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SENA, M. P. T. Caracterizacao cinética da protease trombica presente no veneno
de Bothrops leucurus: leucurobina. 2006. Dissertacéo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Universidade Federal de Minas Gerais

RESUMO

Neste trabalho foram obtidos mais dados sobre a leucurobina, enzima
semelhante a trombina presente no veneno de Bothrops leucurus, serpente muito
comum no Nordeste brasileiro. Foram determinados parametros cinéticos (Kw, Kcat,
Kcat/ Kpm) SObre diversos substratos cromogénicos do tipo peptidil-pNA. Além disto foi
avaliada a atividade coagulante da leucurobina sobre plasma humano e sobre
fibrinogénio bovino purificado. A leucurobina apresentou atividade amidasica sobre
substratos contendo um residuo de Arg em P1. O melhor substrato cromogénico
testado foi D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA. A atividade amidasica da leucurobina sobre
D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA foi inibida por sédio, potassio, célcio e magnésio. A
leucurobina apresentou forte atividade coagulante in vitro sobre plasma humano
citratado e sobre fibrinogénio bovino purificado. A atividade coagulante sobre
fibrinogénio bovino foi inibida na presenca de sddio e potassio, mas ndo na presenca
de calcio e magnésio. A fracdo glicidica da leucurobina nativa nao interferiu na sua

atividade amidasica nem na sua atividade coagulante in vitro.

Palavras-chave: caracterizagdo cinética; substratos sintéticos, protease trombica,
coagulagao, Bothrops leucurus.



SENA, M. P. T. Kinectic characterization of snake venom thrombin-like from
Bothrops leucurus: leucurobin. 2006. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Universidade Federal de Minas Gerais

ABSTRACT

It was obtained in this work more data about leucurobin, a snake venom thrombin-like
enzyme from Bothrops leucurus, very common in Brazilian Northeast. The kinetic
parameters Ky, Keat, Kea/ KM Over p-nitroanilin - chromogenic substrates was
determined. The coagulant activity over citrated human plasma and purified bovine
fibrinogen was evaluated. Leucurobin has amidasic activity over substrates with L-
Arg in P1 position. The best chromogenic substrate was D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA.
The amidasic activity over D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA was inhibited in presence of Na’,
K*, Ca*? and Mg*. Leucurobin has strong coagulant activity in vitro over citrated
human plasma and purified bovine fibrinogen. The coagulant activity in vitro over
bovine fibrinogen was inhibbited in presence of Na* and K", but not in presence of
Ca'? and Mg*.

Key-words: Snake venom thrombin-like enzymes; coagulation; kinetic
characterization; Bothrops leucurus; sinthetic substrates.
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1 INTRODUCAO



1.1 SERPENTE VENENOSAS

1.1.1 Distribuicdo Geografico-Epidemiolégica

As serpentes sdo amplamente distribuidas pelos diversos continentes terrestres,
com excecdo da Antartida. Os acidentes causados por picadas de serpentes
venenosas de diversos géneros atingem anualmente por volta de 2,5 milhdes de
pessoas, causando mais de 100.000 mortes (White, 2005; Chippaux, 1998). A maior
parte dos acidentes, fatais ou ndo, ocorrem nas zonas rurais de paises tropicais
(Lalloo et al., 1995; Laing et al., 1995; Warrell et al., 1999).

S&do conhecidas mais de 200 espécies de serpentes venenosas, classificadas em

diversas familias: Elapidae, Crotalidae, Hydrophidae e Colubridae (Lu et al., 2005).

1.1.2 Atividades Bioldgicas dos Venenos de Serpente s

Os venenos de serpentes sdo fontes riquissimas de diversas substancias com
atividade biolégica. Podemos enumerar dentre elas: histamina e outro alérgenos,
poliaminas, alcaldides, bem como diversas proteinas bioativas, dentre elas as
serinoproteases, metaloproteinases, fosfolipases A,, nucleotidases, desintegrinas,
lectinas tipo C, além de peptideos bioativos (Perales et al., 2005; Lu et al., 2005;
Calvete et al., 2005). Os venenos destas serpentes sdo produzidos e
acondicionados em glandulas veneniferas especiais, sendo injetados no organismo
das vitimas por presas afiadas diferenciadas ligadas as glandulas secretoras e

causam danos a vitima de diversas formas (Lu et al., 2005).



Os venenos de serpente atuam especialmente no sistema hemostatico, através de
proteinas, com atividade enzimatica ou nao, freqientemente levando a hemorragia
apos inoculacdo na vitima (Marsh et al., 2005; Marsh et al., 1995; Kamiguti et al.,
1996). As toxinas destes venenos também podem causar aumento da
permeabilidade tissular a neurotoxinas, que levam a bloqueio da juncdo neuro
muscular e citotoxinas e fosfolipases, que induzem necrose muscular. Outros danos
teciduais que podem ser causados por venenos de serpente sdo problemas renais,
ou mesmo faléncia renal, cardiotoxicidade, paralisia flacida e midlise sistémica
(White, 2004a). Todos estes efeitos atuam de forma sinérgica e em certos casos
podem levar a morte.

Neurotoxinas sao tipicamente encontradas em venenos de serpentes das familias
Hydrophidae, Elapidae e Crotalidae. Ja os componentes atuantes sobre o sistema
hemostatico se concentram em venenos das serpentes da familia Crotalidae (Lu et

al., 2005).

1.2 HEMOSTASIA

Segundo Guyton et al., 1997, o termo hemostase significa prevencao da perda de
sangue. Ocorrendo lesdo ou rompimento de um vaso sanguineo a hemostase é
alcancada através de alguns mecanismos: espasmo vascular, formacdo de um
tampdao plaquetario, formacédo de um coagulo sanguineo e eventual crescimento de
tecido fibroso para dentro do coagulo sanguineo com o intuito de fechar
permanentemente a lesdo no vaso, ou ainda pode ocorrer o que € denominado de

fibrindlise, a dissolucédo do coagulo por protedlise.



Portanto, ocorre ao mesmo tempo no interior dos vasos um equilibrio entre um
sistema procoagulante e um sistema anticoagulante, sendo cada sistema
dependente da atividade de seus componentes, seja enzimatica, como cofator ou
ainda como sitio de atuacdo, como no caso do fibrinogénio. Para facilitar a
compreensdo destes mecanismos estes componentes foram denominados fatores
da coagulacdo e numerados de | a Xll, de acordo com a ordem em que foram sendo
descritos (Tabela 1). Estes fatores se encontram em sua maioria na sua forma
inativada e, quando ativados, sao representados pelo algarismo romano seguido da
letra a (Ex: Fator V,).

O processo de coagulacdo conta com a participacdo de mais de 50 substancias,
procoagulantes e anticoagulantes. O caminho basico pela qual este processo se
inicia € caracterizado pela ativacdo de um fator, que uma vez ativado participa da
ativacdo do fator subseqiiente e assim por diante. Como alguns participantes sao
enzimas, originalmente na forma de zimogénios, uma vez clivadas e na forma ativa
podem catalisar a reacdo seguinte diversas vezes, levando a uma amplificacdo do
sinal inicial . Todo este processo é um dos mais fabulosos sistemas bioquimicos

encontrados em seres Vivos.

1.2.1 Mecanismo Geral da Coagulagdo Sanguinea

A coagulacdo sanguinea ocorre em trés etapas essenciais segundo Guyton et al.
(1996): (1) em resposta a ruptura de um vaso (via extrinseca) ou dano ao proprio
sangue ou contato deste com colageno (via intrinseca), ocorre uma cascata

complexa de reacBes quimicas no sangue, envolvendo mais de uma duzia de



Tabela 1 — Fatores da coagulacdo sanguinea e seus s  indnimos

Fator de coagulacéo Sinénimos

Fibrinogénio Fator |

Protrombina Fator Il

Fator tecidual Fator 111, tromboplastina tecidual

Caélcio Fator IV

Fator V Pro-acelerina; fator labil; Ac-globulina (Ac-G)

Acelerador sérico da converséo de protrombina (SPCA); pro-convertina; fator

Fator VII
estavel
Fator anti-hemofilico (AHF); globulina anti-hemofilica (AHG);
Fator VIII
fator A anti-hemofilico
Componente plasmatico da tromboplatina (PTC); fator Christmas;
Fator IX
Fator B anti-hemofilico
Fator X Fator Stuart ou Stuart-Prower
Fator XI Antecedente plasmético da tromboplastina (PTA); Fator C anti-hemofilico
Fator XII Fator Hageman
Fator XIII Fator estabilizante da fibrina
Pré-calicreina Fator de Fletcher
Cininogénio de alto peso molecular Fator Fitzgerald; HMWK
Plaquetas

substéancias, o que resulta na formacdo de um complexo de substancias ativadas
(complexo ativador de protrombina); (2) o ativador de protrombina catalisa a
conversao de protrombina em trombina; e (3) a trombina age entdo enzimaticamente
sobre o fibrinogénio, liberando quatro peptideos por protedlise, convertendo-o em
mondmeros de fibrina que posteriormente se organizam numa rede que envolve
plaguetas, hemacias, leucocitos e o plasma formando assim o coagulo (Figura 1).

As plaguetas exercem papel importante na hemostasia. E fungédo das plaquetas
formar o chamado tampao plaquetario, responsavel pelo tamponamento dos vasos
sanguineos lesionados, principalmente em lesdes pequenas. Em lesbes maiores 0

tamponamento € feito com a participagdo conjunta do codgulo formado. As



plaguetas, uma vez ativadas por contato com o colageno subendotelial ou células do
endotélio lesadas, mudam sua conformacéao e liberam substancias (Tromboxano A,
e ADP) que ativam mais plaquetas, promovendo aglutinacdo plaquetaria no local
lesado. Ocorre liberacdo também de fosfolipideos plaquetarios que exercem papel
fundamental na formacdo do complexo ativador de protrombina e do fator X5, 0 que
mostra a importancia das plaquetas no processo de coagulacdo. Além disto, as
plaquetas séo responsaveis pelo processo de retracdo do coagulo, importante para
aproximacéo das bordas da lesédo, o que se deve a ativacdo da trombostenina, de
actinas e miosinas, proteinas contrateis intraplaquetarias e a liberacdo do fator
estabilizador de fibrina.

Uma vez iniciado o desenvolvimento do coagulo sanguineo este se prolonga para o
interior do vaso rapidamente, em poucos minutos. Isto €, o coagulo inicia um ciclo de
retroalimentacdo positiva do processo (feedback positivo). Isto se deve
principalmente ao fato de que a trombina, com sua agdo proteolitica, ndo age
apenas sobre o fibrinogénio. A trombina também atua sobre a protrombina,
formando mais trombina, e também sobre diversos outros fatores da coagulacéo
responsaveis pela formag¢do do complexo ativador de protrombina (Fatores V, VII,
IX, X, XlI, XIl e da agregacéo plaquetéaria). Uma vez formada uma quantidade critica
de trombina um ciclo continuo se desenvolve, levando a formacg&o de mais coagulo,

até que algum fator detenha seu crescimento.
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1.2.2 Prevencéao da Coagulacao no Sistema Vascular N ormal

N&o é interessante que o processo de coagulagdo sanguinea, uma vez iniciado, se
dissemine por todo o sistema vascular do organismo. Alguns fatores sdo importantes
para que isto ndo aconteca. Os mais importantes fatores relacionados a superficie
do endotélio sao:

» Superficie lisa do endotélio: evita a ativacdo por contato do sistema intrinseco da
coagulacéo;

* Glicocadlice endotelial: este mucopolissacarideo repele os fatores da coagulagéo e
plaquetas;

« Trombomodulina: esta proteina ligada a membrana endotelial se liga a trombina,
retardando a coagulacdo. O complexo trombomodulina-trombina ativa uma proteina
plasmatica, proteina C, que atua como anticoagulante inativando os fatores V e VIl
ativados.

O endotélio lesado perde a sua superficie lisa e a camada trombomodulina-
glicocélice, o que ativa tanto o fator XII quanto as plaquetas, o que desencadeia a
via intrinseca da coagulacdo. O contato do fator XlIl e plaguetas com o colageno
subendotelial leva a uma ativagcdo mais poderosa.

Os fatores plasmaticos importantes na prevencao da coagulacao sao:

» Antitrombina lll: € uma alfaglobulina que se liga a trombina, bloqueando seu efeito
sobre o fibrinogénio

* Acdao antitrombinica da fibrina: durante a formacédo do coagulo, cerca de 90% da
trombina formada é adsorvida a fibrina, o que impede a disseminagcdo da trombina

pelo sistema vascular.



» Heparina: é um conjugado polissacaridico que aumenta em até 1000 vezes a acéo
da antitrombina Ill sobre a trombina. Além disso, o complexo heparina-antitrombina
Il remove outros fatores da coagulacédo (fatores Xll, XI, IX e X ativados) o que
aumenta a eficacia da anticoagulacédo. A heparina é produzida principalmente por
mastoécitos basofilicos localizados no tecido conjuntivo do capilar sanguineo e
também em pequena quantidade pelos basdfilos plasmaticos.

» Alfa,-Macroglobulina: é uma grande proteina tetramérica (720 Kda) e
provavelmente desempenha um papel na prevencdo da coagulacdo sanguinea, ja
que tem a capacidade de se combinar a varios fatores proteoliticos da coagulacao,

evitando a atuacéo destes até inativacdo por outros meios.

1.2.3 Fibrindlise

Ha no plasma sanguineo uma euglobulina denominada plasminogénio, ou
profibrinolisina que, quando ativada, se transforma numa enzima proteolitica cuja
denominacao mais comum € plasmina. A plasmina se assemelha a tripsina e digere
as fibras de fibrina do coagulo bem como outros fatores da coagulacéo, fibrinogénio,
fatores V, VIl e XIl, além da protrombina.

O plasminogénio se incorpora ao coagulo em grande quantidade logo que este &
formado. Um potente fator denominado ativador tecidual de plasminogénio (t-PA) é
lentamente liberado pelos tecidos e endotélio lesados, o que em um dia ou mais
converte o plasminogénio em plasmina ativa, levando a remocédo do coagulo do

vaso.



A plasmina é constantemente formada no sangue em pequenas quantidades, o que
poderia levar a um estado de hipocoagulabilidade, ndo fosse a presenca de um

inibidor natural denominado alfay-antiplasmina.

1.3 ATIVIDADE SOBRE A HEMOSTASIA DE COMPONENTES PRO TEICOS DE

VENENOS DE SERPENTE

As proteinas presentes em venenos de serpentes que atuam sobre o sistema
hemostatico podem, segundo Clemetson et al. (2005), ser classificadas como
procoagulantes, anticoagulantes ou ativadoras de fibrindlise. No grupo dos
procoagulantes estdo incluidos os ativadores do fator V, ativadores do fator X e
ativadores de protrombina, além de varias enzimas semelhantes a trombina.
Inibidores de fatores IX/X, ativadores de proteina C, inibidores de trombina e
fosfolipases A, exibem propriedades anticoagulantes. Atuantes sobre o sistema
fibrinolitico estdo aquelas proteinas com atividade proteolitica sobre a fibrina e os

ativadores de plasminogénio.

1.3.1 Ativadores do Fator V

O fator V é uma glicoproteina multifuncional de 330 kDa com atividade sobre o
sistema coagulante e anticoagulante. E ativada naturalmente pela trombina por
clivagem nos amino&cidos 709, 1018 e 1545, formando o fator V,, um heterodimero
com uma cadeia polipeptidica de 105 kDa e outra de 72/74 kDa. O fator V, atua

como cofator do fator X, na ativagao da protrombina, aumentando em mais de 1000
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vezes a conversao da protrombina em trombina. Sua atividade como cofator é
regulada pela proteina C ativada e também atua como cofator na inativacao do fator
VIl mediada pela proteina C ativada (Mann et al., 2003). Proteases ativadoras do
fator V foram encontrados em venenos de Bothrops atrox, Vipera russelli, Vipera
lebetina, Vipera ursine, Naja naja oxiana e Naja nigricollis nigricollis (Rosing et al.,

2001).

1.3.2 Ativadores do fator X

Ativadores do fator X, tanto serinoproteases quanto metaloproteases, foram
encontrados em serpentes das familias Viperidae e Elapidae (Tans, 2001). O mais
importante ativador de fator X descrito foi denominado RVV-X, encontrado em
venenos de serpentes da espécie Vipera russelli. Ativadores de fator X foram
encontradas em outros venenos e compartilham de estruturas similares a RVV-X e,
provavelmente, do mesmo mecanismo catalitico (Takeya et al., 1993; Lindquist et al.,

1978).

1.3.3 Ativadores de protrombina

Ativadores de protrombina estdo presentes numa grande variedade de venenos de
serpentes, podendo converter a protrombina em trombina ou meizotrombina (Rosing
e Tans, 1992). Baseando nas caracteristicas estruturais, funcionais ou cofatores
requeridos pode-se dividir os ativadores de protrombina em quatro grupos. Séo eles:

grupo A, metaloproteinases que ativam a protrombina sem necessidade de
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cofatores; grupo B, dependentes de Ca®*, compostos por uma metaloproteinase e
uma lectina do tipo C ligados de forma nao-covalente; grupo C, serinoproteases
dependentes de Ca®" e fosfolipides carregados negativamente, mas néo de fator Vs ;

e grupo D, com caracteristicas iguais ao grupo C, porém dependentes de fator V..

1.3.4 Inibidores dos fatores IX e X

Algumas proteinas semelhantes as lectinas do tipo C, que interagem com os fatores
IX e X foram isoladas de diversas espécies (Morita, 2004). Podem ser classificadas
em proteinas ligadoras de fatores IX e X, FIX/X-BPs (blood coagulation FIX/X
binding proteins), proteinas ligadoras de fator 1X, que ndo se ligam ao fator X (FIX-
BPs) e proteinas ligadoras de fator X (FX-BPs), que se ligam predominantemente ao

fator X.

1.3.5 Ativadores de Proteina C

A proteina C € um zimodgeno de duas cadeias polipeptidicas ativada naturalmente
pela trombina, sendo dependente da vitamina K para o exercicio de sua funcdo que
€ a de degradar os fatores V, e Vlll,. Tem atividade anticoagulante portanto. A
maioria dos ativadores de proteina C descritos foram isolados de venenos de
Agkistrodon e outros de Bothrops, Trimeresurus e Cerastes (Gempeler-Messina et

al., 2001).
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1.3.6 Inibidores da Trombina

Inibidores de trombina foram encontrados em Bothrops (B. alternatus e B. jararaca) e
Lachesis (L. muta). Botrojaracina € um exemplo de inibidor de trombina , com massa
de 27 kDa, semelhante a lectina do tipo C (Monteiro et al., 2001). Esta toxina se liga
aos sitios secundarios | e Il da trombina, formando um complexo nao-covalente.
Porém nao interage com o sitio catalitico desta enzima. Esta interacdo da
botrojaracina com a trombina prejudica a ligacdo desta com seus substratos, dai

suas propriedades anticoagulantes.

1.3.7 Proteinas com atividade de Fosfolipase A

Enzimas com atividade de fosfolipase A, com propriedades anticoagulantes foram
descritas em todos os grupos de serpentes. Segundo Clemetson et al. (2005),
primeiramente foi sugerido que a atividade anticoagulante das fosfolipases A, é
devida a sua atividade hidrolitica sobre fosfolipides, que sdo procoagulantes. Porém,
a alta afinidade por fosfolipides anidnicos verificada para algumas fosfolipases A,
sugere que as propriedades anticoagulantes destas enzimas podem ser devidas
também a competicdo com os fatores da coagulacdo pela ligacdo com os

fosfolipides.

1.3.8 Enzimas fibrinoliticas

Atividade proteolitica sobre fibrinogénio e fibrina foi descrita em venenos de

serpentes das familias Crotalidae, Viperidae e Elapidae (Markland, 1991). Enzimas
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com estas propriedades podem ser metaloproteases ou serinoproteases (Matsui et
al., 2000). A maioria das enzimas do primeiro grupo sao caracterizadas como zinco-
metaloproteases que atuam sobre a cadeia Aa do fibrinogénio, enquanto o segundo
grupo € composto por serinoproteases, mais especificas para a cadeiaBf do
fibrinogénio. Porém, ha diversas excecbes e a generalizacdo para esta
especificidade ndo € adequada. A maioria das metaloproteases séo fibrinoliticas,
enguanto algumas serinoproteases sao fibrinoliticas e fibrinogenoliticas (Braud et al.,

2000).

1.3.9 Ativadores de Plasminogénio

Enzimas com atividade proteolitica ativadoras do plasminogénio foram descritas em
venenos de Trimeresurus stejnegeri (Zhang et al.,, 1995), Lachesis muta muta
(Sanchez et al., 2000) e também em Agkistrodon halys (Park et al., 1998). A TSV-
PA, isolada de T. stejnegeri é uma proteina de 33 kDa que cliva o plasminogénio
entre os aminoacidos Arg561-Val562, a mesma ligacao clivada pelo t-PA (ativador
natural). Porém, diferentemente do que acontece com o t-PA, a ativacdo do
plasminogénio pela TSV-PA ndo € acentuada pela presenca de fragmentos de
fibrina. Aléem disto, a TSV-PA nao ativa o fator X nem a proteina C, e ndo degrada

fibrina ou fibrinogénio na auséncia de plasminogénio (Zhang et al., 1995).
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1.3.10 Proteinas atuantes sobre o endotélio vascula r (Hemorraginas)

As hemorraginas induzem hemorragias através de um efeito direto sobre a parede
de vasos sanguineos (Hutton et al., 1993). Os mecanismos de acdo das
hemorraginas variam e incluem danos as células endoteliais, mionecrose e ruptura
de fibras de colageno e da membrana basal. Estes efeitos podem ser exacerbados
por outros componentes do veneno ou por outras acdes devidas a uma Unica
hemorragina, o que inclui (1) fibrindlise, por fibrinogenases, (2) inibicdo da fungéo
plaguetaria (desintegrinas) ou (3) trombocitopenia, por ativagdo de agregacao
plaguetaria. Além disto, as células lesadas liberam ativador tissular do
plasminogénio (t-PA), levando a um aumento da fibrindlise. O resultado final é um
aumento da permeabilidade vascular com extravasamento de liquido intersticial, o
qgue leva a edema, ou de células sanguineas, levando a equimose, purpura ou
sangramento, o que depende do grau de envenenamento.

Muitas das hemorraginas descritas sdo zinco-metaloproteases (Markland,1998).
Podem ser classificadas em dois grupos principais (Hutton et al., 1993), de acordo
com o tamanho e mecanismo de acdo. Um grupo € composto de moléculas
relativamente pequenas (20 a 25 kDa) e possuem geralmente propriedades
hemorragicas e fibrin(ogen)oliticas. Um segundo grupo € composto de proteinas
maiores (50 a 90 kDa), freqientemente possuindo uma regido semelhante as
desintegrinas em sua estrutura, o que lhes confere atividade antiagregante sobre as
plaquetas, pelo bloqueio da ligacdo do fibrinogénio as proteinas plaguetarias. Foi
relatado também que certas desintegrinas podem inibir a angiogénese, através da

inibicdo de integrinas (Clemetson et al., 2005).
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1.4 VENENOS DE SERPENTE COMO FERRAMENTAS DIAGNOSTICAS E

TERAPEUTICAS

A atividade de venenos de serpente sobre fatores da coagulacdo estimulou estudos
sobre a viabilidade de utilizagdo destes como agentes terapéuticos e como
ferramentas diagnésticas, sendo que nos dias atuais ja sdo comercializados para
estes fins diversos materiais isolados de venenos de varias espécies.

Diversos ensaios de fatores da coagulacdo que se utilizam de constituintes de
venenos de serpente foram desenvolvidos. Dentre 0os mais importantes estao:

- Ensaios de protrombina: ativadores de protrombina disponiveis
comercialmente incluem aqueles provenientes das espécies Echis carinatus
(Ecarin, Pentapharm), Notechis scutatus (Noscarin, Pentapharm), entre outros
(Marsh & Willians, 2005).

- Ensaios do Fator V: o veneno de Daboia russelli (vibora de Russel) contém
uma serinoprotease que ativa o fator V e € disponivel comercialmente
(RVV-V®, Pentapharm) para ensaios diversos envolvendo este fator (Marsh &
Willians, 2005).

- Ensaios do Fator X: o veneno de Daboia russelli contém um ativador de fator
X (RVV-X®, Pentapharm) utilizado em ensaios para medida do fator X
(Bachmann et al., 1958), para distinguir entre deficiéncias dos fatores VIl e X
(Quick, 1971) e em ensaios de lupus anticoagulante (Thiagarajan et al.,
1986).

- Ensaios de proteina C: o veneno de Agkistrodon c. contortrix contém um
ativador potente de proteina C que é disponivel comercialmente para ensaios

de Proteina C (Protac®, Pentapharm) segundo Marsh & Willians (2005).
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- Ensaios do Fator de von Willebrand: espécies do género Bothrops contém
uma proteina que ativa agregacao plaquetaria, que exige como cofator o fator
de von Willebrand (Read et al., 1983; Brinkhous et al., 1988; Marsh &
Willians, 2005), propriedade interessante para ensaios deste fator e é
disponivel comercialmente (Botrocetin®, Pentapharm)

- Ensaios de fibrinogénio: serinoproteases semelhantes a trombina séo
disponiveis comercialmente para ensaios de fibrinogénio. A mais bem
estabelecida é proveniente de Bothrops atrox (Batroxobin, Reptilase®,
Pentapharm). O Tempo de Reptilase é utilizado em lugar do Tempo de
Trombina em amostras de pacientes tratados com heparina, ja que esta nao
inibe a atividade sobre o fibrinogénio desta enzima, ndo ocorrendo 0 mesmo
com a trombina (Funk et al., 1971; Marsh & Willians, 2005).

Componentes de venenos de serpente tém sido muito estudados e sdo bastante
promissores como ferramentas diagndsticas e terapéuticas. Desintegrinas e lectinas
do tipo C, moduladores de fungéo plaquetaria, certamente serdo utilizadas no futuro
para diversos fins, diagnosticos e/ou terapéuticos (Ouyang et al.,1992; Andrews &
Berndt, 2000; Wisner et al., 2002).

Desintegrinas também tem sido avaliadas como agentes Uteis no tratamento de
neoplasias, uma vez que inibem a adesdo de células metastaticas, impedindo a
formacao de novos tumores (Yang et al., 2005).

Outros componentes de venenos de serpente, tais como metaloproteases e
serinoproteases (enzimas semelhantes a trombina), que atuam sobre o fibrinogénio
e sobre fibrina tem potencial para uso terapéutico, em pacientes com doencas
oclusivas ou com alto potencial para desenvolvimento de trombos (Marsh & Willians,

2005). Dentre as enzimas semelhantes a trombina disponiveis comercialmente para
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este uso terapéutico estd a denominada ancrod (Knoll Laboratories), proveniente de
Agkistrodon rhodostoma (Marsh & Willians, 2005; Sherman, 2002). Além desta
temos batroxobina, reptilase, crotalase e uma SVTLE proveniente de Agkistrodon

contortrix (Castro et al., 2004)

1.5 ENZIMAS SEMELHANTES A TROMBINA PROVENIENTES DE VENENOS

DE SERPENTES

Dentre os componentes dos venenos de serpente, as enzimas semelhantes a
trombina (SVTLE’s) estdo entre o0s mais estudados. Sao serinoproteases
(compartilham do mecanismo de catalise da tripsina) e sdo assim denominadas
devido ao fato de apresentarem atividade sobre o fibrinogénio analoga a trombina
(Pirkle,1998). Aproximadamente 100 SVTLE's foram descritas (Marsh & Willians,
2005), sendo que 88 destas encontradas em 35 espécies foram revistas (Pirkle,
1998), e a sequéncia primaria foi determinada parcialmente ou totalmente para 21
SVTLE's.

Segundo Pirkle (1998) as SVTLE's estdo distribuidas em varios géneros da
subfamilia Crotalinae, incluindo Agkistrodon (A. acutus, A.bilineatus, A. c. contortrix,
A. rodhostoma, etc), Bothrops (B. asper, B. atrox, B. jararaca, etc), Crotalus (C.
adamanteus, C. atrox, etc), Lachesis (L. muta, L. muta muta, L. m. noctivaga, etc),
Trimeresurus (T. flavoviridis, T. gramineus, etc), bem como em outras subfamilias,
Viperinae (Cerastes cerastes, Cerastes vipera e Bitis gabonica) e Colubrinae
(Dipholidus typus). Desde entdo véarias SVTLE’'s foram descritas na literatura,
inclusive em outras espécies destes mesmos géneros ou de um género diferente,

Gloydius (G. ussuriensis e G. shedaonensis) (Yang et al., 2002; Yang et al., 2003).
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1.5.1 Caracteristicas das SVTLE's

Os genes que expressam as SVTLE's sdo membros da familia da tripsina/
calicreina, compostos por cinco éxons e quatro introns, sendo a enzima em sua
forma madura codificada pelo éxons 2 até 5, com a triade catalitica sendo codificada
por éxons diferentes (Itoh et al., 1988).

Andlise comparativa da sequéncia primaria de diversas SVTLE's com
serinoproteases classicas, tais como quimotripsina, calicreina, trombina e tripsina
mostra esta relacao genética (Castro et al., 2004):

- a triade catalitica classica das serinoproteases (His57, Aspl02, Serl95,
tomando como base a seqiiéncia da quimotripsina) € bastante conservada
nas SVTLE’s. A trombina e a quimotripsina apresentam baixos graus de
similaridade com as SVTLE’s na seqUéncia primaria (26-33% e 24-31%
respectivamente) mas ainda sao funcionalmente analogas a estas;

- as SVTLE’'s sdo mais semelhantes a calicreina e a tripsina (34-40% e 31-
44% de semelhanca estrutural, respectivamente). Compartilham ndo s6 a
triade, mas também cinco pontes dissulfeto topologicamente equivalentes;

- a estrutura secundaria das SVTLE’s contém estruturas do tipo folhas beta,
estrutura bastante encontrada em outras serinoproteases relacionadas a
qguimotropsina (Perona and Craik, 1997; Krem et al., 2000).

As SVTLE’s apresentam entre si, com apenas uma excec¢ao descrita (Wang et al.,
2001), 12 residuos de cisteina nas mesmas posi¢cdes, que perfazem 6 pontes
dissulfeto (provavelmente 22-157, 42-58, 91-250, 136-201, 168-182 e 191-220), uma
vez que nao ha grupos tiois livres (Amiconi et al., 2000; Nikai et al., 1995; Parry et

al.,, 1998). Estas pontes dissulfeto se mostraram essenciais para a atividade
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catalitica destas enzimas, uma vez que o tratamento com agentes redutores como [3-
mercaptoetanol ou ditiotreitol (DTT) as inativam, como descrito para flavoridiobina,
originada de Trimeresurus flavoviridis (Pirkle et al., 1998; Tatematsu et al., 2000).

As SVTLE’s séo inibidas por moléculas inibidoras classicas de serinoproteases, tais
como DFP (fluorofosfato de diisopropil) e PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil), o que
confirma a funcédo de serinoprotease destas enzimas. Porém, dois inibidores de
tripsina sado ineficientes para algumas SVTLE’s (Pirkle, 1998).

As SVTLE’s sdo compostas por uma unica cadeia polipeptidica ou, mais raramente,
duas. A maioria apresenta glicosilacbes em residuos de asparagina, mas ndo em
posicdes conservadas. O conteudo de carboidratos ligados varia largamente (0 a
30% do peso), tendo participacdo, as vezes, no reconhecimento de substratos pela
enzima e, principalmente, na estabilizacdo da estrutura terciaria destas enzimas
(Castro et al., 2004).

Embora a regido central proxima a triade catalitica das SVTLE’'s seja bastante
conservada, estas enzimas apresentam consideraveis diferengas estruturais de uma
para outra (bem como em relacdo a trombina), o que explica as diferentes
especificidades e atividades em relacdo aos diversos inibidores e substratos em que
atuam (Krem & Di Cera, 2001). A discusséo deste tema é facilitada pelo uso da
nomenclatura sugerida por Schechter e Berger (1967), que sera utilizada neste
trabalho. Nesta nomenclatura os aminoacidos na por¢do N-terminal da ligacdo
peptidica clivada pela protease sdo enumerados de acordo com sua posi¢do na
cadeia partindo da ligacdo (P1, P2, P3 e assim por diante). Os aminoacidos da
porcdo C-terminal sdo enumerados como P1’, P2’, P3’, etc. J& os sitios da enzima
(um ou mais aminoacidos) que interagem com 0s substratos sdo enumerados como

S1,... ou S1,... de acordo com o aminoacido do substrato com o qual interage.
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Ja foi reconhecida a presenca de um sitio de ligacdo de sd6dio na molécula de
trombina (Di Cera et al., 1995; De Filipis et al., 2005). Foi demonstrado que o sodio
tem a propriedade de regular alostericamente a atividade da trombina. A atividade
da trombina sobre fatores procoagulantes, tais como PAR1 e fibrinogénio, &
dependente de sodio, enquanto a atividade sobre fatores anticoagulantes
(proteina C) ndo o €. Portanto, a disponibilidade de sd6dio no meio dita a
especificidade de acédo da molécula de trombina (Dang et al., 1995).

Estudos tém demonstrado que as SVTLE’s ndo séo reguladas alostericamente por
ions sadio (Castro et al., 2001), devido ao fato de ndo apresentarem este sitio de
ligacdo de sodio. Nas SVTLE’s, aparece Pro225 (assim como na tripsina), diferente
portanto da trombina, que apresenta Tyr225. A tirosina na posi¢cao 225 é essencial
para a estruturacéo do sitio de ligacdo do sodio na trombina e, conseqlientemente, a
regulacédo de sua atividade por estes ions (Castro et al., 2004; Guinto et al., 1999).
Sabe-se também que a trombina apresenta sobre sua superficie duas regides
carregadas positivamente (subsitios secundarios | e 1) e uma regido de natureza
hidréfoba que sdo importantes na ligacdo da trombina com seus substratos e
inibidores (Castro et al., 2004). A maioria das SVTLE's apresenta uma regiao
hidrofoba semelhante a trombina, mas ndo apresenta 0s sitios carregados
positivamente.

O subsitio secundario | é essencial para a interacdo da trombina (e subsequente
catalise) através de atracdo eletrostatica com seus substratos naturais. Fibrinogénio,
receptores de plaquetas (PAR-1 e PAR-3, glicoproteina Ib plaquetaria — GPIb),
porcdo C-terminal da hirudina (inibidor natural de trombina derivado de
sanguessugas) e trombomodulina interagem com trombina através desta regidao. O

subsitio secundario Il € responsavel pela interacdo da heparina com a trombina.
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Consequentemente, alguns inibidores de trombina sdo ineficientes para SVTLE's.
Outra consequéncia destas diferencas estruturais entre trombina e SVTLE's é a
diferenca de comportamento frente ao fibrinogénio. A trombina cliva o fibrinogénio
em duas ligacdes Arg-Gly, uma na cadeia Aa (liberando FPA) e outra na cadeia Bf
(liberando FPB). Algumas SVTLE’s clivam o fibrinogénio em ambas as cadeias, mas
a maioria delas cliva o fibrinogénio em apenas uma cadeia (Aa ou BB). As SVTLE’s
podem entdo ser classificadas de acordo com sua atividade sobre fibrinogénio:
SVTLE’s FP-A ou venombin A (clivam preferencialmente a cadeia Aa liberando
FP-A), SVTLE's FP-B ou venombim B (clivam preferencialmente a cadeia Bf
liberando FP-B) e SVTLE"s FP-AB ou venobim AB (Kornalik, 1990; Markland, 1997).
A clivagem do fibrinogénio em apenas uma cadeia leva a formacdo de mondémeros
de fibrina anormais, que se polimerizam, porém numa fragil rede que ndo é
reconhecida pelo fator Xlll (responsavel pelo fortalecimento da rede de fibrina) e,
consequentemente, é facilmente disperso pela corrente sanguinea e séo facilmente
susceptiveis a plasmina. Isto leva a um quadro de hipofibrinogenemia e
hipocoagulabilidade, agcdo contraria, portanto, a da trombina sobre a coagulagéo
(Castro e al., 2004).

Algumas SVTLE’s, induzem agregacdo plaquetaria pela protedlise de receptores
plaquetarios (PAR1 e PAR4), porém com atividade bem menor do que a trombina
(Castro et al.,, 2004). Esta propriedade pode levar ao uso destas enzimas para
estudos sobre plaquetas.

SVTLE’s geralmente ndo atuam sobre outros fatores da coagulacdo que néo o
fibrinogénio. Mas existem algumas exce¢des. SVTLEs que ativam o Fator XlIl foram
descritas nos géneros Agkistrodon, Bitis, Bothrops, Cerastes e Trimeresurus (Pirkle,

1998). Uma serinoprotease que ativa o Fator V foi descrita em Agkistrodon contortrix
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contortrix (contortrixobina) (Amiconi et al., 2000), com atividade 250 a 500 vezes
menor que a trombina (Rosing et al., 2001). Em Bothrops jararaca e Bothrops atrox
(botrombina e trombocitina, respectivamente) foram descritas SVTLE's que ativam
fator VIII (Niewiarowski et al., 1979; Nishida et al., 1994). Foi descrita para
cerastocitina (Marrakchi et al., 1995) a propriedade de ativar o fator X.

Dentre as propriedades das SVTLE's totalmente distintas da trombina estéo
algumas atividades sobre sistema nervoso descritas. LM-TL, proveniente de
Lachesis muta, exibiu uma interessante propriedade: quando injetada na corrente
sanguinea de ratos induziu episddio temporarios de rotacdo em torno do eixo
longitudinal do corpo do animal (Silveira et al., 1989; Da Silva et al., 1989).
Batroxobin, de Bothrops atrox, mostrou atividade neuroprotetora em ratos com
desordem de memdria espacial por isquemia do lobo temporal esquerdo. Mostrou
também atividade interferente sobre a expressdo de c-Jun, NCAM (neural cell
adhesion molecule), HSP32 e HSP70 (Wu et al, 2001; 2000a; 2000b).

Varias SVTLE's exibem atividade semelhante a calicreina, liberando cininas
(principalmente bradicinina) através de protedlise de cininogénios plasméticos, o que
leva a um efeito hipotensor (Matsui et al., 2000; Komori and Nikai, 1998; Markland et
al., 1982).

Outra atividade biologica foi verificada em uma SVTLE proveniente de Trimeresurus
flavoviridis, flavoxobina. Esta enzima mostrou atividade sobre o sistema do
complemento, ativando C3 (atividade de C3 convertase) por clivagem da ligacao

Arg726-Ser727 (Yamamoto et al., 2002).
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1.6 SERPENTE Bothrops leucurus

A espécie Bothrops leucurus (Wagler, 1824) pertence a familia Viperidae, segundo
Campbell & Lamar (1989). E popularmente conhecida como jararaca-do-rabo-branco
e/ou caicara (quando filhote) e malha-de-sapo, cabeca de capanga, jaracucu,
jararacucu, jaracucu-de-quatro-ventas, caicaca, patrona e jararaca (quando adulta).
E uma espécie terricola, noturna e habita as Florestas Tropicais Caducifélias e
Subcaducifdlias, areas de tensdo ecologica (entre cerrado e Florestas Tropicais
Caducifdlias e Subcaducifélias, entre a restinga e a Floresta Tropical Atlantica nos
seus diferentes niveis de degradacdo), campos rupestres remanescentes da
Floresta Tropical Atlantica, incluindo areas de forte acdo antropica, urbanizadas e
campos cultivados (Porto & Teixeira, 1995).

A B. leucurus (Porto & Teixeira, 1995) apresenta um par de fossetas loreais (6rgéo
termorreceptor), um olho e uma narina de cada lado de sua cabeca, dai sua
denominacgdo popular de cobra de “quatro-ventas”. A denti¢cdo € do tipo solendide (1
par de dentes anteriores modificados em presas inoculadoras de veneno, grandes,
moveis, totalmente canaliculadas e recobertas por uma bainha protetora). A cabeca
é triangular (figura 02), com numerosas escamas pequenas e irregulares no topo e a
cauda tem escamas lisas, sem nenhum tipo de modificacdo. E uma espécie de
médio porte (28 a 187 cm) que possui varios padrdes de coloracdo. Diferengas mais
marcantes podem ser encontradas entre individuos adultos e jovens. Geralmente
apresentam um padréo dorsal cinza ou amarronzado, com manchas negras em
formato de “V” invertido. Apresentam também uma faixa pés-ocular bem definida e
um ventre enxadrezado de coloracgéo cinza e amarelada.

A dieta desta serpente (Lira-da-Silva, 1996a) é composta por pequenos lagartos e
anfibios (filhotes) e roedores (adultos). A parte distal da cauda em machos jovens
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tem a cor amarelada ou branca, servindo de engodo caudal para atrair presas

Figura 2 — Serpente Bothrops leucurus

insetivoras (lagartos e anfibios). Nesta fase do desenvolvimento fica facil a distingéo
sexual, ja que as fémeas jovens tem a parte distal da cauda acinzentada.

E uma espécie vivipara (Lira-da-Silva et al, 1994b), sendo a primavera (setembro e
outubro) a época preferencial para a corte e 0 verao (janeiro a margco) para o
nascimento dos filhotes. O periodo de gestacdo €, portanto, algo em torno de 5
meses. Em cada ninhada ocorrem em média 12 nascimentos (40% fémeas e 60%

machos), com os filhotes pesando entre 2 e 7 gramas.

1.6.1 Distribuicdo Geografico-Epidemiologica
A espécie Bothrops leucurus ocorre do Ceara, no Nordeste brasileiro até o espirito
Santo, na regido Sudeste (Lira-da-Silva et al, 1996b), em ambientes Umidos ou

secos, em altitudes de até 500 metros. Na Bahia, esta espécie ocorre em todo o
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estado com excecdo do Vale do Rio Sdo Francisco (caatinga) e extremo-oeste
(cerrado).

Dos acidentes por picadas de serpentes venenosas registrados na Bahia (Lira-da-
Silva et al, 1996¢; 1994a; 1993) no periodo de 1982 a 1992, 94% foram causados

por Bothrops leucurus e ocorreram na regido metropolitana de Salvador.

1.6.2 Efeitos Bioldgicos do Veneno de  Bothrops leucurus

O veneno de Bothrops leucurus ainda € muito pouco estudado, tendo sido alvo de
pouquissimos trabalhos publicados. Mas alguns destes trabalhos mostram que 0s
efeitos biologicos devidos ao envenenamento por Bothrops leucurus tem perfil
semelhante aqueles apresentados por outras serpentes do género Bothrops, dentre
elas B. jararaca (Sanchez et al., 1992), ou seja, atividade coagulante sobre o
fibrinogénio in vitro, hemorragia, edema, necrose tecidual, faléncia renal in vivo.

Prianti,Jr, A.C.G. et al. (2003), comparando a concentracdo protéica (Lowry,1951) e
as atividades de fosfolipase A, (Holzer and Mackessy,1996) e proteolitica sobre
caseina (Kunitz,1947) dos venenos de B. jararaca e B. leucurus verificou que,
quanto a concentragdo protéica, o veneno de B. leucurus apresentou 92.7 % do seu
peso seco em proteinas, enquanto o veneno de B. jararaca apresentou 79.9 % do
seu peso seco em proteinas; quanto a atividade de fosfolipase A, foi de 2.84 (A
425nm/MQ) para o veneno de B. leucurus e de 0.30(A 425nm/MQg) para o veneno de
B.jararaca. Quanto a atividade proteolitica sobre caseina verificaram 94.4 (U/mg)
para o veneno de B. leucurus e 60.5 (U/mg) para o veneno de B. jararaca. Dos
resultados experimentais destes autores podemos observar que o0 veneno de

B. leucurus é 1.16 vezes mais concentrado em proteinas se comparado ao veneno
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de B. jararaca. Quanto a atividade de fosfolipase A, é 9.5 vezes mais ativo e quanto
a atividade proteolitica sobre caseina é 1.6 vezes mais ativo. Neste mesmo trabalho
foram descritas mais algumas atividades importantes do veneno de B. leucurus:

- apos prévia incubacédo com o veneno, uma preparacdo neuromuscular de ave
teve diminuicdo na resposta a acetilcolina e potassio, demonstrada por
diminuicdo na contratibilidade muscular, irreversivel apos lavagem. Isto se da
provavelmente devido a acdo de proteases do veneno, que podem hidrolisar
proteinas componentes dos receptores nicotinicos e proteinas das fibras
musculares e de membrana;

- 0 Vveneno causou alteracdes histologicas importantes na preparacdo muscular
tais como, presenca de vacuolizacdo celular, escuras células compactadas,
membranas lesadas, degradacao de miofibrilas, além de hipercontratura das
fibras musculares;

- 0 veneno mostrou atividade liberadora de creatinoquinase (CK) pela
preparacao apos incubacgéo, o que também indica dano celular.

Um outro trabalho (Mise et al., 2003) também mostrou haver dano em tecidos
musculares, através da medida de creatinoquinase sérica ap0s injecdo intramuscular
do veneno.

Prianti (2004), num trabalho mais recente, descreveu a atividade edematogénica do
veneno de B. leucurus em patas de rato frente a diversas substancias (inibidores de
ciclooxigenase, inibidores da sintese de 6xido nitrico e anti-histaminicos) e concluiu
gue o veneno causa edema em patas de ratos mediado por 6xido nitrico, histamina
e metabdlitos formados a partir do acido araquidénico pela acdo das

ciclooxigenases.
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1.6.3 Enzima Semelhante a Trombina Presente no Vene no da Serpente

Bothrops leucurus

Segundo Magalhdes et al. (2004) a leucurobina é uma glicoproteina monomérica
com massa molecular de 35 kDa que decresce para 29 kDa ap0s deglicosilagdo com
N-glicosidase F (PNGase F). Neste trabalho o0s autores sequenciaram
aproximadamente 98% da protease apos digestdo por endoproteases e obtencao
dos fragmentos de peptideos. Observou-se quase 100% de identidade sequencial
com a batroxobina do veneno de Bothrops atrox. Na sua atividade sobre o
fibrinogénio hidrolisa mais rapidamente a cadeia a do fibrinogénio liberando
rapidamente o fibrinopeptideo A, e mais lentamente o fibrinopeptideo B por hidrolise
lenta da cadeia B do fibrinogénio. A atividade coagulante especifica € de 198
unidades NIH/mg do fibrinogénio humano. A leucurobina ndo ativa o fator Xl da
coagulagdo nem libera cininas de plasma bovino tratado pelo calor. Na
caracterizagdo cinética da leucurobina, utilizou-se quatro substratos do tipo
tripeptidil-pNA a saber: D-Val-Leu-Arg-pNA (substrato de calicreina glandular);
D-Pro-Phe-Arg-pNA(substrato de calicreina plasmatica); Bz-Phe-Val-Arg-pNA
(substrato de trombina) e D-Val-Leu-Lys-pNA (substrato de plasmina). Para estes
substratos utilizados, a leucurobina apresentou uma maior especificidade (maior
valor de kca/Ky) para o substrato D-Val-Leu-Arg-pNA.

Neste trabalho, ficou demonstrado que a leucurobina apresenta uma constante de
especificidade 16 vezes maior para D-Val-L-Leu-L-Arg-pNA, em comparagcdo com
D-Val-L-Leu-L-Lys-pNA, indicando uma elevada preferéncia por Arg em P1, em
detrimento de Lys. Determinou-se também a constante de inibicdo para a

benzamidina (Ki =2.4 mM), utilizando como substrato Bz-L-Arg-pNA.
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1.7 CARACTERIZACAO CINETICA DE PROTEASES TROMBICAS

Para o estudo das caracteristicas bioquimicas de proteases (SVTLE’s entre elas)
pode-se lancar mao de diversas ferramentas experimentais. Para a caracterizacao
cinética, uma das ferramentas mais utilizadas é a obtencdo de parametros cinético-
enzimaticos da enzima a ser estudada (Ky, Kca, Kkecat/Kym) para substratos
cromogénicos sintéticos.

A utilizacdo de substratos sintéticos € justificada tendo em vista a alta dificuldade de
se obter os substratos naturais em quantidades apreciaveis e graus de pureza
aceitaveis. Em um trabalho de Friberger (1982) sobre 0 uso de substratos peptidicos
cromogénicos, tais como os peptidil-pNA’s, foi verificada a superioridade do uso
destes substratos sobre os substratos naturais e substratos sintéticos (ésteres de
lisina e arginina). Os substratos cromogénicos do tipo peptidil-pNA mimetizam
sequéncias curtas de aminoacidos dos substratos naturais e permitem o0
acompanhamento da hidrdlise destas ligacbes peptidicas por leitura
espectrofotométrica, facilitando enormemente a obtencdo dos parametros cinéticos
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Figura 3 — Mimetizacdo de uma seqiiéncia de aminoaci dos de um substrato natural por um
substrato do tipo peptidil-pNA (4-Nitroanilidas)
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das enzimas que clivam estas ligac6es. Outra vantagem do uso destes substratos &

o fato de que se pode sintetizar sequéncias especificas de aminoacidos (Figura 3), o

que permite verificar a influéncia da seqiéncia peptidica do substrato na atividade

catalitica da enzima.

Estes parametros podem ser utilizados devido aos seus significados

termodinamicos, segundo Stryer (1996):
Constante de Michaelis (K y) — 0 Ky € a concentracdo de substrato na qual
uma determinada enzima trabalha com metade de sua velocidade maxima. No
caso de hidrélise de amidas catalizadas por serinoproteases, como é o caso da
atividade da leucurobina sobre os substratos do tipo peptidil-pNA, o valor de Ky
€ bastante préoximo do valor da constante de ligacdo enzima-substrato, e o0 seu
inverso (1/Ky) nos da uma idéia da afinidade que a enzima apresenta pelo
respectivo substrato, o que depende da estrutura tridimensional e da natureza
guimica dos substratos e do centro ativo da leucurobina. Temos portanto que
quanto menor o valor de Ky, maior serd a afinidade que a leucurobina
apresentara pelo substrato. Mas apenas o grau de afinidade (1/Ky) de uma
enzima por um determinado substrato ndo nos diz muita coisa acerca da
atividade enzimatica. A velocidade do ciclo de catalise também é importante,
como descrito a frente.
Constante catalitica (k cat) — 0 keat € @ quantidade de ciclos cataliticos que
cada unidade de enzima ativa processa por unidade de tempo, geralmente
expresso em s'. Sabe-se que as enzimas aceleram reacdes por que reduzem
a energia de ativacdo destas. As enzimas causam reducdo da energia de
ativacdo por que se ligam ao estado ativado dos seus substratos,

estabilizando-os e reduzindo assim seu nivel energético. Portanto, assim como
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0 Ky, 0 kear depende da estrutura tridimensional e da natureza quimica dos
substratos e do centro ativo da leucurobina. Da mesma forma que o Ky, o valor
de ket isolado é de pouca informacdo. Dai ser calculada a constante de
especifidade para cada substrato.

Constante de especificidade (k cat/Kyp) - a relacdo Kkea/Ku conjuga os dois
parametros anteriores e da uma idéia da eficiéncia catalitica de uma enzima
pelo respectivo substrato. Bons substratos sdo aqueles que séao rapidamente
processados e que se ligam bem a enzima. Estes apresentam portanto alta
relacdo kea/Kmv. Como podemos ver, um substrato que se liga muito bem, mas
tem um ciclo de catalise longo ndo apresentara uma boa relacdo Kca/Ky. Da
mesma forma ocorre com aquele substrato que é rapidamente processado, ou
seja, tem um ciclo catalitico rapido, mas que ndo apresenta um grau de
afinidade adequado com a enzima. Substratos que ndo se ligam bem e séo
lentamente processados apresentardo valores de Kkq/Ky ainda mais baixos,

significando que a atividade da enzima sobre eles é baixa.

Desta forma, a obtencdo destes parametros de uma determinada enzima para

substratos que diferem em sua seqiéncia de aminoacidos, pode revelar informacdes

importantes acerca da estrutura tridimensional do centro ativo desta enzima, bem

como de suas preferéncias com relagdo aos substratos naturais sobre os quais tal

enzima age.

A linguagem utilizada nos trabalhos cientificos voltados para este tipo de estudo

geralmente leva em conta a nomenclatura sugerida por Schechter e Berger (1967).

Nesta nomenclatura os aminoacidos na por¢do N-terminal da ligacdo peptidica

clivada pela protease sdo enumerados de acordo com sua posicdo na cadeia

partindo da ligacdo (P1, P2, P3 e assim por diante). Os aminoécidos da porgéo
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C-terminal sdo enumerados como P1’, P2’, P3’, etc. Ja os subsitios da enzima (um
ou mais aminoacidos) que interagem com o0s substratos sdo enumerados como
S1,... ou S1',... de acordo com o aminoacido do substrato com o qual interage.
Portanto, o aminoacido em P1 interage principalmente com S1 (subsitio 1) na
enzima, o aminoacido em P2 interage com S2 e assim por diante.

Os valores dos parametros cinéticos se tornam bastante Uteis como fonte de analise
da estrutura do centro ativo de uma enzima quando se comparam substratos
semelhantes na sua sequéncia polipeptidica, mas que diferem em uma posic¢ao. Por
exemplo, um substrato do tipo Leu-Pro-Phe-Arg-pNA e outro semelhante
Leu-Pro-Phe-Lys-pNA. Perceba que estes substratos s6 se diferem na posicdo P1,
adjacente a ligacdo peptidica clivada. Enquanto o primeiro tem Arg em P1l, o
segundo apresenta um residuo de Lys. Os valores de Ky e K¢t que estes substratos
apresentardo para uma determinada enzima serao diferentes, e estas diferencas se
deverdo a natureza do grupo que ocupa Pl no substrato e de como este grupo
interage com a regido S1 na enzima. Como esta interacdo € de natureza quimica,
conhecendo as seqliéncias peptidicas dos substratos podemos tecer algumas
consideracdes a respeito do centro ativo da enzima e de seus subsitios S1, S2, S3,

etc.
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
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O estudo das proteases ativas na hemostasia pode trazer, sem sombra de davidas,
um melhor entendimento dos mecanismos bioquimicos que estdo envolvidos na
coagulacéao.

Além disto, estas proteases tem potencial para serem utilizadas como reagentes
laboratoriais e como agentes terapéuticos.

Os venenos das serpentes do género Bothrops tém se mostrado como fontes ricas
destas proteases e apresentam como efeito tipico “in vivo” um intenso sangramento,
resultado da interacéo destas enzimas com os diversos fatores da coagulacéo, o que
leva a uma desordem no equilibrio hemostatico, podendo provocar a morte da vitima
por sangramento extensivo.

Entre os venenos das serpentes do género Bothrops, foi escolhido como objeto do
presente estudo o veneno da serpente brasileira Bothrops leucurus, por ser ainda
um veneno pouco estudado.

O objetivo geral deste trabalho € a caracterizacdo de algumas propriedades da
leucurobina, uma SVTLE presente neste veneno, por estudos com substratos
cromogénicos sintéticos e com fibrinogénio purificado ou em plasma humano, que é
um substrato natural para esta enzima.

Em trabalho anterior de Magalh&es et al. (2004), com a intencéo de purificar enzimas
de venenos de serpentes, desenvolveu-se o0 sistema de purificagdo por
cromatografia: filtracdo em gel de Sephacryl S-200 seguida por coluna da afinidade
em Sepharose-Agmatina e coluna de troca-ionica.

Obteve-se, utilizando deste método, a leucurobina na sua forma pura, evidenciada
por revelacdo de banda Unica em eletroforese em gel de poliacrilamida.

Em outro trabalho, Magalhdes et al. (1992) obteve a constante de especificidade

(kcat /Km) da enzima Protease Trombica L. muta muta (PTLM) para os quatro
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substratos citados acima além do K; para a benzamidina. De acordo com estes
dados podemos ver que a kqa/Ky de PTLM é da ordem de 100 vezes maior sobre os
substratos testados em comparacdo com os dados obtidos para leucurobina. A
benzamidina mostrou ter uma poténcia de inibicdo também da ordem de 100 vezes
maior para PTLM em comparacao com a leucurobina.

Considerando que a leucurobina ndo apresentou uma atividade enzimética tao
pronunciada como a PTLM para os substratos e inibidores ja testados, faz-se
necessario a ampliacdo dos estudos cinéticos com substratos com aminoacidos
distintos daqueles ja testados, no sentido de identificar os melhores substratos do
tipo peptidil-pNA para esta protease ainda ndo adequadamente caracterizados do
ponto de vista cinético.

Para isto foram escolhidos no banco de substratos do Laboratério de Bioquimica
Clinica da Universidade Federal de Minas Gerais 11 substratos com sequéncias de
aminoacidos diferentes dos substratos previamente estudados e foi feita a
determinacdo dos parametros cinéticos (Ku, Vimax, Kcat € Kcat/Ki) de todos eles a partir
da determinacédo das velocidades iniciais de hidrélise em tempo fixo. Posteriormente
testou-se a atividade da enzima sobre o substrato que apresentou maior relagcéo
kca/Km Na presenca de crescentes concentragbes de alguns cations mono e
divalentes. Foi testada também a atividade de trombina humana e betatripsina
bovina sobre este substrato, enzimas cujos centros ativos ja foram bastante
descritos. Além disto foi verificada a atividade da leucurobina deglicosilada sobre o
substrato cromogénico e, finalmente, testou-se a atividade da leucurobina nativa e
deglicosilada sobre plasma humano citratado e sobre fibrinogénio humano

purificado.
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3.1 MATERIAL

3.1.1 SOLUCAO DE LEUCUROBINA

Partindo de uma amostra ja purificada da leucurobina fornecida pela Fundacgéo
Ezequiel Dias, foi preparada uma solucéo de trabalho com concentracdo de 1 mg/mL
de leucurobina em solugédo de NaCl 0,9% p/v, ndo tamponada. Esta solucdo foi
entdo subdividida em 15 aliquotas de 1,0 mL, que foram entdo estocadas em

refrigerador a 18°C negativos para uso posterior.

3.1.2 SOLUCAO DE LEUCUROBINA DEGLICOSILADA

Uma solucdo de leucurobina com concentragdo de 0,903 mg de proteina/mL foi
tratada pela enzima PNGase para que fosse retirada a fragdo glicidica da enzima.
Uma outra aliquota desta mesma solucdo ndo foi tratada e foi usada em teste

paralelo. Ambas solugdes foram fornecidas pela Fundacéo Ezequiel Dias.

3.1.3 SOLUCOES DE CATIONS MONO E DIVALENTES

Foram preparadas solu¢cdes de NaCl, KCI, MgCl, e CaCl, com concentracdo de

1,0M em agua destilada. Os reagentes utilizados foram de grau de pureza para

andlise.

37



3.1.4 SOLUCOES DE SUBSTRATOS CROMOGENICOS

Foram preparadas solugcdes de 11 substratos organicos do tipo peptidil-pNA

enumerados a frente, pela solubilizacdo do substrato em dimetilformamida a 10% v/v

em solucdo NaCl 0,9% pl/v.

3.1.5 SOLUCAO TAMPAO TRIS-HCI pH 8,0

A solucédo tampéao TRIS-HCI 0,1M pH 8,0 foi preparada pela solubilizacdo do Tris-

Hidroximetil-Aminometano em agua destilada a 0,1 mol/L, sendo posteriormente

corrigido o pH com HCI 0,1 mol/L pelo acompanhamento com um pHmetro digital.

3.1.6  SOLUCAO DE FIBRINOGENIO BOVINO PURIFICADO

A solucéo de fibrinogénio bovino foi preparada na concentracao de 4,0 mg/mL em

tampéao TRIS-HCI 0,1M pH 8,0.

3.1.7 PLASMA HUMANO CITRATADO

O plasma humano foi obtido por centrifugacdo de sangue de paciente com

parametros hemostaticos normais. O sangue foi colhido por puncdo venosa de

paciente em jejum e adicionado de citrato de sodio para anticoagulacao.
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3.2 EQUIPAMENTOS

Espectrofotdbmetro Semi-automatico BTR-310 (Fabricante: Biotron)
Coagulémetro Semi-Automatico Coagutimer Il (Fabricante: Inlab)
Balanca Analitica

Banho-Maria com controle de temperatura

Crondémetro

Micropipetas de volumes diversos

3.3 REAGENTES

Tris-hidroximetil-aminometano
Dimetilformamida

Leucurobina purificada nativa e deglicosilada
B-Tripsina Bovina

Trombina Humana 100NIH (Human Diagnostics)
Fibrinogénio Bovino purificado

p-Nitroanilida pura (Merck)

PNGase

Cloreto de Sdédio P.A.

Cloreto de Magnésio P.A.

Cloreto de Potassio P.A.

Cloreto de Calcio P.A.

Citrato de so6dio
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Substratos cromogénicos do tipo peptidil-4-Nitroanilidas utilizados no trabalho:

AC-L-Leu-L-Arg-pNA

AC-L-His-L-Arg-pNA

AC-L-Ala-L-Phe-L-Arg-pNA

D-Phe-L-Pro-L-Arg-pN

BZ-L-Gly-L-Pro-L-Arg-pNA

AC-L-Pro-L-Phe-L-Arg-pNA

BZ-L-Pro-L-Phe-L-Arg-pNA

D-Phe-L-Leu-L-Arg-pNA

BZ-L-lle-L-Glu-L-Gly-L-Arg-pNA

D-lle-L-His-L-Pro-L-Arg-pNA
Os substratos utilizados foram gentilmente fornecidos pelo Laboratorio de Sintese de
Peptideos do Departamento de Biofisica da Escola Paulista de Medicina —

UNIFESP.
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3.4 METODOLOGIA

3.4.1 Determinacdo dos parametros cinéticos da leuc urobina para os

subtratos cromogénicos do tipo peptidil-pNA

Os parametros cinéticos da leucurobina para cada substrato foram obtidos pela
medida da velocidade inicial de hidrolise em pH 8,0 em 7(sete) concentracfes
diferentes do substrato, com concentracao fixa de enzima. As medidas foram feitas
em duplicatas e tratadas estatisticamente segundo metodologia proposta por
JUNQUEIRA e MARES-GUIA (1990), a qual nos fornece os valores de Ky € Vmax,
permitindo posteriormente, a partir da concentragcdo molar da leucurobina na solugao
de reacdo, a obtencdo dos valores de kcar € kea/Km, A técnica de medida da
velocidade inicial foi padronizada em espectrofotdmetro da marca Biotron BTR-310.
O equipamento faz leituras de absorvancia em tempos fixos programaveis, o que
permite 0 acompanhamento a 405nm do andamento da reacdo e calculo da
velocidade inicial pelo uso do coeficiente de extingdo molar obtido para a p-
nitroanilida (8.793 M™.cm™) no presente trabalho.

O coeficiente de extincdo molar da paranitroanilida foi obtido por uma curva de
calibracédo feita no equipamento, para a qual para a qual foi utilizada p-Nitroanilina
pura como padréo.

Paralelamente a obtencdo dos parametros cinéticos da leucurobina para o substrato
em analise, obteve-se a atividade enzimatica da aliquota em uso para uma certa
concentracdo do substrato Bz-L-Arg-pNA, o que permitiu acompanhar se a atividade
enzimatica estava sendo mantida ao longo dos dias de obtencdo dos dados, o que

foi verificado.
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3.4.2 Obtencao dos valores de K\ de D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA para B-Tripsina e

Trombina Humana

Os valores de Ky de D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA para B-tripsina bovina e trombina
humana foram obtidos da mesma forma que para a leucurobina, ou seja, atraves da
medida da velocidade inicial de hidrdlise deste substrato em 07 (sete) concentracbes
diferentes do substrato, compreendidas entre 5 a 225 yM. Os valores obtidos foram

tratados pelo software de Cinética Enzimatica SICEB.

3.4.3 Verificacdo do efeito de céations mono e dival entes sobre a atividade

amidasica da leucurobina

Utilizando do substrato D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA, que foi 0 que apresentou a maior
relagdo kca/Kw, fez-se a medida da atividade amidasica da enzima em diferentes
concentragfes dos seguintes cations: sodio, potassio, magnésio e calcio, todos na
forma de cloretos, mantendo-se a concentracédo do substrato e da enzima fixas em
0,15x10° M e 2,0x10 mg/mL respectivamente. As concentracées salinas na solucao

de reacgéo variaram de 0 a 0,15 M.

3.4.4 Verificacdo da atividade amidasica da leucuro  bina deglicosilada frente

ao substrato cromogénico de maior constante de espe cificidade

Uma solucdo de leucurobina de 0,90 mg/mL, deglicosilada pela acdo de uma
PNGase, teve sua atividade verificada frente ao substrato cromogénico do tipo

peptidil-pNA de maior constante de especificidade dentre os testados neste trabalho.
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A enzima deglicosilada foi testada em paralelo com outra solucdo de leucurobina
nativa com a mesma concentracdo de enzima ativa (0,90 mg de proteina/mL). Foi
medida a velocidade inicial de hidrolise do substrato pelo acompanhamento da
variacdo de absorvancia a 405 nm causada pela liberacdo de p-nitroanilina no meio
de reacdo. A concentracdo inicial do substrato foi de 8,8 x 10* M e as medidas
foram feitas em triplicata, estando a concentracdo de enzima também fixa no meio

de reacéo.

3.4.5 Verificagdo da atividade coagulante da leucur obina nativa e

deglicosilada sobre plasma humano citratado

Para verificar a atividade coagulante da leucurobina nativa e deglicosilada sobre
plasma humano citratado foi utilizada a medida do tempo de formacé&o de coagulo de
fibrina no plasma apos a adicdo da leucurobina. O tempo de coagulagéo foi medido
através de um coagulémetro semi-automatico, sendo as medidas feitas em triplicata.
Para este experimento utilizou-se das mesmas solu¢cdes de leucurobina, nativa e
deglicosilada, utilizadas no experimento anterior. Estas solugbes apresentavam
iguais concentragcfes de proteina em peso (0,90 mg de proteina/mL). O experimento
consistiu na adicdo de 10 pL de leucurobina (nativa ou deglicosilada) a 200uL de

plasma humano citratado e medida do tempo de formacao do coagulo.

43



3.4.6 Verificagdo da atividade coagulante da leucur obina nativa e

deglicosilada sobre fibrinogénio bovino purificado

A verificacdo da atividade coagulante da leucurobina nativa e deglicosilada sobre
fibrinogénio bovino purificado foi feita de forma semelhante ao experimento anterior.
O equipamento utilizado, bem como as solugcbes de leucurobina nativa e
deglicosilada, foram os mesmos. A solucdo de fibrinogénio bovino tinha a
concentracdo de 4,0 mg/mL. O protocolo experimental seguido foi idéntico ao do
item 3.4.5, com a substituicdo do plasma humano pelo mesmo volume da solucéo de

fibrinogénio bovino preparada.

3.4.7 Verificacdo da atividade coagulante da leucur obina sobre fibrinogénio

na presenca de cations mono e divalentes

A verificacdo da atividade coagulante da leucurobina sobre fibrinogénio na presenca
de cations mono e divalentes foi feita também pela contagem do tempo de formacao
do coagulo de fibrina ap6s adicdo de leucurobina purificada nativa em solucao
aqguosa de fibrinogénio bovino purificado contendo concentracdes crescentes de
ions sddio, potassio, calcio e magnésio.

Nas solucdes de reagdo a concentracado de leucurobina foi de 0,034 mg/mL e de
fibrinogénio bovino foi de 3,25 mg/mL.

O tempo de coagulacdo foi medido em triplicata em solugdes de reagao contendo
um dos cations enumerados anteriormente em diferentes concentragdes: 0 (zero) a

0,15 M.
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4 RESULTADOS



4.1 OBTENCAO DO COEFICIENTE DE EXTINCAO MOLAR DA

p-NITROANILIDA A 405 nm

Tabela 2 : Absorvancia em 405 nm em funcdo da conce ntracdo de p-Nitroanilina

[PNA] M (x 10°°) ADS (405 nm)
11,077 0,095
22,154 0,197
44 307 0,403
88,615 0,791
110,769 1,002
132,922 1,168
177,230 1,546
221,537 1,937
201 y = 8793,1x
1,8 - R?=0,9995
1,6
1,4
€ 12
a3
S 1,0
@208 -
< 0,6
0,4
0,2
0,0 T T T T 1
0,0E+00 5,0E-05 1,0E-04 1,5E-04 2,0E-04 2,5E-04

[PNA] (M)

Figura 4 — Variacdo da absorvadncia a 405 nm em fun¢ &o da concentragdo molar de
p-Nitroanilida

Coeficiente de extingdo molar obtido a 405 nm : 8793,1 Mt.cem?
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4.2 PARAMETROS CINETICOS DA LEUCUROBINA OBTIDOS FRE NTE AOS

DIVERSOS SUBSTRATOS CROMOGENICOS

Tabela 3 — Parametros cinéticos da leucurobina para  os substratos cromogénicos trabalhados.

Posicéo relativa do aminoacido (M; 10° (kSC."i‘; (E‘?f*_tll\lfl.“l”)
P5 P4 P3 P2 Pl

D-Phe L-Pro L-Arg 152 + 1,0 0,359 23.618

D-Phe  L-leu  L-Arg 452 + 56 0815 18.031

L-lle L-His L-Pro L-Arg 236 = 57 0,087 3.686

AC L-leu  L-Arg 8421 +2443 2,823 3.352

AC  L-Ala  L-Phe  L-Arg 5326 * 594 1723 3.235

Bz LGy L-Pro  LAmg 545 + 125 0,161 2.954

BZ Llle L-Gu LGy  LAmg 278 + 105 0,036 1.295

AC  LPro  L-Phe L-Arg 1893 =+ 334 0241 1.273

AC L-His  L-Arg 2095 + 663 0171 816

BZ L-Arg 1459 *+ 193 0,113 775

BZ LPro LPhe L-Arg 3718 % 783 0273 734

47



4.3 CONSTANTE DE MICHAELIS (Kum) DE B-TRIPSINA, TROMBINA BOVINA E

LEUCUROBINA SOBRE D-Phe-L-Pro-L-Arg-p NA

Tabela 4 — Valores de K \ para D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA das proteases  B-tripsina, trombina
bovina e leucurobina

. K
Enzima (M)_%e
Leucurobina 152 + 1,0
B-Tripsina 215 + 45

Trombina bovina 41,2 + 5,6
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4.4 ATIVIDADE AMIDASICA DA LEUCUROBINA SOBRE

D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA  NA PRESENCA DE CATIONS MONO E

DIVALENTES

100,0
100,0 -

90,0 83,1
80,0 -
70,0 1 62,4
60,0 1 51,1
50,0 -
40,0 -
30,0 -
20,0 A
10,0 A
0,0

% Atividade

0 0,0377 0,0755 0,1509
(KT (M)

Figura 5 — Atividade relativa da leucurobina sobre D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA em funcdo da
concentracao de ions potassio

100,0

100,0 -
90,0 -
80,0
70,0
60,0
50,0 -
40,0
30,0
20,0 -
10,0 -

0,0

67,5

50,1

39,1

% Atividade

0 0,0377 0,0755 0,1509
[Na'] (M)

Figura 6 — Atividade relativa da leucurobina sobre D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA em funcdo da
concentracao de ions sodio
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100,0

100,0 -
90,0 -
80,0 -
70,0
60,0
50,0 -

40,0 A 333

% Atividade

30,0 - 23,6
19,9

20,0 -
10,0 -

0,0
0 0,0377 0,0755 0,1509

[Ca™T (M)

Figura 7 — Atividade relativa da leucurobina sobre D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA em funcdo da
concentracao de ions célcio

100,0

100,0
90,0 +
80,0 +
70,0 +
60,0
50,0 +

41,8
40,0 - 34,6

% Atividade

30,0 - 26,6

20,0 +

10,0 ~

0,0
0 0,0377 0,0755 0,1509

[Mg™] (M)

Figura 8 — Atividade relativa da leucurobina sobre D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA em funcdo da
concentragao de ions magnésio
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4.5 ATIVIDADE AMIDASICA DA LEUCUROBINA DEGLICOSILADA SOBRE

D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA

100
100,0 +

90,0 -
80,0 -
70,0 4
60,0
50,0 -
40,0 +
30,0
20,0
10,0 ~

0,0

90,5

Atividade Relativa (%)

Enzima Nativa Enzima Deglicosilada

Figura 9 — Atividade relativa da leucurobina deglic  osilada sobre D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA

51



4.6 ATIVIDADE COAGULANTE DA LEUCUROBINA NATIVA E

DEGLICOSILADA SOBRE PLASMA HUMANO CITRATADO

8,2 +0,4 7,8 +0,5

Tempo de coagulacao (s)

Enzima Nativa Enzima Dealicosilada

Figura 10 — Tempo de formagdo de coagulo de fibrina em plasma humano citratado apds
adicdo de leucurobina nativa e leucurobina deglicos ilada (Média + 1 Desvio-padréo).

4.7 ATIVIDADE COAGULANTE DA LEUCUROBINA NATIVA E

DEGLICOSILADA SOBRE FIBRINOGENIO BOVINO PURIFICADO

10+

.. 6,50,2 6,4 +0,2

Tempo de coagulacgao (s)

Enzima Nativa Enzima Dealicosilada

Figura 11 — Tempos de formacédo de coagulo de fibrin a em solucdo de fibrinogénio bovino
apos adicéo de leucurobina nativa e leucurobina deg  licosilada(Média + 1 Desvio-padréo).
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4.8 ATIVIDADE COAGULANTE DA LEUCUROBINA SOBRE FIBRI NOGENIO

BOVINO NA PRESENCA DE CATIONS MONO E DIVALENTES

4.8.1 Atividade sobre fibrinogénio na presencade p  otassio

30+

24,2 +0,3

25 22,5 +0,3

20
154

104

Tempo de coagulacéo (s)

0 0,0377 0,0754 0,1508
[K*1(M)
Figura 12 — Tempo de formacdo de coagulo apds adicd o de leucurobina nativa em funcéo da

concentracao de ions potassio (Média + 1 Desvio-pad  rdo).

4.8.2 Atividade sobre fibrinogénio na presencade s  odio

30— 29,2 0,4

Tempo de coagulagédo (s)

0 0,0377 0,0754 0,1508

[Na*](M)

Figura 13 — Tempo de formacgdo de coagulo apos adicad o de leucurobina nativa em fungéo da
concentracdo de ions sddio (Média + 1 Desvio-padrdo ).
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4.8.3 Atividade sobre fibrinogénio na presencade ¢ alcio

10 9,2 +0,4
9+
8

Tempo de coagulacéo (s)

0 0,0377 0,0754 0,1508

[Ca*?](M)

Figura 14 — Tempo de formacdo de coagulo apds adicd o de leucurobina nativa em funcéo da
concentracao de ions célcio (Média + 1 Desvio-padrd o).

4.8.4 Atividade sobre fibrinogénio na presencade m  agnésio

Tempo de coagulacgao (s)

0 0,0377 0,0754 0,1508
2
[Mg"“1(M)

Figura 15 — Tempo de formacdo de coagulo apds adicd o de leucurobina nativa em funcéo da
concentracao de ions magnésio (Média + 1 Desvio-pad  rdo).
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5 DISCUSSAO



Para uma melhor sistematizacdo da discussdo sobre a atividade enzimatica da
leucurobina sobre os substratos cromogénicos sintéticos, os valores de Ky e ket da
leucurobina para os diversos substratos com certo grau de semelhanca serao
comparados, com o intuito de verificar a influéncia da natureza quimica e da
estrutura tridimensional destes na ligacdo a enzima e na catalise. A nomenclatura

utilizada esta de acordo com o trabalho de Schechter e Berger (1967).

5.1 CONSIDERACOES ACERCA DAS PREFERENCIAS DA LEUCUR OBINA

EM P1

Todos os substratos testados no presente trabalho apresentavam um residuo de Arg
em P1 de tal forma que a discussao sobre as preferéncias da leucurobina em P1
terdo como base dados obtidos do trabalho de Magalhées et al., (2006).

Como foi demonstrado neste trabalho, a leucurobina apresenta uma constante de
especificidade 16 vezes maior para D-Val-L-Leu-L-Arg-pNA, em comparagdo com
D-Val-L-Leu-L-Lys-pNA, o que indica forte preferéncia por Arg em P1, em detrimento
de Lys. Analisando os dados mais de perto observa-se que o Ky para
D-Val-L-Leu-L-Lys-pNA é 1,7 vezes menor do que para D-Val-L-Leu-L-Arg-pNA
(57,1 pM e 99,0 uM, respectivamente). Portanto, apesar da constante de
especificidade para Arg em P1 ser maior do que para Lys, a Lys em P1 resulta num
Km menor, ou seja, hd maior afinidade na ligacdo enzima-substrato. A preferéncia
por Arg se deve entdo ao fato de que o keqr para D-Val-L-Leu-L-Arg-pNA é cerca de
28 vezes maior do que para D-Val-L-Leu-L-Lys-pNA. Temos portanto a seguinte
situacdo: a Lys em P1 leva a um aumento da afinidade da enzima pelo substrato,

mas Arg em P1 colabora para que os ciclos cataliticos ocorram com maior

56



velocidade, o que mostra que ndo € apenas a afinidade de uma enzima pelo seu
substrato que governa a atividade enzimatica.

Tal fato se deve provavelmente a cadeia lateral destes aminoacidos. Apesar de Arg
e Lys serem residuos com cadeia lateral basica, a natureza quimica destes
aminoacidos é diferente. A Arg tem um radical maior, com dois atomos de nitrogénio
a mais que Lys. Ambos contém uma carga positiva em pH 8,0, o que leva a
interacdo eletrostatica com o Asp®® carregado negativamente presente em S1 do
centro ativo de serinoproteases e dita a especificidade desta familia de enzimas por
Arg e Lys em P1 (Perona et al., 1995). Portanto, percebe-se que a interacdo destes
aminoacidos em P1 com S1 ndo depende apenas da carga negativa de suas
cadeias laterais. Podem ser razdes para esta preferéncia por Arg em Pl a sua
conformacédo espacial, tamanho ou ainda um componente resultante do fato de que
na arginina, a presenca de dois atomos de nitrogénio a mais, ndo carregados,
disponibiliza dois pares de elétrons na extremidade de sua cadeia lateral, 0 que nao
ocorre com lisina, que ndo disponibiliza nenhum par eletrénico na extremidade de
sua cadeia lateral, uma vez que o &tomo de nitrogénio esté carregado. A Lys em P1
interage com o Asp® provavelmente através de uma molécula de 4gua como ponte,
0 que também pode ser importante.

Como se viu, a presenca de Arg em Pl aumenta bastante a especificidade da
leucurobina por um determinado substrato, quando comparada a presenca de Lys
em P1. No entanto, como ocorre com outras enzimas semelhantes a trombina, a
especificidade catalitica da leucurobina sobre seus substratos depende também dos
aminoacidos presentes em P2, P3, P4, etc, bem como dos aminoacidos em P1’, P2’,
P3’, etc. Tais substratos, para que sofram acao efetiva da leucurobina, devem conter

sequéncias de aminoacidos que interajam favoravelmente com os subsitios S1, S2,
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S3, etc. No caso de substratos que sdo cadeias polipeptidicas mais longas, como &
0 caso dos substratos naturais, a atividade enzimatica também depende das
interacbes que porventura existam entre aminoacidos da cadeia polipeptidica do
substrato que estdo mais distantes da ligacdo clivada e regides da enzima mais
distantes do centro ativo. Na discusséo a seguir, ja que o0s substratos testados sao
cadeias polipeptidicas curtas, serdo consideradas as interacdes entre os subsitios
da enzima que estdo bem proximos ao centro ativo e aminoacidos proximos a

ligacdo clivada pela leucurobina.

5.2 CONSIDERACOES SOBRE OS VALORES DE Ky OBTIDOS PARA OS

DIVERSOS SUBSTRATOS

Observando os valores de Ky para os diversos substratos apresentados na tabela 03

podem-se tecer alguns comentarios.

5.2.1 Interagao S2 - P2

Os 03 (trés) substratos testados contendo Pro em P2, apresentam baixos valores de
Kum. Os dois substratos com menor valor de Ky, D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA (15,2 uM) e
L-lle-L-His-L-Pro-L-Arg-pNA (23,6 pM) contém Pro em P2. O outro substrato
contendo Pro em P2 é o BZ-L-Gly-L-Pro-L-Arg-pNA com Ky, de 54,5 uM.

Ai cabem algumas consideracdes a respeito da natureza quimica da prolina. Por
apresentar um anel fechado, no qual estdo contidos o carbono a e o grupo amino, a
prolina se caracteriza por ser um aminoacido rigido, ja que a ligacdo covalente entre

0 nitrogénio do grupo amino e o carbono a € impossibilitada de girar sobre seu eixo.
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Hidrogénio
Carbono

Oxigénio

Nitrogénio

Figura 16: Estrutura tridimensional da L-Prolina

Além da rigidez, devemos salientar a natureza apolar da cadeia lateral deste
aminoacido, uma vez que s6 contém grupos metileno.

Estas duas caracteristicas da prolina parecem resultar numa conformacgéo
tridimensional do substrato mais favoravel a interacdo e encaixe do substrato com a
enzima, dai os baixos valores de Ky apresentados por estes substratos. A prolina
parece ser importante neste encaixe principalmente quando esta em P2, o que
mostra que o sitio S2 tem uma estrutura tal que interage mais facilmente com a
prolina, quando comparamos com substratos que apresentam outro grupo em P2.
Verificando outros substratos observou-se que o tamanho do residuo em P2 parece
exercer influéncia na ligacao enzima-substrato. Nota-se ao analisar a tabela 03 que
0S substratos contendo L-Phe em P2 apresentam valores de Ky maiores que
agueles substratos contendo residuos também apolares, mas de menor tamanho.
Ou seja, um residuo mais volumoso em P2 parece estar prejudicando a ligacao
enzima-substrato, reduzindo a afinidade, o que leva a um valor de Ky maior portanto.
No entanto, para esta andlise ser mais conclusiva, seria necessario testar dois
substratos semelhantes, diferindo apenas em P2, um contendo um aminoacido
apolar volumoso nesta posi¢édo e o outro contendo um aminoacido apolar de cadeia

lateral curta. Tal teste nao foi feito no nosso trabalho.
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Porém foram obtidos os parametros cinéticos para dois pares de substratos que
diferem apenas em P2: D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA e D-Phe-L-Leu-L-Arg-pNA, além de
AC-L-His-L-Arg-pNA e AC-L-Leu-L-Arg-pNA.

Os valores de Ky obtidos para o primeiro par foram, respectivamente, 15,2 uM e
45,2 yM. Ou seja, Pro no lugar de L-Leu em P2 leva a um ganho de afinidade na
ligacdo enzima-substrato, o Ky reduz em 03 (trés) vezes. O carater rigido da prolina
leva a um ajuste tridimensional mais adequado, 0 que permite uma ligacdo mais
forte. Como os dois aminoacidos, L-Pro e L-Leu, séo de tamanhos relativamente
parecidos e ambos sdo de natureza apolar, € bastante provavel que o fator mais

importante a favorecer o ganho de afinidade seja mesmo o carater rigido da prolina.

.
f e ‘1.' ﬂ Hidrogénio

- ‘{g Y‘ 9 . Carbono

Oxigénio

9
*
st " 3 \
.f, .TM. Nitrogénio

Figura 17: Estrutura tridimensional de L-Prolina (e sq.) e L-Leucina (dir.)

Para o segundo par os valores de Ky sédo 209,5 uM para AC-L-His-L-Arg-pNA e
842,1 uM para AC-L-Leu-L-Arg-pNA. A presenca de L-His em P2, quando
comparado com L-Leu em P2 aumenta a afinidade da leucurobina pelo substrato,

uma vez que o Ky é cerca de 4 (quatro) vezes menor.
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Figura 18: Estrutura tridimensional de L-Leucina (e~ sq.) e L-Histidina (dir.)

Este valores de Ky sdao um achado intrigante. A histidina tem natureza polar,
enquanto a leucina é de natureza apolar. A primeira vista, estes valores de Ky nos
indicam que o sitio S2 da leucurobina se liga melhor a um aminoacido polar, no caso
a histidina, do que num aminoécido apolar, leucina no caso. No entanto, no presente
trabalho apenas um substrato testado tinha um grupo de natureza polar. Tal fato nos
impede de chegar a uma melhor definicdo das preferéncias da leucurobina em P2,
principalmente no que € concernente a afinidade da ligacdo enzima-substrato. A
histidina difere da leucina também em relacdo a rigidez (é mais rigida) e quanto ao
tamanho (é um pouco maior), o que também pode contribuir para esta diferenca de

comportamento.
5.2.2 Interacdo S3 - P3

Os valores de Ky de quatro substratos testados poderdo servir de base para a
discussdo sobre a interagdo S3-P3 e, consequentemente, para obtermos

informacdes acerca do sitio S3 da leucurobina.
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Ao compararmos os valores de Ky de dois substratos, AC-L-Leu-L-Arg-pNA e
D-Phe-L-Leu-L-Arg-pNA podemos observar os seguintes pontos. Estes dois
substratos séo diferentes em P3, o primeiro apresentando uma D-Phe e o0 outro com

um grupo acetil.

B, : ’ i Hidrogénio

;/‘ % . Carbono
B 9 ‘—_Q Oxigénio

&«
Lo 9
‘/t ?/ - 9 Nitrogénio
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Figura 19: Estrutura tridimensional de L-Fenilalani na (esq.) e do grupo Acetil (dir.)

O substrato AC-L-Leu-L-Arg-pNA apresenta um Ky cerca de 19 vezes maior do que
D-Phe-L-Leu-L-Arg-pNA, 842,1 uM e 45,2 uM respectivamente. Isto significa que o
substrato contendo um residuo de D-Phe em P3 se liga muito melhor a enzima
quando comparado com aquele com acetil em P3. A presenca de um aminoacido
apolar volumoso em P3 favorece a interacdo com S3 da enzima e aumenta a
afinidade, reduzindo portanto o Ky véarias vezes. E de se pensar que o sitio S3
contém um orificio profundo e hidrofébico, de tal forma que a fenilalanina se encaixa
muito bem, favorecendo entdo o acoplamento do substrato ao centro ativo da
enzima.

Outros dois substratos podem servir de base para tecermos algumas consideragdes
acerca do subsitio S3, AC-L-Pro-L-Phe-L-Arg-pNA e AC-L-Ala-L-Phe-L-Arg-pNA.
Estes substratos também se diferem em P3, um com L-Pro e o outro com L-Ala. AC-

L-Pro-L-Phe-L-Arg-pNA apresentou um Ky quase trés vezes menor que AC-L-Ala-L-
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Phe-L-Arg-pNA, 189,3 uM e 532,6 uM respectivamente. E clara a preferéncia da

leucurobina por um residuo de Pro em P3, em detrimento da Ala.
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Figura 20: Estrutura tridimensional de L-Alanina (e~ sq.) e L-Prolina (dir.)

Tal diferenca de comportamento perante estes substratos se deve ao fato de que a
alanina é diferente da prolina tanto em tamanho quanto na configuracdo espacial.
Pro, como se vé, tem dois grupos metil a mais que Ala. Além disto, como dito
anteriormente a prolina é um aminoacido que confere rigidez a cadeia peptidica em
gue esta contida. Tais caracteristicas da prolina parecem resultar num substrato que
se encaixa de forma mais adequada no centro ativo da enzima, levando a um valor

de Ky menor.

5.2.3 Interagéo S4 - P4

Algumas hipéteses podem ser levantadas sobre o subsitio S4 da leucurobina a partir
da analise dos valores de Ky, para substratos testados que diferem apenas em P4.

Ao se comparar o Ky, obtido para Bz-L-Pro-L-Phe-L-Arg-pNA, 371,8 uM, com o valor
obtido para AC-L-Pro-L-Phe-L-Arg-pNA, 189,3 uM, verifica-se que o segundo se liga

hY

com mais afinidade a enzima, jA que tem um Ky cerca de duas vezes menor.
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Provavelmente isto se deve ao fato de que os grupos acetil e benzoil, presentes em
P4 destes substratos, tem natureza quimica diferente. Estes dois grupos apresentam
uma carbonila em sua estrutura, que € um grupo polar. Porém, a presenca de um
anel benzénico no benzoil reduz carater polar deste grupo, o que ndo ocorre com 0
acetil, que tem apenas um grupo metila ligado a carbonila. O acetil tem maior

momento dipolo do que o benzoil, portanto.
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Figura 21: Estrutura tridimensional dos grupos Benz oil (esq.) e Acetil (dir.)

Estes grupamentos também diferem no tamanho, sendo o grupo benzoil
consideravelmente maior (contém 05 atomos de carbono a mais que o acetil).
Portanto, dois fatores podem ser responsaveis pelas diferentes afinidades
apresentadas por estes dois substratos, Bz-L-Pro-L-Phe-L-Arg-pNA e
AC-L-Pro-L-Phe-L-Arg-pNA:
- a maior polaridade do acetil pode favorecer a ligacdo enzima substrato,
enguanto o menor carater polar do benzoil parece desfavorecer a ligagao;
- adiferenca de tamanho entre estes grupos, acetil e benzoil, também pode ser
um fator, talvez mais importante. A carbonila € comum aos dois grupos e,
portanto, poderia intermediar uma ligacao de hidrogénio com S4 em ambos 0s

substratos, mas o grupo benzénico do benzoil, devido ao seu tamanho, pode
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dificultar o acoplamento enzima-substrato. O acetil, por ser um grupo menos
volumoso, apresentaria menor dificuldade.
Tais observacdes sugerem ser S4 um sitio ndo muito profundo, o que dificulta o
encaixe enzima-substrato de substratos com grupos mais volumosos em P4. Dai
observarmos um  menor valor de Ky (maior afinidade) para
AC-L-Pro-L-Phe-L-Arg-pNA, com aceti em P4, quando comparado com
BZ-L-Pro-L-Phe-L-Arg-pNA, que apresenta um benzoil nesta posicao.
O carater polar provavelmente € menos importante, uma vez que o0s dois grupos

contém uma carbonila.

5.3 CONSIDERACOES SOBRE OS VALORES DE k. OBTIDOS PARA OS

DIVERSOS SUBSTRATOS

Como se sabe, a obtencdo experimental do valor exato de k. depende de
conhecermos a concentragao molar de enzima ativa. Neste trabalho a obtenc&o dos
parametros cinéticos foi feita utilizando de uma mesma solucdo de enzima que foi
dividida em aliquotas quando preparada e durante todo o tempo necessario para a
conclusdo deste experimento foi acondicionada em congelador e manteve a sua
atividade sobre BZ-L-Arg-pNA constante. Desse modo, os valores obtidos de Kkca
podem ser comparados.

A discussdo seguinte sobre os valores de k. obtidos no presente trabalho sera
conduzida da mesma forma que com os valores de Ky, através da comparacao
deste parametro para os diversos substratos testados. Os dados de kg5 para todos

0S substratos testados estao na tabela 04.
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5.3.1 Interagcdo S2 — P2

A anadlise de dois pares de substratos poderdo nos fornecer algumas informacoes
sobre a influéncia que o grupo que ocupa P2 exerce na velocidade de um ciclo
catalitico. S&o eles: D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA e D-Phe-L-Leu-L-Arg-pNA, bem como
AC-L-Leu-L-Arg-pNA e AC-L-His-L-Arg-pNA.

Analisando o0s valores encontrados para o0 primeiro par temos que
D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA teve um ke obtido de 0,359 s*, enquanto
D-Phe-L-Leu-L-Arg-pNA apresentou um ke.; de 0,815 s™, ou seja, o ciclo catalitico
do segundo substrato € mais de 2 (duas) vezes mais rapido do que o primeiro.
Percebe-se entdo que L-Leu em P2 favorece a velocidade da catalise em maior grau

que L-Pro na mesma posi¢ao no substrato.
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Figura 22: Estrutura tridimensional de L-Prolina (e sq.) e L-Leucina (dir.)

A L-Leu em P2, quando comparado com L-Pro nesta posi¢ao, parece resultar numa
estrutura tridimensional que resulta numa interacdo com o centro ativo da
leucurobina mais favoravel a um ciclo catalitico mais rapido. E digno de nota que

apesar de que L-Leu em P2 favorece mais a velocidade do ciclo catalitico, L-Pro em
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P2 favorece mais a ligacdo enzima-substrato, como ja vimos na discussao sobre os
valores de K.
O outro par de substratos a ser analisado € AC-L-His-L-Arg-pNA, com K¢y de

0,171 s, e AC-L-Leu-L-Arg-pNA, com kes de 2,823 s™. Percebe-se que L-Leu em
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Figura 23: Estrutura tridimensional de L-Leucina (e sq.) e L-Histidina (dir.)

P2, em comparacao com L-His nesta posi¢ao, resulta num ciclo catalitico mais de 16
(dezesseis) vezes mais rapido.

Aqui fica claro que a presenca de L-Leu em P2 ajuda em muito na velocidade com
que o ciclo catalitico ocorre quando comparada com L-His, na mesma posic¢éo. E de
se notar também que, de acordo com o que foi discutido sobre os valores de Ky para
estes dois substratos, € L-His que contribui mais para a ligagdo, quando comparado
com L-Leu em P2. Aqui percebemos que, como ocorreu com a interacdo S1-P1, ja
discutida anteriormente, a troca de um determinado grupo na posi¢cao P2 por outro
grupo pode melhorar a afinidade (e causar uma reducao no Ky) ao mesmo passo em
que causa um aumento do tempo de duracdo de um ciclo catalitico, reduzindo

portanto o valor de Kcat.
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5.3.2 Interagcdo S3 - P3

Para analisar a participacéo da interacdo S3-P3 na velocidade de um ciclo catalitico
serdo discutidos principalmente os valores de dois pares de substratos trabalhados.
Em cada par a diferenca de um substrato pelo outro reside na troca de um grupo por
outro em P3. S&o eles: AC-L-Pro-L-Phe-L-Arg-pNA e AC-L-Ala-L-Phe-L-Arg-pNA,
além de D-Phe-L-Leu-L-Arg-pNA e AC-L-Leu-L-Arg-pNA.

Verificando os dados obtidos para o primeiro par vemos que
AC-L-Pro-L-Phe-L-Arg-pNA  tem um kew de 0,241 s'  enquanto
AC-L-Ala-L-Phe-L-Arg-pNA apresentou um ke de 1,723 s™*. A L-Ala em P3, quando

comparada com L-Pro na mesma posi¢cao resulta numa diminuicdo do tempo de
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Aqui temos novamente a situacdo em que a troca de um aminoacido numa

duracéo de um ciclo catalitico de cerca de 7 (sete) vezes.

Figura 24: Estrutura tridimensional de L-Alanina (e~ sq.) e L-Prolina (dir.)

determinada posicao leva a um aumento na afinidade pela enzima, mas causa um
aumento no tempo de duracdo do ciclo catalitico. A L-Pro em P3, quando

comparada com L-Ala na mesma posi¢éo, causa uma diminuicdo no Ky de quase 3
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(trés) vezes, um aumento da afinidade portanto, a0 mesmo passo em que 0 K¢z cali
cerca de 7 (sete) vezes.
D-Phe-L-Leu-L-Arg-pNA e AC-L-Leu-L-Arg-pNA sdo outro par que permite inferir

algumas informacdes acerca da interacdo S3-P3. Os valores obtidos de Kgs: foram
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Figura 25: Estrutura tridimensional de D-Fenilalani  na (esq.) e do grupo acetil (dir.)

respectivamente 0,815 s™ e 2,823 s, ou seja, a permuta de D-Phe por um grupo
acetil em P3 levou a uma diminuicdo de 3,5 vezes no periodo de duracdo de um
ciclo catalitico. Aqui novamente a seguinte situagdo: D-Phe em P3 resultou numa
estrutura que se liga com mais afinidade a enzima (Ky caiu mais de 18 vezes), mas
o tempo de duracdo da catalise aumentou mais de trés vezes. Percebe-se aqui que
D-Phe em P3 colabora com a ligagdo mas prejudica o ciclo de catalise. A natureza
quimica de D-Phe, bem como sua configuracéo espacial € diferente do acetil, o que

certamente influencia neste comportamento.
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5.3.3 Interagédo S4 — P4

Apenas um par de substratos testados pode servir de base para levantarmos
algumas consideracdes sobre a influéncia da interacdo S4-P4 nos valores de Kgat. OS
substratos sdo BZ-L-Pro-L-Phe-L-Arg-pNA com um ke de 0,273 s e

AC-L-Pro-L-Phe-L-Arg-pNA com ke de 0,241 s,

’i Q/ o % Hidrogénio
& / g “ Carbono
f Oxigénio
‘/‘ *

Nitrogénio

Figura 26: Estrutura tridimensional dos grupos benz oil (esq.) e acetil (dir.)

Aqui percebe-se que apesar da permuta de um grupo polar em P4 por um grupo
apolar, ndo ocorreu variacao significativa no Keat.

Tal fato provavelmente se deve a que o grupo em P4 estd mais afastado da ligacéo
clivada e, por isto, uma mudanca em P4 ndo leva a grandes alteragGes estruturais
na regido espacial onde ocorre a clivagem. Mais testes com substratos variando

apenas em P4 poderiam fornecer mais informacoes.
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5.4 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE 0OS PARAMETROS CINETICOS

ENCONTRADOS PARA OS DIVERSOS SUBSTRATOS

Os parametros cinéticos obtidos neste trabalho fornecem varias informacdes acerca
do comportamento da leucurobina frente aos diversos substratos testados. Fica
claro, por exemplo, que os valores de Ky € kg isolados néo indicam
necessariamente se a leucurobina € pouco ou muito ativa sobre determinado
substrato. Um determinado grupo que auxilia na ligagcdo pode prejudicar o ciclo
catalitico e outro que prejudica a ligacdo pode favorecer a reducédo do tempo de
duracdo do ciclo catalitico. Fica clara portanto a importancia da constante de
especificidade, que é a relacdo existente entre 0 K¢t € 0 Ky. Assim temos uma
grandeza que permite uma melhor estimativa da atividade de uma enzima sobre
determinado substrato. A combinacéo portanto de uma alta afinidade (baixo Ky) com
um rapido ciclo catalitico (alto k) faz com que uma enzima seja muito ativa sobre
seu substrato. O substrato que melhor conjuga Ky com ke, de forma a resultar numa

alta constante de especificidade € o D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA.

5.5 D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA E O SUBSTRATO COM MAIOR C ONSTANTE DE
ESPECIFICIDADE (kca/Knm) PARA A LEUCUROBINA DENTRE OS

TESTADOS

D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA mostrou-se 0 substrato com maior afinidade pela
leucurobina dentre aqueles que foram testados. Este substrato contém uma L-Arg
em P1l, uma L-Pro em P2 e uma D-Phe em P3. Estes aminoacidos estdo numa

sequéncia Otima para que ocorra uma ligacdo de alta afinidade com a leucurobina.
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Como visto na discussao anterior sobre os valores de Ky e sobre as preferéncias da
leucurobina em P1, podemos ver que:
- a leucurobina se liga bem aqueles substratos contendo grupos basicos em
P1, principalmente Arg e Lys, interacdo que é de origem eletrostatica, devida
a presenca de um residuo de Asp no centro ativo da enzima, em S1
- a leucurobina se liga bem (tem baixos valores de Ky) aqueles substratos
contendo prolina em P2;
- aleucurobina mostrou aceitar bem um grupo apolar volumoso em P3
Estas observacdes nos permitem verificar que D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA preenche
mais completamente 0s requisitos necessarios para uma boa ligacdo com a
leucurobina. Devido a isto D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA é o substrato com maior afinidade
com a leucurobina e tem, portanto, o menor valor de Ky dentre os substratos
testados (15,1 pM).
O valor de kes para este substrato é de 0,359 s™, o quarto maior kex dentre os
obtidos neste trabalho.
A leucurobina apresentou constante de especificidade portanto de 23.618 s*.M™
para o substrato D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA nas condi¢coes de trabalho utilizadas, a
maior dentre 0s substratos ja testados. Sobre este substrato algumas consideracfes
serdo levadas adiante.
D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA é bastante parecido com D-Phe-Pip-Arg-pNA, um substrato
gue mimetiza a seqUéncia clivada pela trombina ao ativar o fator XIll. A diferenca

reside apenas no anel do pipecolil que contém um grupo metil a mais que a prolina.

72



Hidrogénio
Carbono
Oxigénio

Nitrogénio

Figura 27 — Estrutura tridimensional do substrato ¢ romogénico D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA

Além disto, esta sequéncia de aminoacidos (D-Phe-L-Pro-L-Arg) € a mesma
apresentada por um importante inibidor irreversivel de trombina,
D-Phe-L-Pro-L-Arg-CO-CH,-Cl. Diversos inibidores de trombina que mimetizam esta
sequéncia de aminodacidos estdo disponiveis sendo que outros com este mesmo
motivo estdo sendo investigados (Bode et al., 1992; Lange et al., 2003;
Marinko et al., 2004).

Sabe-se que o comportamento de uma enzima perante seu substrato e as
propriedades exibidas por um determinado inibidor estédo relacionados, entre outros
fatores, a possibilidade de ocorréncia de forcas de atracdo entre a molécula do
substrato (ou inibidor) e os atomos que compdem o sitio ativo da enzima. Estas
interacdes podem ser eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio ou mesmo interacdes
hidrofébicas. A afinidade da enzima pelo substrato (ou inibidor) depende do niamero

e dos tipos de interacdes presentes. O fato da estrutura tridimensional da molécula
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do substrato (ou inibidor) ser complementar ao centro ativo permite um alto grau de
interacdo e, consequentemente, grande afinidade.
A patrtir disto podem-se fazer as seguintes consideracodes:

- o fato de que D-Phe-L-Pro-L-Arg-CO-CH,-Cl ser inibidor irreversivel de
trombina indica que esta molécula tem estrutura tridimensional complementar
ao sitio ativo desta enzima;

- o fato de que D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA € substrato para trombina indica que
esta molécula também tem um certo grau de complementaridade com o
centro ativo desta enzima.

A leucurobina demonstrou ter boa atividade sobre D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA,
indicando que seu centro ativo se encaixa bem com este substrato. De fato, o Ky da
leucurobina encontrado para este substrato (15,1 yM) é o mais baixo dentre todos os
substratos testados, indicando haver forte ligacdo. A trombina também mostrou
baixo Ky para este substrato (41,2 yM), da mesma ordem de grandeza. Juntando a
isto o fato da trombina apresentar um baixo K; para o inibidor irreversivel
D-Phe-L-Pro-L-Arg-CO-CH,-Cl, pode-se inferir que tanto a trombina quanto a
leucurobina contém um centro ativo que se liga muito bem com a sequéncia de
aminoacidos D-Phe-L-Pro-L-Arg. Isto nos leva a inferir que ha um alto grau de
semelhanca entre os centros ativos de trombina e leucurobina.

No entanto, a leucurobina, apesar de exibir boa atividade liberadora de
fibrinopeptideo A (FPA) do fibrinogénio, ndo exibiu o mesmo perfil de atividade da
trombina sobre os substratos naturais desta Ultima: a leucurobina nédo apresenta
atividade consideravel sobre a cadeia BB do fibrinogénio, pois libera fibrinopeptideo

B (FPB) muito lentamente e néo ativa o fator XllI(Magalh&aes et al., 2006).
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Apesar de apresentar um centro ativo semelhante, o fato da leucurobina nao exibir
o mesmo perfil de atividade que a trombina sobre os substratos naturais desta nao
pode ser considerado uma contradicdo. Sabe-se que a trombina possui dois
subsitios de reconhecimento (do inglés exosites | e Il) que estdo préximos ao sitio
catalitico e que sdo importantes, dentre outros fatores, para a ligacdo da trombina
com seus substratos naturais. Estes sitios de ligacdo ndo estdo presentes nas
SVTLE’s, 0 que explica em parte este aparente paradoxo entre atividades parecidas
da leucurobina e trombina perante substratos pequenos e diferentes perante
substratos naturais.

Outra enzima semelhante a trombina que também €& inibida por
D-Phe-L-Pro-L-Arg-CO-CH,-Cl é a batroxobina, proveniente de Bothrops atrox.
Sturzebecher e cols. (1986) descreveu que este substrato inibe a atividade da
batroxobina de forma irreversivel, o que sugere ligacéo de altissima afinidade. Pode-
se inferir portanto que, da mesma forma que com a trombina, a leucurobina tem um
centro ativo de topografia semelhante a batroxobina.

No trabalho de Magalhdes e cols. (2006) foi descrita a sequéncia primaria quase
completa (96%) da leucurobina e ficou observado que esta enzima apresenta sua
sequéncia primaria quase idéntica a da batroxobina. Tal observacdo reforca a
suspeita de que haja um alto grau de semelhanca entre estas duas enzimas.

Esta é uma inferéncia importante, haja vista que a batroxobina ja é utilizada como
ferramenta diagnostica para verificacdo do teor de fibrinogénio em pacientes
heparinizados, uma vez que a batroxobina ndo é inibida pela heparina,
diferentemente da trombina. Este teste diagndstico é comercializado sob o nome de
Reptilase®, sendo fabricado pela American Diagndstica Inc. Testes sobre a atividade

coagulante da leucurobina sobre fibrinogénio na presenca de heparina sao
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necessarios para verificar se a leucurobina se comporta da mesma forma que a

batroxobina.

5.6 D-Phe-L-Leu-L-Arg-pNA E O SUBSTRATO COM A SEGUN DA MAIOR
CONSTANTE DE ESPECIFICIDADE (kcat/Km) PARA A LEUCUROBINA

DENTRE OS TESTADOS

O substrato D-Phe-L-Leu-L-Arg-pNA apresentou uma constante de especificidade de
18.031 s*.M*, a segunda maior dentre os substratos testados. Esta observacdo
merece alguns comentarios.

Este substrato difere do melhor substrato da série apenas em P2, com L-Leu no
lugar de L-Pro. Esta permuta levou a uma diminuicéo da afinidade (Ky aumentou de
15,1 para 45,2 yM), mas causou uma diminui¢cdo no periodo de duracdo de um ciclo
catalitico (kear aumentou de 0,359 s™ para 0,815 s™). O que se tira disto é que L-Leu
em P2, quando comparado com L-Pro, levou a uma diminuigcdo da afinidade, mas
causa uma aceleracédo no ciclo catalitico.

A menor constante de especificidade apresentada por D-Phe-L-Leu-L-Arg-pNA em
comparacdo com D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA (18.031 s*.M™ contra 23.618 s*.M™) é
devida, portanto, a menor afinidade que a leucurobina apresentou por este

substrato.
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Figura 28 — Estrutura quimica do substrato cromogén ico D-Phe-L-Leu-L-Arg-pNA

pNA

No entanto, esta diferenca de especificidade ndo € tdo grande e pode-se dizer que a
leucurobina tem boa atividade por ambos substratos, ao contrario dos outros
substratos testados, cujas constantes de especificidade foram bem mais baixas. De
fato, as caracteristicas destes dois substratos sdo semelhantes, o que explica esta
situacdo. Ambos os substratos, como ja dito, apresentam os mesmos residuos em
P1 e P3. A leucina, apesar de diferente da prolina no que se refere a rigidez
apresentada por este ultimo, também é de natureza apolar e seu tamanho néo é

muito diferente (apresenta um grupo metil a mais).
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5.7 CONSIDERACOES ACERCA DA ATIVIDADE DA LEUCUROBIN A SOBRE

D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA NA PRESENGCA DE CATIONS Na *, K*, Mg*? E Ca™?

5.7.1 Cations monovalentes (K e Na®)

A leucurobina apresentou uma reducdo na sua atividade frente ao substrato
D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA na presenca de cations Na* e K*. Considerando a atividade
na auséncia destes cations como 100% de atividade, os seguintes dados foram
alcancados:
- na concentracdo de 0,038 M do respectivo cation, a leucurobina apresentou
uma atividade residual de 83,1% para K" e 67,5% para Na*;
- na concentracdo de 0,076 M, a atividade residual foi de 62,4% para K* e de
50,1% para Na';
- na concentracao de 0,151 M a atividade caiu ainda mais, ficando em 51,1%
para K" e 39,1% para Na".
Observa-se que o grau de reducdo da atividade aumenta com o aumento da

concentragdo molar do cétion no meio de reacdo, o que sera discutido logo a frente.

5.7.2 Céations divalentes (Mg *?e Ca*?)

A leucurobina apresentou uma reducdo na sua atividade frente ao substrato D-Phe-
L-Pro-L-Arg-pNA na presenca de cétions Ca*? e Mg*. Considerando a atividade na
auséncia destes cations como 100% de atividade, os seguintes dados foram obtidos:

- na concentracdo de 0,038 M do respectivo cation, a leucurobina apresentou

uma atividade residual de apenas 33,3% para Ca*? e 41,8% para Mg*?;
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- na concentracdo de 0,076 M, a atividade residual foi de 23,6% para Ca*?e de
34,6% para Mg*?;
- na concentracdo de 0,151 M a atividade caiu ainda mais, ficando em 19,9
para Ca*?e 26,6% para Mg*?.
Assim como os cations monovalentes, os cétions divalentes reduzem a atividade da
leucurobina frente ao D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA, sendo que o grau de inibicdo
aumenta com o aumento da concentracdo destes cations no meio.
Porém, uma analise mais cuidadosa sobre estes dados mostra que os cations

*2 exercem um efeito inibitério sobre a leucurobina mais

divalentes Ca*® e Mg

pronunciado que o0s cations monovalentes quando presentes na mesma

concentracdo molar.

As seguintes hipoteses podem explicar o comportamento da leucurobina frente aos

cations testados:

 Interacdo S1-P1: Sabe-se que a interacdo entre S1 e Pl em enzimas
semelhantes a trombina € de natureza eletrostatica, o que dita a especificidade
destas enzimas por substratos contendo um aminoacido carregado
positivamente em P1, Arg ou Lys. Tal fato se deve a presenca de um residuo de
Asp em S1 contendo um grupo carboxilico carregado negativamente (figura
abaixo). Portanto, a ligacdo do substrato ao sitio catalitico € favorecida por esta
interacéo. Porém, este tipo de interacdo certamente ndo ocorre apenas entre 0s
grupos carregados em S1 e P1. Os cations presentes no meio provavelmente

competem com o0 substrato pela carga negativa do Asp presente em S1,

desfavorecendo a ligacéo
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Arginina em P1

Cadeia polipeptidica 1"’,
+

Enzima (S1) -

Aspartato em S1

Figura 29 - Interacdo entre Arg situada em P1 e As p situado em S1

enzima-substrato e consequientemente diminuindo a atividade enzimatica. Os
cations com carga dupla exercem um efeito inibidor mais potente uma vez que
competem mais fortemente pela carga negativa do residuo de Asp no centro ativo
da enzima.

* Aumento da forga i0nica: 0 aumento da forga ionica, causado pelo aumento
da concentragao de sais em solugao, leva a uma diminuigéo da atragao entre
ions de carga oposta e, consequentemente, desfavorece a interagdo entre a Arg
em Pl e o Asp em S1. Tal fato também pode explicar a atividade inibidora
destes ions sobre a leucurobina. A forca i6nica de uma solucdo depende da
concentragdo molar de cada ion, mas também da carga destes ions. Quanto
maior a carga do ion maior serd seu efeito na forga ibnica. Portanto, solucdes
com mesma molaridade, mas compostas por sais de cations com diferentes
cargas terdo maior forca ibnica. Este € o caso das solucdes testadas neste
trabalho. As solugées de MgCl, e CaCl, 1,0 M tem forga ionica duas vezes

maior que solu¢gdes de NaCl e KCI 1,0 M. Certamente tal fato também contribui
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para que 0s ions magnésio e calcio tenham maior poder inibitorio sobre a
leucurobina. A maior forca i6nica apresentada por solucbes equimolares de
cations divalentes, comparada as solucfes de cations monovalentes, resulta
numa menor interagcdo entre ions de carga oposta, e consequentemente,
desfavorece ainda mais a interacdo P1-S1. O aumento da forca ibnica da
solucédo pode também quebrar o padrdo normal de interacdes eletrostaticas que
mantém a estrutura da enzima, o que pode levar a uma alteracao
conformacional no centro ativo e alterar a atividade da leucurobina, o que
também pode explicar o comportamento da leucurobina perante ions.

* Interacdo com outros sitios da leucurobina: uma outra possivel explicacédo
para este comportamento da leucurobina frente a estes cations € a que se
segue. Pode haver alguma interacdo destes cations com outra regido da enzima
gue nao o centro ativo, mas que altere a configuracao tridimensional do sitio de
catélise, interferindo na interagcdo enzima-substrato de tal forma a prejudicar a
atividade enzimaética.

A obtencdo de parametros cinéticos (Ky, Keat € Kea/Kv) para este substrato em

diferentes concentracdes destes ions poderia nos fornecer mais informacdes acerca

do comportamento exibido pela leucurobina perante estes ions.

5.8 CONSIDERACOES A RESPEITO DA ATIVIDADE AMIDASICA DA

LEUCUROBINA DEGLICOSILADA

A leucurobina deglicosilada apresentou atividade semelhante a leucurobina nativa

sobre solucbes equimolares de D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA. Tomando a atividade da
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enzima nativa como 100%, verifica-se que a leucurobina apresentou atividade de
90,5%, o que nao € uma diferenca tao significativa.

O que podemos inferir de tal fato € que pelo menos com relagéo aqueles substratos
de cadeia curta, a cobertura de carboidratos que recobre a enzima nativa nao tem
participacdo no acoplamento com o substrato e sua auséncia ndo interfere na
atividade da leucurobina sobre estes substratos.

Uma hipdétese que explica este comportamento parecido frente a substratos
pequenos seria que a fracdo glicidica da leucurobina esta ligada numa regiao
distante da fenda do centro ativo. Dai o fato de que nao interfere na atividade sobre
estes substratos.

A participacéo desta fracéo glicidica no reconhecimento de substratos mais longos,

como € o caso do fibrinogénio, sera discutida a frente.

5.9 CONSIDERACOES ACERCA DA ATIVIDADE COAGULANTE DA

LEUCUROBINA SOBRE PLASMA HUMANO CITRATADO

5.9.1 Atividade coagulante da leucurobina nativa sobre plasma humano

citratado

Os testes com a leucurobina purificada revelaram que esta protease tem forte
atividade coagulante in vitro sobre plasma humano citratado. Como verifica-se na
Figura 10, o tempo de coagulacdo médio obtido foi de apenas cerca de 8 (0oito)
segundos. Tal fato permite algumas consideracoes.

Os componentes do plasma citratado n&o inibem a atividade coagulante in vitro da

leucurobina. Dentre estes componentes, que poderiam exercer alguma atividade
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inibidora sobre a leucurobina, estdo as serpinas (serine proteases inhibitors), que
sao proteinas presentes no plasma sanguineo que muitas vezes inibem a atividade
de coagulases oriundas de venenos de serpente. As principais sdo a
ax-macroglobulina e a aj-antitripsina. Esta € uma caracteristica da leucurobina que
também ocorre com a trombina, o que também mostra a semelhanca existente entre
estas duas enzimas.

E de se salientar também que a leucurobina apresentou atividade coagulante
mesmo na presenca de citrato. Como se sabe, o citrato € um agente quelante cuja
constante de ligacdo com o calcio € muito alta. Isto leva a um sequestro quase que
total do calcio plasmatico e, consequentemente, a anticoagulacdo. O significado
disto é que, de forma semelhante a trombina, a leucurobina apresenta atividade
coagulante independente de calcio. E sabido que alguns fatores importantes da
cascata da coagulacdo sdo calcio-dependentes. Sdo eles os fatores X, X5, Vg €
Proteina C ativada. No entanto, a Ultima etapa (protedlise do fibrinogénio e
polimerizacdo dos mondmeros de fibrina) que é catalisada pela trombina, néo
depende de calcio (Page et al., 2005). Tal fato reforca a semelhanca existente entre
a trombina e a leucurobina, no que tange a atividade coagulante sobre plasma
citratado, uma vez que estas duas enzimas atuam sobre o fibrinogénio sem

necessidade de calcio.

5.9.2 Atividade coagulante da leucurobina deglic osilada sobre plasma

humano citratado

Como evidenciado neste experimento a atividade coagulante da leucurobina

deglicosilada (sem sua fracao glicidica) sobre plasma citratado ndo diferiu de forma
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significativa da leucurobina nativa. O tempo de coagulacéo foi bastante semelhante
(7,8 s contra 8,2 s, respectivamente), quando utilizadas amostras das duas formas
da leucurobina em iguais concentracdes de enzima ativa. O significado disto é que a
fracdo glicidica contida na leucurobina nativa secretada pela glandula de veneno de
B. leucurus néo participa da sua interacdo com o fibrinogénio. Provavelmente o
pareamento da leucurobina com o fibrinogénio ocorre por um sitio da enzima
distante dos pontos onde a fracdo glicidica esta ligada e sua deglicosilacdo por

tratamento com PNGase néo interfere, portanto, na sua atividade coagulante.

5.10 CONSIDERACOES A RESPEITO DA ATIVIDADE COAGULAN TE DA

LEUCUROBINA SOBRE FIBRINOGENIO HUMANO

5.10.1 Comparacdo da atividade sobre fibrinogénio d a enzima nativa e da

enzima deglicosilada

Como ja era esperado, tendo em vista os experimentos com plasma humano, a
leucurobina apresentou atividade coagulante sobre solucao de fibrinogénio bovino a
4,0 mg/mL. A atividade coagulante das leucurobinas nativa e deglicosilada foram
muito semelhantes, com os tempos de coagulagcao de 6,5 s e 6,4 s, respectivamente,
reforcando a idéia da ndo participacdo da fragdo glicidica da leucurobina na sua

interagéo com o fibrinogénio e, portanto, na sua atividade coagulante.
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5.10.2 Atividade da leucurobina sobre fibrinogénio na presenca de cations

mono e divalentes

ApoOs a verificacdo de que cations mono e divalentes inibem a atividade amidasica
da leucurobina sobre D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA, um substrato relativamente pequeno,
partiu-se para a verificacdo do efeito destes cations na atividade da leucurobina
sobre fibrinogénio, um substrato bem maior. O parametro utilizado para esta analise
foi a contagem do tempo de coagulacdo de uma solucdo de fibrinogénio com
diferentes concentracdes do cation em teste. As concentracfes de cations utilizadas
sdo idénticas as utilizadas no experimento que verificou o efeito de cations na
atividade sobre D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA.Ao se observar os dados obtidos pode-se
perceber a leucurobina se comportou de forma diferente perante cations
monovalentes e divalentes, o que sera delineado a seguir:

« Cations monovalentes (Na * e K*): tanto o sédio quanto o potassio causaram
inibicdo da atividade coagulante da leucurobina sobre fibrinogénio, o que foi
observado pelo aumento do tempo de coagulagcdo com concentracées molares
crescentes destes cations. O sodio nas concentracbes de 0,0 M, 0,038M,
0,076M e 0,152M levou respectivamente a tempos de coagulacdo de 6,1
segundos, 9,5 segundos, 18,5 segundos e 29,2 segundos. Ja o potassio, nestas
mesmas concentracbes, levou aos seguintes tempos de coagulacédo,
respectivamente: 6,1 segundos, 11,4 segundos, 22,5 segundos e 24,2 segundos.

+

« Cétions divalentes (Ca ** e Mg*®): o magnésio e o célcio, de forma diferente,
nao inibiram a atividade coagulante da leucurobina nas concentracdes utilizadas.
O magnésio nas mesmas concentracdes do sodio e potassio levou a tempos de

coagulacao de, respectivamente, 6,1 segundos, 6,0 segundos, 8,5 segundos e
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7,2 segundos. Ja o calcio apresentou respectivamente 6,1 segundos, 6,0
segundos, 7,1 segundos e 9,2 segundos como tempos necessarios para a
formacao do coagulo. Estas pequenas diferencas ndo sao significativas para este
tipo de analise, 0 que mostra que a atividade coagulante da leucurobina foi
preservada.
Como pode-se perceber, os cations apresentaram dois perfis de atuacdo sobre a
leucurobina. Os cations monovalentes inibiram a atividade coagulante enquanto os
cations divalentes ndo demonstraram efeito sobre esta propriedade. Esta € uma
verificacdo no minimo curiosa. Como ja foi visto, os cations divalentes exerciam um
efeito inibitério mais potente sobre a atividade amidasica da leucurobina sobre
D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA, quando comparados com o0s céations monovalentes.
Portanto, ha uma situacédo aparentemente contraditéria. Os cations divalentes, calcio
e magnesio, inibem fortemente a atividade sobre substratos pequenos mas nao
inibem a atividade coagulante nas concentracdes testadas, enquanto os cations
monovalentes, sodio e potassio, inibem tanto a atividade amidésica sobre
D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA quanto a atividade coagulante sobre fibrinogénio.
Quanto ao comportamento exibido em relacdo ao so6dio e potdssio podemos
considerar o seguinte. A atividade coagulante da leucurobina ser inibida por estes
ions est4 de perfeito acordo com o fato de que estes ions inibem a sua atividade
amidasica. As hipoteses consideradas anteriormente para explicar a influéncia
destes ions na atividade sobre D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA também podem ser
aplicadas aqui, para explicar a inibicdo da atividade coagulante sobre fibrinogénio.
Como se sabe, o residuo de Asp no subsitio S1 da leucurobina, assim como de
outras serino-proteases € carregado negativamente, o0 que direciona a

especificidade da leucurobina por grupos carregados positivamente em P1, Lys e
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Arg, com preferéncia por este ultimo, como ja vimos. A ligacdo clivada na cadeia «a
do fibrinogénio é uma ligacdo peptidica Arg-Gly, com Arg em P1, dai a atividade
sobre o fibrinogénio apresentada pela leucurobina. No entanto, ions carregados
positivamente em solu¢cdo competem com o fibrinogénio pela carga negativa do Asp
em S1. Dai a inibicdo da atividade coagulante apresentada por estes ions.
Outro possivel fator interferente € a forca ibnica. Sabe-se que quanto maior a forca
ibnica de uma solucdo menor é a atratividade entre cargas opostas. Assim, 0
aumento da concentracdo de ions em solucdo aumenta a forca ibGnica e
consequentemente prejudica todas as interacdes eletrostaticas entre o fibrinogénio e
a leucurobina, inclusive a interacdo S1-P1, levando entdo a uma diminuicdo da
atividade coagulante, como foi verificado.
Tais hipéteses séo fortalecidas devido ao fato de que este poder inibidor cresce com
a concentracao destes ions no meio.
J& em relagdo aos ions divalentes, calcio e magnésio, o comportamento exibido foi
diferente, como ja mostrado. O fato de que estes ions inibem fortemente a atividade
amidasica mas néo prejudicam a formacéo do codgulo pode encontrar explicacdo no
processo de formacédo do codgulo de fibrina, tratado a seguir.
Podemos resumir o processo final de formag&o do coagulo de fibrina em trés etapas
bésicas (C6té et al., 1998) :
1. protedlise do fibrinogénio liberando fibrinopeptideo A (a trombina também
libera fibrinopeptideo B por clivagem da cadeia B), o que expde novos sitios
de ligacdo na regido central da molécula de fibrinogénio clivada. S&o os

mondmeros de fibrina;
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2. espontanea polimerizacdo dos monémeros de fibrina formando protofibrilas,
atraves de interacdes nao-covalentes entre as regides expostas pela clivagem
e sitios complementares na molécula de fibrina,
3. estabilizacdo da rede de fibrina pelo fator Xlll,, que promove a formacao de
ligacOes covalentes entre as cadeias a e .
No experimento utilizado para verificarmos a influéncia de cations na atividade
coagulante foi utilizada solucédo de fibrinogénio bovino purificado, sem a presenca
portanto do fator Xlll,. Esta Ultima etapa, que conta com a participacdo do fator Xlll,
nao ocorre portanto.
Desta forma, neste experimento, o tempo de coagulacdo depende de duas etapas, a
protedlise do fibrinogénio e a polimerizacdo dos monémeros de fibrina. Estas etapas

sao representadas na figura a seguir:

By
. - ~ . By .
Fibrinogénio $Leucurobma

Rede de fibrina

Figura 30 — Etapas da formac&o do coagulo de fibrin  a, mostrando a formacdo de monémeros
de fibrina, a polimerizacdo em protofibrilas e a fo  rmacéo da rede de fibrina. A estabilizacdo da
rede de fibrina promovida pelo fator XIll , ndo foi mostrada. (Figura adaptada de artigo de C6  té
et al., 1998)
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A leucurobina exerce seu papel apenas na etapa de proteodlise do fibrinogénio. A
etapa de polimerizacdo nao sofre interferéncia da leucurobina, ja que é um processo
espontaneo. Porém, esta etapa de polimerizacdo € acelerada na presenca de ions
calcio. Tal efeito foi descrito por Brass e cols. (1978). Em seu trabalho Brass mostrou
gue o calcio ndo € necessario mas quando presente acelera a polimerizacdo da
fibrina, reduzindo o tempo de coagulacdo. Em outro trabalho, Kanaide e cols. (1982)
mostraram que ndo sO o calcio, mas diversos ions divalentes, zinco entre eles,
aceleram a polimerizacdo de fibrina, reduzindo da mesma forma o tempo de
coagulacdo. Masahisa e cols. (1983) descreveram que além do calcio, 0 magnésio
também reduz o tempo de coagulacdo. Ja num trabalho de Marx (1988), esta
descrito que o magnésio, na concentracdo de 0,5 mM, néo altera significativamente
a formacéo do coagulo de fibrina.
De posse destas observagdes a seguinte hipotese se torna plausivel para explicar o
comportamento verificado para a leucurobina perante o calcio e magnésio:
* 0 calcio inibe a atividade de protedlise do fibrinogénio pela leucurobina, por
seu efeito de inibidor competitivo, devido a sua interagcdo com o residuo de
Asp no centro ativo, da mesma forma que os ions sédio e potassio, mas pelo
seu efeito acelerador sobre a polimerizacdo dos mondémeros de fibrina os
tempos de coagulacdo sdo semelhantes aqueles obtidos na auséncia de
calcio.
* 0 magnésio apresentou 0 mesmo efeito e provavelmente isto é devido ao fato
de apresentar uma carga dupla assim como o calcio. Porém, o efeito do
magnésio sobre a polimerizacdo foi descrito na literatura mas seus resultados

sdo controvertidos, alguns trabalhos relatando que o magnésio reduz o

89



tempo de coagulacdo enquanto outros relatam que este nédo interfere na

polimerizacao.
O acompanhamento da formacdo do coagulo através de um nefelémetro poderia
fornecer um entendimento melhor do processo pois registra a diminuicdo de
passagem da luz enquanto o coagulo € formado, o que da uma idéia mais
aproximada da dinamica da formacéo da rede de fibrina. Ja a medida do tempo de
coagulacdo por um coagulémetro como o utilizado neste trabalho é feita de modo
mecanico, pela deteccdo da paralisacdo do movimento de uma pequena barra
metalica no tubo de reacdo causada pela formacédo do coagulo de fibrina, o que

permite apenas a visualisacdo do término do processo de coagulacéao.

5.11 CONSIDERACOES FINAIS ACERCA DO CENTRO ATIVO DA

LEUCUROBINA

As informagbes coletadas neste trabalho juntamente com dados da literatura
permitem que facamos algumas consideracdes sobre as caracteristicas quimica e

topograficas do centro ativo da leucurobina.

5.11.1 Consideracdes gerais acerca da posicdo do ce  ntro ativo

Os testes com a leucurobina deglicosilada mostraram que a fracdo glicidica da
enzima nativa nao participa da interacdo com seus substratos, tanto fibrinogénio
quanto com D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA. Estas observacdes nos permitem suspeitar que
0 centro ativo da leucurobina esta localizado em uma regido topografica distante, ou

ndo tao proxima, da regido onde a fracdo glicidica esté ligada a enzima nativa.
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5.11.2 Natureza topografica do centro ativo da leu  curobina

De posse das diversas informacgdes obtidas neste trabalho e na literatura podem-se
tecer algumas consideracfes sobre a topografia e a natureza quimica dos subsitios
S1, S2, S3 e S4 da leucurobina.

Com relacéo aos subsitios S1, S2, S3 e S4 ficam as seguintes observacoes:

* A leucurobina mostrou boa aceitacdo de residuo de Arg em P1, de tal forma
gue podemos afirmar que o subsitio S1 da leucurobina além de poder conter
um aminoacido com o porte da Arg, conta com um residuo de Asp, que
interage com Arg em P1. Tal afirmacdo ja foi considerada no trabalho de
Magalhées et al. (2006).

» O subsitio S2 mostrou aceitar bem residuos apolares em P2, desde que nao
sejam muito grandes. Os menores valores de Ky foram obtidos para
substratos que contém residuos apolares e pequenos ou médios em P2,
sendo que aqueles que continham Phe em P2 tinham Ky maiores. Isto nos
leva a pensar que o subsitio S2 € de natureza hidrofobica e ndo muito
profundo.

e O subsitio S3 mostrou aceitar bem aminoacidos apolares e grandes em P3,
levando-nos a pensar que este subsitio também tem natureza hidrofdbica,
como S2, mas € mais profundo que este, pois aceita bem Phe em P3, o que
nao acontece com S2.

* Quanto ao subsitio S4, ndo se pode descrever um modelo por enquanto
devido a caréncia de informacdes. Pode-se apenas afirmar que este subsitio

preferiu um grupo acetil em detrimento de um grupo benzoil.
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Como ja discutido anteriormente, ficou demonstrado que a leucurobina tem como
seu melhor substrato o D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA, cuja sequéncia primaria é bastante
adequada para se ligar ao centro ativo da leucurobina (menor Ky), pois contém
L-Arg em P1, L-Pro em P2 e D-Phe em P3, o que preenche as exigéncias desta
enzima no que se refere a topografia e a natureza quimica de seus subsitios de
posicionamento S1, S2 e S3.

Como ja foi discutido anteriormente, é bastante provavel que estes subsitios da
leucurobina sejam bastante semelhantes aos da trombina e da batroxobina
(B. atrox).

A semelhanca com a trombina, como ja tratado, € reforcada por duas observacgdes:

- os valores de Ky, para D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA de trombina e leucurobina séao
da mesma ordem de grandeza (41,2 uM e 15,2uM respectivamente) e;

- um inibidor irreversivel de trombina (D-Phe-L-Pro-L-Arg-CH,CI) tem a mesma
sequéncia primaria que o melhor substrato de leucurobina, o que mostra que
esta sequéncia se encaixa muito bem nos centros ativos de ambas as
enzimas.

A semelhanga com a batroxobina encontra respaldo também em duas observagoes:

- Este mesmo inibidor de trombina também inibe irreversivelmente a
batroxobina como descrito por Stirzebecher (1986) e;

- A sequéncia primaria da lecurobina guarda quase 100% de homologia com a
batroxobina (Magalhées et al., 2006).

A batroxobina é uma enzima ja bastante descrita e suas caracteristicas servirdo de
base para orientar novos estudos que visem uma melhor caracterizagdo bioquimica

da leucurobina.
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6 CONCLUSOES



A analise dos resultados encontrados no presente trabalho nos permitiu chegar as

seguintes conclusdes acerca da leucurobina:

6.1 Quanto a interacdo S2 - P2:

6.1.1 Ainteracdo S2 — P2 é predominantemente do tipo hidrofébica

6.1.2 O subsitio de posicionamento S2 da leucurobina tem natureza
predominantemente apolar e ndo é muito profundo

6.1.3 A leucurobina prefere aminoacidos apolares e de tamanho pequeno ou médio
em P2

6.2 Quanto a interacdo S3 — P3:

6.2.1 A interacdo S3-P3 é predominantemente do tipo hidrofobica

6.2.2 O subsitio de posicionamento S3 da leucurobina tem natureza
predominantemente apolar e € profundo

6.2.3 A leucurobina prefere aminoacidos apolares e de maior tamanho em P3

6.3 Quanto a atividade da leucurobina sobre substra  tos cromogénicos do

tipo peptidil-pNA:

6.3.1 O substrato de maior constante de especificidade dentre os testados para a
leucurobina é D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA

6.3.2 O substrato com a segunda maior constante de especificidade dentre os
testados é D-Phe-L-Leu-L-Arg-pNA

6.3.3 A atividade amidasica da leucurobina sobre sbstratos cromogénicos do tipo
peptidil-pNA é inibida pelos ions sédio, potassio, calcio e magnésio

6.3.4 O efeito inibitério destes ions cresce com o0 aumento de suas concentracdes
no meio

6.3.5 Os cétions divalentes tem maior poder inibitério que os cations monovalentes

em concentracdes equimolares
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6.3.6

A fracdo glicidica da leucurobina nédo é interfere na sua atividade amidasica

sobre o substrato D-Phe-L-Pro-L-Arg-pNA

6.4 Quanto a atividade coagulante in vitro da leucurobina sobre plasma

6.4.1

6.4.2

6.4.3

6.4.4

6.5

6.5.1

6.5.2

6.5.3

6.5.4

6.5.5

humano citratado:

A leucurobina tem forte atividade coagulante in vitro sobre plasma humano
citratado
A fracdo glicidica da leucurobina n&o interfere na sua atividade coagulante
sobre plasma humano citratado
O célcio ndo é essencial para a atividade coagulante da leucurobina sobre
plasma humano citratado
A leucurobina ndo sofre inibicdo in vitro pela az.macroglobulina e
ap.antitripsina nas concentracdes encontradas no plasma
Quanto a atividade coagulante in vitro da leucurobina sobre fibrinogénio
bovino purificado:
A leucurobina tem forte atividade coagulante in vitro sobre fibrinogénio bovino
purificado
A fracdo glicidica da leucurobina nativa nédo interfere na sua atividade
coagulante sobre fibrinogénio bovino purificado
Os ions calcio, magnésio e potassio ndo sdo essenciais para a atividade
coagulante in vitro da leucurobina sobre fibrinogénio bovino purificado
Os ions sédio e potassio inibem a atividade coagulante in vitro da leucurobina
sobre fibrinogénio bovino purificado nas concentragdes testadas
A inibicdo da atividade coagulante in vitro da leucurobina sobre fibrinogénio

bovino purificado cresce com o aumento das concentracdes destes ions
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6.5.6 Os ions calcio e magnésio ndo inibem a atividade coagulante in vitro da
leucurobina sobre fibrinogénio bovino purificado nas concentragdes testadas

6.6 Quanto a semelhanca da leucurobina com a trombi  na:

6.6.1 A leucurobina € uma enzima cujo centro ativo guarda grande semelhanca
com o centro ativo de trombina

6.6.2 A leucurobina cliva a cadeia alfa do fibrinogénio bovino da mesma forma que
a trombina, liberando fibrinopeptideo A (FPA)

6.6.3 A atividade coagulante in vitro da leucurobina tanto sobre plasma humano
citratado quanto sobre fibrinogénio bovino purificado € independente de
calcio, da mesma forma que a trombina

6.7 Quanto a semelhanca da leucurobina com a batrox  obina:

6.7.1 A leucurobina € uma enzima cujo centro ativo guarda grande semelhanca
com o centro ativo da batroxobina, enzima semelhante a trombina proveniente

de Bothrops atrox
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