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RESUMO

A bothropasina é uma proteína hemorrágica de 48 kDa, pertencente à classe P-III das 

metaloproteases, isolada a  partir  do  veneno bruto da  serpente  brasileira  Bothrops 

jararaca, e que possui os domínios adesivos desintegrina (D) e rico em cisteína (C). 

Neste  trabalho,  nós  apresentamos  a  estrutura  cristalográfica  da  bothropasina 

complexada ao inibidor POL647. O domínio catalítico , metaloprotease (M), pode ser 

dividido em dois subdomínios, dispostos de maneira muito similar aos descritos para 

essa família de metaloproteases de venenos de serpentes (em inglês “SVMPs”), que 

inclui os sítios de ligação ao zinco e ao cálcio. A cisteína livre, resíduo Cys189, está 

localizado em um núcleo hidrofóbico e, sendo assim, impossibilitado de fazer pontes 

dissulfeto  ou  qualquer  outra  interação.  O  domínio  D  não  apresenta  estruturas 

secundárias  bem  definidas,  sendo  constituído,  majoritariamente,  por  estruturas 

desordenadas como “loops”, porém estabilizados por 7 pontes dissulfeto e por dois 

íons cálcio. A região do motivo ECD está localizada em um “loop” e é estruturalmente 

relacionado à região RGD das desintegrinas-RGD, derivadas de SVMPs da classe P-II. 

O motivo ECD é estabilizado pela ponte dissulfeto Cys277-Cys310 (entre os domínios 

D e C), além de um íon cálcio. A cadeia lateral do Glu276 do motivo ECD está exposta 

ao solvente. Na bothropasina, a região hiper variada (em inglês HVR), descrita para 

outras P-III de SVMPs, presente no domínio C, de fato, é bastante conservada quando 

comparada a outros membros da classe P-III de diversas espécies. Nós propomos que 

esse  subgrupo  deva  ser  referido  como  PIII-HCR  (região  altamente  conservada) 

SVMPs. Ainda é proposto que as diferenças estruturais dos domínios D, C ou DC 

possam estar envolvidas em uma melhor  adaptação da estrutura na interação com 

diferentes alvos, além do reconhecimento e  especificidade a  um substrato para o 

domínio M.
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ABSTRACT

Bothropasin is a 48kDa hemorrhagic P-III metalloprotease isolated from the venom of 

the Brazilian snake Bothrops jararaca, which has the disintegrin (D) and cysteine-rich 

(C) adhesive domains. We present the crystal structure of the bothropasin complexed 

with the inhibitor POL647. The catalytic domain, metalloprotease (M), consists of two 

subdomains in a very similar scaffold to the ones described for other snake venom 

metalloproteases (SVMPs) including the zinc and calcium binding sites.  The  free 

cysteine, residue Cys189, is in a hydrophobic core and it is not available for disulfide 

bonding  or  other interactions.  The  D domain does not  have a  defined secondary 

structure, but instead is composed by mostly loops stabilized by seven disulfide bonds 

and by two calcium ions. The ECD region is in a loop and it is structurally related to 

the RGD region of RGD-disintegrins, which are derived from P-II SVMPs. The ECD 

motif is stabilized by the Cys277-Cys310 disulfide bond (between D and C domains) 

and by one calcium ion. The side chain of the Glu276 of the ECD motif is solvent 

exposed. In  bothropasi,  the HVR (hyper-variable region) described for other P-III 

SVMPs in the C domain in fact presents a well conserved sequence with respect to 

several other P-III members from different species. We propose that this subset be 

referred to as PIII-HCR (highly-conserved region) SVMPs. We further propose that the 

structural differences in the D, C or DC domains may be involved in selecting target 

binding  which in  turn could generate substrate diversity  or  specificity  for  the  M 

domain.
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CAPÍTULO 1 – Introdução

INTRODUÇÃO

1.1 – A serpente Bothrops jararaca

O  gênero  Bothrops compreende  cerca  de  19  espécies  de  serpentes 

distribuídas por todo o território nacional. A espécie Bothrops jarraca é predominante 

no Brasil, sendo encontrada no sul da Bahia, Espírito Santo, Rio de Janeiro, Minas 

Gerais, São Paulo, Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Estende-se a oeste em 

direção ao  extremo leste  de  Mato  Grosso. No Paraguai ocorre no  nordeste e  na 

Argentina, ao norte (Hoge e Romano-Hoge 1981; Campbell e Lamar, 1989), onde é 

responsável  por,  aproximadamente,  90%  dos  casos  de  incidentes  com  serpentes 

venenosas (Figura 1.1).

Figura  1.1:  Principais  áreas 
de incidência de serpentes da 
espécie  Bothrops jararaca na 
América  do  Sul. Os  Estados 
que apresentam maior índice de 
B. jararaca estão destacados na 
cor cinza e as regiões de maior 
concentração  estão  destacadas 
em  vermelho.  Figura  adaptada 
de Campbell e Lamar, 1989.
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Capítulo 1  Introdução

1.2 – Envenenamento e quadro clínico

O quadro clínico observado no envenenamento botrópico pode ser dividido 

em sistêmico e local (Manual de Diagnóstico e Tratamento de Acidentes por Animais 

Peçonhentos,  2003).  As manifestações sistêmicas são caracterizadas principalmente 

por distúrbios na hemostasia, caracterizados por severa destruição da capacidade de 

coagulação sanguínea, alteração na agregação plaquetária e depleção de fibrinogênio 

(Hati et al.,1999). A seqüência destes eventos culmina em sangramentos de ferimentos 

cutâneos pré-existentes e hemorragias à como, por exemplo, a gengivorragia.

Ainda,  em  nível  sistêmico,  são  observados sintomas  como  sudorese, 

hipotensão  arterial  e  hipotermia  (Cardoso,  1997).  As  manifestações  locais  são 

caracterizadas por dor e edema, persistentes no local da picada, de intensidade variável 

e, em geral, de instalação precoce e caráter progressivo. 

Equimoses e hemorragias, no ponto da picada,  são freqüentes e bolhas 

podem aparecer na evolução do quadro clínico, acompanhadas ou não de necrose 

(Cardoso, 1997).  Nos  casos  mais graves, o  dano tecidual pode  resultar  em sérias 

seqüelas, tais como a perda funcional ou permanente do tecido ou do membro afetado, 

necrose, cicatrizes  permanentes e  deformidades (Rosenfeld, 1971;  Cardoso et  al., 

1993).  A magnitude  dos  efeitos  locais  em  envenenamentos botrópicos  depende, 

basicamente, da quantidade de veneno inoculada, do tempo entre a picada e o início da 

soroterapia, do peso e idade do paciente e da região anatômica onde ocorreu a picada 

(França, 1997).

O tratamento utilizado, atualmente, no caso dos acidentes por B. jararaca 

é a soroterapia com antiveneno botrópico poliespecífico (Manual de Diagnóstico e 

Tratamento de Acidentes por Animais Peçonhentos, 2003). A quantidade de antiveneno 

administrada ao paciente varia conforme a gravidade do caso, que é classificado em 
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Capítulo 1  Introdução

leve, moderado e grave, de acordo coma as manifestações clínicas (Cardoso  et al. 

1993).  Este  tratamento  mostra-se  eficiente  em  neutralizar  os  efeitos  sistêmicos 

observados, porém pouca neutralização é observada sobre os efeitos locais (Gutíerrez 

et al., 1981). Dado o rápido desenvolvimento da lesão local, é extremamente difícil a 

sua completa neutralização por antivenenos, pois, freqüentemente, ocorre uma demora 

no início da aplicação da soroterapia.  Como na maioria dos acidentes ofídicos no 

Brasil o início do tratamento ocorre em um tempo médio de quatro horas após  a 

picada. Este quadro inflamatório local já se instalou e a soroterapia pouco contribui 

para  revertê-lo.  Em  modelos  experimentais, observa-se  que  a  administração  do 

antiveneno botrópico, 15 ou 30 minutos após a inoculação do veneno de  Bothrops 

asper em camundongos também não se mostra eficiente na neutralização dos efeitos 

locais (hemorragia, edema e mionecrose), sendo parcialmente eficiente apenas quando 

o antiveneno é administrado imediatamente após a inoculação do veneno (Gutíerrez et 

al., 1981). Entretanto, não se observa uma completa neutralização dos efeitos locais, 

mesmo quando o veneno botrópico é inoculado em animais experimentais, logo após a 

administração  do  antiveneno  homólogo,  ainda  que  este  apresente  alto  título  de 

anticorpos capazes de neutralizar as principais atividades do veneno botrópico in vitro 

(Otero et al., 1997).

1.3 – Integrinas e desintegrinas 

Integrinas são receptores extracelulares da matriz extracelular em animais 

e  são  glicoproteínas  estruturadas  como  heterodímeros de  duas  cadeias  (α  e  β) 

associados de forma não covalente. Baseando-se na similaridade seqüencial, o sistema 

de nomenclatura proposto para a designação das integrinas categoriza as subunidades 

individuais de cada heterodímero como  (120 a 180 kDa) e   (90 a 110 kDa), ambas 

do tipo transmembrânicas, cujas combinações definem as propriedades adesiva e de 
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Capítulo 1  Introdução

sinalização. 

A maior parte da molécula de integrinas se  encontra exposta no meio 

extracelular,  enquanto que o citoesqueleto de actina e o maquinário de sinalização 

estão associados a um pequeno domínio citoplasmático (Dzamba et al., 2001). Em 

mamíferos  é  constatada a  existência de,  ao  menos,  18  subunidades  e  ,   que, 

combinando-se entre si, garantem a grande diversidade de integrinas e suas diferenças 

de ligantes, afinidades e atividades biológicas (Marcinkiewicz et al., 1999; Parise et 

al.,  2000;  Cairns  et  al.,  2003).  Os  domínios  extracelulares  das  subunidades  

apresentam 56 resíduos de cisteínas, a maioria dos quais se localiza dentro de um 

agrupamento  de  260  aminoácidos,  separados  da  membrana  plasmática  por, 

aproximadamente, 50 resíduos. As subunidades   contêm 7 seqüências repetitivas de, 

aproximadamente, 60 resíduos constituintes de motivos “EF Hand”, com seqüência 

consenso “DxDxDGxxD”, capazes de atrair cátions  divalentes como Ca2+,  Mg2+ e 

Mn2+. Estes motivos são importantes para manter a capacidade de adesão da integrina e 

as  mudanças conformacionais que afetam o  receptor pelo  ligante (Dzamba  et  al., 

2001). 

O termo integrina foi,  inicialmente, utilizado, referindo-se ao papel de 

intermediador na comunicação entre o citoesqueleto celular e proteínas plasmáticas ou 

da  matriz extra celular  (ECM), por  exemplo, laminina, fibrinogênio, fibronectina, 

colágeno, vitronectina, osteopontina, trombospondina e iC3b do sistema complemento. 

No entanto, essas proteínas de superfície celular também mediam a adesão célula-

célula através de interações com outras proteínas de membrana como ICAM-1, 2 e 3, 

VCAM-1 e caderina E (Darribere et al., 2000; Clegg et al., 2003; Jin e Varner, 2004).

O principal determinante da especificidade da interação entre os ligantes é 

a composição das subunidades  e  d  e cada tipo de molécula. Muitas das integrinas 
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possuem  capacidade  de  reconhecimento  da  seqüência  RGD  em  seus  ligantes. 

Entretanto, essa característica não garante que proteínas, com essa seqüência, possam 

ser reconhecidas por um mesmo receptor, o que leva a considerar a probabilidade de 

que sejam seqüências vizinhas ao RGD e as diferentes conformações tanto dos sítios 

adesivos,  como  dos  rearranjos  conformacionais  que  definem  tal  especificidade 

(Dzamba et al., 2001).

Ao se associarem a ligantes endógenos ou não, as integrinas dão início a 

um processo com diferentes estados de ativação, sendo definido como a  troca na 

afinidade por seu ligante por um receptor individual. O processo regulatório, capaz de 

modificar  a  afinidade, se  define  como  Modulação da  Afinidade,  que é  disparado 

através de um sistema de sinais do tipo “inside out”, sendo então uma forma rápida 

para regular as funções adesivas em resposta a vários estímulos fisiológicos (Dzamba 

et al., 2001). Entre os mecanismos envolvidos na regulação da interação com o ligante 

encontram-se íons metálicos, como sugerido pela presença dos motivos “EF-hand” e 

MIDAS (Metal Ion Dependent Adhesion Site), os quais podem modular positiva ou 

negativamente. Por exemplo, o Mn2+ induz ao aumento da afinidade do receptor por 

seu ligante, enquanto que o Ca2+ estabiliza conformações de baixa afinidade. Além do 

mais, são considerados os fenômenos “clustering” ou agrupamento de receptores como 

outra forma de aumentar a afinidade por seu ligante, o qual é independente do estado 

de ativação do receptor mediado por mudanças conformacionais. Neste  modelo, a 

presença de ligantes multivalentes ou a associação de receptores com o citoesqueleto 

podem limitar a difusão das moléculas pela membrana, aumentando, desta maneira, a 

força adesiva da interação (Kim et al., 2003).

As  funções das integrinas como mediadoras de adesão e  fusão celular 

(célula-célula e célula-matriz), pela ativação e inibição de sinais, se resumem em dois 
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tipos de sistemas de sinalização: (1) a origem é a própria célula portadora da integrina 

em sua parte exterior e (2) proveniente do meio externo para a célula, modulando 

assim sua função. O primeiro sistema é  conhecido como sinalização “inside-out”, 

enquanto que o segundo é conhecido como sinalização  “outside-in”. Na sinalização 

“inside-out”, o aumento de afinidade dos receptores, por mudanças conformacionais, é 

mediado pela ativação prévia de sistemas de sinalizações intracelulares próprios. Desta 

maneira, constitui-se uma sinalização bidirecional entre o ambiente extra e intracelular 

(Coppolino e Dedhar, 2000). Os eventos decorrentes da transdução de sinais a partir de 

integrinas são complexos e, até o momento, não foram completamente elucidados.

As cascatas de sinalizações, passíveis de serem disparadas por integrinas, 

podem ser moduladas, também, por proteínas de membrana como receptores de fatores 

de crescimento (Eliceiri, 2001; Ross, 2004), receptores de sobrevivência (Hanahan e 

Weinberg,  2000),  receptores que  se  ligam à  região constante  de  imunoglobulinas 

(Ortiz-Stern  e  Rosales,  2003),  proteínas  transmembrânicas  (TM4SF,  Woods  e 

Couchman, 2000), receptor de ativador de plasminogênio tipo uroquinase (uPA, CD87; 

Xue et al., 1997) e pela proteína associada a integrina (IAP, CD47; Lindberg  et al., 

1996).

Como  pode  ser  visto,  as  integrinas  estão  presentes  em  numerosos 

processos fisiológicos onde se faz vital o contato direto entre as células participantes, 

servindo não apenas como molécula ponte em interações intercelulares, mas também 

como molécula ponte entre a matriz extracelular e o citoesqueleto da célula, através da 

troca de sinais celulares. Em decorrência dessas atividades, as integrinas não estão 

associadas somente a  processos  fisiológicos, mas também a  processos patológicos 

como a neoplasia, a metástase, a disfunção imune, as infecções virais, a osteoporose e 

a coagulopatia (Arnaout, 1990; Hynes, 1992).
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A ligação  reversível célula-matriz  extracelular,  mediada por  integrina, 

pode  ser  interrompida por  pequenos  peptídeos  chamados  desintegrinas. O  termo 

desintegrina foi utilizado, pela primeira vez, em 1989, para descrever um grupo de 

moléculas de  baixa  massa  molecular (5-9 kDa),  ricas  em cisteínas,  derivadas de 

venenos de serpentes, os quais interagiam com receptores da superfície das células 

(integrinas) (Dennis  et  al.,  1989;  Gould  et  al.,  1990;  Niewiarowisk  et  al.,  1994; 

Maclane  et  al.,  1998;  Huang,  1998). Desintegrinas  são  potentes  inibidores  da 

agregação plaquetária por se ligarem especificamente ao receptor de fibrinogênio, à 

glicoproteína IIb/IIIa (αIIbβ3)  de membrana de plaquetas, através da sua seqüência 

adesiva RGD. O domínio desintegrina apresenta uma grande diversidade estrutural e 

funcional. As desintegrinas, derivadas das metaloproteases de venenos de serpentes 

(SVMPs) da classe P-II, são normalmente pequenas e geralmente contêm a seqüência 

adesiva  RGD  (Huang  e  Niewiarowski,  1994). Estudos  demonstraram  que 

desintegrinas, contendo a seqüência RGD, são capazes de inibir a adesão de células 

tumorais à matriz extracelular por competição específica pelos receptores de integrinas 

(Trikha et al., 1994; Sheu et al., 1997; Chiang et al., 1994).

Proteínas  que  não  apresentam o  motivo  RGD,  mas  que  apresentam 

atividade de inibição de ligação de ligantes a integrinas, são encontradas em venenos 

de serpentes. São as metaloproteinases/desintegrinas ou tipo-desintegrinas, descritas no 

próximo item.

1.4 – Metaloproteases 

As serpentes são as mais prodigiosas fontes de toxinas que podem chegar a 

ser  úteis  à  humanidade. Seus venenos são  compostos  por  complexas mesclas de 

polipeptídeos e proteínas que induzem a uma variedade de efeitos farmacológicos, os 

quais provêm uma útil ferramenta para a compreensão de muitos eventos moleculares 
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dentro dos processos fisiológicos normais. Os principais componentes encontrados em 

venenos de serpentes são lectinas, metaloproteinases, serinoproteinases, desintegrinas, 

fosfolipases e peptídeos que agem sobre a bradicinina e o sistema angiotensina. Além 

de proteínas, o veneno de serpentes também é caracterizado por uma rica mistura de 

compostos orgânicos e inorgânicos que variam de acordo com a espécie de serpente. 

Os  mais  abundantes  compostos inorgânicos  são  o  cálcio,  cobre,  ferro,  potássio, 

magnésio, manganês, sódio, fósforo, cobalto e zinco. A função desses compostos está 

relacionada a mecanismos catalíticos de certos componentes enzimáticos presentes no 

veneno  (Bjarnason e  Fox,  1994).  Em estudos  proteômicos recentes, mais  de  200 

peptídeos foram revelados por eletroforese bi-dimensional do veneno de B. jararaca, 

confirmando, assim, a complexa natureza do veneno (Fox et al., 2002).

Um grupo importante de enzimas proteolíticas, encontradas nos venenos, é 

formado pelas metaloproteases (SVMPs – Snake Venom Metalloproteinases).

As  metaloproteases  compreendem uma  série  de  enzimas  geralmente 

dependentes de zinco, também chamadas de zinco-metaloproteases, com variada massa 

molecular  e  responsáveis  pelo  efeito  hemorrágico  característico  destes 

envenenamentos (Bjarnason e Fox, 1994). As metaloproteases são divididas de acordo 

com a estrutura primária de seus sítios catalíticos e incluem os grupos das zincinas 

(subdivididas  em  gluzincinas  ou  metzincinas,  dependendo  do  quarto  resíduo 

responsável pela coordenação do íon Zn, que pode ser um glutamato ou histidina, 

respectivamente),  inverzincinas,  carboxipeptidades  e  DD  carboxipeptidases.  Este 

último  grupo  ainda  é  subdividido  em  astacinas  (encontradas  em  crustáceos), 

serralisinas (bactérias), matrixinas (metaloproteases presentes na matriz extracelular de 

mamíferos) e reprolisinas (venenos de serpentes) (Bode et al., 1993; Hooper, 1994).

 As metaloproteases hemorrágicas de venenos são classificadas, de acordo 
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com sua massa molecular, em pequenas (22-27 kDa), médias (33-48 kDa) e grandes 

(50-65 kDa), segundo Bjarnason e Fox (1994).

As SVMPs são produzidas na glândula de veneno como pré-pró-domínio, 

na forma de precursores inativos ou zimogênios, nos quais o mecanismo de “cysteine-

switch” inibe sua atividade enzimática (Grams et al., 1993; Gutiérrez et al., 2000). O 

peptídeo  sinal  das  SVMPs  possui,  aproximadamente,  18  aminoácidos altamente 

conservados, os quais servem como seqüência-sinal para determinar sua localização 

sub  celular  ou  secreção  (Sha  et  al.,  1997).  Os  zimogênios  são  processados 

proteoliticamente para serem ativados. Seu domínio de ligação ao Zn2+ é tetraédrico, 

com seqüência de aminoácidos HExGHNLGxxHD com 3 His coordenando o Zn2+ e 

uma molécula de água (Jia et al., 1996). Entretanto, na presença de ligantes inibidores, 

o zinco também pode apresentar uma coordenação pentaédrica, através dos oxigênios 

do grupo carbonil desse ligante. A cadeia lateral da metionina do motivo “Met-turn” 

fornece uma base hidrofóbica abaixo das cadeias laterais das histidinas que coordenam 

o zinco (Bode et al., 1993). O domínio catalítico ainda conta com um íon de cálcio 

localizado sobre a superfície da molécula, do lado oposto ao catalítico, importante na 

conformação estrutural.

Desde o ponto de vista genético, verifica-se que as SVMPs se encontram 

codificadas por quatro classes de DNA: classe nucleotídica I ou N-I, que codifica para 

domínios  pró  e  metaloprotease,  classe  N-II que  codifica  para  domínios  pró, 

metaloprotease  e  desintegrina  e  classe  N-III,  que  codifica  para  domínios  pró, 

metaloprotease, tipo-desintegrina e rico em cisteína localizado na extremidade carboxi-

terminal do domínio desintegrina e a última classe, a  N-IV, que codifica para um 

domínio tipo lectina, na extremidade carboxi-terminal da proteína (Wolfsberg  et al., 

1995; McLane et al., 1998; Yamamoto et al., 1999). 
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Com base em seus  domínios  estruturais, as  metaloproteinases, quando 

isoladas do veneno bruto, podem ser classificadas em 4 classes distintas: P-I, P-II, P-III 

ou P-IV, de acordo com a presença de domínios adicionais na região carboxi-terminal 

do domínio metaloprotease (Bjarnason e Fox, 1994; Hite  et al., 1994)  (figura 1.2). 

Assim, após o processamento, proteínas da classe P-I encontram-se somente com o 

domínio catalítico, as da classe P-II com domínios catalítico e desintegrina (contendo o 

motivo RGD), as da classe P-III com domínios catalítico, tipo-desintegrina e rico em 

cisteína, e proteínas da classe P-IV com a adição do domínio lectina na porção C-

terminal do domínio rico em cisteína.

Figura 1.2: Classificação de metaloproteases de venenos de serpentes 
(SVMPs). A região altamente conservada “PKMCGV” no Pró-domínio, 
assim como o sítio de coordenação do zinco “HEXXHXXGXXH” estão 
em destaque. A ponte dissulfeto, que liga o domínio lectina ao rico em 
cisteína em metaloproteases da classe P-IV, está representada por dois 
“S” circunscritos. Diagrama adaptado de Bjarnason e Fox, 1994.

As metaloproteinases de venenos de serpentes (SVMPs), pertencentes à 

classe P-III, são denominadas tipo-desintegrina (não-RGD) por apresentarem o motivo 

E/DCD, substituindo o motivo RGD. Estudos têm mostrado que o motivo D/ECD está 

envolvido na ligação de integrinas (Myles et al., 1994) e que domínio rico em cisteína 

também  pode  estar  envolvido  na  interação  (Bjarnason  e  Fox,  1994).  As 

metaloproteinases tipo-desintegrinas (MDC) podem sofrer processamento proteolítico, 

liberando o domínio catalítico (metalorprotease) e os domínios tipo-desintegrina e rico 
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em cisteína (DC). Proteínas contendo somente os domínios DC processados mostram 

atividades de inibição de adesão celular e de agregação plaquetária. A ALT-C, uma DC 

isolada do  veneno de  B.  alternatus, é  capaz de  inibir  a  adesão de  células  K562 

transfectadas com a integrina α2β1 mediada pelo colágeno tipo I (Souza et al., 2000), 

além de inibir a adesão de fibroblastos humanos (Cominetti et al., 2004). A Jararagina-

C, uma proteína DC de 28kDa originada do processamento da jararagina, possui a 

capacidade de inibir a agregação plaquetária induzida pelo colágeno e por adenosina 

difosfato (ADP) (Usami  et al.,  1994; Jia  et al.,  1997; Shimokawa et al.,  1997).  A 

Jaracetina, um dímero de 60 kDa, que representa uma diferente forma processada da 

jararagina, interage com o  domínio  A do  vWF e  também bloqueia a  adesão das 

plaquetas ao colágeno dependente de α2β1 (De Luca et al., 1995).

 
1.5 – Proteínas humanas homólogas as SVMPs P-III 

Os fenômenos de adesão célula-célula, célula-matriz e a proteólise da matriz 

extracelular  são  vitais  para  o  desenvolvimento  normal  de  processos,  como  a 

morfogênese dos tecidos, a cicatrização de feridas, e em processos patológicos como a 

invasão de células tumorais e metástase (Gould et al., 1990; Wolfsberg et al., 1995). 

Estes fenômenos se encontram mediados por proteínas de adesão de superfície celular, 

tais com as caderinas, a superfamília das imunoglobulinas, as selectinas, integrinas e 

sindecanas (Gould et al., 1990). Outro grupo de proteínas envolvidas é o das moléculas 

ancoradas à  superfície da  membrana,  as  quais  se  encontram  representadas  pelas 

metaloproteases de matriz da membrana.  Entre as proteases acopladas à matriz da 

membrana, são encontradas aquelas que contêm um domínio metaloprotease e um 

domínio  tipo-desintegrina,  codificadas  pela  família  de  genes  conhecidos  como 

ADAMs (A Disintegrin And Metalloprotease) (Wolfsberg et al., 1995). As ADAMs 

são,  portanto,  proteínas  homólogas  às  SVMPs  da  classe  P-III  encontradas  em 
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mamíferos e  outros animais e  estão relacionadas a  diversos processos  fisiológicos 

como fertilização e diferenciação celular. 

A estrutura básica das ADAMs está filogeneticamente bem conservada e as 

mudanças estruturais são produtos da adaptação necessária à sua respectiva função 

(Yamamoto  et al., 1999). Assim, por exemplo, as ADAM designadas desde 1 a 7 se 

expressam, de maneira principal,  em órgãos reprodutores, enquanto que seu papel, 

durante  a  espermatogênese,  é  a  fusão  esperma-óvulo  (Wolfsberg  et  al.,  1995; 

Yamamoto et al., 1999; Blobel 2005), e cada uma é expressa em distintas etapas do 

processo  espermatogênico. A ADAM 9,  por  sua  vez,  também chamada  MDC9 

(Metalloprotease-like,  Disintegrin-like and Cysteine rich),  tem sido encontrada em 

vários tipos de órgãos, entre os quais os pulmões e as glândulas mamárias, podendo ter 

relação com o desencadeamento de sinais de transdução. A ADAM 11 é encontrada em 

células de órgãos reprodutores e não reprodutores, enquanto que as ADAMs 12 e 19, 

também conhecidas como Meltrinas   e    respectivamente, estão  localizadas na 

musculatura  embrionária (estágio  neonatal) e  tecido  ósseo de  embriões e  adultos 

(Yamamoto  et al., 1999). Por outro lado, Yamamoto (1999) relaciona a ADAM 17, 

também chamada de TACE (Tumor necrosis factor Alfa Converting Enzyme), e ADAM 

10,  também  conhecida  por  MADAM  (bovine  Mammalian  A  Disintegrin  And 

Metalloprotease),  que  cumprem funções importantes no  processamento da  forma 

acoplada à superfície celular do precursor do fator de necrose tumoral   (TNF- ), na  

liberação da forma madura da citocina.

Todas as proteínas pertencentes à família das ADAMs contêm um domínio 

do tipo metaloprotease, o qual é similar ao encontrado nas SMVPs dependentes de 

Zn2+. O domínio, tipo metaloprotease das ADAMs 1, 8, 9 e 10, apresenta resíduos 

conservados no sítio ativo, similares aos da SVMPs mantendo também sua propriedade 
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catalítica,  enquanto que,  no  das  ADAMs 2-7  e  11,  o  mesmo contém seqüências 

diferentes em seu sítio ativo. Assim, essas proteínas, apesar da presença do domínio 

metaloprotease, são cataliticamente inativas (Wolfsberg et al., 1995).

1.6 – Jararagina e Bothropasina

Jararagina e bothropasina são duas SVMPs da classe P-III isoladas do 

veneno  de  B. jararaca,  e,  portanto,  pertencentes à  família  metalopeptidase,  e  à 

subfamília  reprolisina,  com  atividade  catalítica  hidrolase  do  tipo  endopeptidase, 

dependentes do zinco (Bjarnason e Fox, 1994). As duas proteínas apresentam elevado 

grau de identidade , aproximadamente 97%, o que as caracteriza como isoformas. Uma 

vez que o aminoácido N-terminal encontra-se bloqueado, não é possível caracterizar 

essas proteínas através de seqüenciamento da região N-terminal por degradação de 

Edman.  Assim,  segundo  a  literatura,  as  proteínas  jararagina e  bothropasina são 

distinguidas com base no protocolo de purificação, isto é, dependendo das colunas 

cromatográficas utilizadas, é isolada jararagina ou bothropasina. 

A jararagina foi  isolada pela primeira vez em 1992 (Paine  et al.,  1992) e 

caracterizada como uma metaloproteinase/desintegrina de alta massa molecular (52 

kDa) da classe P-III, com 421 aminoácidos na proteína madura, após a modificação 

pós-traducional. Possui ação hemorrágica (Paine et al., 1992) e também a capacidade 

de inibir a agregação plaquetária, ao bloquear a ligação do colágeno à integrina α2β1 

presente na membrana das plaquetas. A jararagina se liga ao domínio I da cadeia α2 

e/ou cliva a cadeia β1 dessa integrina (Kamiguti et al., 1996). A jararagina interfere na 

função plaquetária  de  duas  maneiras distintas:  (1)  por  degradação dos  diferentes 

receptores plaquetários e  proteínas adesivas na hemostasia; e (2) interferência não 

enzimática (mediada pelo domínio desintegrina) com a função de receptores da adesão 

plaquetária (Kamiguti  et al., 1996b). Estudos recentes têm sugerido a existência de 
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formas alternativas de jararagina secretadas pela glândula venenífera. Uma das formas 

é proteoliticamente estável (que se apresenta no veneno na forma da jararagina) e outra 

proteoliticamente  instável  (processada  rapidamente  no  veneno  produzindo  a 

jararagina-C) (Moura-da-Silva et al., 2003).

A bothropasina foi isolada do veneno de B. jararaca pela primeira vez em 

1982 (Mandelbaum et al., 1982) e caracterizada como uma proteína da classe P-III das 

SVMPs. Assim como a jararagina, bothropasina também é constituída por 421 resíduos 

de aminoácidos e apresenta atividade hemorrágica (Mandelbaum et al., 1982). Estudos 

recentes mostram a expressão dos  domínios DC da bothropasina (Assakura  et  al., 

2003).  Devido  ao  fato  de  não  ser  possível  o  seqüenciamento  do  N-terminal, as 

seqüências conhecidas de ambas as proteínas são as deduzidas do cDNA (mostradas na 

figura 1.3). 

Figura  1.3:  Alinhamento  entre  as  seqüências  da  jararagina  e 
bothropasina. Quando comparadas em um alinhamento seqüencial, 19 
resíduos  não  idênticos  são  encontrados,  todavia,  10  são  similares. 
Seqüências  deduzidas do DNA (Número de acesso no NCBI:  P30431 e 
AAC61986.2, respectivamente).

1.6.1 – Os domínios estruturais das moléculas de jararagina e bothropasina

A  jararagina  e  a  bothropasina,  duas  proteínas  da  classe  P-III  das 

metaloproteases,  como  visto  anteriormente, são  compostas por  uma  estrutura  de 
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multidomínios, representada esquematicamente nas  figuras 1.2 e 1.3. Estes domínios 

são:

 Peptídeo sinal: tem como função garantir a correta localização subcelular 

ou secreção da proteína (Shah et al., 2000).

 Pró-domínio: região com resíduos de aminoácidos altamente conservados, 

que regula a atividade enzimática, através da interação entre a sulfidrila do 

resíduo  Cys,  do  motivo  PKMCGVTQ das  SMVPs,  com  o  íon  Zn2+ 

presente no sítio ativo. Esta interação resulta na inativação do domínio 

catalítico,  um  mecanismo  chamado  de  “cystein  switch”,  similar  ao 

proposto para as MMPs encontrado no precursor protéico não processado. 

Esta região permite que as metaloproteases sejam armazenadas na forma 

de zimogênios inativos, evitando, assim, sua autodigestão (Grams  et al., 

1993).

 Domínio catalítico – Metaloprotease (M): é o domínio de ligação de íons 

metálicos. No caso da jararagina, o íon Zn2+.  Apresenta a  seqüência de 

aminoácidos  HExxHxxGxxHD,  altamente conservada nessa  família  de 

enzimas  e  responsável  pela  coordenação do  metal  próximo  à  região 

CIMxP  da  volta  de  metionina  ou  “met-turn”,  característica  das 

metazincinas. Nesse domínio são encontrados 7 resíduos de cisteínas.

 Domínio tipo-desintegrina (D): este domínio apresenta a seqüência ECD 

que está associada com a especificidade das SVMPs pelas integrinas (Zhou 

et al., 1995; Jia et al., 2000). Nesse domínio são encontradas 14 cisteínas.

 Domínio rico em cisteína (C): Apesar de ser chamado de rico em cisteína, 

o domínio C possui uma “densidade de cisteínas” menor que o domínio D. 

Nele, são encontradas 13 cisteínas.
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1.6.2 – Atividades biológicas da jararagina

Jararagina e hemorragia

Metaloproteinases  de  venenos  de  serpentes  são  freqüentemente 

responsáveis pela degradação de proteínas da matriz celular, resultando no rompimento 

da integridade das células endoteliais nas paredes dos vasos sanguíneos e subseqüente 

hemorragia potencializada pelos distúrbios das funções plaquetárias (Bjarnason e Fox, 

1994; Kamiguti  et  al.,  2003).  As SVMPs afetam principalmente vasos capilares e 

pequenas veias (Moreira et al., 1994).

A jararagina promove a homeostase, através da degradação das proteínas 

responsáveis pela coagulação, como, por exemplo, os fibrinogênios (Kamiguti  et al., 

1994a; Markland, 1998) e pela inibição da agregação plaquetária (Kamiguti  et al., 

1996a).

A hemorragia sistêmica induzida pela  jararagina  em ratos,  parece ser 

dependente de sua atividade proteolítica, uma vez que sua atividade é completamente 

eliminada quando a jararagina é incubada com peptídeos inibidores de  batimastato 

anteriormente à injeção (Escalante et al., 2003). Além do mais, quando o batimastato e 

o  quelante  CaNa2EDTA são  administrados  por  alguns  minutos  que  antecedem o 

envenenamento em ratos, os compostos apresentam clara eliminação das hemorragias 

locais e necroses dermais  (Rucavado et al., 2000). Sendo assim, pode-se constatar a 

importância  da  preservação da  atividade  catalítica  das  metaloproteases a  fim  de 

promover a  quebra  das  proteínas  de  matriz,  caracterizando-se como o  principal 

mecanismo envolvido no sangramento.

Efeitos da jararagina nos fatores de coagulação

A jararagina tem como característica clivar o fibrinogênio em sua porção 

C-terminal  da  cadeia  A ,   resultando  na  remoção  de  um  fragmento  com 
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aproximadamente 23 kDa, mas não promove nenhum efeito tanto na cadeia , q uanto 

na  (Kamiguti   et  al.,  1994a). A restante  molécula  de  fibrinogênio  purificada 

permanece funcional em ambas as respostas de agregação plaquetária para o ADP, 

adrenalina e sua habilidade coagulante plasmática pela ativação da trombina. A única 

conseqüência da atividade -fibri nogenase da jararagina foi a anormal polimerização 

de fibrina pela trombina (Kamiguti et al., 1994a).

Tem-se mostrado que a jararagina aumenta a atividade fribinolítica in vitro 

do plasma humano e  de outros  animais, através do aumento da atividade do  tPA 

(tissue-type Plasminogen Activator), pela dissociação do complexo do tPA com seu 

inibidor PA1-I (type 1 Plasminogen Activator Inhibitor) e pela inativação do 2-PI ( 

2-Plasmin Inhibitor) no plasma (Sugiki et al., 1995). Além do mais, a ativação da uPA 

(urokinase-type Plasminogen Activator) foi descrita após interações  in vitro entre o 

ziminogênio da uPA e jararafibrase I (Sugiki et al., 1998).

Esses  efeitos  possivelmente ocorrem devido  à  atividade  catalítica  da 

jararagina permanecer inalterada pelos inibidores de protease plasmáticos como as 2-

macroglubulinas. Embora as P-I SVMPs sejam rapidamente inibidas, P-III SVMPs não 

apresentam inibição  pelas  2-macroglobulinas,  além  do  fato  da  capacidade desse 

inibidor em fazer ligações covalentes com a enzima (Kamiguti  et  al.,  1994b).  Os 

autores ainda sugerem que a resistência à inibição apresentada pelas P-III pode estar 

relacionada a restrições estruturais, uma vez que proteínas da classe P-III, possuem os 

domínios adicionais desintegrina e rico em cisteína. Esses domínios poderiam estar 

relacionados com interações entre SVMPs e os inibidores plasmáticos. Por outro lado, 

jararafibrase I  é  completamente inibida pelas macroglobulinas humanas e  de ratos 

(Anai et al., 1998).
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Efeito da jararagina nas plaquetas

A maioria dos estudos relacionados à  ação da jararagina na hemostase 

envolve agregação plaquetária. Após a injúria vascular, plaquetas são ativadas pelas 

fibras de colágeno, mediadas pelo Fator de von Willebrand (vWF),  resultando na 

adesão  plaquetária  ao  subendotélio  exposto.  Os  receptores,  integrina  21 e  o 

complexo GP VI-FcR cadeia , possuem um papel pivotal na ativação das plaquetas  

pelo colágeno (Watson e Gibbins, 1998). A adesão de plaquetas é mediada pela ligação 

do complexo GPIb-IX-V com o vWF (Weiss et al., 1986; Atkinson et al., 2003; Pinto 

et al., 2007). A união desses receptores promove a ativação das plaquetas e agregação, 

via interação com a integrina IIb3 com os ligantes plasmáticos, proporcionando a 

formação de uma barreira plaquetária importante para que o sangramento cesse.

A jararagina inibe a agregação plaquetária induzida pela ristocetina e pelo 

colágeno, indicando que ambos os caminhos supracitados são afetados pela ação da 

toxina. A inibição da agregação plaquetária induzida pela ristocetina tem sido atribuída 

a um efeito direto da enzima sobre o vWF e não de sua ativação no receptor GP Ib-IX-

V (Kamiguti et al., 1996a; Serrano et al., 2006). A jararagina cliva a subunidade vWF 

na metade N-terminal da molécula, que contém o sítio de ligação para o receptor GPIb 

(o domínio AI), dando origem a vários fragmentos. Além do mais, a hidrólise do vWF 

pela jararagina acarreta no desaparecimento das estruturas multiméricas de elevada 

massa molecular da proteína. A clivagem do vWF pela jararagina e, provavelmente por 

outras  proteínas  presentes  no  veneno  de  B.  jararaca,  contribui  ao  processo 

hemorrágico característico de pacientes com envenenamento. 

A proteólise do vWF, induzida pela jararagina, somada aos efeitos sobre a 

interação plaqueta-colágeno, prejudica  a  coagulação que  unida  à  coagulopatia  de 

consumo, pode implicar em risco de morte da vítima (Kamiguti et al., 1996a).
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Interação com outros tipos de células

A observação de que a jararagina interage com integrinas 21 e com o 

colágeno, sugere a possibilidade de interações com outros sistemas celulares que não 

plaquetas, interferindo em efeitos mediados pela 21. Esses efeitos incluem mudanças 

no crescimento de fibroblastos em redes de colágenos compreendidos por colágenos 

fibrilares do tipo 1 (Zigrino et al., 2002). Uma vez expostos à jararagina, ligações na 

superfície  celular  acontecem  através  da  interação  com  integrinas  21 e, 

diferentemente das plaquetas, a ligação da jararagina ao 21 é suficiente para induzir 

as  sinalizações essencialmente idênticas  às  observadas para  o  colágeno fibrilar  e 

promove a expressão de MMP-1, MT1-MMP e integrinas 21 (Zigrino et al., 2002).

Em fibroblastos,  a  jararagina atua  como um substrato que mimetiza o 

colágeno, que se liga e  ativa integrinas. Por outro lado, em agregação plaquetária 

induzida pelo colágeno, jararagina se liga ao domínio 21 da integrina, inibindo a 

sinalização intracelular mediada pelo colágeno.  Kamiguti  et al.,  (2000)  sugere que 

apenas a ligação jararagina/21 seja suficiente para que a efetiva transdução do sinal 

em plaquetas aconteça.

Os mecanismos de ação das SVMPs em células endoteliais ainda estão 

fracamente elucidados. Entretanto, Masuda et al., (1998) especula que as P-III SVMPs 

possam promover a apoptose das células endoteliais e não um efeito citotóxico.

Atividade pró-inflamatória induzida pela jararagina

A jararagina atua em uma variedade de diferentes mecanismos envolvidos 

na homeostase e é diretamente relacionada na hemorragia local e sistêmica observadas 

em pacientes envenenados  (Kamiguti  et  at.,  1991; Paine  et  al.,  1992)  e  in  vitro 

(Kamiguti  et at., 1991; Gallagher et al., 2005). Outro importante papel desenvolvido 

pela jararagina é o de promover uma forte atividade pró-inflamatória, acarretando em 
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extensos danos ao tecido local (Costa et al., 2002; Laing et al., 2003) e prejudicando a 

proliferação de células dos sistemas responsáveis pela reconstituição do tecido (Ho et 

al., 2002). 

Apesar dos recentes estudos realizados para se compreender melhor os 

efeitos  locais  desencadeados, após  acidentes  botrópicos,  em  relação  às  toxinas 

envolvidas no processo de ativação dos componentes pró-inflamatórios endógenos e o 

mecanismo desencadeado imediatamente após o contato destas com os tecidos, ainda 

não estão bem esclarecidos.

A exposição das  células  MPACs (Murin  Peritoneal  Adherent  Cells)  à 

jararagina estimula,  após um período de aproximadamente 4 horas, a produção de 

mediadores imunes de amplo espectro como: o TNF-α, a IL-1β (InterLeukin-1β) e a 

IL-6 mRNAs (InterLeukin-6). Entretanto, quando recombinantes solúveis de TNF-α e 

IL-6  foram  encubados  na  presença  de  jararagina,  clivagens  proteolíticas  foram 

observadas.

A toxina nativa também estimula a subseqüente degradação das citocinas 

produzidas  por  clivagem  proteolítica.  O  TNF-α  e  a  IL-6  foram  rapidamente 

degradados, enquanto que a atividade sobre a IL-1β foi mínima (Clissa et al., 2001).

 A susceptibilidade do TNF-α e da IL-6 ao efeito catalítico da Jararagina, 

não é clara, mas, provavelmente, tenha correlação com a presença de pontes dissulfeto, 

presentes  no  TNF-α  e  na  IL-6  (Callard  e  Gearing,  1994)  e  ausentes  na  IL1β. 

Possivelmente, as  pontes  dissulfeto geram características  estruturais,  que  expõem 

resíduos  hidrofóbicos  na  superfície das  moléculas e  que  são  necessários para  a 

atividade proteolítica da jararagina. Deste modo, a jararagina, na sua forma nativa, 

pode atuar como ativador do mecanismo endógeno da resposta inflamatória (Moura-

da-Silva et al.,1996a), induzindo à produção de citocinas pela estimulação de células 
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inflamatórias (Clissa et al., 2001). Células endoteliais também são ativadas e liberam 

óxido nítrico (NO) e IL-6 em resposta à ação da jararagina (Schattner et al., 2005).

As citocinas, por possuírem um papel de grande relevância na regulação de 

mecanismos inflamatórios,  têm  se  mostrado  como  fortes  candidatas  a  serem  os 

possíveis  agentes  endógenos  pró-inflamatórios,  liberados  em  resposta  ao 

envenenamento. A produção de citocinas tem sido descrita em modelos experimentais 

e em vítimas de acidentes botrópicos e crotálicos (Lomonte et al. 1993; Barravieira et 

al. 1995; Barros et al. 1998; Petricevich et al. 2000). Porém, poucas evidências sobre o 

envolvimento direto das  citocinas,  na  inflamação ocasionada por  envenenamentos 

ofídicos, estão disponíveis na literatura.

Jararagina e o câncer

Recentes estudos foram realizados com o intuito de investigar a habilidade 

da jararagina em interferir em mecanismos relacionados ao câncer. O tratamento de 

cultura  de  células  de  melanoma  humano  com  jararagina  levou  a  alterações 

morfológicas  celulares, variabilidade  e  adesão a  proteínas  da  matriz  extracelular, 

resultando em uma significante redução da metástase pulmonar quando comparadas 

aos controles (Correa et  al.,  2002).  Em uma diferente metodologia, polipeptídeos 

similares aos da angiostatina foram gerados a partir da hidrólise do plasminogênio pela 

jararagina  in  vitro.  Os  fragmentos resultantes  isolados  inibiram a  proliferação  de 

células endoteliais de maneira similar à angiostatina (Ho et al., 2002). Esses dados, 

aliados a resultados previamente encontrados na literatura, mostram que a jararagina é 

capaz de liberar componentes endógenos bioativos e fatores anti-angiogênicos, o que 

contribuiria para uma resposta regenerativa de danos locais em tecidos após a mordida 

da cobra. Entretanto, a principal implicação desses estudos é o de que a jararagina 

parece possuir propriedades anti-tumorais (Correa et al., 2002; Ho et al., 2002).
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Anticorpos e inibidores da jararagina

Dada a importância da jararagina, assim como a de outras SVMPs, em 

patologia  de  venenos,  diversas  estratégias  têm  sido  elaboradas  para  inibir  ou 

neutralizar essa família de proteínas, com a finalidade de desenvolver um tratamento 

mais efetivo para o combate dos efeitos locais provenientes da mordida, assim como a 

procura por inibidores endógenos às SMVPs presentes no soro de certos mamíferos e 

répteis, naturalmente resistentes ao veneno de serpentes (Domont  et al., 1991; Fox e 

Bjarnason  et  al.,  1998).  Esses inibidores, por  exemplo, poderiam ser retirados  do 

próprio soro de B. jararaca ou de gambás (Rocha et al., 2002; Jurgilas et al., 2003). 

O inibidor de SVMPs, BJ46a, similar aos membros da superfamília de 

proteínas cistatinas, isolado a partir do soro da B. jararaca, dá origem a um complexo 

formado por ligações não covalentes com a jararagina, acarretando na inibição de suas 

atividades hemorrágicas e catalíticas (Valente  et al., 2002). Similarmente, o DM 43 

(Neves-Ferreira et al., 2002) e o PO41 (Jurgilas  et al., 2003), inibidores de SVMPs, 

são incluídos na superfamília  das imunoglobulinas, isoladas a  partir  dos soros de 

Didelphis  marsupialis  e  Philander  opossum,  respectivamente.  Ambos  formam 

complexos estáveis com a jararagina e inibem sua atividade hemorrágica, fibrinolítica 

e proteolítica.

Outros exemplos de inibidores da jararagina são antivenenos que vêm se 

mostrando  bastante  eficazes  na  inibição  da  atividade  hemorrágica,  induzida  por 

jararagina. Um exemplo, soros extraídos de coelhos, imunizados com veneno de  B. 

jararaca, foram  capazes  de  neutralizar  as  toxinas  responsáveis  pela  atividade 

hemorrágica de venenos de outras espécies de serpentes Bothrops (Lopes-Ferreira et 

al., 1992). Entretanto, sabe-se que o desenvolvimento de antivenenos com anticorpos 

mais específicos pudessem atuar  diretamente nas  toxinas mais importantes,  o  que 
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contribuiria, de maneira muito significativa, na eficácia da soroterapia (Theakston e 

Reid, 1993; Harrison et al., 2002). Um total de sete anticorpos monoclonais, cultivados 

contra  a  jararagina,  reagiram  preferencialmente com a  jararagina-C.  O  anticorpo 

monoclonal (MAJar3) inibiu as interações jararagina/colágeno, atividades proteolíticas 

para peptídeos e substratos, e, ainda, a atividade hemorrágica induzida pela jararagina 

(Tanjoni et al., 2003a). 

Ao estabelecer a  ligação de  anticorpos anti-jararagina-C aos  domínios 

desintegrina  e  rico  em cisteína, espera-se  que  as  interações da  molécula  com as 

integrinas α2β1 fiquem comprometidas (Clissa et al., 2006). Esse fato contribuiria para 

a  observada inibição da  hemorragia dermal (Harrison  et  al.,  2000).  Entretanto,  a 

evidência de que a ligação da MAJar3 ao domínio desintegrina neutraliza ambas as 

atividades hemorrágicas e  de  ligação ao  colágeno;  sugere que  sítios  no  domínio 

desintegrina  sejam  importantes  na  interação  com  substratos  presentes  na  matriz 

extracelular,  permitindo,  assim, que  as  atividades enzimáticas aconteçam (Laing e 

Moura-da-Silva, 2005).

Como pode ser observado, jararagina tem sido amplamente estudada e 

explorada em seus mais diversos aspectos medicinais, nos casos de acidentes ofídicos, 

assim como ferramenta para o entendimento do mecanismo molecular de ação para 

essa classe de toxinas. Apesar de toda a informação acumulada para as atividades 

biológicas de SVMPs da classe P-III , pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares 

de adesão e propriedades dos domínios D e C.

1.7 – Contextualização do projeto desenvolvido

Embora seja de conhecimento as importantes atividades biológicas das 

SVMPs  P-III,  o  envolvimento  de  cada  domínio  nessas  atividades  ainda  não  é 

totalmente conhecido e o estudo estrutural dessas moléculas pode trazer importantes 
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informações sobre a relação estrutura-função dessas proteínas. Nesse sentido, foram 

iniciados estudos estruturais de uma proteína da classe P-III, isolada de veneno de B. 

jararaca, em  colaboração com  a  Dra.  Ana  Maria  Moura-da-Silva,  do  Instituto 

Butantan, que nos forneceu amostra purificada de acordo com Paine (1992). Segundo a 

literatura,  a  proteína  purificada de  acordo  com  Paine  é  a  jararagina.  Testes  de 

cristalização foram realizados com a proteína e os cristais obtidos foram coletados 

(Souza  et  al.,  2000).  Através de  substituição molecular  foi  possível  determinar a 

estrutura do domínio catalítico, porém o refinamento da estrutura ficou prejudicado em 

função de não ser possível determinar a estrutura dos domínios desintegrina e rico em 

cisteína. Foi dada continuidade ao estudo, e, para solucionar o problema da degradação 

proteolítica  da  amostra,  a  purificação  da  proteína  começou  a  ser  realizada  no 

laboratório, com um protocolo diferente daquele utilizado anteriormente descrito por 

Paine. A proteína isolada apresenta a mesma massa molecular aparente da jararagina e 

também apresenta atividade hemorrágica. Cristais desta proteína foram obtidos e a 

estrutura da molécula inteira foi determinada, observando-se, pela estrutura, que se 

trata  da  bothropasina,  uma  proteína  homóloga à  jararagina. Com a  estrutura  da 

bothropasina elucidada foi possível determinar a estrutura da proteína anteriormente 

cristalizada.  Constatou-se  que  as  duas  estruturas  determinadas,  com  proteínas 

purificadas de  maneiras diferentes,  são  de  bothropasina,  fato  que  sugere  que  os 

diferentes protocolos de purificação não são suficientes para a obtenção específica de 

jararagina ou bothropasina.

Um fato interessante é que todos os estudos de atividade da jararagina, 

descritos nos tópicos anteriores, foram realizados com proteína isolada segundo Paine 

(1992).
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OBJETIVOS

O principal objetivo do presente trabalho foi o estudo estrutural de uma 

metaloproteinase/desintegrina, proteína da classe P-III das SVMPs, isolada do veneno 

de B. jararaca. 

Objetivos específicos:

 Desenvolver protocolos de cristalização da proteína isolada de veneno bruto, 

da serpente Bothrops jararaca.

 Construir e analisar a estrutura tridimensional da proteína.

 Comparar e correlacionar a estrutura da proteína com proteínas homólogas.

 Estabelecer  um  mecanismo  de  ação  para  essa  classe  de  proteínas 

multimodulares.

1
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CAPÍTULO 3 – Purificação, Cristalização e Refinamento da 
bothropasina

PURIFICAÇÃO, CRISTALIZAÇÃO E REFINAMENTO DA 
BOTHROPASINA

Obtenção da proteína bothropasina

O veneno bruto de  Bothrops jararaca, na forma liofilizada, gentilmente 

cedido  pelo  Laboratório de  Herpetologia  do Instituto  Butantan, na cidade de São 

Paulo, foi obtido, a partir de diversas amostras extraídas de diferentes exemplares de 

serpentes. A amostra liofilizada foi mantida a 4°C até o uso.

A bothropasina foi isolada a partir de 50 mg do veneno liofilizado de B. 

jararaca  ressuspendido  em 1  mL da  solução tampão 20  mM Tris-HCl, pH  8,0, 

centrifugados a 12000 x g durante 15 minutos e submetidos a cromatografia de troca 

iônica. Para tanto, a coluna  DEAE-Sepharose Fast Flow (Pharmacia, volume de 70 

mL) foi previamente equilibrada com a mesma solução tamponante, acoplada a um 

sistema ÄKTA Explorer 10 (GE). 

Após  a  remoção  das  proteínas não  aderidas à  resina da  coluna  com, 

aproximadamente, 210 mL do tampão de equilíbrio, foi efetuado o processo de eluição. 

A fase eluente utilizada foi um gradiente composto por três estágios: (1) gradiente 

linear de 10 vezes o volume da coluna (total de 700 mL) a 40% de NaCl 0,5 M em 

mesmo  tampão;  (2)  rápido  gradiente  linear de 40 a 100% de NaCl 0,5 M em 20 mM

1
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 Tris-HCl, pH 8,0 e (3) 120 mL de solução a 100% de NaCl 0,5 M em 20 mM Tris-

HCl, pH 8,0 (figura 3.1 (a)). 

A cromatografia foi  realizada em um fluxo constante de 3 mL.min-1  e 

frações contendo proteína com massa molecular aproximada de 55 kDa (estimada por 

SDS-PAGE, figura 3.1 (c)), foram reunidas e a amostra foi dialisadas durante 18 horas 

a 4°C contra tampão Tris-HCl 20 mM, pH 8,0 com 250 mM NaCl, concentradas a 1 

mL  e  aplicada  em  uma  coluna  de  exclusão  por  massa  molecular  Superdex75 

(Pharmacia, 1,6 cm x 60 cm), equilibrada com o mesmo tampão da diálise. A eluição 

das proteínas foi realizada a um fluxo constante de 0,5 mL.min-1 e foram coletadas 

frações de 1mL. As cromatografias foram monitoradas pela leitura da absorbância a 

280 nm e todas as etapas foram efetuadas a baixa temperatura (4°C). As figuras 3.1 (a), 

(b) e (c), ilustram, de maneira resumida, as etapas envolvidas no processo de obtenção 

da bothropasina

As frações obtidas de bothropasina foram analisadas quanto ao seu grau de 

pureza,  por eletroforese em gel  de poliacrilamida, na presença de SDS, conforme 

descrito  por Laemmli (Laemmli,  1970)  (figura 3.1 (c)). A atividade biológica foi 

estudada  através  de  ensaios  de  atividade  hemorrágica que  foram realizados  em 

colaboração  com  a  Profa.  Dra.  Heloisa  Selistre-de-Araújo,  do  Departamento  de 

Ciências Fisiológicas da Universidade Federal de São Carlos. A atividade hemorrágica 

foi  determinada pela  Dose Mínima Hemorrágica (DMH), que é  definida  como a 

quantidade mínima de enzima necessária para produzir um halo hemorrágico de 1cm 

de diâmetro na pele de animais como coelho ou camundongos, duas horas após a 

injeção  (Kondo  et  al.,  1960).  Solução  de  bothropasina  (100  μL)  foi  injetada 

intradermicamente em camundongos de cerca de 25 g. Duas horas após a injeção, os 

camundongos foram sacrificados  e  as  peles  removidas para determinação do  halo 
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hemorrágico. A DMH para a bothropasina foi de 20  μg o que está de acordo com o 

relatado na literatura (Mandelbaum, 1982).

Figura 3.1:  Purificação da bothropasina. (a) 50 mg de veneno bruto 
ressuspenso  em 1mL de  solução  tampão  20  mM Tris-HCl,  pH 8,0  e 
aplicado a  cromatografia  de  troca  iônica  em coluna  DEAE-Sepharose 
FF. A curva cinza representa o gradiente salino. (b) Cromatografia das 
frações eluídas em (a) “I” em coluna de exclusão por massa molecular 
Superdex75.  A  bothropasina  elui  com  um  grau  de  pureza  de 
aproximadamente  95%  (frações  “II”),  suficientes  para  os  testes  de 
cristalização.  (c)  Gel  de poliacrilamida 15% indicando as etapas  mais 
relevantes do processo de purificação da bothropasina. Poço 1: marcador 
de massa molecular; Poço 2: veneno bruto; Poços 3-6: frações eluídas 
com 100% NaCl 0,5 M 20 mM Tris-HCl, pH 8,0; Poço 7:  combinação 
das amostras  3-6 aplicado na coluna Superdex75;  Poços 8-11:  frações 
eluídas  da  coluna  (pico  II)  com  bothropasina  utilizada  nos  testes  de 
cristalização; Poços 12-15: frações com contaminantes eluídos no pico 
III da coluna Superdex75.

A concentração protéica das amostras provenientes da cromatografia foi 

estimada através do método descrito inicialmente por Bradford (Bradford, 1976). A 
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amostra passou por mais um processo de diálise (aproximadamente 18 horas) contra a 

solução tamponante fosfato de sódio 50 mM em pH 6,0.

Obtenção da bothropasina sob forma cristalina

Visando  ao  aumento  da  estabilidade  protéica  através  da  inibição  da 

atividade enzimática e, dessa forma, contribuindo para a qualidade na formação da 

rede  cristalina,  o  inibidor  não  específico POL647  (Gomis-Ruth  et  al.,  1998) foi 

encubado em uma razão molar proteína/inibidor igual a 1:50 (POL647 8 mM) por 

cerca 120 min à temperatura de 4°C. Posteriormente, a proteína foi concentrada para 

aproximadamente 8 mg.mL-1 (160 μM) e utilizada em experimentos de cristalização, 

com o emprego do método de difusão de vapor com gotas suspensas (Hampel et al., 

1968).

Em uma tentativa  inicial  para obtenção de  cristais,  foi  realizada uma 

triagem, através de conjuntos de soluções comerciais de cristalização do tipo matrizes 

esparsas “Crystal  Screen” I  e II  (Hampton Research) a  4°C e  18°C. Os ensaios 

consistiam de gotas suspensas de volume igual a 8 μL (50% proteína e 50% solução 

mãe) e reservatório contendo 1 mL de solução mãe.

Após  um  período de  5  dias,  foram observados cristais  protéicos  em 

diversas condições nas matrizes esparsas. Varreduras foram feitas nas condições que se 

mostraram mais promissoras. A condição ideal de cristalização foi estabelecida como 

sendo: acetato de amônia 40 mM, solução tamponante de acetato de sódio 100 mM, 

pH 4.6 e 29% PEG 4000 como agente precipitante a temperatura de 4°C (figura 3.2).
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Figura 3.2: Cristais da proteína bothropasina. As imagens de (a)-(f) 
mostram  as  melhores  condições  para  a  obtenção  de  cristais  de 
bothropasina. Os cristais apresentam uma morfologia semelhante, porém 
algumas  formas  como  trapézio  e  cúbica  também  são  observadas. 
Algumas condições com volume menor de agente precipitante, figuras 
(c) e (e),  os cristais apresentaram um crescimento acima do esperado, 
mas  com baixo  poder  de  difração.  O tamanho  médio  dos  cristais  de 
bothropasina é de 0,8 x 0,5 x 0,6 mm.

Coleta de dados de difração

Vários cristais foram testados, sempre em temperatura criogênica (100 K, 

crioprotegidos com adição de glicerol 5% (v/v) à solução mãe), e 8 conjuntos de dados 

foram coletados em uma fonte de raios X anôdo rotatório, disponível no laboratório, 

modelo ultraX 18 (RIGAKU/MSC) com detector do tipo placa de imagem, modelo 

Mar345dtb  (MAR Research). Um conjunto  de  dados  de  mais  alta  resolução foi 

coletado na linha MX1 (Polikarpov  et al.,  1998), no Laboratório Nacional de Luz 

Síncrotron  (LNLS/Campinas),  equipado  com  placa  MARccd  (MAR  Research) 

utilizando um comprimento de onda igual a 1,4027 Å. Um exemplo da imagem de 

difração medida no LNLS é mostrada na figura 3.3.
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Figura 3.3: Padrão de difração do cristal de bothropasina. Imagem 
característica  obtida  de  um  cristal  congelado  após  imersão  por, 
aproximadamente, 2 min em solução de NaI 0,5 M. Imagem com 01 grau 
de oscilação com tempo de 90 s de exposição.

Todos  os  conjuntos  de  imagens  de  difração  foram  processados  no 

programa MOSFLM (Leslie, 1992) e as intensidades foram escalonadas e reduzidas no 

programa  SCALA (Evans,  1993),  que  inclui  o  programa  TRUNCATE  (French e 

Wilson, 1978), ambos do pacote de programas CCP4 (Collaborative Computational 

Project  Number  4  (1994)).  Os  parâmetros  e  estatísticas  do  conjunto  de  dados 

processados são mostrados na tabela 3.1.

31



Capítulo 3                                                  Purificação e Cristalização da Bothropasina

Tabela  3.1: Parâmetros  e  estatísticas  da  coleta  e  processamento  dos 
dados de difração de raios X para a proteína na presença de NaI (cristais 
crescidos a 4oC).

Valores em parênteses são referentes à camada mais externa de resolução

Grupo espacial P212121

Parâmetros da rede a= 72.5 Å, b= 101,2 Å, 
c= 133,6 Å

Limites de resolução (Å) 20,0 – 2,85 (3,00 – 2.85)

Número de imagens 200

Δφ (o) 1

Mosaicidade (o) 0,7

Reflexões únicas 23552 (3384)

Multiplicidade 5,7 (5,8)

Rsym (%) 7,3 (32,4)

〈 (I)/σ(I)〉 17,9 (4,5)

Completeza (%) 99,7 (100,0)

O número de moléculas presentes na unidade assimétrica foi estimado por 

meio do programa Matthews_coef (parte do pacote CCP4), que faz uso da metodologia 

proposta por Matthews (Matthews, 1968).

Considerando-se  a  massa  molecular  da  bothropasina,  como  sendo 

aproximadamente 52 kDa, foram estimadas duas moléculas como constituintes  da 

unidade assimétrica cristalina, resultando em um volume de Matthews equivalente a 

2,6 Å3/Da e conteúdo de solvente no cristal de 49,8%. O fator de temperatura (B) do 

cristal encontrado por regressão linear no gráfico de Wilson foi de 80,7 Å2.

Faseamento e construção do modelo cristalográfico

A dificuldade na obtenção de cristais de metaloproteinases/desintegrinas 

(MD) da classe P-III, provavelmente devido à sua complexidade e flexibilidade em 

seus  multidomínios,  tem  como  conseqüência  a  pouca  informação  estrutural  de 

proteínas dessa classe. Somente em 2006 foi determinada a primeira estrutura de uma 

MD isolada do veneno de Crotalus atrox (Takeda et al., 2006). O elevado número de 
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pontes dissulfeto, que torna a  produção de  formas recombinantes da  proteína um 

processo bastante laborioso,  a  presença de poucas formas homogêneas no veneno 

(Moura-da-Silva et al., 2003) e a necessidade do uso de um inibidor específico, capaz 

de reduzir a auto-degradação protéica, também colaboram para a dificuldade de se 

obter cristais.

Através do método de “quick cryo-soaking” (Dauter et al., 2000; Nagem et 

al.,  2001;  2003),  cristais  protéicos  foram imersos em solução de  0,5  M  de  NaI 

(dissolvidos  em  100  mM,  pH  4.6  e  29%  PEG  4000),  por  um  período  de 

aproximadamente 3 min, visando à obtenção de melhores fases experimentais.

As fases foram determinadas com a utilização de um protocolo misto de 

faseamento, implementado no programa PHASER1 (McCoy et al., 2004; 2005), que 

faz uso das técnicas de Substituição Molecular (SM), combinado com faseamento por 

dispersão  anômala.  No  presente  trabalho,  a  dispersão  anômala  foi  a  um  único 

comprimento de onda (SAD).

Os modelos de busca para a SM foram encontrados através de alinhamento 

seqüencial entre a bothropasina e  as proteínas depositadas no PDB “Protein Data 

Bank”. Os melhores alinhamentos foram obtidos para a acutolisina (PDB 1BSW) uma 

metaloprotease de classe P-I e trimestatina (PDB 1J2L) uma desintegrina RGD.

A posição dos sítios de iodo foi determinada com auxílio do programa 

PHASER. Um total de 8 sítios de iodo, com ocupação acima de 80%, foi encontrado 

no  conjunto  de  dados.  As  fases  iniciais  foram então  calculadas utilizando-se as 

coordenadas dos  átomos  de  iodo,  assim  como as  moléculas  homólogas  em  um 

processo misto de faseamento. Os mapas iniciais calculados não permitiram o traçado 

1 A versão utilizada do programa PHASER no presente trabalho foi gentilmente cedida e também 
teve a participação efetiva, durante todo o processo de faseamento, pelo Prof. Randy Read do 
“Medical Research Council” – Universidade de Cambridge, UK, durante o desenvolvimento do 
meu Programa de Doutorado no País com Estágio no Exterior (PDEE) na mesma universidade. 
Maiores informações podem ser encontradas no apêndice I.
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automático nem mesmo manual para os átomos das cadeias principais e laterais do 

domínio rico em cisteína. Através de ciclos de modificação de densidade eletrônica e 

achatamento de  solvente  utilizando  o  programa  RESOLVE  (Terwilliger,  2003), 

fragmentos do domínio C puderam ser traçados para as duas moléculas presentes na 

unidade assimétrica. 

Após aplicação da solução por SM, foram feitos refinamento de corpo 

rígido, anelamento simulado, com o pacote de programas CNS (Brunger et al., 1998) e 

PHENIX (Adams  et al.,  2004). Foram feitos ciclos de refinamento no espaço real 

(modificações manuais do  modelo, através da  inspeção dos  mapas de  densidade 

eletrônica usando o programa gráfico Coot (Emsley e Cowtan, 2004)), alternados com 

cálculos intermediários no espaço recíproco para refinamento de posições atômicas, 

restrições geométricas e de contato, refinamento de fator de temperatura isotrópico 

individual para todos os átomos. Além de minimização de funções de energia e TLS. 

Foram utilizados os programas Refmac 5.0 (Collaborative Computational  Project, 

Number 4) e PHENIX_refine (Afonine et al., 2005).

Ciclos  exaustivos  de  construção e  reconstrução do  modelo estrutural, 

aliados à estrutura primária da bothropasina (Mandelbaum et al., 1982) e a descrição 

das pontes dissulfeto na literatura para a catrocolastatina (uma SVMP de  C. atrox 

(Calvete  et  al.,  2000)),  tornaram possível  a  construção de  100% da  estrutura  da 

bothropasina. O monitoramento da coerência do modelo com os dados experimentais 

foi conduzido através da análise da variação do fator R, juntamente com o fator Rfree 

(Validação Cruzada, Brunger et al., 1998).

Validação da estrutura da bothropasina

Foram utilizadas 23552 reflexões no cálculo do Rfactor para o “conjunto de 

trabalho” e  1201 reflexões para o “conjunto teste”, ou seja, 5,1% do conjunto total, 
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para o cálculo do Rfree, compreendendo uma faixa de resolução de 20,0 a 2,8 Å. Os 

valores finais desses índices de discrepância ficaram em 24,9% (Rfactor) e 29,3% (Rfree). 

A introdução de moléculas de água foi feita manualmente, com o auxílio do programa 

Coot,  sob  critérios  de  distância  mínima  e  máxima de  2,3  Å  a  3,5  Å,  fator  de 

temperatura menor que  50  Å2 e  em mapa de  densidade eletrônica  com nível  de 

contorno de 1σ. O refinamento foi dado como encerrado quando não foi mais possível 

a melhora dos índices Rfactor e Rfree. O modelo final é constituído por 2 moléculas na 

unidade assimétrica (com um total de 833 resíduos de aminoácidos), 2 moléculas de 

POL647 e 103 moléculas de água. 

Os valores finais para os desvios médios quadráticos para comprimentos e 

ângulos  de  ligações  interatômicas  da  estrutura  foram 0,015  Å  e  1,815o 

respectivamente. O fator de temperatura médio para todos  os  átomos das cadeias 

protéicas foi de 57,2 Å2.

De  forma  a  ilustrar  a  qualidade  dos  valores  finais  de  R  e  Rfree da 

bothropasina,  a  figura 3.4  mostra a  média dos  valores observados para estruturas 

refinadas à mesma resolução, ou seja,  2,8 Å. Dadas as características da proteína, 

como  ausência  de  estruturas  secundárias  bem  definidas  para  uma  boa  parte  da 

estrutura, resolução e ainda por ter um de seus domínios construídos manualmente, as 

estatísticas de R e Rfree podem ser consideradas como bastante satisfatórias e, como 

mostrado na figura 3.4, dentro de valores aceitáveis.
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Figura 3.4: Valores de Rfree para estruturas depositadas no PDB em 
função  da  resolução. O  valor  de  Rfree  esperado  para  uma  estrutura 
refinada a 2,8 Å, de acordo com estatísticas do PDB, deveria estar entre 
aproximadamente 26 e 30%. A bothropasina teve valor final de Rfree igual 
a  29,3%, portanto, dentro das estatísticas do PDB. Figura adaptada de 
“Harry Plotter”2.

A  análise  do  diagrama  de  Ramachandran (figura  3.5),  gerado  pelo 

PROCHECK (Laskowski et al., 1993), mostra que 671 resíduos (80,0%) encontram-se 

nas regiões mais favoráveis, 158 (18,9%) estão em regiões adicionais permitidas, 9 

resíduos (1,1%) em regiões generosamente permitidas e nenhum resíduo na região 

desfavorável.

Figura 3.5:.Diagrama de Ramachandran 
do  modelo  cristalográfico  final. É 
avaliada a qualidade da molécula através da 
distribuição  (e  combinação)  dos  ângulos 
torsionais  diedrais  (Φ  e  Ψ).  O  resultado 
indica que 80% dos resíduos se encontram 
nas regiões mais favoráveis (em vermelho), 
18,9%  estão  em  regiões  adicionalmente 
permitidas (em amarelo), 1,1% em regiões 
generosamente  permitidas  (em  bege)  e 
nunhuma acupação na região desfavorável 
(em branco).

2 http://xray.bmc.uu.se/gerard/supmat/rfree2000/plotter.html. Acesso em 14 de julho de 2007.
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Os parâmetros estereoquímicos da cadeia principal foram comparados pelo 

PROCHECK a estruturas cristalográficas de mesma resolução (figura 3.6). A figura 3.6 

(a) mostra a porcentagem de resíduos que ocupam a região mais favorável do diagrama 

de Ramachandran, em função da resolução de seu conjunto de dados. Já o gráfico 

mostrado na figura 3.6 (b), mostra o valor médio do fator G (medida da normalidade 

estereoquímica da estrutura), de cada resíduo na estrutura. Nesses gráficos, a região 

destacada em roxo corresponde a faixa de resultados para essas estruturas e a linha 

central  representa o  mínimo  quadrático para  a  inclinação  média  em  função  da 

resolução, e a correspondente largura da banda indica a variação de um desvio sobre a 

média.

Figura  3.6: Estatísticas  geradas  pelo  programa  PROCHECK. As 
análises indicam que o modelo cristalográfico apresentado neste trabalho 
apresenta qualidade estereoquímica superior quando comparado a outras 
estruturas  determinadas  à  mesma resolução.  Em (a)  observa-se  que  a 
quantidade obtida de, aproximadamente, 80% de resíduos na região mais 
favorável  do  diagrama  de  Ramachandran  está  acima  da  média  e  do 
desvio  padrão  na  resolução  de  2,8  Å.  O  fator  G  de  normalidade 
estereoquímica, de acordo com a figura (b), apresenta-se muito superior, 
em relação à média das estruturas na mesma faixa de resolução.

Através das figuras 3.6 (a) e (b), pode-se observar que, de maneira geral, 

os resultados pós-refinamento obtidos são condizentes e dentro do esperado. Dada a 

dificuldade de interpretação dos mapas, o processo de traçar as cadeias principais e 
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laterais dos resíduos, dentro das densidades eletrônicas, é mais laborioso. Com uma 

média resolução de  2,8  Å,  o  número de  distorções nos  ângulos  Φ  e  Ψ,  quando 

comparado a outras estruturas determinadas na mesma resolução, encontra-se acima da 

média (próximo dos 80%). O mesmo vale para a qualidade estereoquímica do modelo. 

O fator  G apresenta-se significativamente superior à  grande maioria, ilustrando a 

possibilidade de  se  obter  valores aceitáveis  para R  e  Rfree,  mantendo-se uma boa 

estereoquímica.

Determinação da estrutura 'nativa'

O projeto inicial visando à determinação da estrutura cristalográfica de 

uma P-III de Bothrops jararaca (no caso, a jararagina) foi iniciado pela doutora Dulce 

Helena Ferreira de Souza, supervisora do atual projeto, no início da corrente década. A 

partir do fornecimento do veneno bruto pelo mesmo laboratório e seguindo o protocolo 

de purificação de Paine (1992), foi obtido somente um único cristal da proteína nativa.

Dados de difração de raios X foram coletados na linha CPr (hoje MX1) do 

LNLS, cujas estatísticas se encontram descritas na tabela 3.2.

Como auxílio da SM e utilizando a estrutura cristalográfica da acutolisina 

como molécula molde, o domínio M foi determinado. No entanto, devido à ausência de 

modelos  cristalográficos  de  proteínas  homólogas  aos  domínios  D  e  C,  e  da 

impossibilidade de se conseguir um conjunto de dados a partir de cristais derivados, a 

construção  de  100%  da  estrutura  foi  impossibilitada.  Como  restava  metade  da 

molécula para ser construída, os mapas de densidade eletrônica para as cadeias laterais 

do domínio M não eram bons o suficiente para a completa elucidação da estrutura 

deste domínio.
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Tabela  3.2: Parâmetros  e  estatísticas  da  coleta  e  processamento  dos 
dados de difração de raios X para a proteína 'nativa' (cristais crescidos a 
4oC).

Valores em parênteses são referentes à camada mais externa de resolução

Grupo espacial P212121

Parâmetros da rede a= 72.5 Å, b= 101,2 Å, 
c= 133,6 Å

Limites de resolução (Å) 40,1 - 2,70 (2,85 – 2,70)

Número de imagens 105

Δφ (o) 0,7

Mosaicidade (o) 0,6

Reflexões únicas 25611 (3731)

Multiplicidade 2,9 (2,9)

Rsym (%) 8,5 (35,0)

〈 (I)/σ(I)〉 12,5 (2,5)

Completeza (%) 93,4 (94,0)

De posse da estrutura obtida pelo método da derivatização, descrito nesta 

tese, foi possível a determinação do modelo 'nativo' usando o conjunto nativo, através 

da técnica de substituição molecular, com auxílio do programa PHASER.

Como pode ser  observado para os  dois  conjuntos  de dados ('nativo'  e 

derivado), parâmetros do cristal, tais como a simetria e tamanho da célula unitária, são 

muito parecidos.
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CAPÍTULO 4 – Análise Estrutural da Bothropasina e Discussões

ANÁLISE ESTRUTURAL DA BOTHROPASINA
E DISCUSSÕES

Descrição do modelo cristalográfico

Neste trabalho é apresentada a estrutura cristalográfica da bothropasina, 

presente no veneno da serpente  Bothrops jararaca,  em complexo com seu inibidor 

POL647, ilustrada na figura 4.1. O modelo final, determinado a 2,8  Å de resolução, 

contém 2 moléculas de bothropasina, em sua unidade assimétrica, o que totaliza 833 

aminoácidos, 2 inibidores da auto-catálise POL647, 2 átomos de zinco e 6 íons cálcio 

ligados em seus respectivos sítios catalíticos e 103 moléculas de água (figura 4.1).

Dos 421 resíduos que compõem o monômero da bothropasina, apenas 2, 

um na extremidade N-terminal e outro na extremidade C-terminal, não puderam ser 

modelados  devido à  ausência de  densidade eletrônica.  Todos os  átomos presentes 

foram modelados dentro das densidades eletrônicas bem interpretadas, com exceção de 

algumas  poucas  cadeias  laterais  de  resíduos,  na  maioria  das  vezes  presentes na 

superfície dos monômeros e expostos ao solvente, cujas conformações não puderam 

ser modeladas. Nestes casos, a ocupação para tais átomos foi igualada a zero.

1
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Figura 4.1: Composição da unidade assimétrica da célula unitária. 
(a)  O  cristal  de  bothropasina  tem,  em  sua  unidade  assimétrica,  dois 
monômeros  de  bothropasina,  formando  um  dímero  cristalográfico.  O 
eixo de simetria de ordem 2 passa perpendicularmente ao plano da folha, 
entre  as  cadeias  A e  B,  no  meio  da  figura.  O  inibidor  POL647 está 
representado  em  “balls  and  sticks”.  Os  íons  de  Ca2+ e  Zn2+ estão 
representados por esferas azuis e vermelhas respectivamente. (b) Rotação 
de 90° no eixo indicado pela seta em relação à figura (a).
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Devido à baixa resolução do conjunto de dados, o modelo foi refinado, 

inicialmente, com imposição de alta correlação por simetria não-cristalográfica (NCS) 

para todos os átomos, que foi liberado ao longo do processo de refinamento.

Contatos intermoleculares no cristal

A presença de duas moléculas, na unidade assimétrica, implica em uma 

grande quantidade de solvente no cristal (aproximadamente 50% do volume total), o 

que contribui para o baixo poder de difração dos cristais, possibilitando uma maior 

desordem estática das moléculas.

A determinação e a descrição dos contatos intermoleculares foram feitas 

com o auxílio do servidor PISA3 (Krissinel e Henrick, 2005). Por esse servidor, pode-

se  calcular a  área de  contato entre os  dois  monômeros, descrever quais  resíduos 

realizam contatos polares (ligações de hidrogênio e pontes salinas) e hidrofóbicos, 

além de se determinar a acessibilidade ao solvente de cada um dos resíduos presentes 

na superfície da estrutura. Também é calculada a probabilidade, que varia de 0 a 1, de a 

interface analisada ter relevância na atividade biológica da proteína. Resumidamente, 

os contatos intermoleculares no cristal de bothropasina compartilham áreas pequenas 

(valor máximo de 973 Å2 e mínimo de 92 Å2) com baixos números de contatos polares 

(em média 8 por interface;  figura 4.2). Esses valores de área de contato estão muito 

abaixo daqueles previstos como sendo funcionalmente importantes (em média 1400 

Å2, Lo Conte et al., 1999), e não devem representar um papel biológico.

3 http://www.ebi.ac.uk/msd-svd/prot_int/pistart.html. Acesso em 21 de junho de 2007.
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Figura 4.2: Contatos intermoleculares do cristal. As interações entre 
as  duas  moléculas  se  dão  através  de  contatos  polares  (8  ligaçẽos  de 
hidrogênio e uma ponte salina destacadas por linhas tracejadas na cor 
verde)  e  hidrofóbicos.  As  superfícies  de  van  der  Waals  na  região  de 
interface  estão  destacadas  em  roxo  (cadeia  A)  e  azul  (cadeia  B) 
respectivamente. As cadeias A e B estão representadas por traços apenas 
para os átomos da cadeia principal e destacadas nas cores rosa e azul 
respectivamente. A superfície de van der Waals para os dois monômeros 
está  em branco.  M,  D  e  C  representam  os  domínios  metaloprotease, 
desintegrina e rico em cisteína, respectivamente.

Os domínios MDC

A estrutura  da  bothropasina  é  composta  pelos  domínios:  N-terminal 

Metaloproteinase (M), o domínio Desintegrina (D) e pelo domínio C-terminal Rico em 

Cisteína (C),  como esperado para proteínas pertencentes à  classe P-III de SVMPs 

(figura 4.3). Devido à grande semelhança existente entre as cadeias A e B, por simples 

convenção, a cadeia A foi adotada como referência no decorrer deste trabalho.
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Figura 4.3:  Estrutura da bothropasina complexada com o inibidor 
POL647. (a)  Visão  lateral  da  estrutura  revelando  a  presença  de  três 
domínios:  o  domínio  catalítico  (M);  o  domínio  desintegrina  (D)  e  o 
domínio  rico  em  cisteína  (C).  (b)  Bothropasina  disposta  da  mesma 
maneira  que  em  (a)  e  superfície  de  van  der  Waals  para  ressaltar  a 
formação de um bolsão no interior da estrutura.  (c)  Representação da 
estrutura  da  bothropasina  rotacionada  em  90°  em  relação  a  (b) 
evidenciando, através da utilização da superfície de van der Waals a não 
interação existente entre o domínios (M) e (C), apesar de próximos. Os 
domínios M, D e C estão representados nas cores azul ciano, amarela e 
rosa, respectivamente.
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O domínio D tem início nas proximidades da região de ligação do íon Ca2+ 

do domínio catalítico M (“Sítio I” na figura 4.3 (a)), ou seja, na parte oposta à região 

de  ligação do  Zn2+ e,  conseqüentemente, do  inibidor  POL647  (figura 4.3 (a)).  O 

domínio D, aliado ao domínio localizado na porção carbóxi-terminal da estrutura, o 

domínio C, formam uma estrutura similar a um braço, em direção ao domínio M. 

Apesar de próximos, os domínios M e C não realizam nenhum tipo de interação direta 

entre as cadeias laterais dos resíduos que os compõem (figura 4.3 (b) e (c)). Também 

merece ser destacada a presença de um significativo espaço no interior (cavidade) na 

estrutura. A presença desses espaços, aliados à falta de interação entre os domínios M e 

C garantem uma maior flexibilidade à estrutura, além de aumentar a porcentagem de 

solvente presente no empacotamento cristalino, colaborando com o baixo poder de 

difração e aumento da desordem e mosaicidade no cristal.

Cada monômero contem 35 resíduos de cisteína, sendo que 34 deles fazem 

pontes dissulfeto e possuem espaçamento estritamente conservado dentro da classe P-

III de SVMP. O único resíduo que não forma ponte dissulfeto é a Cys189 que será 

apresentado em maiores detalhes no decorrer deste trabalho.

O domínio M: sítio ativo, sítio de ligação do inibidor, cálcio e açúcar.

O domínio M consiste em dois subdomínios em um arranjo muito similar 

àqueles descritos SVMPs da classe P-I como a adamalisina II e acutolisina (Gomis-

Ruth  et al., 1993a; 1993b). O principal subdomínio apresenta uma arquitetura com 

motivo α/β, formando uma folha β, composta por 5 fitas paralelas (fitas S1, 2, 3, 4 e 6), 

e  uma fita  anti-paralela (fita S5). Além das fitas,  o  domínio também apresenta 4 

hélices-α (H1, 2, 3 e 4). O menor subdomínio consiste em uma hélice-α (H5) e “loops” 

(figura 4.4). O motivo altamente conservado HExxHxxGxxH e a metionina conservada 

da “volta de metionina” Met169, característicos de membros das metazincinas (Gomis-
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Ruth et al., 1998), são encontrados no subdomínio principal (figura 4.4).

Figura 4.4: Domínio catalítico e seu subdomínio. Detalhe da região 
catalítica mostrando os resíduos altamente conservados na classe P-III de 
SVMPs  “H145E146xxH149xxG152xxH155”,  além  da  “volta  de  metionina” 
representada pelo resíduo M169 e a porção C-terminal do domínio M 
formado pela hélice-α H5 destacada em verde que se estende desde a 
região próxima ao sítio de coordenação do zinco, até a parte posterior do 
domínio, próximo ao sítio de ligação do cálcio.

O sítio ativo do domínio catalítico da bothropasina é muito similar aos 

observados em  SVMPs  da  classe  P-I  (figura  4.5).  O  íon  zinco  apresenta  uma 

coordenação pentaédrica formada pelos átomos Nε2 das histidinas 145, 149 e 155 do 

motivo  H145E146XXH149XXG152XXH155 e  por  dois  oxigênios  presentes  no  grupo 

carboxílico do  inibidor POL647 (figura 4.5)  de  maneira similar ao  observado na 

adamalisina II complexada com o mesmo inibidor (Gomis-Ruth et al., 1998).
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Figura 4.5: Sítio de ligação ao zinco. Detalhe mostrando os resíduos 
envolvidos na coordenação pentaédrica do íon zinco (esfera vermelha) e 
o inibidor não específico POL647 (representado em “balls and sticks” na 
cor  azul)  presente  no sítio  catalítico.  O mapa de densidade  eletrônica 
(2Fobs-Fcalc) é traçado e contornado a 1σ.

Estruturas de proteínas da classe P-I de SVMPs, obtidas na ausência do 

inibidor, mostram o íon zinco coordenado por três histidinas e uma molécula de água 

(Gomis-Ruth  et  al.,  1993b;  Gong  et  al.,  1998)  e  a  cadeia lateral de uma tirosina 

fazendo o papel do quinto ligante (Bode et al., 1992).

O mapa de densidade eletrônica mostra a presença de um íon cálcio na 

superfície do domínio M, localizado ao lado oposto do sítio ativo. Esse íon, tem sido 

relacionado à estabilização da folha β que contém o N-terminal. Na bothropasina, o íon 

cálcio está coordenado por um átomo de oxigênio, proveniente da cadeia lateral do 

Glu12 e Asn203, dois átomos de oxigênio da Asp96 e pelo grupo carbonil da Cys200 

(figura 4.6).
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Figura  4.6:  Sítio  de  ligação  ao  cálcio  do  domínio  M. Detalhe  da 
coordenação  do íon  Ca2+ (esfera  azul)  pelos  resíduos  representados  em 
“balls and sticks” localizados na parte oposta ao sítio de ligação ao zinco 
(parte superior central da figura).

O domínio catalítico da bothropasina ainda é provido de 7 resíduos de 

cisteína,  sendo  que  6  deles  realizam pontes  dissulfeto:  Cys120-Cys200,  Cys160-

Cys184 e Cys162-Cys167 (figuras 4.11 e 4.12). A possibilidade do resíduo de cisteína 

livre, no domínio catalítico, ser responsável por interações inter-domínios ou inter-

moleculares foi afastada pela observação de que o resíduo de cisteína livre, Cys189, é 

circundado por resíduos hidrofóbicos e livre de qualquer possibilidade de interações 

com outras moléculas ou domínios (figura 4.7). Uma observação semelhante foi feita 

na estrutura da acutolisina (Gong et al., 1998) e para a VAP2B (Igarashi et al., 2007).
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Figura 4.7: Domínio catalítico evidenciando a cisteína livre 189. O 
domínio  catalítico  M está  representado  em “cartoon” envolto  por  um 
gráfico de superfície de van der Waals para enfatizar a impossibilidade 
de interação  do resíduo Cys189 em uma possível  formação  de ponte 
dissulfeto. A Cys189 é circundada por resíduos hidrofóbicos formando 
uma espécie de barreira e tornando-a inacessível ao meio externo.

Região de ligação ao açúcar

A glicosilação de  proteínas para  formar glicoproteínas é  um processo 

importante, pois promove alterações nas  propriedades protéicas como estabilidade, 

solubilidade e volume físico. Os carboidratos em glicoproteínas também atuam como 

sinais de reconhecimento, essenciais no processo de direcionamento protéico e para o 

reconhecimento celular de proteínas e de outras células. Há dois tipos de glicosilação: 

a  nitrogênio-glicosilação  (N-glicosilação), que  ocorre  no  nitrogênio  da  amida  de 

cadeias laterais de asparagina e a oxigênio-glicosilação (O-glicosilação), que ocorre no 

hidróxi-oxigênio de serina e treonina. O processo da N-glicosilação é concomitante à 

tradução, isto é, ocorre enquanto a proteína está sendo sintetizada e, assim, pode afetar 
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o enovelamento da proteína. O processo de O-glicosilação ocorre após a tradução e 

apenas sobre proteínas totalmente enoveladas.

É descrito  na literatura que metaloproteases de venenos são moléculas 

glicosiladas.  Na  estrutura  da  bothropasina  foi  encontrada  densidade  eletrônica 

suficiente  para  acomodar  uma  molécula  de  açúcar,  provavelmente  o  N-acetil 

glucosamina (NAG), ligada ao resíduo Asn183 (figura 4.8), caracterizando, portanto, a 

ocorrência de N-glicosilação.

Figura 4.8: Molécula de NAG presente na estrutura cristalográfica. 
Uma  molécula  de  NAG  foi  modelada  na  densidade  eletrônica  da 
bothropasina na região de glicosilação. 

Foi observada uma densidade eletrônica de maior tamanho, no sítio de 

ligação ao NAG, indicando que outros açúcares poderiam ser adicionados à molécula 

de  NAG como,  por  exemplo,  manoses e  glicoses,  porém,  dada  a  qualidade  da 

resolução, não foi possível a identificação dessas moléculas.

O domínio tipo-desintegrina (D)

O  início  do  domínio  D  foi  definido  de  acordo  com  evidências 

experimentais, a partir de dois trabalhos independentes. O seqüenciamento da região 

N-terminal da jararagina-C nativa (Usami et al., 1994) e ALT-C (Souza et al., 2000), 

duas proteínas derivadas do processo proteolítico, contendo apenas os domínios DC, 
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evidenciaram exatamente a mesma seqüência em seu N-terminal: IISPPVCGNELLEV. 

A primeira isoleucina, corresponde a Ile210, presente também na região espaçadora.

O  domínio  desintegrina  não  apresenta  estruturas  secundárias  bem 

definidas,  sendo  formado,  exclusivamente,  por  “loops” estabilizados  por  pontes 

dissulfeto e também pela presença de dois íons de cálcio encontrados nos sítios de 

ligação I e II (figura 4.9 (a)). O cálcio no sítio II, localizado no início do domínio D, é 

coordenado por átomos de oxigênio dos resíduos Val215, Leu220, Glu222 e Asp228 

(figura  4.9  (b)).  O  Asp228  está  incluído  no  primeiro  motivo  ECD  altamente 

conservado na classe P-III das SVMPs, e cuja função nunca foi investigada.

Figura  4.9: A  estrutura  do  domínio  tipo-desintegrina  (D). (a) 
Resíduos envolvidos na coordenação do íon Ca2+ e as pontes dissulfeto 
representadas  por  esferas  azul  ciano  e  verde,  respectivamente,  e 
numeradas de acordo com a legenda no canto inferior esquerdo da figura 
(a). Os íons de cálcio estão representados como esferas azuis. Os “loops” 
desintegrina (ECD I e II) estão em verde e alaranjado respectivamente. O 
início  do  domínio  rico  em  cisteína  (C)  aparece  na  cor  rosa. 
Representações detalhadas dos resíduos responsáveis pela coordenação 
dos íons Ca2+ aparecem nas figuras (b) e (c).
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O  domínio  desintegrina  apresenta  um  alto  conteúdo  de  resíduos  de 

cisteínas, e  7  pontes  dissulfeto são  encontradas: Cys216-Cys245, Cys227-Cys240, 

Cys229-Cys235, Cys239-Cys262, Cys253-Cys259, Cys258-Cys284, Cys271-Cys291 

(Figura  4.9  (a)).  Uma  surpreendente observação ficou  por  conta  de  uma  ponte 

dissulfeto inter-domínios entre a Cys278 e Cys310, conectando os domínios D e C. A 

Cys278 pertence ao segundo motivo ECD da estrutura, o qual tem sido demonstrado 

estar  envolvido  na  ligação à  integrina  (Jia  et  al.,  1997).  Este  motivo  ECD está 

localizado  em  um  “loop” e  é  estruturalmente  relacionado  à  região  RGD  de 

desintegrinas-RGD,  derivadas  das  P-II  SVMPs.  Nessas  proteínas,  o  “loop” é 

qualificado como importante para que a ligação com as integrinas seja estabelecida 

(McLane et al., 1998). Em bothropasina, o motivo ECD é também encontrado em uma 

região  estruturalmente desorganizada,  a  qual  é  estabilizada  pela  ponte  dissulfeto 

Cys278-Cys310 e também por um íon Ca2+ presente no sítio III (figura 4.9 (c)). A 

cadeia lateral do Glu277 do motivo ECD está exposto ao solvente e, portanto, poderia 

ser  importante em um processo de  reconhecimento  e/ou  garantir  especificidade a 

ligantes.

O cálcio no sítio III é coordenado por dois átomos de oxigênio do Asp279, 

do domínio ECD, um átomo de oxigênio do Asp294 e um átomo de oxigênio do 

Glu282 e da cadeia principal da Val279 (figura 4.9 (c)).

Recentemente, a estrutura de uma metaloprotease/desintegrina de veneno 

de  Crotalus atrox foi determinada (Takeda  et al., 2006). Os autores sugerem que o 

domínio D poderia ser dividido em mais dois subdomínios, o “ombro” (domínio Ds) e 

o domínio “braço” (domínio Da) que constitui a região estrutural rígida (Takeda et al., 

2006). Os autores sugerem que o “loop” desintegrina, que contém o motivo ECD, é 

inacessível à  ligação da  proteína.  Embora a  exata função do  motivo ECD ainda 

52



Capítulo 4                                           Análise estrutural da bothropasina e discussões

permaneça controversa, alguns trabalhos têm mostrado interações do motivo ECD das 

P-III SVMPs e ADAMs com algumas integrinas (Jia et al., 1997; Gichuhi et al., 1997; 

Ramos et al., 2007).

O domínio rico em cisteína (C)

Apesar da notação de “rico em cisteína”, o domínio C possui um número 

menor  de  cisteínas  que  o  domínio  D,  assim  como  uma  razão  número  de 

aminoácidos/número de cisteínas também inferior ao domínio D. A denominação “rico 

em cisteína” pode ser explicada pelo fato de diferentes autores tentarem dividir os 

domínios  embasados na  seqüência  de  aminoácidos  e  não  a  partir  da  estrutura 

cristalográfica.

Estabeleceu-se o início do domínio C como sendo a partir da seqüência de 

aminoácidos QPCLDN, baseado no C-terminal de desintegrinas RGD desprovidas do 

domínio C (Calvete et al., 2000; Kamiguti et al., 2003; Fox e Serrano, 2005; Pinto et 

al., 2007). Apesar da ausência natural do domínio C, formas ativas recombinantes têm 

sido produzidas para homólogas à bothropasina, como, por exemplo, a atrolisina A (Jia 

et  al.,  2000;  Serrano  et  al.,  2005).  Atrolisina  A é  capaz  de  inibir  a  agregação 

plaquetária simulada por colágeno e interagir com células MG-63, a fim de inibir a 

adesão ao colágeno. Esses dados sugerem um papel funcional ao domínio rico em 

cisteína da classe P-III.

O domínio C é constituído por 118 resíduos e é composto por duas hélices-

α (Met318-Phe326 e Asp335-Phe338), 4 pequenas fitas β (Gli300-Cys303; Tyr307-Cys310, Lys407-

Ser410; His413-Asp416) e o restante da estrutura é composto por “loops” (figura 4.10). A 

presença de pontes dissulfeto é importante para garantir a estabilização desses “loops”. 

Um total de 6 pontes dissulfeto é encontrada neste domínio (Cys303-Cys315,  Cys322-

Cys372, Cys337-Cys383, Cys350-Cys360, Cys367-Cys409, Cys403-Cys413; figura 4.10).
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Figura  4.10:  Pontes  dissulfeto  no  domínio  rico  em  cisteína. 
Representação em “cartoon” do domínio rico em cisteína e suas pontes 
dissulfeto representadas em “balls and sticks”.  Os 12 resíduos de Cys 
formadores de 6 pontes dissulfetos estão numerados.

As pontes dissulfeto da catrocolastatina-C, uma proteína tipo-desintegrina, 

derivada da catrocolastatina, uma SVMP PIII de Crotalus atrox,  foram determinadas 

bioquimicamente  (Calvete  et  al, 2000).  Foi  estabelecido  que  o  domínio  tipo-

desintegrina apresenta 8 pontes dissulfeto e que o domínio rico em cisteína apresenta 

6, e nenhuma ponte dissulfeto inter-domínios foi relatada. A estrutura da bothropasina 

apresenta um padrão de pontes dissulfeto diferente do relatado para a catrocolastatina, 

sendo verificada uma ponte dissulfeto entre os  domínios  D e C, constituída pelos 

resíduos Cys278-Cys310. Este resultado pode justificar o fato do processo proteolítico 

liberar somente uma molécula contendo os domínios DC e não ser encontrada uma 

molécula  constituída  somente  do  domínio  C.  Interessantemente,  a  estrutura  da 

catrocolastatina  (Igarashi  et  al.,  2007)  mostra  um  padrão  de  pontes  dissulfeto 

semelhante ao encontrado para bothropasina, porém os autores não discutem esses 

resultados.

As figuras 4.11 e 4.12 ilustram as pontes dissulfeto na estrutura tridimensional, 
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e na estrutura primária da bothropasina.

Figura 4.11: Distribuição das pontes dissulfeto por toda a estrutura 
da bothropasina. As 17 pontes dissulfeto estão representadas em “balls 
and sticks” e numeradas. O zinco e o cálcio ligados ao domínio M, assim 
como os cálcios ligados ao domínio D estão representados por esferas 
nas cores vermelha para o zinco e azul para o cálcio respectivamente. Os 
domínios M, D e C estão representados nas cores azul ciano, amarela e 
rosa, respectivamente.

Figura 4.12: Seqüência de aminoácidos da bothropasina mostrando 
os  padrões  de  pontes  dissulfeto  para  os  domínios  M,  D  e  C 
respectivamente. Os  resíduos  formadores  de  pontes  dissulfeto  estão 
destacados em cinza, numerados e conectados por linhas contínuas. A 
cisteína livre 189 está destacada em preto. Os sítios de ligação ao cálcio 
I, II e III assim como o de ligação ao zinco estão indicados.
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Jararagina vs Bothropasina

Durante  décadas,  acreditava-se  que  a  jararagina  fosse  a  proteína 

predominante no veneno de Bothrops jararaca e que, por um método de purificação 

estabelecido por  Paine  (1992),  a  obtenção da  proteína  P-III tratava-se sempre da 

jararagina.

Graças à aplicação da técnica de cristalografia de proteínas, empregada 

neste trabalho, foi possível uma comparação entre as estruturas tridimensionais das 

proteínas obtidas pelo método de Paine (1992) e pelo inédito protocolo de purificação 

desenvolvido e estabelecido nos experimentos já apresentados nesta tese.

Como  descrito  no  Capítulo  3,  de  posse  da  estrutura  refinada  da 

bothropasina, foi possível o tratamento de um conjunto de imagens de difração de raios 

X coletado em meados do ano 2000 de um cristal supostamente formado pela proteína 

jararagina a fim de se checar a  estrutura da proteína. A análise inicial mostra um 

modelo com grande similaridade estrutural à bothropasina descrita nesta tese.

Durante o processo de refinamento da estrutura com dados coletados em 

2000, diversas regiões apresentaram as mesmas diferenças pontuais da bothropasina 

em relação aos resíduos a serem modelados, quando comparados aos da jararagina. 

Essas diferenças eram fortemente acusadas, tanto pelas densidades eletrônicas do mapa 

diferença (Fobs-Fcalc), quanto pelo mapa pesado (2Fobs-Fcalc). Como pode ser visualizado 

na figura 4.13, o primeiro cristal era constituído puramente de bothropasina.

Além da indubitável certeza da correta seqüência através da inspeção dos 

mapas de densidades eletrônicas, outro fato que merece atenção é a quase inexistente 

diferença do ponto isoelétrico teórico (pI) e massa molecular entre as duas proteínas. 

Os pontos isoelétricos calculados para as proteinas são: 5,08 e 5,05 para jararagina e 

bothropasina, respectivamente. Suas massas moleculares são de 48,85 e 48,74 kDa 
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para jararagina e bothropasina, respectivamente.

Figura 4.13: A densidade eletrônica e os verdadeiros resíduos. Dentre 
as  19  diferenças  sugeridas  no  seqüenciamento  através  do  mapa  de 
densidade eletrônica, os 5 melhores representantes são mostrados nesta 
figura.  À  esquerda,  em  verde,  estão  os  resíduos,  de  bothropasina, 
corretamente atribuídos dentro das densidades e, à direita, em vermelho, 
os  resíduos  supostamente  atribuídos,  baseados  na  seqüência  da 
jararagina.  O  mapa  2Fobs-Fcalc está  em  azul  e  o  mapa  diferença, 
contornado com valores para sigma iguais a 3 e -3 estão representados 
em verde e vermelho respectivamente.

Com base nas informações supracitadas, verifica-se a dificuldade de se 

obter  e  garantir  que  a  proteína  de  interesse  seja  jararagina  ou  bothropasina, 

independente do método de purificação empregado. Uma das maneiras de se aferir 

qual  proteína  foi  purificada,  seria  através  do  seqüenciamento  da  proteína  por 

degradação de Edman ou através de espectrometria de massas. Entretanto, o emprego 

dessas técnicas ao final de todo o processo de purificação seria muito laborioso e 

inviável. Além disso, o seqüenciamento da região N-terminal é impossibilitado por 

apresentar-se bloqueado.
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Uma  vez  que  dois  experimentos, baseados  em  protocolos  totalmente 

distintos  de  purificação  e  cristalização,  resultaram  na  obtenção  da  estrutura 

cristalográfica da mesma proteína, pode-se então considerar que a forma protéica de 

maior concentração encontrada no extrato bruto do veneno da serpente B. jararaca é a 

bothropasina e não a jararagina.

Comparação estrutural com outras P-III SVMPs 

Até  2006  não  havia  nenhuma  estrutura  de  SVMPs  da  classe  P-III 

conhecida. O  grupo que  determinou  a  primeira estrutura tridimensional  publicou, 

recentemente, a estrutura de mais uma SVMP, ambas do veneno de  Crotalus atrox 

(Takeda et al., 2006; Igarashi et al., 2007). A VAP1 é uma metaloprotease/desinegrina 

dimérica e a VAP2B1 é monomérica. 

Neste trabalho, estruturas que apresentam os domínios M, D, DC e MDC 

(um total  de 14 estruturas), foram comparadas à molécula de bothropasina com a 

finalidade  de  se  observar  onde  as  maiores  mudanças  conformacionais  estão 

localizadas. As sobreposições estruturais foram realizadas com o auxílio do programa 

LSQMAN (Kleywegt e Jones, 1994).

As orientações relativas, de alguns subdomínios, mostraram-se bastante 

divergentes  quando  alinhados  estruturalmente.  As  maiores  diferenças  foram 

observadas quando o domínio M das SVMPs PIII VAP1 e VAP2B são sobrepostos. As 

partes N- e C-terminais dos domínios D e C da bothropasina mostram-se rotacionadas 

em, aproximadamente, 20°, 40° e chegando até a 70° nas extremidades do domínio C, 

resultando em um deslocamento de até 26 Å em sua terminação distal (figura 4.14 (a) e 

(b)).
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Figura  4.14: Mobilidade  dos  domínios  D e  C em diferentes  P-III 
SVMPs. (a)  Os  domínios  M,  D  e  C  de  duas  P-III  SVMPs  estão 
destacados  nas  cores  azul  e  vermelho:  bothropasina  e  VAP1 
respectivamente.  Outros  representantes  de  SVMPs estão  na  cor  cinza 
claro. Os íons Ca2+ e Zn2+ estão representados por esferas para um melhor 
discernimento das regiões em questão. Esferas azuis, vermelhas e verdes 
representam os íons para os sítios de ligação das proteínas: bothropasina, 
VAP1  e  VAP2B  respectivamente.  Nota-se  que  tanto  a  VAP1  como 
VAP2B (uma das estruturas em cinza) possuem um íon Co+2 no domínio 
M,  próximo  à  região  de  ligação  ao  cálcio  na  bothropasina.  (b) 
Superposição dos domínios D e C de P-III SMVPs. A partir do sítio II de 
ligação  ao  Ca2+,  os  domínios  D  e  C,  apesar  de  estruturalmente 
equivalentes,  adotam uma bifurcação.  O reflexo de tal  bifurcação fica 
ainda mais evidenciado no domínio C, com ângulos de rotação de até 
70°.

Na sobreposição do  domínio C  das  estruturas,  verifica-se  o  inicio  de 

deslocamentos a partir da Leu220 que se estende até o resíduo Gly250 (figura 4.15), 

que é conservado em todas as P-III SVMPs analisadas. Toda a região entre os sítios de 

ligação  aos  íons  cálcio  (sítio  I  e  II)  apresenta  uma  leve  movimentação  em 

conseqüência da rotação dos ângulos da cadeia principal do resíduo Val215  (figura 

4.15). A partir do resíduo Gly250, a sobreposição dos domínios mostra que ocorre uma 

‘bifurcação’, ou seja, que a posição C-terminal do domínio D é deslocada ao longo da 

cadeia (figura 4.15).
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Figura 4.15: Val215 e Leu220 como moduladores da movimentação 
estrutural. A Val215, que participa da coordenação do cálcio no sítio II, 
separa  a  região  espaçadora  destacada  em  amarelo  da  região  onde 
ocorrem as maiores torções nas cadeias principais na porção N-terminal 
do domínio D. A Gly250, por se tratar de um resíduo bastante flexível, é 
o  responsável  pelo  início  da  divergência  estrutural  adotada  por  essa 
classe  de  proteínas.  As  setas  indicam  que,  a  partir  da  Gly250,  as 
estruturas  adotam  diferentes  direções,  mostrando-se  fundamental  para 
efetivação  desse  processo.  As  cores  das  esferas  azuis  e  vermelhas 
representam os íons para os sítios de ligação das proteínas bothropasina e 
VAP1 respectivamente, assim como suas estruturas tridimensionais.

Durante o processo de movimentação da região espaçadora (Asn203-Val215), 

a cadeia lateral do resíduo Leu220 no domínio D aparece posicionada em um ponto 

articulador (figuras 4.16 (a) e (b)). O átomo oxigênio da cadeia principal do resíduo 

Leu220  é  um  dos  que  coordenam o  íon  Ca2+ no  sítio  II,  e  sua  cadeia  lateral 

proeminente na porção N-terminal do domínio D interage com uma pequena cavidade 

hidrofóbica na superfície do domínio M (figura 4.16 (a)).
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Figura  4.16:  Papel  articulador  da  Leu220. (a)  Detalhe  da  região 
hidrofóbica entre a cadeia lateral da Leu220 e o domínio catalítico. A 
superfície  molecular  do  domínio  M está  colorida  de  acordo  com sua 
superfície  de  potencial  eletrostático  (do  vermelho  (-)  ao  azul  (+)).  A 
estrutura  da  bothropasina  está  destacada  na  cor  azul  e  duas 
catrocolastatina estão na cor cinza claro.  Os cálcios são representados 
por esferas azuis e os resíduos chaves estão representados em “stick”. (b) 
Diagrama esquemático  da movimentação tipo dobradiça  na  junção da 
região  espaçadora  e  porção  N-terminal  do  domínio  desintegrina.  O 
domínio  D foi  subdividido em D1 e  D2 com a finalidade didática.  D1 

representa  a  região  bastante  flexível  Cys216-Ser249.  D2 é  a  região  C-
terminal do domínio desintegrina. Esquema adaptado de  Igarashi  et al., 
2007.

Outras cadeias laterais de aminoácidos hidrofóbicos como Leu, Phe, Ile ou 

Val,  são encontrados nessa mesma posição articuladora, nas famílias das ADAM e 

SVMPs (figuras 4.17 e 4.19). A cadeia lateral desses resíduos poderia atuar como uma 

junta, permitindo a parte superior do domínio D adotar várias orientações em relação 

ao domínio M. A região espaçadora realiza poucas interações específicas com a parte 

superior  do  domínio  D,  garantindo,  assim,  um  certo  grau  de  liberdade  para 

movimentação.

A região espaçadora (E204PLxTDIVSPP214)  é  altamente conservada nas 

mais diversas famílias de metaloproteases, como pode ser observado na figura 4.17. A 

região atua primariamente como elo entre os domínios M e D e poderia exercer o papel 
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de modulador dos movimentos e orientação do domínio M em relação ao resto da 

molécula, visando a uma melhor adaptação da estrutura na interação com diferentes 

alvos. Com esta vasta quantidade de regiões flexíveis espalhadas por toda a molécula 

da bothropasina, assim como em estruturas homólogas, pode-se especular que toda 

essa flexibilidade intrínseca seja importante para um melhor ajuste no reconhecimento 

e especificidade a um substrato.

A verdadeira função dessas regiões flexíveis, assim como todo o processo 

de reconhecimento de substratos  e  adesão ainda necessitam ser elucidados com o 

auxílio,  por  exemplo,  de  técnicas  espectroscópicas,  microscopia  eletrônica  de 

complexos protéicos e estruturas de complexos proteína-ligantes. 

Análise seqüencial comparativa entre bothropasina e outras P-III SVMPs

É sugerido na literatura que  um “loop” no domínio D da catrocolastatina, 

denotado  como  “Hiper  Variable  Region”,  HVR,  seja  a  região  de 

reconhecimento/especificidade dos ligantes e, portanto, importante para a atividade da 

proteína (Takeda et al., 2006).

Uma análise comparativa de 41 seqüências de aminoácidos de proteínas da 

classe  P-III  de  SVMPs, disponíveis  no  banco de  dados  NCBI4,  foi  feita  com a 

finalidade de se obter informações adicionais  a  partir da estrutura primária dessas 

proteínas (figura  4.17).  As  seqüências foram alinhadas com auxílio  do  programa 

MULTIALIGN (Corpet, 1988) e árvores filogenéticas foram construídas utilizando-se 

o pacote de programas PHYLIP (Felsenstien, 1989).

O Domínio pró-enzima mostrou-se altamente conservado, assim como o sítio 

de ligação ao zinco no domínio catalítico. Em estudos anteriores, foi demonstrado que 

os domínios ativos foram mais susceptíveis a uma acelerada evolução que os domínios 

4 www.ncbi.nlm.nih.gov. Acesso em 03 de junho de 2007.
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regulatórios, os quais, provavelmente, geraram subfamílias distintas de proteínas com 

diferentes atividades biológicas  ou  especificidade (Moura-da-Silva et  al.,  1996b).  

Análises  filogenéticas  mostraram  que  as  classes  P-III  de  SVMPs  podem  ser 

subdivididas em diversos agrupamentos protéicos (figura 4.18).
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Figura 4.17: Alinhamento seqüencial de P-III SVMPs. Um total de 41 P-III SVMPs foram alinhadas. O alinhamento destaca uma boa similaridade 
entre todas as seqüências. O domínio pró-enzima é altamente conservado, assim como o número e espaçamento entre as cisteínas, sítios de ligação ao 
cálcio e de ligação ao zinco. As seqüências foram obtidas no banco de dados NCBI e são listadas da seguinte maneira:  jararagina (NA: P30431); 
bothropasina (NA: AAC61986.2); metaloproteinase precursor de  B. insularis (NA: AAM09693.1); metaloproteinase P-III de C. durissus durisus (NA: 
ABA42117.1);  VAP2B de  C. atrox (NA:  AAC59672.1);  metaloprotease  de  G. halys  (NA:  AAD02652.1);  acuragina  precursor  de  D. acutus (NA: 
AAS57937.1); acutolysina-E precursor de D. acutus (NA: Q9W6M5); VAP2A de C. atrox (NA: BAF56420.1); HF3 de B. jararaca (NA: AAG48931.5); 
HR1b de  T. flavoviridis  (NA: P20164); toxina hemorrágica de  C. atrox (NA: AAA03326.1); HR1a de  T. flavoviridis (Q8JIR2); stejnihagin-A de  V. 
stejnegeri (NA: ABA40760.1); stejnihagin-B de V. stejnegeri (NA: ABA40759.1); berythractivase de B. erythromelas (NA: AAL47169.1); ACLD de A. 
controtrix laticinctus (NA: AAC18911.1); VAP1 de C. atrox (NA: BAB18307.1); crotastatina de C. durissus terrificus (NA: ABB42830.1); VAP de T. 
flavoviridis (NA:  BAB60682.1);  TSV-DM  de  V.  stejnegeri (NA:  ABC73079.1);  halysase  de  G.  halys (JC8056);  agkihagina  de  D.  acutus (NA: 
ABB79955.1); VLAIP-A de M. lebetina (NA: AAX38181.1); VLAIP-B de M. lebetina (AAX38182.1); P-III SVMP de E. ocellatus 1 (NA: CAJ01679.1); 
Ecarina precursor de E. carinatus (NA: Q90495); P-III SVMP de E. ocellatus 8 (NA: CAJ01680.1); P-III SVMP de E. ocellatus 4 (NA: CAJ01685.1); P-
III SVMP de E. ocellatus 5 (CAJ01684.1); P-III SVMP de E. ocellatus 2 (NA: CAJ01688.1); P-III SVMP de E. ocellatus 3 (NA: CAJ01683.1); P-III 
SVMP de  E. ocellatus 7 (NA: CAJ01682.1);  P-III  SVMP de  E. ocellatus 6 (NA: CAJ01687.1);  cobrina precursor  de  N. naja (NA: AAF00693.1); 
mocarhagina 1 de  N. mossambica mossambica (NA: AAM51550.1); metaloprotease de  E. pyramidum (NA: CAA55566.1); CoagulaFX de M. lebetina 
(NA: Q7T046); EoMP06 de E. ocellatus (NA: AAP92424.1); MP-2 de B. arietans (NA: AAX86634.1) and Russellysina de D. russellii siamensis (NA: 
Q7LZ61).
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Figura 4.18: Árvore filogenética de P-III SVMPs. As seqüências de 41 
P-III SVMPs foram obtidas como descrito na legenda da figura 4.17. O 
alinhamento  sequencial  foi  submetido  ao  programa  ProDist  (parte  do 
pacote de programas PHYLIP) para o cálculo das matrizes de distância a 
partir  da estrutura primária  e análises do tipo “Neighbor-joining” (NJ) 
através do método UPGMA de agrupamento com o intuito de inferir as 
relações  entre  as  seqüências.  O  subgrupo  formado  pela  bothropasina, 
jararagina,  metaloproteinase  de  Crotalus  durissus,  VAP2A,  VAP2B, 
metaloprotease  de  Gloydius  halys,  acuragina,  acutolisina  E  e 
metaloprotease de B. insulares estão destacadas.
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A análise  dos  alinhamentos das  seqüências mostra  que  a  HVR não  é 

encontrada em todas as proteínas. Ao contrário, observamos que as proteínas podem 

ser divididas em dois grupos, o constituído por proteínas com o HVR e o grupo de 

proteínas que apresentam esta  região altamente variável, região denominada, neste 

trabalho, de “Highly Conservated  Region”,  HCR. Exemplos de proteínas dos dois 

grupos são mostrados na figura 4.19.

Figura 4.19: Alinhamentos de SVMPs em grupos I e II. (a) Os domínios 
DC de bothropasina alinhados a 8 proteínas homólogas e seus fortemente 
conservados  sítios  de  ligação  ao  cálcio  II  e  III  e  a  região  altamente 
conservada  destacados  nas  cores  verde,  alaranjada,  azul  e  suas  nuances 
respectivamente  compõem  o  grupo  I.  (b)  Alinhamento  entre  proteínas 
provenientes  de  diferentes  grupos  mostram  uma  baixa  conservação  do 
domínio RHV quando comparadas com proteínas pertencentes  ao mesmo 
grupo.  Os sítios  de  ligação ao cálcio  II  e  III  e  a região RHV seguem o 
mesmo padrão de cores de (a) e compõem o grupo II. Os números de acesso 
(NA) para as seqüências estão descritos na legenda da figura 4.17.

 A  bothropasina  é  agrupada  com  outras  8  homólogas,  incluindo  a 
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jararagina, VAP2A e VAP2B mas não VAP1 (figura 4.19 (a)). Pode ser observado que 

a  região conhecida como “Hyper  Variable  Region”  (HVR; resíduos  373-394), é 

altamente conservada nesse grupo da bothropasina e muito diferente do grupo da VAP1 

(figura 4.19 (b)). 

Baseado nessas observações, pode-se concluir que a chamada região hiper 

variada é  variada apenas entre  os  grupos  I  e  II,  e  não dentro  do mesmo grupo. 

Entretanto, se essas proteínas que compartilham alto grau de similaridade seqüencial 

também compartilham especificidades biológicas similares, diferentemente dos outros 

subgrupos, ainda necessita ser elucidado.

Tem sido proposto que o HVR está envolvido no reconhecimento do alvo 

em um processo de ataque proteolítico do domínio M (Takeda  et al.,  2006).  Essa 

hipótese, embora muito provável, ainda necessita de uma comprovação experimental. 

Por essa razão, aqui é proposto a classificação das SVMPs em dois subgrupos: PIII-

HCR e PIII-HVR, de acordo com a identidade dos domínios DC. Esta classificação 

introduzirá  uma maior complexidade a  essa classe  de  proteínas  desde a  primeira 

proposta  de  classificação,  baseada  em  processamento dos  domínios  DC  (Fox  e 

Serrano, 2005).

Uma importante observação diz respeito ao alto grau de conservação dos 

resíduos envolvidos  na coordenação dos  íons Ca2+ nos sítios II  e  III presentes no 

domínio DC (figuras 4.19 (a) e (b)). Apesar de pequenas variações em outras regiões 

ao longo das seqüências, o alto nível de conservação dos sítios de ligação ao cálcio 

indica, fortemente, que os  dois  íons  Ca2+ são necessários para assegurar função à 

desintegrina. Interessantemente, um motivo ECD é encontrado em cada um dos sítios 

de  coordenação de  cálcio.  O  segundo motivo  ECD tem  sido  demonstrado estar 

envolvido na ligação à integrina que dispara uma resposta de sinalização intracelular, 
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mediada pela integrina (Kamiguti et al., 1999; Mariano-Oliveira et al., 2003).

As  proteínas  do  subgrupo  PIII-HCR,  que  não  apresentam  a  HVR, 

incluindo a bothropasina, devem reconhecer os ligantes, através de outro mecanismo 

que não seja por esse “loop” do domínio C, podendo ser, como já comentado, através 

da cadeia lateral do resíduo glutâmico do motivo ECD do domínio desintegrina.
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CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS

O presente projeto de doutorado teve como objetivo o estudo estrutural de 

uma metaloproteinase/desintegrina, oriunda do veneno da serpente (SVMP) Bothrops 

jararaca.

Foram  realizados  estudos  estruturais  de  amostras  obtidas  por  dois 

procedimentos diferentes de purificação e verificado que as proteínas purificadas e 

cristalizadas, em ambos os  processos,  tratam-se  da  bothropasina.  Esses  resultados 

foram surpreendentes, pois, a princípio, acreditava-se que a amostra supostamente era 

de jararagina, uma proteína isoforma à bothropasina. 

Tanto a bothropasina, quanto a jararagina são obtidas, segundo a literatura, 

através  do  isolamento  do  veneno  bruto  de  B. jararaca utilizando  colunas 

cromatográficas diferentes. No entanto, a cristalização mostra que, possivelmente, a 

fração de maior proporção no veneno seja de bothropasina. Além disso, haja vista que 

as  duas  proteínas  apresentam massa  molecular  e  ponto  isoelétrico  praticamente 

idênticos, a separação das duas isomorfas torna-se extremamente difícil e o emprego 

de outras técnicas, como espectrometria de  massas e/ou seqüenciamento protéico, 

fazem-se necessárias para o discernimento entre essas duas isoformas. 
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Uma característica  importante  dessa proteína  é  a  capacidade de  sofrer 

autólise com produção dos domínios metaloprotease e o domínio desintegrina/rico em 

cisteína. Para diminuir a ocorrência desse processo e conseqüentemente melhorar o 

rendimento  da  obtenção de  cristais  de  bothropasina, o  inibidor  sintético POL647 

mostrou-se fundamental. Centenas de cristais de bothropasina também foram obtidos 

na ausência do inibidor, contudo, nenhum dos cristais testados apresentou um bom 

poder  de  difração,  a  ponto  de  ajudar  no  procedimento de  obtenção da  estrutura 

cristalográfica.

A condição ideal de cristalização foi bothropasina concentrada a 8 mg/mL 

em acetato de amônia 40 mM, solução tamponante de acetato de sódio 100 mM, pH 

4.6 e 29% de PEG 4000 como agente precipitante à temperatura de 4°C. Os cristais 

obtidos  foram submetidos a  experimentos  de  difração de  raios X  no  Laboratório 

Nacional  de Luz Síncrotron  em Campinas, no  “Brookhaven National  Synchrotron 

Light Source”, Upton, NY, EUA e no Instituto de Física de São Carlos – USP, em um 

gerador ânodo rotatório  de  raios  X.  Todas as  tentativas  objetivaram a  busca por 

melhores conjuntos de imagens de difração. 

Devido  a  características  intrínsecas  da  proteína  e  dos  cristais  de 

bothropasina, o melhor conjunto de dados obtido foi de, aproximadamente, 2,80 Å de 

resolução. Por não possuir  estruturas homólogas para o  domínio rico em cisteína, 

diversas tentativas de incorporação de metais pesados aos cristais protéicos foram 

executadas e os melhores resultados foram obtidos em ensaios de “quick-soaking” do 

cristal em 0,5 M de Iodeto de Sódio (NaI). 

A partir de uma combinação de experimentos de substituição molecular e 

contribuição  dos  espalhadores anômalos  (iodo),  fases  iniciais  foram encontradas, 

permitindo, assim, a  caracterização do  domínio  metaloprotease (o  que  representa, 
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aproximadamente, metade da estrutura) através de um experimento de SAD/MR. A 

solução das fases possibilitou o emprego de métodos de reconhecimento de padrões 

em densidades eletrônicas,  com o  intuito  de  traçar,  inicialmente, as  posições dos 

átomos  que  compõem  a  cadeia  principal  dos  domínios,  ainda  desconhecidos, da 

proteína.  Todavia,  a  correta interpretação dos  mapas de  densidade  eletrônica  foi 

impossibilitada devido à presença do alto conteúdo de pontes dissulfeto nos domínios 

ricos desintegrina e rico em cisteína (6 pontes) e à baixa resolução dos mapas de 

densidade eletrônica. 

Através  de  predição  de  estruturas  secundárias,  foi  constatado  que  o 

domínio, ainda  inédito,  era  predominantemente formado por  estruturas aleatórias, 

também chamadas de “loops”, além de  hélices-α e  também fitas β.  Os “loops” e 

bifurcações dificultaram a interpretação adequada dessas regiões, sendo necessária a 

utilização de métodos mais eficazes de atribuição de átomos nessas densidades.

A molécula de bothropasina é formada por três diferentes domínios: (1) 

metaloprotease  e  (2)  tipo-desintegrina,  associados  às  atividades  de  inibição  da 

agregação plaquetária e de adesão celular e (3) rico em cisteína, de função ainda não 

esclarecida.

Na literatura, um “loop” no domínio C, cuja seqüência de aminoácidos é 

altamente variável (HVR) em P-III SVMPs, tem sido descrito como possível região de 

reconhecimento e/ou de ligação.  Uma análise realizada,  neste trabalho, a partir da 

estrutura primária de 41 proteínas representantes da classe P-III das SVMPs mostrou 

que, a despeito de sua grande similaridade, as proteínas podem ser classificadas como 

subgrupo PIII-HCR, como sendo aquelas que não apresentam a HVR em um dos 

“loops” presentes no domínio rico em cisteína (C) e subgrupo PIII-HVR, caracterizado 

por aquelas proteínas que apresentam o “loop” com seqüências altamente variáveis 
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(HVR).

Embora seja  realmente factível que  a  região HVR tenha a  função de 

reconhecer e ligar-se a ligantes, isso só seria possível nas proteínas do grupo II, uma 

vez que as proteínas do grupo I têm essa região muito conservada e, sendo assim, não 

garantiria  especificidade ao reconhecimento de ligantes. Todavia, neste  trabalho,  é 

sugerido que outras regiões da molécula possam ter essa função, como, por exemplo, o 

motivo ECD do domínio tipo-desintegrina que apresenta o ácido glutâmico exposto ao 

solvente e livre para realizar diversos tipos de interações.

Nenhuma estrutura de SVMP era conhecida até meados de 2006, fato esse 

que acarretou na utilização de técnicas cristalográficas específicas para a determinação 

da estrutura completa da bothropasina. Até o momento outras duas SVMPs de veneno 

de  Cotralus atrox tiveram suas estruturas elucidadas, mas a análise realizada nesses 

trabalhos levou à proposição de mecanismos que mostram-se restritos a um grupo de 

proteínas e não para o grupo no qual a bothropasina e a jararagina se classificam.

A obtenção da  estrutura  da  bothropasina abriu  novas  perspectivas  de 

estudo que  podem esclarecer  os  papéis  dos  domínios  tipo-desintegrina e  rico em 

cisteína nas SVMPs. A cristalização da bothropasina complexada com ligantes como a 

integrina e a determinação da estrutura tridimensional desse complexo podem mostrar 

as regiões envolvidas na ligação e elucidar o envolvimento de cada um dos domínios 

nas atividades biológicas da proteína.

As  SVMPs são  as  principais  toxinas  envolvidas  em  patogenicidades 

induzidas por veneno e, sendo assim, importantes alvos na produção de antivenenos 

ainda mais  eficazes.  Contudo,  os  alvos  fisiológicos das SVMPs, assim como seu 

mecanismo molecular de reconhecimento dos mesmos, ainda é pouco conhecido. A 

estrutura da bothropasina,  apresentada neste  trabalho, revela uma dinâmica e  uma 

73



Capítulo 5 Conclusões e Perspectivas

arquitetura  modular  dos  domínios  MDC  para  esta  classe  de  proteínas.  Essa 

flexibilidade intrínseca pode ser importante para um ajuste fino no reconhecimento do 

substrato, proporcionando um alinhamento espacial dos sítios de adesão e catalítico.
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CONSIDERAÇÕES FINAIS

Desde  o  início  do  meu  doutorado, tive  ciência  da  importância  e  da 

dimensão do trabalho que me foi proposto pela minha orientadora Profa. Dra. Dulce 

Helena Ferreira de Souza, assim como pelos professores Glaucius Oliva e Richard 

Garratt. 

Meu trabalho, que iniciou-se em abril de 2003, deu continuidade à busca 

pela elucidação da estrutura da bothropasina (na época “jararagina”) que iniciou-se no 

fim de 1999, portanto, foram quase 8 anos para que esse trabalho fosse concretizado e, 

independente das adiversidades, fico muito contente com o desfecho desta história de 

muita luta e perseverança.

Durante  meu  doutoramento,  também  conquistei  a  oportunidade  de 

participar do Programa de Doutoramento com Estágio no Exterior – PDEE, mantido 

pela  CAPES,  no  Laboratório  do  Prof.  Tom Blundell,  Coordenador do  Grupo  de 

Cristalografia e Biocomputação no Departamento de Bioquímica da Universidade de 

Cambridge,  Reino  Unido.  O  Prof.  Blundell  é  um  renomado  especialista  em 

cristalografia de proteínas e modelagem molecular, tendo mais de 300 publicações em 

revistas    de    elevado     impacto    na    literatura    acadêmica.    No    Laboratório de

1
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Biocomputação, coordenado por  ele,  diversos  programas  foram  desenvolvidos  e 

testados em diferentes sistemas, demonstrando um excelente desempenho, mas ainda 

indisponíveis para uso público em geral.

Tive a oportunidade de aprender técnicas que poderiam ser empregadas na 

construção  e  refinamento  de  estruturas  cristalográficas,  principalmente em  casos 

considerados  difíceis  de  baixa  resolução,  assim  como  dar  continuidade  ao 

aprimoramento  e  aprendizado  de  técnicas  para  a  construção  de  modelos 

tridimensionais  por  modelagem molecular  comparativa.  A modelagem  molecular 

comparativa  está  presente  em  minha  formação,  desde  meu  mestrado,  que  foi 

desenvolvido nesta mesma instituição.

Na área de cristalografia de proteínas, tive a oportunidade de participar de 

congressos, debates e discussões com renomados cristalógrafos como o Prof. Randy 

Read (Professor do “Medical Research Council” (MRC), Universidade de Cambrigde) 

e até então, sua aluna de pós-doc Dra. Airlie McCoy que, gentilmente, empregaram o 

programa Phaser (versão 2.0), que ainda estava em fase de testes e/ou aprimoramentos, 

na resolução da estrutura da bothropasina.

Participei, também, da construção de modelos tridimensionais de proteínas 

de diversos organismos, explorando análises comparativas de funcionalidade entre 

proteínas relacionadas com enovelamentos similares, porém, divergentes em relação às 

seqüências primárias, através da modelagem molecular por comparação durante minha 

participação na reunião bienal CASP 7 (“Critical Assessment of Techniques for Protein 

Structure  Prediction” 7)  como  um  dos  integrantes  do  grupo  do  Prof.  Blundell, 

representando a Universidade de Cambridge.

Além da relevância para o desenvolvimento desta tese de doutoramento, o 

estágio no exterior foi de grande importância para o aprendizado de novos conceitos, 
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para a integração com um grupo estrangeiro de excelência e para o aperfeiçoamento 

profissional e formação acadêmica do doutorando. Ademais, esta experiência agregou 

conhecimentos  que  poderão  auxiliar  na  resolução  de  problemas  relacionados  ao 

refinamento, resolução e modelagens de proteínas dentro do laboratório do CBME do 

IFSC onde o atual projeto de doutoramento se desenvolveu.

Maiores informações quanto ao que foi desenvolvido durante o estágio no 

exterior, são mostradas no Apêndice I.

Tive  a  oportunidade  de  participar,  como  colaborador,  em  trabalhos 

científicos diversificados. No Apêndice II,  apresento esses trabalhos  em seu  texto 

original  e  na  íntegra  que  foram  contemplados  com  a  publicação  em  revistas 

internacionais indexadas. Os trabalhos se resumem na obtenção de modelos estruturais, 

através do emprego da modelagem molecular comparativa e adequação dos modelos 

propostos a resultados experimentais.

Por fim, deixo claro que meus 6 anos de convivência com funcionários, 

alunos, professores, colegas e amigos no Instituto de Física de São Carlos, desde o 

meu mestrado, foram muito importantes para que  atingisse  maturidade científica, 

fundamental para meu aprendizado, além de criar laços de amizades duradouras e o 

mais importante de tudo: aprender a não desistir!
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1 – Introdução e Objetivos Propostos

A   execução  do   Programa   de   Desenvolvimento  de   Estágio  no   Exterior 

(PDEE)   pode   ser   dividido   em   duas   etapas:   Desenvolvimento   dos   estudos 

cristalográficos – relacionado com o estudo e determinação da estrutura tridimensional 

da Jararagina a partir de sua forma cristalina e estudos relacionados ao aprendizado e 

desenvolvimento   de   novas   ferramentas   relacionadas   a   modelagem   molecular 

comparativa por homologia e/ou cálculos diretos (primeiros princípios,  ab initio) e 

serão discutidos nos itens 3.1 e 3.2 respectivamente.

Outro aspecto abordado no presente  relatório, diz  respeito à   formação 

cultural   e   intelectual   do   doutorando  durante  o   processo  de   aprendizagem  como 

idioma, disponibilidade de infraestrutura, adaptação cultural, etc, seguidos de uma 

avaliação pessoal sob forma de críticas e sugestões, como sugerido pelas normas do 

programa PDEE.

1.1 – Desenvolvimento dos Estudos Cristalográficos

O   projeto   de   doutorado   tem   como   objetivo   o   estudo   estrutural   da 

bothropasina,   uma   metaloprotease/desintegrina   oriunda   do   veneno   da   serpente 

Bothrops jararaca.  Esta proteína é uma toxina bastante estudada do ponto de vista 

bioquímico, devido a suas atividades de inibição da agregação plaquetária e de adesão 

celular (Kamiguti et al., 1996; Kamiguti et al., 1997; MouradaSilva et al., 2001). O 

estudo  estrutural   da   bothropasina  é   de   grande  interesse  devido  a   sua   potencial 

aplicação no desenvolvimento de drogas antitrombótica e antimetastática. A molécula 

de bothropasina é formada por três diferentes domínios: os domínios “metaloprotease” 

e “desintegrina” estão associados às atividades de inibição da agregação plaquetária e 

de adesão celular enquanto que o domínio chamado “rico em cisteína” não possui uma 

função ainda esclarecida.

Nesta pesquisa, a proteína  foi  isolada do veneno bruto da  B.  Jararaca 

fornecido pelo Instituto Butantan, com a utilização de cromatografia de troca iônica 

em coluna DEAESefaroseFF, seguida de cromatografia por exclusão de tamanho em 

coluna   Superdex75.   A   proteína   apresenta   um   adequado   nível   de   pureza   e   o 

rendimento do processo de purificação é de aproximadamente 2% da massa inicial do 

veneno.

Uma característica  importante dessa proteína é   a   capacidade de  sofrer 
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autólise, com produção dos domínios metaloprotease e o domínio desintegrina/rico em 

cisteína.  Para   diminuir  a   ocorrência  de   autólise  e   conseqüentemente  melhorar  o 

rendimento do processo de obtenção da bothropasina, o  inibidor sintético POL647 

(GomisRuth et al., 1998) foi utilizado. Testes de cristalização da bothropasina foram 

realizados primeiramente com as soluções dos Fatoriais 1 e 2 da Hampton. Algumas 

condições  provenientes  dessa   matriz   esparsa  mostraramse  mais   propícias   a   uma 

precipitação   sob   forma   de   cristais.   Após   a   obtenção  de   pequenos  cristais   essas 

condições  foram refinadas e a condição  ideal  final  foi a de 60 mM de acetato de 

amônio, 200 mM de acetato de sódio em pH de 5,6 e 30% de precipitante PEG 4000 

com a proteína a aproximadamente 8 mg/mL. Os cristais obtidos foram submetidos a 

experimentos de difração de raiosX no Laboratório Nacional de Luz Síncrotron em 

Campinas, no “Brookhaven National Synchrotron Light Source”, Upton, NY, EUA e no 

Instituto de Física de São Carlos – USP, em um gerador ânodo rotatório de raios X. 

Todas   as   tentativas  objetivaram  a   busca   por   melhores  conjuntos  de   imagens  de 

difração.

Devido a características intrínsecas da proteína e dos cristais de Jararagina, 

o melhor conjunto de dados obtido foi a aproximadamente 2,75Å de resolução. Por 

não possuir estruturas homólogas para os domínios desintegrina e rico em cisteínas, 

diversas  tentativas de  incorporação de metais pesados aos cristais protéicos  foram 

executadas e os melhores resultados foram obtidos em ensaios de soaking do cristal em 

0,5 M de Iodeto de Sódio (NaI). A partir de uma combinação de experimentos de 

substituição molecular e contribuição dos espalhadores anômalos (Iodo) fases iniciais 

foram encontradas, permitindo assim a caracterização do domínio metaloprotease (o 

que representa aproximadamente metade da estrutura) através de um experimento de 

SAD. A solução das fases possibilitou o emprego de métodos de reconhecimento de 

padrões em densidades eletrônicas, com o intuito de traçar inicialmente as posições 

dos átomos que compõem a cadeia principal dos domínios ainda desconhecidos da 

proteína.   Todavia,   a   interpretação  dos   mapas   de   densidade  eletrônica  tem   sido 

impossibilitada devido a  presença do alto  conteúdo de  pontes dissulfeto  (14) nos 

domínios desintegrina e rico em cisteína e à baixa resolução dos mapas de densidade 

eletrônica. Através de predição de estruturas secundárias constatamos que os dois 

domínios ainda inéditos são predominantemente formados por estruturas aleatórias, 

também chamadas de “loops”,   laços e voltas. Os “loops”  e bifurcações dificultam a 

interpretação adequada dessas regiões, sendo necessária a utilização de métodos mais 
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eficazes de atribuição de átomos nessas densidades.

1.2 – Modelagem Molecular Comparativa

O   avanço   nos   estudos   de   seqüenciamento  de   genomas   de   diversos 

organismos tem contribuído de maneira significativa para o desenvolvimento de novos 

métodos  capazes  de   compilar  grandes  volumes   de   informações,  seja   diretamente 

através   de   estudos   de   genômica   funcional,   estrutural,   ou   comparativa,   seja 

indiretamente a partir do proteoma, transcriptoma, ou metaboloma (Skolnick et al., 

2000; Baker e Sali, 2001). Diversas pesquisas comprovaram que muitas proteínas das 

mais   diferentes   famílias   compartilham   subestruturas/motivos   e   enovelamentos 

semelhantes (Orengo et al., 1997; Yang e Honing, 2000; MartíRenom, 2000; Harrison 

et al., 2002; Pazos e Sternberg, 2004).

A   principal   motivação  desta   segunda   parte   do   trabalho   consiste   em 

solucionar   alguns   problemas   comumente   encontrados   durante   o   processo   de 

modelagem molecular por comparação/“threading” protéico e métodos ab initio, tais 

como   identificação   da(s)   proteína(s)   que   será(ão)   utilizada(s)   como   molde(s) 

(baseado   em   um   alinhamento   seqüencial/estrutural),   modelagem   das   regiões 

alinhadas e não alinhadas (neste caso por métodos diretos), minimização energética de 

todo o modelo obtido e subseqüente validação do mesmo. Para a realização dessa 

tarefa,   uma   nova   metodologia   de   modelagem   molecular   foi   desenvolvida   no 

Laboratório do Prof. Blundell: O pacote de programas Orchestrar5

2 – Resultados Alcançados

2.1 – Elucidação da Estrutura Tridimensional da Bothropasina

Diferentes abordagens foram realizadas no intuito de se obter a estrutura 

cristalográfica completa da bothropasina. Dentre as abordagens, a mais produtiva foi a 

utilização do programa Phaser (McCoy et al., 2004; 2005) somada às modificações das 

densidades  eletrônicas  e   achatamento  do   solvente   (CCP4,   1994;   Cowtan,  1994), 

resultando em mapas de densidade eletrônica mais bem interpretáveis. 

A versão do programa Phaser utilizada (versão 2.0) no presente trabalho 

ainda está em fase de testes e/ou aprimoramentos, mas foi gentilmente empregada na 

resolução do problema das fases pelo seu próprio criador, o Prof. Dr. Randy Read – 

5 Resultados ainda não publicados
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Professor do Medical Research Council  (MRC) da Universidade de Cambrigde. Dentre 

as características desse programa, podese citar a capacidade de faseamento utilizando

se de informações de espalhadores anômalos como átomos pesados (provenientes de 

um experimento de SAD, MAD, SIRAS, etc por exemplo) além da possibilidade de 

faseamento por Substituição Molecular.

De   posse   de   mapas   melhores   (mais   interpretáveis)  e   de   estruturas 

homólogas à bothropasina a construção de todos os três domínios tornouse possível 

(figura AI.1). Dados comparativos do tipo “antes e depois” podem ser visualizados na 

figura AI.2.

Figura  AI.1:  Mapa  de  densidade   eletrônica  das   regiões  dos 
domínios disintegrina e rico em cisteína. Com mapas mais bem 
interpretáveis foi possível traçar os átomos das cadeias principais e 
laterais para os dois domínios da bothropasina.
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Figura AI.2: Empacotamento cristalino ao longo dos eixos a, b 
e c da célula unitária.  Uma vez traçados todos os domínios da 
bothropasina,  pode   ser   observado  o   contato   cristalino   entre   as 
moléculas em seu respectivo empacotamento. As figuras (a), (b) e 
(c) mostram o empacotamento cristalino apenas para o  domínio 
metaloprotease   da   bothropasina  ao   longo   dos   eixos   a,   b   e   c 
enquanto que as figuras (a'), (b') e (c') mostram o empacotamento 
cristalino para os três domínios da bothropasina e suas interações 
intermoleculares.

Uma   vez   traçada   toda   a   cadeia   principal,   a   etapa   subseqüente  foi   o 

posicionamento correto das cadeias laterais, otimização da geometria dos resíduos e 

refinamento de toda a estrutura. Esses processos foram realizados com o emprego dos 

programas CNS (Brunger et al., 1998), Refmac5 e (Murshudov et al., 1997). A figura 

AI.3  ilustra uma representação da bothropasina em sua unidade assimétrica (duas 

moléculas) destacando seus três domínios através de diferentes representações.
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Figura AI.3: Diferentes representações para as duas moléculas 
da   bothropasina   na   unidade   assimétrica.  A   figura   mostra   a 
bothropasina  em   superfície   e   “cartoon”  coloridas   para   os   três 
domínios   facilitando   assim   a   identificação   dos   domínios 
metaloprotease, desintegrina  e   rico  em cisteína  (cinza,  laranja  e 
azul, respectivamente). A, B, C, A', B' e C' correspondem a diferentes 
orientações: A e A', visão superior; B e B', visão lateral; C e C', visão 
inferior, respectivamente.

A atual etapa de desenvolvimento do projeto de doutorado caracterizase 

pelo refinamento da estrutura da bothropasina com a utilização dos programas CNS e 

Refmac5. Dados do refinamento da estrutura da bothropasina são mostrados na Tabela 

AI.I.   A   estrutura   será   depositada  em   banco   de   estrutura   protéica   e   um   artigo 

descrevendo a estrutura da bothropasina e sua relação com suas diversas atividades 

biológicas está sendo redigido.

Portanto, será possível o cumprimento de todos os planos propostos no projeto 

de doutoramento dentro do prazo inicialmente estabelecido de quatro anos.
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Tabela AI.I – Estatísticas da coleta de dados e refinamento. 
O conjunto coletado é proveniente de um “soaking” em NaI 
0,5 M por aproximadamente 2 minutos.

Bothropasina – NaI
Fonte de raios X MX1, LNLSBrasil
Comprimento de onda () 1,4270
Ângulo de oscilação () 1,00
Número de imagens 344
Grupo espacial P212121

Parâmetros da célula unitária
a (Å) 72,5
b (Å) 101,2
c (Å) 133,6
Limites na resolução 58,93 – 2,80 (2,9 – 2,80)
Mosaicidade 0,75
Reflexões totais 880327
Reflexões únicas 26293
Redundância 13,4 (13,3)
Completeza (%) 99,9 (100,0)
<I/(I)> 25,0 (5,1)
Rsym 8,3 (48,5)
Rfactor 0,293
Rfree 0,376

2.2 – Modelagem Molecular Comparativa

O processo de desenvolvimento e aprendizado da modelagem molecular 

comparativa foi cumprido de maneira mais que satisfatória. Além de poder contar com 

a   colaboração   direta   dos   pesquisadores   e   desenvolvedores   das   ferramentas   de 

bioinformática, uma grande oportunidade me foi dada pelo próprio Prof. Blundell sob 

forma  de   convite  a   participar   do   sétimo  encontro  CASP6  (“Critical   Assessment   of  

Techniques   for   Protein   Structure   Prediction”   7   –   2006 

“http://predictioncenter.org/casp7/Casp7.html”7)   como   um   dos   integrantes  de   seu 

grupo representando a Universidade de Cambridge.

A   CASP   tem   como   principais   objetivos   estabelecer   as   capacidades  e 

limitações dos atuais métodos de modelagem de estrutura protéica a partir de sua 

seqüência de aminoácidos, visando determinar os progressos que vêm sendo feitos na 

área, assim como localizar os maiores “gargalos” nas predições estruturais (Moult et 

al.,  2003). Os projetos na CASP são  divididos basicamente em três categorias: (1) 

6 A CASP é uma reunião mundial bienal entre pesquisadores especializados na área de bioinformática.

7 Acesso em 08/11/2006
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modelagem molecular comparativa; (2) reconhecimento de enovelamentos (padrões 

estruturais,   domínios,   motivos,   etc.)   e   (3)   métodos   de   obtenção   de   novos 

enovelamentos.  Para   isso,   os   mais   diversos  bancos   de   dados   são   selecionados  e 

divididos em grupos com diferentes tipos de estruturas.

Um   total   de   23   proteínas   (Figura   AI.4)   foram   preditas   pelo   grupo 

utilizandose diferentes abordagens como, principalmente, os programas MODELLER, 

RAPPER,   CHORAL,   CODA   e   FUGUE   –   todos   desenvolvidos   (com   exceção   do 

MODELLER,  que   tem  o   Prof.   Blundell   como  um  dos   autores  na   primeira  versão 

programa) no próprio Departamento de Bioquímica – Grupo de Cristalografia, Biologia 

Estrutural e Bioinformática da Universidade de Cambridge.

Figura AI.4 – continuação e legenda na próxima página.
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Figura AI.4  continuação

Figura AI.4: Resultados obtidos pelo grupo na sétima reunião 
da CASP. O código de uma letra e quatro dígitos numéricos, refere
se   ao   nome   dado   ao   alvo   a   ser   modelado.   À   esquerda,   uma 
representação sob forma de “cartoon” do modelo predito a partir da 
seqüência primaria da proteína e a direita, uma comparação entre o 
modelo predito pelo grupo (linha destacada na cor cinza escura), 
em   relação   a   todos   os   modelos   submetidos   à   CASP   (linhas 
alaranjadas). No eixo das abscissas temos a porcentagem do número 
de   carbonos   alfa   (CA)   corretamente   alinhados   em   relação   a 
estrutura original e nas ordenadas, o desvio entre o modelo final e a 
estrutura cristalográfica em Å.

Como observado na Figura AI.4, a grande maioria dos modelos preditos foi 

muito próxima às estruturas cristalográficas, como por exemplo os modelos T0284, 

T0288,   T0290,   T091,   T092,   T0311,   T0366   e   T0376   que   obtiveram,   quando 
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comparadas as estruturas, um desvio máximo de 10 Å e mais de 95% de resíduos 

alinhados.

No entanto, alguns modelos ficaram aquém da expectativa, como foi o 

caso do T0373, T0374 e T0377 com altos desvios em cerca de 60% a 80% de resíduos 

que representariam parte da estrutura cristalográfica. Nesses casos, a baixa identidade 

seqüencial (em certos casos menores que 5% de identidade), foi o fator determinante 

no insucesso das predições, um dos motivos que justificam a necessidade de reuniões 

como essas.

3 – Relevância na Formação IntelectoCultural

Indubitavelmente, a possibilidade que me foi dada pela CAPES sob forma 

de auxílio do  tipo bolsa  de  estudos para desenvolvimento de  estágio no exterior, 

contribuiu  de  maneira  veemente  em  minha  formação  intelectocultural  por   vários 

motivos.   O   contato   direto   com   a   língua   inglesa   foi   muito   importante   para   o 

aperfeiçoamento e aprendizagem da fala, escuta, leitura e escrita do idioma. De certa 

maneira, dada a exposição à língua, você se sente obrigado a se esforçar de maneira 

saudável para entender e compreender o idioma anglosaxônico falado ao seu redor, 

seja através de contatos com outras pessoas, seja através da mídia como TV, cinema, 

rádio,   jornais,   internet   e   revistas.   Todos   esses   fatores   contribuem   de   maneira 

importante no processo de aperfeiçoamento e treinamento do idioma.

Minha   adaptação   foi   bastante   tranqüila,   calma   e   naturalmente.  Não 

encontrei grandes dificuldades em me adaptar à língua e começar a me comunicar de 

maneira  fluente  com  as   pessoas  do   grupo  onde  trabalhei,   com  companheiros  de 

alojamento e colegas que tive. 

Uma vez melhor adaptado, passei a desfrutar melhor da infraestrutura ao 

meu redor. O laboratório tinha todas as condições necessárias para o desenvolvimento 

do   meu   trabalho,   como   mesa,   computador  de   uso   exclusivo,   acesso   a   rede   de 

periódicos, livros, revistas, etc... além de contar com o total apoio intelectual do meu 

coorientador estrangeiro, Prof. Dr. Tom Blundell, do Prof. Dr. Randy Read, Dr. Dima 

Chirgadze, Dr.  Rinaldo Montalvão, Dr.   Nicholas  Furnham,  Dra.  Eva Maria Priego, 

Tammy Cheng, dentre tantos outros que de maneira direta ou indireta me ajudaram 

nas discussões, implementações e apoio ao meu projeto me deixando ainda mais a 

vontade para desenvolvêlo.
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