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1 Introducao

Este livro teve como objetivo principal realizar uma andélise estrutural
da trombina, e seus percursores protrombina, pré-trombina-1 e pré-
trombina-2, bem como, as ligacdes da trombina com o fibrinogénio, a
trombomodulina, a hirudina e a estafilocoagulase.

Para realizar estas andlises foram utilizados arquivos PDB obtidos
gratuitamente no site Protein Data Bank (Disponivel em:
http://www.rcsb.org/pdb/home/ home.do). Os cédigos apresentados
(PDBids) referem-se aos arquivos PDB utilizados para produzir as
imagens no software RasMol.

A partir da selecao dos arquivos PDB, foi utilizado o software RasMol
2.7.4.2 para o desenvolvimento de scripts para gerar as imagens
presentes no livro. Este programa computacional pode ser obtido
gratuitamente no site Home Page for RasMol and OpenRasMol
(Disponivel em: http://www.openrasmol.org/).

Este programa computacional permite a utilizacdo de diferentes
comandos interativos por meio da Janela RasMol Command Line. Mais
informag¢des sobre os comandos utilizados neste programa podem ser
encontrados no Manual do RasMol (Disponivel em:
http://www.csb.yale.edu/userguides/graphics/ rasmol/rasmol.pdf).

Os resultados apresentados sao resultantes do Projeto de Iniciacao
Cientifica da aluna de graduacdao Angélica Alves Pinheiro do Curso de
Ciéncias Biolégicas — Bacharelado da Universidade Paulista — UNIP,
campus Bauru, sob orientacao do Prof. Dr. Renato Massaharu
Hassunuma, Professor Titular do Curso de Ciéncias Bioldgicas.




2 Trombina

Cédigo PDB: 1PPB

A trombina ou fator Ila é uma importante enzima que participa do
processo de coagulacdo sanguinea, o qual envolve varios fatores de
coagulacdo e outras substancias. Sua fun¢ao principal é a conversao de
fibrinogénio em fibrina, mas também age sobre os fatores V, VIII e XIII
(Fenton, 1981; Trombina, 2014).

A trombina é classificada como uma serino protease, pois utiliza um
unico residuo de serina ativada no sitio de ligacdao para hidrolisar
ligacdes peptidicas de um determinado substrato. Embora uma serino
protease possa apresentar mais de um residuo de serina, apenas um dos
residuos é cataliticamente ativo e participa da hidrélise da ligacao
peptidica (Schultz, Leibman, 2000). Na trombina, esse residuo
corresponde a serina 195 (Solomons, 2011).

Na figura 1, observa-se a trombina representada no Modo Cartoons. Esta
enzima estda constituida por duas cadeias: a subunidade maior,
representada em verde (green), e a subunidade menor, representada em
azul (blue). Esta representado também o residuo serina 195 no Modo
Spacefill e em vermelho (red).

O script foi desenvolvido para o software RasMol a partir do arquivo
1PPB.pdb e esta apresentado no quadro 1.




Figura 1 — Trombina

Legenda de cores

Estrutura Cor Amostra de cor

Subunidade maior Verde (green)

Subunidade menor Azul (blue)
Serina 195 Vermelho (red)




Quadro 1 - Script desenvolvido para trombina

load 1ppb.pdb
wireframe off
cartoons
select *1
colour blue
select *h
colour green
select ser195
spacefill
colour red
rotate x 140
rotate y -20
translate y 4
zoom 150
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3 Triade Catalitica

Cédigo PDB: 1PPB

Na trombina, o sitio ativo da molécula é formado por um conjunto de
trés residuos de aminoacidos, denominados conjuntamente de triade
catalitica. Um dos residuos corresponde a serina 195, que caracteriza a
trombina como uma serinoprotease, conforme descrito no Capitulo 2 -
Trombina. Além deste residuo, constituem a triade catalitica os residuos
de histidina 57 e aspartato 102 (Solomons, 2011).

Além da triade catalitica, existem duas outras regides importantes de
ligacdo: o exositio I e o exositio II, que serdo descritos posteriormente
nos Capitulos 4 e 5. Desta forma, a maioria dos inibidores da trombina
pode ser classificada de acordo com os possiveis sitios de ligacdo: (1)
inibidores que se ligam exclusivamente ao sitio ativo, (2) inibidores que
se ligam ao sitio ativo e ao exositio 1, (3) inibidores que se ligam ao sitio
ativo e ao exositio 2 e (4) inibidores que se ligam exclusivamente ao
exositio 1 (Tsiang, Jain, Dunn, Rojas, Leung, Gibbs, 1995).

Na figura 2, observa-se a trombina representada no Modo Cartoons,
sendo a subunidade maior representada em verde (green) e a subunidade
menor representada em azul (blue). Os residuos que compdéem a triade
catalitica estdo representados no Modo Spacefill, sendo o residuo de
aspartato 102 apresentado em amarelo (yellow), histidina 57 em
vermelho alaranjado (redorange) e serina 195 em vermelho (red).

Nesta figura, observa-se também que os trés residuos estao localizados
numa regido mais profunda da molécula, numa area denominada de
bolsao hidrofébico (Solomons, 2011).

O script foi desenvolvido para o software RasMol a partir do arquivo
1PPB.pdb e est4 apresentado no quadro 2.




Figura 2 — Triade catalitica

Legenda de cores

Estrutura Cor Amostra de

Subunidade maior Verde (green)

Subunidade menor Azul (blue) _

Aspartato 102 Amarelo (yellow)

Histidina 57 Vermelho alaranjado (redorange)
Serina 195 Vermelho (red)
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Quadro 2 - Script desenvolvido para triade catalitica

load 1ppb.pdb
wireframe off
cartoons
select *1
colour blue
select *h
colour green
select asp102
spacefill
colour yellow
select his57
spacefill
colour redorange
select ser195
spacefill
colour red
rotate x 140
rotate y -20
translate y 4
zoom 150




Referéncias
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4 Exositio |

Cédigo PDB: 1PPB

Conforme mencionado no Capitulo 3 - Triade catalitica, a trombina
apresenta além do sitio catalitico, outros dois exositios. Enquanto a
triade catalitica que compde o sitio catalitico esta localizada no centro
da molécula, os exositios I e II encontram-se em posicao mais afastada
do sitio ativo e em regides opostas (Fenton, 1981; Lane, Philippou,
Huntington, 2005).

O exositio I é composto pelos residuos de: arginina 73, arginina 75,
arginina 77, histidina 71, lisina 36, lisina 109, lisina 110 e tirosina 76
(Lane, Philippou, Huntington, 2005). A interacao do fibrinogénio com a
trombina ocorre por meio de ligacoes que ocorrem no sitio ativo e no
exositio I. Assim sendo, o exositio I desempenha um papel importante
na ligacdo da trombina com o fibrinogénio, uma vez que permite que o
complexo se posicione corretamente, de modo que os sitios de clivagem
do fibrinogénio estejam corretamente alinhados junto a triade
catalitica. A funcdo da trombina pode ser inibida pela ligacdo de
diferentes inibidores com o exositio I, entre eles estio: hirudina,
trombomodulina, entre outros (Di Cera, 2003).

Na figura 3, observa-se a trombina representada no Modo Cartoons
sendo a subunidade maior representada em verde (green) e a subunidade
menor representada em azul (blue). Os residuos do exositio I estdo
apresentados no Modo Spacefill em diferentes cores: arginina 73 em azul
celeste (skyblue), arginina 75 em ciano (cyan), arginina 77 em branco
(white), histidina 71 em cinza (grey), lisina 36 em purpura (purple),
lisina 109 em ouro (gold), lisina 110 em rosa (pink) e tirosina 76 em
amarelo matiz (yellowtint).

O script foi desenvolvido para o software RasMol a partir do arquivo
1PPB.pdb e estd apresentado no quadro 3.




Figura 3 — Exositio I

Legenda de cores

Estrutura

Subunidade maior
Subunidade menor
Arginina 73
Arginina 75
Arginina 77
Histidina 71
Lisina 36
Lisina 109
Lisina 110

Tirosina 76

Amostra de
Cor
cor

Verde (green)
Azul (blue)

Azul celeste (skyblue)
Ciano (cyan)
Branco (white)

Cinza (grey)

Puarpura (purple)
Ouro (gold)
Rosa (pink)

Amarelo matiz (yellowtint)
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Quadro 3 - Script desenvolvido para exositio I

load 1ppb.pdb
wireframe off
cartoons
select *1
colour blue
select *h
colour green
select arg73
colour skyblue
spacefill
select arg75
colour cyan
spacefill
select arg77
colour white
spacefill
select his71
colour grey
spacefill
select lys36
colour purple
spacefill
select 1lys109
colour gold
spacefill
select lys110
colour pink
spacefill
select tyr76

colour yellowtint

spacefill
rotate x 140
rotate y -20
translate y 4
zoom 150
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5 Exositio li

Cédigo PDB: 1PPB

O exositio II corresponde a uma terceira area importante de ligacdao da
trombina com diferentes substancias. Assim como o exositio I, esta area
de interacdo também é rica em residuos de arginina e lisina. O exositio
Il é composto pelos residuos de: arginina 93, arginina 101, arginina 233,
lisina 236, lisina 240 (Lane, Philippou, Huntington, 2005).

O exositio Il esta localizado em uma regido oposta ao exositio I e
corresponde a uma area de interacdao com ligantes polianiénicos como
glicosaminoglicanas, entre elas a heparina (Di Cera, 2003). Para
desempenhar seu papel fisiolégico, a heparina se liga a antitrombina,
formando um complexo capaz de inativar enzimas da coagulacdo como
os fatores da coagulacao II, IX e X e a trombina. A ligacdo da heparina
com a antitrombina aumenta em mais de 1000 vezes a sua atividade
inibitéria. O efeito da heparina pode ser revertido por meio da
administracdo de um antidoto denominado protamina (Rosenberg,
1985).

Na figura 4, observa-se a trombina representada no Modo Cartoons
sendo a subunidade maior representada em verde (green) e a subunidade
menor representada em azul (blue). Os residuos do exositio II estdo
apresentados no Modo Spacefill em diferentes cores: arginina 93 em
magenta (magenta), arginina 101 em rosa matiz (pinktint), arginina 233
em azul matiz (bluetint), lisina 236 em laranja (orange) e lisina 240 em
verde mar (seagreen).

Observe que na figura 4, a trombina foi girada no eixo y a esquerda, pois
o exositio II encontra-se localizado na regidao posterior da molécula
quando comparado com a figura 3.

O script foi desenvolvido para o software RasMol a partir do arquivo
1PPB.pdb e estd apresentado no quadro 4.




Figura 4 — Exositio II

Legenda de cores

Estrutura

Subunidade maior
Subunidade menor
Arginina 93
Arginina 101
Arginina 233
Lisina 236
Lisina 240

Amostra de
cor

Cor

Verde (green)
Azul (blue)

Magenta (magenta)
Rosa matiz (pinktint)
Azul matiz (bluetint)

Laranja (orange)

Verde mar (seagreen)
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Quadro 4 - Script desenvolvido para exositio II

load 1ppb.pdb
wireframe off
cartoons

select *1
colour blue
select *h
colour green
select arg93
colour magenta
spacefill

select argl01
colour pinktint
spacefill

select arg233
colour bluetint
spacefill

select lys236
colour orange
spacefill

select 1lys240
colour seagreen
spacefill

rotate x 140
rotate y -75
translate y 4
zoom 150
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6 Protrombina

Cédigo PDB: SEDM

A protrombina ou fator II participa da penultima etapa da cascata de
coagulagio. E convertida em trombina pela protrombinase, composta
pelo fator Xa, cofator Va, ion célcio e fosfolipideos (Rosing, Tans,
Govers-Riemslag, Zwaal, Hemker, 1980).

Possui 579 residuos de aminoacidos e durante a sua ativagao, é
fragmentada em 4 componentes: 1) fragmento 1 (residuos 1-153), que
por sua vez sera convertido no dominio Gla (residuos 1-46) e dominio
Kringle 1 (residuos 65-143), 2) fragmento 2 (residuos 154-270), que
sera convertido posteriormente no dominio Kringle 2 (residuos 156-
234), 3) subunidade menor ou cadeia leve da protrombina (residuos
271-306) e 4) subunidade maior ou cadeia pesada da trombina (307 -
579). Assim sendo, serao estes dois ultimos componentes que formarao
a molécula de trombina (5EDM, 2016; Pozzi, Chen, Cera, 2016; Rosing,
Tans, Govers-Riemslag, Zwaal, Hemker, 1980).

Na figura 5, observa-se a protrombina representada no Modo Spacefill.
Estao destacadas as partes da molécula que originardao cada
componente: os residuos que originardao o fragmento 1 em amarelo
(yellow), o fragmento 2 em ciano (cyan), a cadeia leve da trombina em
azul (blue) e a cadeia pesada da trombina em verde (green).

O script foi desenvolvido para o software RasMol a partir do arquivo
SEDM.pdb e estd apresentado no quadro 5.




Figura 5 — Protrombina

Legenda de cores
Regides originadas a partir da
protrombina

Amostra de cor

Fragmento 1 Amarelo (yellow)

Fragmento 2 Ciano (cyan)

Cadeia leve da trombina Azul (blue) _

Cadeia pesada da trombina Verde (green)
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Quadro 5 - Script desenvolvido para protrombina

load 5edm.pdb
wireframe off
spacefill
colour white
select 1-153
colour yellow
select 154-270
colour cyan
select 271-306
colour blue
select 307-568
colour green
select hetero
spacefill off
rotate x 165
rotate z -25
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71 Pre-trombina-1

Cédigo PDB: 3NXP

A pré-trombina-1 corresponde a um produto intermediario inativo, que
se forma a partir da clivagem no residuo 155 da protrombina pela
protrombinase (composta pelo fator Xa, cofator Va, ion calcio e
fosfolipideos). Assim sendo, difere-se da protrombina pela auséncia de
155 residuos na extremidade N-terminal, que corresponde ao fragmento
1. Desta forma, a pré-trombina-1 é formada apenas pelos residuos que
darao origem ao fragmento 2, a cadeia leve e a cadeia pesada (3NXP,
2010; Chen, Pelc, Di Cera, 2010; Weinreb, Mukhopadhyay, Majumder,
Lentz 2002).

Na figura 6, observa-se a pré-trombina-1 representada no Modo
Spacefill. Estao destacadas as partes da molécula que originardao cada
um dos componentes formados a partir de sua ativacdo: o fragmento 2
em ciano (cyan), a cadeia leve da trombina em azul (blue) e a cadeia
pesada da trombina em verde (green). Note que em comparag¢do com a
protrombina, observa-se a auséncia do fragmento 1 (em amarelo
(yellow) na figura 5 do Capitulo 6).

O script foi desenvolvido para o software RasMol a partir do arquivo
3NXP.pdb e estd apresentado no quadro 6.




Figura 6 — Pré-trombina-1

Legenda de cores
Regides originadas a partir da
pré-trombina-1

Amostra de cor

Fragmento 2 Ciano (cyan)

Cadeia leve da trombina Azul (blue) _

Cadeia pesada da trombina Verde (green)
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Quadro 6 - Script desenvolvido para pré-trombina-1

load 3nxp.pdb
wireframe off
spacefill
select 169-271
colour cyan
select 272-320
colour blue
select 321-654
colour green
select hetero
spacefill off
rotate z -40
rotate y 140
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8 Pre-trombina-2

Cédigo PDB: 1IMKX

A pré-trombina-2 é constituida pelas cadeias leve e pesada, que ainda
estdo unidas. Assim sendo, difere-se da pré-trombina-1 pela auséncia do
fragmento 2 e difere-se da trombina pelo fato de que nesta as cadeias
leve e pesadas estao separadas. O papel fisiolégico da pré-trombina-2
ainda nao é conhecido. Corresponde a um produto intermediario
inativo, que se forma a partir da clivagem no residuo 271 da
protrombina pela protrombinase (composta pelo fator Xa, cofator Va,
ion calcio e fosfolipideos). Apdés a clivagem no residuo 271 da
protrombina, os dominios Gla e os fragmentos 1 e 2 siao perdidos
(IMKX, 1997; Chen, Pelc, Di Cera, 2010; Malkowski, Martin, Guzik,
Edwards, 1997).

Na figura 7, observa-se a pré-trombina-2 representada no Modo
Spacefill. Estao destacadas as partes da molécula que originardao cada
um dos componentes formados a partir de sua ativacao: a cadeia leve da
trombina em azul (blue) e a cadeia pesada da trombina em verde (green).
Note que em comparacio com a pré-trombina-1, observa-se a auséncia
do fragmento 2 (em ciano (cyan) na figura 6 do Capitulo 7).

O script foi desenvolvido para o software RasMol a partir do arquivo
1MKX.pdb e esta apresentado no quadro 7.




Figura 7 — Pré-trombina-2

Legenda de cores

Regides originadas a partir da
pré-trombina-2

Amostra de cor

Cadeia leve da trombina Azul (blue)

Cadeia pesada da trombina Verde (green)
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Quadro 7 - Script desenvolvido para pré-trombina-2

load 1mkx.pdb
wireframe off
select 1-49K
spacefill
colour blue
select hetero
spacefill off
select 50-308K
spacefill
colour green
select hetero
spacefill off
rotate x 120
rotate z -145
rotate y 15
zoom 170
translate y-3
translate x 2
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9 Fibrinogénio

Cédigo PDB: 1M1J

O fibrinogénio corresponde a forma inativa da fibrina. E solivel em
agua e é encontrado em concentragcdes elevadas no sangue. Quando
recebido o sinal, o fibrinogénio é convertido em fibrina, formando uma
rede que torna o sangue, normalmente fluido, num material sélido
gelatinoso e que, em seguida, seca para formar uma crosta (Goodsell,
2006).

O fibrinogénio é uma glicoproteina produzida no figado e presente no
plasma sanguineo, cuja meia-vida em humanos é de 3,8-4,9 dias. E
convertida em fibrina, um importante componente do tampiao
plaquetario, por meio da trombina (Blomback, 1996).

Sua estrutura é hexamérica (a,f3,Y,), sendo formada por duas cadeias
alfa, duas cadeias beta e duas cadeias gama, formadas respectivamente
por 610, 461 e 411 residuos de aminoacidos. Estas 6 cadeias sao
conectadas por meio de 29 pontes dissulfeto (Doolittle, 1983).

Na figura 8, observa-se a estrutura hexamérica do fibrinogénio no Modo
Cartoons, onde sio apresentadas as subunidades alfa (representadas
pelas cadeias A e D em cinza (gray) e ouro (gold), respectivamente), as
subunidades beta (representadas pelas cadeias B e E em marrom (brown)
e verde azulado (greenblue), respectivamente) e as subunidades gama
(representadas pelas cadeias C e F em purpura (purple) e azul celeste
(skyblue), respectivamente).

O script foi desenvolvido para o software RasMol a partir do arquivo
1M1J.pdb e esta apresentado no quadro 8.




Figura 8 - Fibrinogénio
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Legenda de cores

Cadeias Cor Amostra de cor

Cinza (gray)
Marrom (brown)
Puarpura (purple)

Ouro (gold)

Verde azulado (greenblue)

Azul celeste (skyblue)
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Quadro 8 - Script desenvolvido para fibrinogénio

load 1m1j.pdb
wireframe off
cartoons

zoom 220
select *a
colour grey
select *b
colour brown
select *c
colour purple
select *d
colour gold
select *e
colour greenblue
select *f
colour skyblue
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10 Ligacao da Trombina com o
Fibrinogenio

Cédigo PDB: 2A45

A trombina se liga ao fibrinogénio, convertendo-o em sua forma
insoluvel, que corresponde a fibrina. Neste processo, dois peptideos
acidos, os fibrinopeptideos A e B (fpA e FpB) sao liberados
sequencialmente e o restante da molécula forma a fibrina que sofre
polimerizacdo na formacdo do codgulo. A trombina se liga ao
fibrinogénio por meio de duas regides: o sitio de reconhecimento do
fibrinogénio e o exositio 1 (Binnie, Lord, 1993; Blomback, 1996; Pechik,
Yakovlev, Mosesson, Gilliland, Medved, 2006).

Na figura 9, sao observadas duas moléculas de trombina representadas
no Modo Spacefill, sendo as cadeias leves representadas em azul (blue) e
as cadeias pesadas em verde (green). Observa-se também uma parte da
molécula de fibrinogénio, representada no Modo Cartoons em cinza
(grey), sendo o n6 de dissulfeto amino terminal destacado em amarelo
matiz (yellowtint).

O script foi desenvolvido para o software RasMol a partir do arquivo
2A45.pdb e esta apresentado no quadro 9.




Figura 9 - Ligacdo da trombina com o fibrinogénio

Legenda de cores

Estruturas Amostra de cor

Cadeia leve da trombina Azul (blue)

Cadeia pesada da trombina Verde (green)

Fibrinogénio Cinza (grey)
N6 de dissulfeto amino Amarelo matiz
terminal (yellowtint)
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Quadro 9 - Script desenvolvido para ligacao da trombina com o
fibrinogénio

load 2a45.pdb
wireframe off

select *a, *d

spacefill

colour blue

select *b, *e

spacefill

colour green

select *g, *h, *j, *i, *k, *1
cartoons

colour grey

select 1-46g, 1-46j, 1-77h, 1-77k, 1-20i, 1-201
colour yellowtint

rotate y 90

rotate z 10

zoom 140
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11 Ligacao da Trombomodulina com a
Trombina

Cédigo PDB: 1DX5

A trombomodulina (TM) corresponde a uma proteina integral presente
na membrana plasmdtica de células endoteliais. Ao se ligar a trombina,
forma o complexo trombina-trombomodulina, o qual ativa a proteina C
e inativa os fatores Va e VIIla da cascata sanguinea, impedindo a
trombina a desempenhar o seu papel no processo de coagulacao (Esmon,
1995; Hsu, Lucas, Jonson, Hong, Chan, 1994; Sadler, 1997).

A maior parte das interacées que ocorrem entre a trombina e a
trombomodulina s3o realizadas por meio de contatos hidrofébicos entre
as moléculas, entre eles o exositio I (Di Cera 2003; Fuentes-Prior,
Iwanaga, Huber, Pagila, Rumennik, Seto et al., 2000).

Na figura 10, observa-se a trombina representada no Modo Spacefill,
sendo a cadeia leve representada em azul (blue) e a cadeia pesada em
verde (green). Observa-se a trombomodulina representada no Modo
Cartoons em vermelho (red).

O script foi desenvolvido para o software RasMol a partir do arquivo
1DX5.pdb e esta apresentado no quadro 10.




Figura 10 — Ligacao da trombomodulina com a trombina

Legenda de cores

Estruturas Amostra de cor

Cadeia leve da trombina Azul (blue)

Cadeia pesada da trombina Verde (green)

Trombomodulina Vermelho (red) _
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Quadro 10 - Script desenvolvido para ligacao da trombomodulina com a
trombina

load 1dx5.pdb
wireframe off
rotate x 110
rotate y 50
zoom 230
translate y-20
translate x -5
select *a
spacefill
colour blue
select *m
spacefill
colour green
select *i
cartoons
colour red
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12 Ligacao do Hirulog com a Trombina

Cédigo PDB: 2HGT

A hirudina é uma proteina produzida pelas glandulas perifaringeas de
sanguessugas Hirudo medicinalis. Sua propriedade anticoagulante
decorre de sua ligagdo com a trombina (Markwardt, 1994). A hirudina e
o fibrinogénio competem pelo mesmo sitio ativo da trombina. Assim
sendo, quando a hirudina se liga a trombina ocorre uma alteragado
conformacional que impedird a ligagdo do fibrinogénio (Clore,
Sukumaran, Nilges, Zarbock, Gronenborn, 1987).

A hirudina pode ser fragmentada em peptideos menores também
capazes de inibir a trombina, como por exemplo o hirulog. A agao
inibitéria da trombina pela hirudina, decorre da ligacao desta ultima ao
sitio ativo da trombina e o exositio I, impedindo a sua acdo sobre o
fibrinogénio (O’Brien; Mureebe, 2012; Skrzypczak-Jankun, Carperos,
Ravichandran, Tulinsky, Westbrook, Maraganore, 1991).

Na figura 11, observa-se a trombina representada no Modo Spacefill,
sendo a cadeia leve representada em azul (blue) e a cadeia pesada em
verde (green). Observa-se o hirulog representado no Modo Spacefill em
magenta (magenta).

O script foi desenvolvido para o software RasMol a partir do arquivo
2HGT.pdb e esta apresentado no quadro 11.




Figura 11 - Ligacdo do hirulog com a trombina

Legenda de cores

Estruturas Amostra de cor

Cadeia leve da trombina Azul (blue)

Cadeia pesada da trombina Verde (green)

Hirulog Magenta (magenta) _
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Quadro 11 - Script desenvolvido para ligacao do hirulog com a trombina

load 2hgt.pdb
wireframe off
select *1
spacefill
colour blue
select *h
spacefill
colour green
select *j
spacefill
colour magenta
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13 Ligacao da Estafilocoagulase com a
Trombina

Cédigo PDB: 1INU7

A estafilocoagulase é secretada pela bactéria Staphylococcus aureus, que
pode causar doencgas em seres humanos como septicemia e endocardite.
Esta enzima é capaz de se ligar a trombina, formando o complexo
estafilotrombina que é capaz de converter diretamente o fibrinogénio
em fibrina, levando a coagulacdo do plasma sanguineo, sem ativacao de
outros elementos da cascata de coagulacao (Kawabata, Morita, Miyata,
Kaida, Iwanaga, Igarashi, 1987).

A estafilocoagulase é organizada em dois dominios separados por um
angulo de 110°. O dominio D1 é formado pelos aminoacidos isoleucina 1
a glicina 142, sendo observadas trés alfa-hélices. O dominio D2 é
formado pelos aminoacidos treonina 150 a glicina 281, onde é
observado um grupo de alfa-hélices semelhante ao observado em D1 e
mais outras trés alfa-hélices distribuidas ao longo do dominio
(Friedrich, Panizzi Fuentes-Prior, Richter, Verhamme, Anderson et al.,
2003).

A inibicdo da trombina pela estafilocoagulase decorre da ligacdo da
ultima nas regides do sitio ativo e no exositio 1 (Panizzi, Friedrich,
Fuentes-Prior, Richter, Bock, Bode, 2006).

Na figura 12, observa-se a trombina representada no Modo Spacefill,
sendo a cadeia leve representada em azul (blue) e a cadeia pesada em
verde (green). Observa-se a estafilocoagulase representado no Modo
Cartoons, sendo o dominio D1 representado em rosa (pink) e o dominio
D2 representado em rosa quente (hotpink).

O script foi desenvolvido para o software RasMol a partir do arquivo
INU7.pdb e esta apresentado no quadro 12.




Figura 12 - Ligacao da estafilocoagulase com a trombina

Legenda de cores

Estruturas Amostra de cor

Cadeia leve da trombina Azul (blue)

Cadeia pesada da trombina Verde (green)
Dominio D1 da

estafilocoagulase Rosa (pink)

Dominio D2 da Rosa quente _
estafilocoagulase (hotpink)
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Quadro 12 - Script desenvolvido para ligacdao da estafilocoagulase com a
trombina

load 1nu7.pdb
wireframe off
select *a
spacefill
colour blue
select *b
spacefill
colour green
select 1-142d
cartoons
colour pink
select 143-281d
cartoons
colour hotpink
rotate y 190
rotate z 180
translate y 15
translate x 4
zoom 200
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Este livro apresenta uma analise estrutural da trombina humana, uma
importante proteina que participa do processo de coagulacdao sanguinea.
Foram utilizados softwares de simulacdao computacional para o
desenvolvimento de imagens que apresentam a estrutura bioquimica da
trombina, bem como de seus precursores e alguns de seus principais
inibidores.




