Gong et al., 1998). Na estrutura dessa
enzima, a agua catalitica esta presente, embora esteja localizada a uma distancia superior a
4,0 A do grupo carboxilato do residuo Ej43, dessa forma, o modelo cristalografico nao seria
um modelo de enzima ativa.

A acutolisina-A (PDB 1BUD e 1BSW; Gong et al., 1998) foi cristalizada em dois
valores distintos de pH, 5,0 e 7,5. Entretanto, nenhuma mudanca significante na
conformagdo pode ser observada entre os dois modelos, exceto por alguns residuos que
apresentam cadeias laterais flexiveis em 4reas acessiveis ao solvente e na superficie
molecular (Gong et al., 1998). As distancias de contato entre a molécula de agua catalitica e
o grupo carboxilato do residuo E43 nos dois modelos estdo abaixo de 4,0 A, o que seria um
indicativo de que a enzima estaria ativa.

Bello et al. (2006) definiu a faixa de pH 6timo para atividade proteolitica da leuc-a
entre 6,0 e 7,0. Testes de hidrélise da DMC, em pH 5,0, mostraram que a leuc-a ainda
mantém 71% de sua atividade proteolitica (dados ndo mostrados). Testes em faixas de pH
inferiores a 5,0 ndo foram possiveis, pois a DMC nao se solubiliza suficientemente para o
teste. Os cristais de leuc-a utilizados para os experimentos de difracdo de raios-X cresceram

em pH 5,0, ndo muito distante de seu pH otimo. A distancia entre a molécula de agua
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catalitica e o grupo carboxilato do residuo Ej43 tem um valor abaixo de 4,0 A (tabela 5). A
distancia interatomica, observada no modelo da leuc-a, apresenta um valor proximo aos
observados em outras SVMP de classe P-I cristalizadas em faixas de pH proximas as de pH
otimo para a atividade enzimatica. Essa observagdo estrutural confirma os testes de
hidrolise da DMC, que mostram que a leuc-a mantém a atividade mesmo em pH mais

baixo.

4.5 - Ambiente de ligagdo do ion calcio.

O sitio de ligagio ao ion calcio (Ca®") fica localizado na superficie da proteina, do
lado oposto ao sitio catalitico, ligando as regides N e C-terminais. Esse sitio possui uma
estrutura similar aquelas observadas nos modelos da adamalisina-II (PDB 11AG; Gomis-
Riith et al., 1993), atrolisina-C (PDB 1DTH e 1HTD; Zhang et al., 1994) e acutolisina-A
(PDB 1BUD ¢ IBSW; Gong et al., 1998). O fon Ca*" ¢ hepta-coordenado por duas
moléculas de agua e cinco atomos presentes nas cadeias laterais de residuos conservados: o
oxigénio da carbonila do residuo Gluy; os dois oxigénios do carboxilato do residuo Aspos, 0
oxigénio da carbonila do residuo Cys;97 € 0 oxigénio da carboxamida do residuo Asnyg. A
figura 12 mostra o ambiente de ligacdo e a tabela 6 mostra a geometria de ligacao do
fon calcio (Ca*").

Gomis-Riith et al. (1993) propds um papel de ion estabilizador para o Ca®" em estruturas de
SVMP de classe P-II, P-III e P-IV. Devido a sua localizagdo, na por¢ao C-terminal, esse ion
nao s6 manteria a rigidez e estabilidade da regido, mas também desempenharia um papel de
“fecho”, ou um “ferrolho”, que conectaria o dominio metaloprotease com o dominio
desintegrina. Em modelos cristalograficos de SVMP de classe P-III, fons Ca’"
desempenham importante papel na estabilizagdo do dominio desintegrina (Takeda et al.,

2006; Takeda et al., 2007).
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Tabela 6 - Distancias atdmicas entre o ion célcio e seus ligantes, no modelo

cristalografico da enzima livre. A numeragdo dos residuos refere-se ao modelo da enzima

Geometria do ambiente de ligacdo do Ca * (A)

Glu,y O ¢l - Calcio 2.24
Asp 93 O S1 - Calcio 2.49
Asp 93 O 62 -Cilcio 2.51
Cys 197 O - Calcio 2.30
Asn 5y O 61 - Cdlcio 2.40
Molécula de dgua , - Cdlcio 2.36
Molécula de dgua ;, - Cdlcio 2.38

Xu et al. (2006) demonstrou um acréscimo na resisténcia a desnaturacao
alcali-induzida pela acutolisina-A (cddigo PDB 1BUD e 1BSW; Gong et al., 1998)
tratada com Ca®". Esse mesmo estudo mostra que o Ca”" ndo ¢é essencial para a atividade
caseinolitica dessa enzima. Bello et al. (2006) relatou que a leuc-a, na presenca de 1
mmol - L' de Ca* em pH 7,0, perde 20 % de sua atividade proteolitica, enquanto o

veneno bruto de B. leucurus perde 25 % de sua atividade nas mesmas condigdes.
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Uma maior concentragio de Ca** induz uma completa inibi¢do da atividade
proteolitica da leuc-a (Dr. Eladio Sanchez, comunicagdo pessoal). O mecanismo por
tras desses resultados ainda ¢ desconhecido e uma maior investigagdo deve ser

conduzida a fim de explicé-los.

4.6 - Refinamento da estrutura da enzima em complexo e possivel

identifica¢do da densidade eletronica inesperada.

A tabela 7 apresenta os dados estatisticos do refinamento e a figura 13 mostra o

modelo cristalografico da enzima em complexo.

Tabela 7 - Sumario estatistico dos dados de refinamento do modelo da enzima em

complexo.

Programa Refmac 5.2.0019
R-fator 0,175
R-fator livre 0,231
Subconjunto para R-fator livre (%) 5,0
Coeficiente de correlagdo 0,962
Valor médio para B-fator (A"-2) 20,9
RMSD dos valores ideais

Comprimento de ligacio de dtomos refinados (A ) 0,025
Angulos de ligacio de dtomos refinados (graus) 2,309
N’ de residuos de aminodcidos 201
N’ de dtomos na proteina (néo hidrogénios) 1659
N’ de ions metilicos 1ZnelCa
N’ de moléculas de etileno-glicol 0

N’ de moléculas de dgua 344

Presenca de uma densidade eletronica inesperada
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Os modelos cristalograficos da leuc-a (enzima livre e em complexo) sdo
estruturalmente  semelhantes, ndo apresentando mudangas conformacionais
significantes. O valor de RMSD (Root Square Mean Deviation) entre suas
coordenadas atOmicas (parte protéica) ¢ de 0,22 A. Apenas algumas diferencas
visuais sutis, nas fitas I, II, III, IV e V e a regido de alcas (residuos 153 a 176 que
cercam o sitio catalitico), podem ser observadas entre os modelos (figura 14A).
Mesmo presenga de uma densidade eletronica inesperada ndo provocou alteragdes
aparentes no sitio catalitico da leuc-a (figura 14 B). A tabela 8 apresenta a geometria

do ambiente de ligagdo dos ions zinco e calcio nesse complexo cristalografico.
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Figura 14 - Sobreposi¢ao dos modelos da leuc-a (enzima livre e enzima em complexo). (A) Sobreposi¢io
dos modelos. As setas vermelhas apontam para as regides com diferengas visuais entre os modelos. (B)
Sobreposicao entre os sitios cataliticos. Estrutura em verde: enzima livre; Estrutura em azul: enzima

em complexo.

Durante as inspeg¢des iniciais dos mapas de densidade eletronica, do modelo
da enzima em complexo, verificou-se que na regido do sitio catalitico havia uma
densidade eletronica desconhecia (figura 15). A densidade eletronica desconhecida nao foi
observada nos mapas do modelo da enzima livre. A forma da densidade eletronica e a
sua localizacdo nos levaram a supor, inicialmente, que essa densidade desconhecida
poderia pertencer a um ligante que poderia ter sido adicionado no processo de
purificagdo ou de cristalizacdo da proteina. A comparagdo entre a forma da
densidade desconhecida com a forma de compostos quimicos, presentes na
purificacdo e nos ensaios de cristalizacdo, que poderiam se ligar a enzima, nao

revelou nenhuma congruéncia.
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Figura 15 - Localizacdo da densidade eletronica desconhecida presente no sitio catalitico do modelo da
enzima em complexo. (A) Representagdo do sitio catalitico juntamente com a densidade desconhecida. As
numeragdes dos residuos e da molécula de agua sdo referentes ao modelo da enzima em complexo. (B)
Giro de 180° da densidade eletronica desconhecida. O ion zinco (esfera cinza) foi mantido para facilitar a

localizag@o. O contorno do mapa de densidade eletronica (2Fo-Fc,pc) foi ajustado a 1.

Apos essa primeira analise, levantamos a hipdtese que a densidade eletronica
desconhecida poderia pertencer a um inibidor endégeno presente no veneno. Essa
suposicdo ¢ baseada nos estudos publicado por Huang et al. (2002) e Lou et al.
(2005), que descrevem peptideos enddégenos em SVMP de classe P-1. Esses trabalhos
relatam peptideos que se localizam na mesma posi¢gdo da densidade eletronica
desconhecida (préximo ao ion zinco) e com o deslocamento da molécula de agua
catalitica para fora do espago entre o residuo Glujsz € o ion zinco. Os inibidores
endogenos descritos em venenos de serpentes, até o momento, apresentam carater

protéico e sdo compostos por, no minimo, trés residuos de aminoéacidos. A densidade
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eletronica desconhecida ndo comporta um tripeptideo como era de se esperar, mas
sim uma molécula menor, como dipeptideo.

Varias combinagdes de pares de residuos de aminodcidos foram testadas, mas
poucas apresentavam tamanho compativel com a densidade eletronica. Apenas um

par se mostrou congruente com a densidade eletronica, o par GS (figura 16).

Figura 16 - Interpretacdo da densidade eletrénica desconhecida presente no sitio catalitico do modelo da
enzima em complexo. (A) Diferentes angulos do dipeptideo GS (em amarelo) ajustado a densidade
eletronica. O ion zinco foi mantido para facilitar a localizagdo. (B) Dipeptideo GS e moléculas de agua
associadas a ele. (C) Representacdo do sitio catalitico juntamente com o ligante dipeptidico. Os niimeros

dos residuos e das moléculas de agua sdo referentes ao modelo da enzima em complexo. O contorno do

mapa de densidade eletronica (2Fo-Fc,¢c) foi ajustado a 1c.
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4.7 - Testes de inibi¢do da leucurolisina-a com o peptideo Gly-Ser.

Para evitar possiveis interferéncias de ligantes endogenos presentes na
enzima purificada, os testes foram realizados utilizando-se uma aliquota dialisada da
leuc-a, como descrito nos Materiais e Métodos. Apds a didlise, um teste de
comparacao da atividade proteolitica sobre a DMC, entre a aliquota dialisada ¢ uma
ndo dialisada, foi feito. A leuc-a dialisada apresentou atividade semelhante a
aliquota nao dialisada (dados ndo mostrados). Esse resultado pode sugerir uma perda
de grande parte, mas ndo necessariamente total, desse inibidor no processo de
purificagdo / cristalizacdo. O dipeptideo pode estar associado a enzima na glandula
de veneno como um inibidor de baixa afinidade e, em determinadas condi¢des como
a mudang¢a de pH, dilui¢do ou alteragdes fisioquimicas, esse peptideo se desligaria
da enzima e esta passa a exercer sua atividade (Wagstaff et al., 2008). Esse resultado
difere dos resultados de Lou e colaboradores (2005) que mostraram que a enzima FII
apresenta uma atividade trés vezes maior quando a enzima dialisada ¢ comparada a
enzima nao dialisada. Isso sugere que o tripeptideo KNL, presente no sitio ativo da
enzima FII, possa ter uma maior afinidade, permanecendo ligado durante os
processos de purificagdo / cristalizacao.

Para testarmos se a densidade eletronica desconhecida pertence a um novo
inibidor endogeno da glandula de veneno, o dipeptideo Gly-Ser (massa molecular de
162,1 Da) foi sintetizado como descrito nos Materiais e Métodos. Devido a pouca
quantidade de amostra obtida na sintese desse peptideo, foi possivel realizar apenas
um ensaio de inibi¢do da hidrélise do substrato DCM 0,2% em pH 7,4, usando 4pg
(0,12 pumol - L") de leuc-a. O resultado desse ensaio esta representado no grafico 3.
A atividade proteolitica apresenta uma curva dose-resposta, com um ICs
(concentracdo inibitoria de 50% da atividade) calculado de 14,4 pg (equivalente a 65
umol L. O resultado obtido com a hidrolise da DMC mostra que a densidade
eletronica desconhecida, de fato, pertence a um inibidor endogeno.

Wagstaff e colaboradores (2008) testaram a capacidade de dois peptideos inibidores
endogenos (Ath.sq pHpG-1 - de seqiiéencia EDDHHHHHHHHHGVGGGGGGGGG - e

pEKW - onde pE representa um piroglutamico), identificados no veneno da serpente Echis
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ocellatus, em inibir a atividade da metaloprotease EOVMP-2 presente nesse veneno.

1204
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Grifico 3 - Ensaio de inibi¢do da atividade proteolitica da metaloprotease leuc-a sobre o substrato
DMC 0,2 % em pH 7,4. A marca vermelha no grafico corresponde ao ICsy, com valor calculado
em quantidade (ug) e concentragio (umol + L") de inibidor em 14,4 e 76, respectivamente. Os
valores das concentragdes correspondentes as quantidades de inibidor em pg sdo, respectivamente,
23, 45, 91, 136 e 181 umol + L. Os valores estio expressos como média da porcentagem da
enzima sem inibidor contra a DMC (tomada como 100 %). Cada ponto foi representado como a

média de triplicatas + desvio padrdo. Para cada ponto no grafico foi feito um branco.

O primeiro inibidor foi testado quanto a capacidade de inibir a atividade
hemorragica e apresentou um ICsy em torno de 50 pg. O tripeptideo pEKW foi testado em
um ensaio de inibicdo da protedlise da B-caseina pela EOVMP-2. Nesse ensaio o inibidor e
a enzima foram incubados em diferentes intervalos de tempo, por um periodo de 24 horas
em pH 6,5. O resultado mostra que o inibidor € capaz de inibir parcialmente a atividade e,
depois de 24 horas, esse inibidor nao foi capaz de continuar inibindo a hidrdlise da B-

caseina.
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4.8 - Possiveis interagoes entre o peptideo Gly-Ser e o ambiente do sitio

catalitico da metaloprotease leucurolisina-a.

A figura 17 mostra a localizacdo do dipeptideo GS na superficie da leuc-a.
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O dipeptideo inibidor GS localiza-se dentro do sitio catalitico ocupando
apenas a posi¢do S/ (figura 17B). O residuo de glicina aparece no vestibulo do bolso
hidrofébico S’ com a presenga de duas moléculas de dgua. Essas moléculas fazem
ligagdes de hidrogénio com o N-terminal da glicina (H,Oss) € com a cadeia lateral
da serina (H,Ou435) (figura 17C). A molécula H,Oss se localiza dentro do bolso

hidrofobico. Essa molécula de 4gua, associada ao inibidor (figura 16B), ¢
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aparentemente necessaria para que este consiga se estabilizar dentro do sitio
catalitico.

Na enzima TM-3, o sitio S/ ¢ ocupado por um residuo de triptofano e sua
cadeia lateral ocupa o bolso hidrofébico S’. Na enzima F2, um residuo de leucina
ocupa a posi¢ao S/, permanecendo no vestibulo do bolso hidrofébico sem ocupa-lo
(figura 18D). Se compararmos a forma dos bolsos hidrofobicos, entre a leuc-a, TM-3
e F2, podemos perceber que eles ndo sdo idénticos. Uma mudan¢a em sua forma

pode ocorrer a fim de acomodar um residuo diferente de um substrato.

Figura 18 - Superficie molecular das enzimas TM-3 e F2 com seus inibidores enddgenos. (A) superficie
da enzima TM-3 (cédigo PDB 1KUK - Huang et al. 2002) com o tripeptideo pEKW. (B) cadeia lateral
do residuo triptofano dentro do bolso hidrofobico da TM-3. (C) superficie da enzima F2 (codigo PDB
1YP1 - Lou et al. 2005) com o tripeptideo KNL. (D) cadeia lateral da leucina ocupando a entrada do
bolso hidrofobico da F2.
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No caso de um inibidor, o impedimento estérico do bolso hidrofébico seria
fundamental para evitar que componentes do veneno entrem no sitio catalitico e
sejam clivados.

A figura 19 mostra as possiveis interagdes intermoleculares entre o dipeptideo

GS e o sitio catalitico da leuc-a.

Figura 19 - Possiveis interacdes do dipeptideo GS com o sitio catalitico da leuc-a. (A) ligacdes de

hidrogénio entre o peptideo e o sitio catalitico (linhas pontilhadas cor magenta). A esfera cinza representa o
ion zinco; (B) ligacdes de hidrogénio mediadas por moléculas de agua (linhas pontilhadas cor azul). As
esferas vermelhas representam moléculas de 4gua; (C) interagdes entre 4atomos ndo polares (linhas

pontilhadas cor verde); (D) interagdes com o ion metalico (linhas pontilhadas cor cinza).
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As possiveis interagdes identificadas foram: ligagdes de hidrogénio entre os
atomos O e OXT, do C-terminal do residuo de serina do inibidor, ¢ os N&2 dos anéis
imidazolicos dos residuos Hjs, € Hjsz; o Oy da cadeia lateral da serina do inibidor
com o N do residuo de Ijo3; 0 atomo OXT, do residuo de serina do inibidor, € 0s
atomos Ogl e Og2 do residuo Ej43. (figura 19A); interagdes entre os atomos O e
OXT do C-terminal do residuo de serina do inibidor ¢ o fon Zn*" (figura 19D).
Poucas interagdes entre atomos nao polares foram identificadas entre o dipeptideo
GS e residuos de aminoacidos do sitio catalitico.

Na figura 20, podemos ver as possiveis interagdes intermoleculares entre

tripeptideo pEKW e o sitio catalitico da enzima TM-3.
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Figura 20 - Possiveis interacdes entre o tripeptideo pEKW e o ambiente do sitio catalitico da enzima TM-3
(codigo PDB 1KUK - Huang et al. 2002). As possiveis interagdes entre o tripeptideo e o sitio catalitico da
TM-3 estdo representadas em (A) ligagdes de hidrogénio (linhas pontilhadas cor magenta), (B) ligacdes de
hidrogénio mediadas por moléculas de dgua (linhas pontilhadas cor azul), (C) interagdes entre atomos ndo

polares (linhas pontilhadas cor verde) e (D) interagdes com o ion metalico (linhas pontilhadas cor cinza).

Pode-se observar que esse peptideo ¢ capaz de realizar varias ligagdes de
hidrogénio ao longo de toda fenda do sitio catalitico (figura 20A) e muitas
interacoes hidrofébicas entre a cadeia lateral do residuo triptofano e o anel
imidazolico do residuo de Hj44 (figura 20C). Nessa ultima interagdo, as duas cadeias
laterais assumem uma conformag¢do em “stack” o que pode conferir uma grande
estabilidade do inibidor no sitio catalitico. Outra interagdo importante ocorre entre o

ion metélico e a extremidade C-terminal do residuo triptofano (figura 20D). Pode-se
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observar que apenas duas moléculas de dgua estdo interagindo com o inibidor dentro
do sitio catalitico. Huang e colaboradores (2002) realizam testes de cinética
enzimatica com trés tripeptideos enddgenos (pEKW, pENW e pEQW) purificados do
veneno da serpente Trimeresurus mucrosquamatus € construcoes peptidicas sintéticas.
As construcdes sintéticas substituiam o residuo de triptofano (C-terminal) por outro
residuo hidrofébico, como por exemplo, um residuo de fenilalanina ou leucina. O
melhor resultado obtido foi com o peptideo pEKW, nativo do veneno. Huang e
colaboradores (2002), concluiram que a cadeia lateral do residuo de triptofano,
ocupando a posi¢do S/, seria o residuo “selecionado pela natureza” devido a sua
capacidade de ocupar o bolso hidrofobico S’. Essa alta especificidade apresentada
pelo triptofano se deve ao “stacking” formado com a cadeia lateral do residuo Hjs4 €
a ligag¢do de hidrogénio entre o 4&tomo Nel, do anel indol, com o 4tomo de oxigénio
da carbonila do residuo S;¢7 (Huang et al., 2002).

A figura 21 mostra as interagdes entre o tripeptideo KNL e o sitio catalitico
da enzima F2. Varias ligacdes de hidrogénio ocorrem entre o inibidor e o sitio
catalitico (figura 21A) e uma interagcdo similar entre a extremidade C-terminal, do
inibidor, e o ion metalico (figura 21D). Varias interagdes entre os residuos do sitio
catalitico e o residuo de leucina do inibidor, assim como ocorre com o triptofano no
complexo TM-3-pE(K/N/Q)W, apontam para uma preferéncia por residuos
hidrofébicos na posicdo S/. Trés moléculas de agua estdo interagindo com esse
inibidor (figura 21B), mas nenhuma delas esta presente dentro do sitio catalitico.

Uma similaridade pode ser observada entre os trés inibidores: a intera¢do do
atomo OXT, da extremidade C-terminal dos inibidores, com a cadeia lateral do
residuo Ej43 (figuras 19A, 20A e 21A). Essas interagdes podem explicar a expulsao
da molécula de agua catalitica, que no modelo da leuc-a livre, fica entre o atomo de
Zn®" e a cadeia lateral do residuo Ei4. Essa observagdo poderia significar um
segundo mecanismo de inibi¢do dessas enzimas na glandula de veneno, ja que, a

presenca da molécula de dgua catalitica ¢ fundamental para que a catalise ocorra.
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Figura 21 - Possiveis interagdes entre o tripeptideo KNL e o ambiente do sitio catalitico da enzima F2

(codigo PDB 1YP1 - Lou et al. 2005). As possiveis interagdes entre o tripeptideo e o sitio catalitico da F2
estdo representadas em (A) ligagdes de hidrogénio (linhas pontilhadas cor magenta), (B) ligagdes de
hidrogénio mediadas por moléculas de agua (linhas pontilhadas cor azul), (C) interagdes entre dtomos nado

polares (linhas pontilhadas cor verde) e (D) interagdes com o ion metalico (linhas pontilhadas cor cinza).

Os resultados apresentados nesse, e em outros trabalhos (Lou et al., 2005;
Wagstaff et al., 2008), mostram que nao somente o triptofano, na posi¢ao S/, seria
eficiente em inibir a atividade das SVMPs. Na realidade, outros residuos poderiam
desempenhar o papel de bloqueador do sitio S/ e, assim, servirem como inibidores.
Testes de cinética enzimatica e obtengao de novos cristais, da leuc-a com diferentes

inibidores peptidicos, serdo realizados a fim de verificar essa hipodtese.
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4.9 - A interagdo entre inibidor e ion metdlico seria importante para a

inibicdo da atividade da leuc-a?

A interacdo dos atomos O e OXT, da regido C-terminal do inibidor protéico
que ocupa a posi¢cdo S/, com o ion metdlico aparenta ser importante para a ligacao
do inibidor com o sitio catalitico. Para testarmos essa hipotese, uma variante do
dipeptideo GS foi construida. Esse novo dipeptideo apresenta uma amidagdo no C-
terminal (GS-yu2). Essa amidagdo trocaria um atomo de oxigénio, no C-terminal, por
um atomo de nitrogénio. Um teste de atividade proteolitica sobre a DMC (0,2% pH
7,4) foi realizado como descrito nos Materiais e Métodos. O resultado desse teste
pode ser visto no grafico 4.
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Grifico 4 - Ensaio de inibi¢ao da atividade proteolitica da leuc-a sobre o substrato DMC 0,2 % em pH
7,4 usando o peptideo GS-yp,. A marca vermelha no grafico corresponde ao ICsy, com valor calculado
em quantidade (ug) e concentragdo (umol - L) de inibidor em 32,2 ¢ 147, respectivamente. Os valores
das concentragdes correspondentes as quantidades de inibidor em pg sdo, respectivamente, 23, 45, 91,
136 ¢ 181 umol - L. Os valores estio expressos como média da porcentagem da enzima sem inibidor
contra a DMC (tomada como 100%). Cada ponto foi representado como a média de triplicatas de trés

experimentos * desvio padrdo. Para cada ponto no grafico foi feito um branco.
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O inibidor GS-yp2 também foi capaz de inibir a atividade proteolitica da leuc-
a, porém, uma maior quantidade de inibidor teve de ser utilizada. O grafico 4
apresenta uma curva dose-resposta, com um ICsy calculado de 32,3 pg (equivalente a
147 pumol + L™"). Um fato nos chamou a atengio durante a analise do experimento: a adi¢io
de 5 pg (23 umol + L") provocou um aumento de cerca de 10 % na atividade da leuc-a.
Esse fato ndo foi considerado como erro experimental, j& que, trés experimentos diferentes
apresentaram o mesmo resultado. Concentragdes menores (dados ndo mostrados), ou
maiores, ndo provocam o aumento da atividade observado. Maiores estudos serdao
conduzidos a fim de tentar entender esse fenomeno.

O grafico 5 mostra a comparagdo das curvas de inibicdo da leuc-a, usando os
peptideos GS e GS-np2. Pode-se observar que o peptideo GS possui uma capacidade de
inibicdo maior do que o peptideo GS- nmp. Isso pode ser um indicio de que a interagdo
eletrostatica dos atomos O e OXT, da regido C-terminal do peptideo inibidor, também seria

importante para o processo de inibicao.
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Grifico 5 - Comparagdo entre as curvas de inibi¢cdo da atividade proteolitica da leuc-a sobre a DMC,
utilizando os peptideos GS e GS-ymp. A curva em azul representa o teste com o peptideo GS- ymp- A

curva em vermelho representa o teste com o peptideo GS.

Outro ensaio, de inibi¢do da atividade proteolitica da leuc-a sobre o fibrinogénio
humano foi feito, utilizando o peptideo GS- nu2, como descrito nos Materiais e Métodos. O

resultado desse ensaio pode ser visto na figura 22.
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Figura 22 - Ensaio de inibi¢do da atividade proteolitica da leuc-a sobre o fibrinogénio humano usando o

peptideo GS- NH2. Canais: (1) padrio de massa molecular. (2) fibrinogénio humano (Fb) + leuc-a + EDTA.
(3) Fb + leuc-a + 40 ug (181 pmol - L") peptideo GS- NH2. (4) Fb + leuc-a + 80 pg (364 pumol - L)

peptideo GS-nH2. (5) Fb + leuc-a. (6) Fb.

A leuc-a apresenta uma atividade proteolitica preferencialmente sobre a
cadeia Aa do fibrinogénio (figura 22 - canal 5) Mesmo apds um longo tempo de
incubacdo, as cadeia B e y do fibrinogénio humano nao sdo digeridas (Bello ef al.,
2006). A inibicdo completa da atividade proteolitica da leuc-a foi obtida apenas com
a adicdo de EDTA (figura 22 - canal 2). Comparado ao controle de fibrinogénio
humano (figura 22 - canal 6), pode-se observar que a cadeia Aa nao sofreu
protedlise. Nos canais 3 e 4, observa-se uma inibi¢do dose-dependente da atividade
proteolitica, com o canal 4 apresentando uma maior prote¢do da cadeia Aa. Esse
resultado mostra que mesmo alterando uma pequena regido do inibidor, a capacidade
de inibir a atividade da leuc-a permanece.

Os resultados de inibigdo, obtidos a partir de uma modificacio de um

peptideo inibidor natural, abre caminho para o desenvolvimento racional de novos
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inibidores para metaloproteases que possuem um sitio catalitico similar ao das
SVMPs. Esse trabalho relata o primeiro inibidor dipeptidico de metaloproteases
presentes no veneno de serpentes. Os inibidores sintéticos, derivados do
hidroxamato ou peptidomiméticos, como o Batimastat ou SCH, possuem uma
estrutura grande e, provavelmente, uma sintese complexa se comparados ao peptideo
GS. Novos estudos cristalograficos, ensaios com outros substratos e em diferentes
faixas de pH, envolvendo essa e outras variantes do peptideo GS, serdo
desenvolvidos no futuro com o objetivo de produzir um inibidor potente que possa
ser utilizado no tratamento de vitimas de acidentes ofidicos e de outras patologias

provocadas por metaloproteases.

4.10 - Determinantes estruturais para o efeito hemorrdgico/ndo-

hemorrdgico: um problema inquietante e de dificil resolugdo.

O estudo de estruturas cristalograficas pode nos ajudar a entender a funcdo de
uma proteina e, no caso de enzimas, entender seu funcionamento e formas de
inibigdo. Em particular, o estudo de estruturas de SVMP de classe P-I ¢ muito
intrigante. Essas moléculas apresentam um alto grau de identidade de seqiiéncia
primdria e, entre as estruturas descritas na literatura, um baixo RMSD.

As proximas subsec¢des discutem os resultados de alguns trabalhos que tentam
explicar o efeito hemorragico/ndo-hemorragico das SVMP de classe P-I. Os
resultados dessa tese serdo utilizados em comparagdo com os dados da Literatura, na
tentativa de propor algumas solugdes para o problema do efeito hemorragico/nao-

hemorragico.

4.11 - A andlise de estruturas primarias de SVMP de classe P-I poderia

elucidar o problema?

Uma grande cole¢do de estruturas primarias de SVMP de classe P-1, de varias
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espécies de serpentes, estd disponivel em bancos de dados. Em alinhamentos,
observa-se que enzimas que apresentam atividade hemorrdgica possuem alta
identidade com enzimas que ndo apresentam essa atividade. Nas SVMP de classe P-
I, comparagdes entre estruturas primdarias a procura de “residuos-chave”, sio as
tentativas mais utilizadas, e as mais Obvias, de tentar explicar as divergéncias
farmacologicas observadas. A figura 6 mostra o alinhamento da leuc-a e outras 13
enzimas de classe P-I. A tentativa de localizar nessas seqiiéncias algum padrdo ou
residuos comuns, somente a enzimas hemorrdgicas ou a ndo-hemorragicas, nao foi
bem sucedida. Outras tentativas, usando essa abordagem, ja foram relatadas na
Literatura.

Gasmi e colaboradores (2000), apos a analise de algumas seqiiéncias,
sugeriram que os residuos Asp/Glu g3 € Asnjgy eram compartilhados pelas enzimas
ndo-hemorragicas e foram substituidos pelos residuos Tyriss € Lysjq, nas enzimas
hemorréagicas. Esses residuos, expostos ao solvente na superficie da molécula (hélice
E, proximo a por¢ao C-terminal), poderiam estar envolvidos nos diferentes modos de
acdo dessas enzimas. A mesma comparagao, com a mesma regido, foi feita com as
seqliéncias usadas nesse trabalho (figura 23).

Nenhuma correlagdo substancial entre aminoacidos, ou “residuos-chave”, que
possam explicar o efeito hemorragico/ndao-hemorragico pode ser observada. Uma
observacdo feita no trabalho de Gasmi e colaboradores (2000) ¢ que eles alinharam
as enzimas adamalisina-II e mutalisina-II juntamente com as enzimas hemorragicas.
A auséncia da atividade hemorragica na adamalisina-II e na mutalisina-II ¢ um fato
conhecido e disponivel na Literatura. O uso dessas seqiliéncias agrupadas como
enzimas hemorragicas nao foi explicado em seu trabalho. Essa observacdo mostra
um erro no conjunto de dados usados para analise e, portanto, um resultado que

parece nao condizer com a realidade.
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180 190 200
VIF SDIC|[SKDEYQRYLTNHNPOQ|C[ILNQP
Fibrolase SDICISKKDYQTFLTVNNPOQ[CIILNKP
H2-proteinase SDIC[SKNDYQTFLTKYNPOQ|C[ILNA -
Ht-d SDDSMHYYERFLKOYKPO[C|ILNKP
Ht-2 SDASMRYYQKFLDQYKPQ|C[ILNKP
HR2a SDIC/[SKDYYQTFLTNSKPQ|C[TINAP
Adamalisina-II SDDSMGYYQKFLNQYKPOQ|C[TLNKP
Mutalisina-I1 SDSKDYYQMFLTKRKPQCILNKP

180 190 - 200
Leucurolisina-a SDIC[SONQYQTYLTKHNPOQ|C[ITLNKP
Adamalisina-II SDFSMGYYQKFLNQYKPQCILNKP
Atroxase SDDSMGYYQSFLKQYNPOQ_ - _ ___
Mutalisina-II SD[ClSKDYYOMFLTKRKPO[C/JTLNKP
H2-proteinase SDICISKNDYQTFLTKYNPOQ|CIILNA -
Fibrolase SDIC[SKKDYQTFLTVNNPQ|C[ILNKP
Bothrostatina SDIC[SYIQCWDFIMKDNPOQ[C[TLNKOQ
F2 SN|C[SLILYEDFLSNEEPD|C/[IDNA -
BaP1 solc]son@yETyLTNENPQ[c]tLNK P
Lebetase SDIC[SKNKYQTYLTNRNPOQ|C[ITLNQP
Acutolisina-C SD|IC[SKHDYQSFLTIHKPQ[CILLN- -
T™-3 SD|C[SKDYYQTFLTNDNPOQ|CITLNAP
Atrolisina-C SDID|[SMHYYERFLKQYKPOQ|C[ILNKP
Acutolisina-A SDSYIQCRDYISKENPPILN__

Figura 23 - Comparagdo entre os resultados obtidos por Gasmi e colaboradores (2000) e os resultados
desse trabalho. (A) Seqiiéncias alinhadas por Gasmi. As seqiiéncias com marcagdes em verde sfo de
proteinas ndo-hemorragicas, as seqiiéncias com marcagdo em amarelo sdo de proteinas hemorragicas.
Numeragao usada refere-se a seqiiéncia da V1F. (B) Seqiiéncias alinhadas nesse trabalho. As marcagdes em
roxo mostram as posi¢des 183 e 192. Os espagos entre as seqiiéncias separam as proteinas nao-

hemorragicas, fracamente e altamente hemorragicas. Numeragdo usada refere-se a seqiiéncia da leuc-a.

Em outro artigo, Tsai e colaboradores (2000) analisaram 30 seqii€éncias de
SVMP de classe P-I que exibiam atividade hemorragica forte, fraca ou nenhuma.
Baseando-se em construgdes de arvores filogenéticas, usando toda seqiiéncia dessas
proteinas, uma clara separa¢do entre enzimas com forte, fraca e nenhuma atividade
hemorragica, pode ser observada. Além dessa separacdo, uma nova divisdo das
enzimas de classe P-I ¢ sugerida: o subtipo AH, enzimas com forte atividade
hemorréagica e de carater acido - ponto isoelétrico (pl) entre 4 e 5; o subtipo BH,

enzimas com atividade hemorrdgica moderada ou fraca e de carater basico - pl entre
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7 e 10; e o subtipo F, enzimas com forte atividade proteolitica e baixa atividade
hemorragica. Algumas fibrinogenases nao-hemorragicas bem conhecidas foram
agrupadas juntamente com o subgrupo BH, enquanto algumas enzimas com forte
atividade hemorragica também foram colocadas nesse subgrupo (Ramos e Selistre-
De-Araujo, 2004).

A tabela 9 apresenta algumas caracteristicas bioquimicas das enzimas
hemorréagicas e ndo-hemorragicas usadas nesse trabalho. Nao foi possivel visualizar
a mesma diferenciacdo entre proteinas hemorragicas e ndo-hemorragicas, baseado-se
apenas nos valores de pl. A enzima F2 e adamalisina-II, por exemplo, possuem pl
igual a 4,58 e 9,06. Ambas sdo proteinas ndo-hemorragicas e ndo se encaixam na
classificacao sugerida por Tsai.

Ramos e Selistre-de-Aratjo (2004), usando ferramentas de bioinformatica,
compararam varias seqliéncias de residuos de aminodcidos de sitios cataliticos de
enzimas de classe P-I, com o objetivo de encontrar alguns motivos estruturais, ou
elementos, que os ajudasse a compreender o efeito hemorragico/ndo-hemorragico.

Esse estudo também nao foi capaz de identificar determinantes estruturais
relevantes que possam ser responsaveis pela diferenca no efeito farmacologico das
enzimas de classe P-I.

As tentativas de encontrar determinantes, regides ou “residuos-chave” através
de analises de estruturas primarias ndo se mostraram muito produtivas devido a um
fator principal: a alta identidade das seqiiéncias das proteinas de classe P-I. Os
membros da classe P-I apresentam ndo s6 um alto grau de identidade na seqiiéncia
primaria, mas também de estrutura secundaria, com algumas diferencas no tamanho
de algumas hélices, fitas ou alcas. A alta identidade das estruturas secundarias,
nessas enzimas, indica que pequenas inser¢des, mutagdes e delegdes de alguns
aminoacidos podem modificar a fun¢do, ou especificidade, sem alterar a
conformacgdo dessas estruturas (Overall, 2001).

A grande colecdo de estruturas primarias, depositadas em bancos de dados,
ndo se mostra suficiente para explicar as bases estruturais da diferenca do efeito
hemorragico/ndo-hemorrdgico observado nas SVMP de classe P-I (Fox e Serrano,

2005). Devido a alta identidade, as abordagens que levam em conta somente
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seqliéncias de aminoacidos para explicar a presengca ou auséncia do efeito
hemorréagico sdo inconclusivas. Outro fator importante ¢ que a analise de seqiiéncias
de aminoacidos ndo nos d4 idéia de quais residuos estdao na superficie da molécula e
disponiveis para uma possivel interagdo com outras moléculas. Devido a alta
identidade das seqiiéncias e a incapacidade de visualizar os residuos na molécula, a
comparagao entre modelos cristalograficos pode ser uma abordagem que pode nos

ajudar a encontrar pistas que solucionem o problema.

Tabela 9 - Comparagdo de alguns pardmetros bioquimicos entre as SVMP de classe P-I usadas nesse

trabalho.

SVMP de classe P-I com rl Residuos carregados Numeros de cavidades . Atividade
com estrutura resolvida tedrico  (Lys+Arg) (Asp+Glu) Total presentes na estrutura # hemorrdgica
Leucurolisina-a 6,37 21 24 45 4 -0,336 Ausente
Adamalisina-I1 9,06 24 19 43 6 - 0,263 Ausente
Atroxase 7,24 22 22 44 - -0,416 Ausente
Mutalisina-IT 6,31 17 20 37 - -0,223 Ausente
H2-proteinase 8,42 23 20 43 2 - 0,390 Ausente
Fibrolase 6,36 16 19 35 - -0,312 Ausente
Bothrostatina 6,05 20 24 44 - -0,318 Ausente
F2 4,58 13 22 35 2 0,368 Ausente
BaPl 7,34 21 21 42 5 - 0,380 Presente
Lebetase 5,33 14 23 37 - -0,218 Presente
Acutolisina-C 8,37 14 12 26 1 0,028 Presente
T™-3 8,16 26 24 50 4 -0,379 Presente
Atrolisina-C 5,54 19 27 46 2 - 0,364 Presente
Acutolisina-A 5,28 17 25 42 3 -0,127 Presente

#Cavidades calcula pelo software surface racer para os modelos cristalograficos de SVMP de classe P-I: leucurolisina-a; adamalisina-II (codigo PDB
1TAG); H2 (cédigo PDB 1WNI1); F2 (codigo PDB 1YP1); Bapl (co6digo PDB INDI); acutolisina-C (cdédigo PDB 1QUA); TM-3 (cddigo PDB 1KUF);
atrolisina-C (codigo PDB 1ATL); acutolisina-A (codigo PDB 1BSW). *GRAVY: Grand average of hydropathicity index indica a solubilidade da

proteina: valores positivos de GRAVY indicam hidrofobicidade; valores negativos de indicam hidrofilicidade.

4.12 - Comparagoes entre estruturas terciarias de SVMP de classe P-1: Seria

esta uma abordagem mais apropriada para resolver o problema?

Atualmente, somente oito modelos cristalograficos de SVMP de classe P-I
foram resolvidos: adamalisina-1I, do veneno da Crotalus adamanteus (PDB

IIAG; Gomis-Riith et al., 1993); atrolisina-C, do veneno da C. atrox (PDB
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IHTD; Zhang et al., 1994); H2-proteinase, do veneno da Trimeresurus flavoviridis
(PDB 1WNI; Kumasaka et al., 1996); acutolisinas A e C, do veneno da Agkistrodon
acutus (PDB 1BSW e 1QUA; Gong ef al., 1998; Zhu et al., 1999); TM-3, do veneno da T.
mucrosquamatus (PDB 1KUF; Huang, 2002); F2, do veneno da A. acutus (PDB 1YP1;
Lou et al., 2005); e BaP1, do veneno da Bothrops asper (PDB 1ND1; Watanabe et al.,
2003). Embora os modelos compartilhem as mesmas caracteristicas € motivos estruturais,
observados para a superfamilia das metzincinas (Bode er al, 1993), algumas dessas
enzimas foram caracterizadas como hemorragicas e outras como nao-hemorragicas. A
tabela 10 mostra a porcentagem de identidade e RMSD entre essas enzimas e a figura 24

apresenta a superposi¢cdo dos modelos das SVMP de classe P-I disponiveis.

Tabela 10 - Porcentagem de identidade entre as seqiiéncias ¢ RMSD* dos modelos cristalograficos de

SVMP de classe P-I disponiveis.

Leuc-a Adam H2 F2 BaP1 Acut-C TM-3  Atro-C ~ Acut-A Atrox LHF-11 Fibro Bothro Lebet
Leuc-a - 56 (0.85) 51(0.78) 38(0.87) 78(0.71) 47(0.91) 53(0.88) 57(0.90) 50 (1.10) 57 64 58 52 58
Adam 56 (0.85) - 53(0.68) 41 (0.80) 59(0.76) 51(0.77) 51(0.82) 78(0.56) 47(0.92) 82 66 57 50 56
H2 51(0.78) 53(0.68) - 44(0.63) 52(0.68) 56(0.59) 69(0.65) 51(0.70)  51(0.93) 49 60 59 54 53
F2 38(0.87) 41 (0.80) 44 (0.63) - 40 (0.78) 60 (0.55) 42(0.87) 43(0.86) 45(0.92) 38 44 50 48 43
BaPl  78(0.71) 59(0.76) 52(0.68) 40 (0.78) - 49(0.79) 54(0.90) 59(0.86) 50 (0.88) 58 64 57 55 61
Acut-C  47(091) 51(0.77) 56 (0.59) 60 (0.55) 49 (0.79) - 50(0.83) 52(0.73) 48(0.93) 50 54 57 52 50
T™-3 53(0.88) 51(0.82) 69 (0.65) 42 (0.87) 54 (0.90) 50(0.83) - 48 (0.87) 45(0.89) 49 55 56 53 55
Atro-C  57(0.90) 78 (0.56) 51(0.70) 43 (0.86) 59(0.86) 52(0.73) 48(0.87) - 44 (1.07) 73 68 58 52 58
Acut-A 50 (1.10) 47(0.92) 51(0.93) 45(0.92) 50(0.88)  48(0.93) 45(0.89) 44(1.07) - 48 52 54 62 49
Atrox 57 82 49 38 58 50 49 73 48 - 62 56 49 56
LHF-II 64 66 60 44 64 54 55 68 52 62 - 61 57 62
Fibro 58 57 59 50 57 57 56 58 54 56 61 - 56 62
Bothro 52 50 54 48 55 52 53 52 62 49 57 56 - 51
Lebet 58 56 53 43 61 50 55 58 49 56 62 62 51

*Os valores dos residuos do RMSD, em angstroms, estdo representados entre parénteses. Legenda: (Leuc-a) leucurolisina-a; (Adam)
adamalisina-1I; (H2) H2-proteinase; (F2) metaloproteinase fibrinogenolitica nao-hemorragica da Agkistrodon acutus; (BaP1)
metaloproteinase hemorragica da Bothrops asper; (Acut-C) acutolisina-C; (TM-3) metaloproteinase TM-3 da Trimeresurus
mucrosquamatus ; (Atro-C) atrolisina-C; (Acut-A) acutolisina-A; (Atrox) atroxase; (LHF-II) (ou mutalisina-II) fator hemorragico-II

da Lachesis; (Fibro) fibrolase; (Bothro) bothrostatina; (Lebet) lebetase.

A sobreposi¢do das estruturas revela um alto grau de similaridade estrutural,
com pequenas diferencas elas. As enzimas apresentam uma estrutura tridimensional geral
muito conservada, com excecao da regido de loops proxima ao sitio catalitico. Mesmo com
algumas variagdes, as estruturas que apresentam trés pontes dissulfeto conservadas

(Cys117-Cysi97, Cysis57-Cysigs, € Cysiso-Cysisi), ou duas pontes (Cys;17-Cysio7 € Cysisr-
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Cysie4) nessa regido, apresentam grande similaridade estrutural.

Figura 24 - Alinhamento dos modelos cristalograficos das SVMP de classe P-I disponiveis com a leuc-a.

(A) estruturas representadas no estilo “cartoon” sobrepostas. (B) sobreposi¢do das cadeias carbonicas.
Cores: leuc-a em verde; adamalisina-Il em laranja; H2 em amarelo; F2 em azul; BaPl em lima;

acutolisina-C em magenta; TM-3 em ciano; atrolisina-C em cinza; acutolisina-A em preto.

Por ser essa regido de alcas, proxima ao sitio catalitico, a que apresenta maior
variagdo, ¢ de se esperar que ela possa estar envolvida na ligacdo a diferentes pontos da MB
e posterior hidrdlise de seus componentes, o que pode provocar ou nao efeito hemorragico
observado nessas enzimas.

Watanabe e colaboradores (2003) compararam essa regido nas estruturas da BaP1,
H2-proteinase e acutolisina-A. Comparando a BaPl e acutolisina-A (consideradas
fracamente e altamente hemorragicas, respectivamente, de acordo com o critério de
classificagao sugerido por Tsai et al. 2000) foi observado que duas regides, que abrangem
os residuos 153 a 163 e 167 a 177 (regides anterior e posterior a seqiiéncia conservada
Cieal16sMi66), possuiam 82 e 9 % de identidade, respectivamente. A seqiiéncia que abrange

os residuos 153 a 163 poderia ser apontada como a responsavel pelo efeito hemorragico. A
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mesma comparacao foi feita, utilizando as seqiiéncias da figura 6, com o resultado sendo

apresentado na tabela 11.

Tabela 11 - Porcentagem de identidade de seqiiéncia nas regides 153 a 163 ¢ 167 a 177* das SVMP de

classe P-I usadas nesse trabalho.

Leuc-a Adam H2 F2 BaPl1 Acut-C - TM-3  Atro-C Acut-A Atrox LHF-1I Fibro Bothro Lebet
Leuc-a - 36 (36) 3327 33(27) 45 (63) 36 (36) 25(18) 36 (45) 36 (9) 36 (36) 54 (36) 81 (36) 36 (18) 54 (18)
Adam 36 (36) - 27(9) 25 (18) 36 (36) 27 (27) 27(9) 100 (90) 27(9) 81 (100) 36 (45) 45 (18) 27(9) 45 (36)
H2 33(27) 27(9) - 40 (27) 3327 30 (36) 80 (81) 27(9) 25 (45) 33(9) 33 (36) 33 (54) 25 (36) 41 (27)
F2 3327 25(18) 40 (27) - 33(27) 40 (63) 50 (18) 27(18) 41 (36) 25(18) 25(36) 33 (45) 33 (45) 3309
BaP1 45 (63) 36 (36) 3327 3327 - 36 (36) 2527) 36 (45) 81(9) 36 (36) 36 (36) 54 (36) 81(27) 45 (36)
Acut-C 36 (36) 27 (27) 30 (36) 40 (63) 36 (36) - 40 (27) 27 (27) 36 (27) 27 (27) 27 (36) 36 (45) 36 (54) 36 (18)
T™-3 25(18) 27(9) 80 (81) 50 (18) 25(27) 40 (27) - 279 25 (45) 2509 25(27) 25(54) 25(36) 33(27)
Atro-C 36 (45) 100 (90) 27(9) 27 (18) 36 (45) 27 (27) 27(9) - 27(9) 81(90) 36 (45) 45 (18) 27(9) 45 (36)
Acut-A 36 (9) 27(9) 25 (45) 41 (36) 81(9) 36 (27) 25 (45) 27(9) - 27(9) 36 (36) 45 (27) 81 (45) 36 (9)
Atrox  36(36) 81(100) 33(9) 25(18) 36 (36) 2727) 2509 81(90) 27(9) - 36 (45) 45(18) 27(9) 45 (36)
LHF-1I 54 (36) 36 (45) 33 (36) 25 (36) 36 (36) 27 (36) 25(27) 36 (45) 36 (36) 36 (45) - 54 (27) 27 (27) 36 (27)
Fibro  81(36) 45(18) 33 (54) 33 (45) 54 (36) 36(45)  25(54)  45(18) 45 (27) 45(18) 54(27) - 45 (27) 72.27)
Bothro  36(18) 27(9) 25 (36) 33 (45) 81(27) 36(54)  25(36)  27(9) 81 (45) 27(9) 2727) 45 (27) - 36 (9)
Lebet 54 (18) 45 (36) 41 27) 33(9) 45 (36) 36(18)  33Q7)  45(36) 36 (9) 45 (36) 36 (27) 7227) 36 (9)

*Qs valores de porcentagem de identidade dos residuos 167-177 estdo entre parénteses. Legenda: (Leuc-a) leucurolisina-a; (Adam)
adamalisina-1I; (H2) H2-proteinase; (F2) metaloproteinase fibrinogenolitica nao-hemorragica da Agkistrodon acutus; (BaP1)
metaloproteinase hemorragica da Bothrops asper; (Acut-C) acutolisina-C; (TM-3) metaloproteinase TM-3 da Trimeresurus
mucrosquamatus ; (Atro-C) atrolisina-C; (Acut-A) acutolisina-A; (Atrox) atroxase; (LHF-II) (ou mutalisina-II) fator hemorragico-II

da Lachesis; (Fibro) fibrolase; (Bothro) bothrostatina; (Lebet) lebetase.

Podemos fazer algumas comparagdes entre a leuc-a e as outras enzimas: (1)
leuc-a e as P-I hemorragicas: a porcentagem de identidade entre os residuos dessas
regides, entre a leuc-a e a BaP1, ¢ de 45 % para a primeira regido e 63 % para a
segunda regido. Se a comparagao for feita entre leuc-a e acut-A, temos 36 % e 9 %,
respectivamente, para as regides; (2) leuc-a com as enzimas de classe P-I ndo-
hemorréagicas: leuc-a com adam, temos, 36 % para ambas as regides. Leuc-a com
H2, temos, 32 % e 27 %. O que mais chama a aten¢do ¢ a comparagao entre adam
(ndo-hemorragica) e atro-C (hemorragica): 100 %, para os residuos 153 a 163, e 90
% para os residuos 167 a 177.

Esta claro que esses resultados sdo inconclusivos e ndo ¢ possivel apontar
somente essas regides como as responsaveis pela divergéncia no efeito
farmacologico dessas proteinas. Apesar da andlise possuir como ponto de partida
uma comparagdo entre os modelos cristalograficos, mais uma vez ela s6 levou em
consideragao a seqliéncia de residuos de aminoacidos dessas proteinas.

Ramos e Selistre-de-Aratjo (2004) utilizaram outra metodologia para tentar

90



elucidar o problema. Foi feita a analise da superficie molecular dos modelos
cristalograficos disponiveis, juntamente com outros modelos construidos por
homologia, de proteinas hemorragicas e ndo-hemorragicas para tentar encontrar um
padrdao que as diferenciasse. A conclusdo obtida por Ramos e Selistre-de-Aratijo, em
seu trabalho, foi que deve existir alguma relacdo nao linear entre as proteinas
hemorragicas e a polaridade da area de superficie molecular. Outra observagdo feita
por eles € que as enzimas ndo-hemorrdgicas apresentam, na posi¢ao 151, residuos
polares salientes.

Repetimos o mesmo experimento, nas condi¢gdes descritas nos Materiais e
M¢étodos, e os resultados sdo apresentados nos graficos 6 e 7 e figura 25. Nao foi
possivel fazer nenhuma relagdo entre a area de superficie acessivel polar ou
superficie molecular acessivel polar com o efeito hemorragico. Nos graficos 6 e 7,
podemos observar que os residuos de carga positiva e negativa e a area acessivel
desses residuos na superficie da proteina, ndo € um critério que distinga as enzimas
hemorréagicas. Os resultados de area superficie acessivel podem ndo mostrar uma
clara divisao entre hemorragicas e nao-hemorragicas, mas pode nos dar uma pista de
que elas podem ter diferentes substratos na MB. Podemos notar que, apesar do
numero total de residuos carregados ser proximo, sua disposicdo em areas de
superficie acessivel ao solvente na molécula ¢ bem diferente (figura 25). Essa ¢ uma
evidéncia que corrobora com a hipdtese de diferentes areas na molécula estarem
envolvidas na aproximacado, interacdo e clivagem de diferentes substratos, gerando
assim, o efeito hemorragico.

Observando a figura 6, ndo conseguimos chegar a mesma conclusdo de que na
posicdo 151, as enzimas nao-hemorragicas apresentam residuos com carga positiva.
Tanto residuos carregados, positivamente e negativamente, e residuos polares
aparecem nas enzimas hemorragicas quanto nas nao-hemorragicas, nessa posi¢ao. A
hidrofobicidade poderia ser utilizada para tentar distinguir o efeito nessas enzimas,
mas, como os resultados mostram, esse ¢ um parametro que também ndo pode ser
utilizado. A grande maioria dessas enzimas ¢ hidrofilica (ver os valores de GRAVY,
tabela 9), com a excecdo da F2 (ndo-hemorragica), que possui um alto valor positivo

de GRAVY e a atrolisina-C (hemorragica), que possui um baixo valor de GRAVY.
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