Estudo computacional de peptideos ativos da
Nitroforina-2 visando o planejamento de
farmacos anticoagulantes
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RESUMO

Nitroforina 2 (NP-2), uma proteina anticoagulante presente na saliva inseto hematéfago Rhodnius
prolixus, foi caracterizada como um inibidor especifico do complexo tenase (fXase). Em estudo prévio, foi
observado que um peptideo sintético correspondendo a regido entre os residuos 90 a 110 de NP-2 apresen-
tou atividade anticoagulante. O presente trabalho tem por objetivo 0 emprego de ferramentas de modela-
gem molecular no estudo da interacdo de NP-2 e de seu fragmento ativo com o fator IXa. Os resultados
obtidos mostram as diferencas e as semelhancas conformacionais entre as estruturas simuladas. As infor-
mac0es obtidas serdo empregadas para o planejamento de moléculas pequenas (peptide-like) com po-
tencial anticoagulante.
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ABSTRACT

Nitrophorin 2 (NP-2), an anticoagulant protein produced in salivary glands of blood-sucking bug
Rhodnius prolixus, was characterized as a specific inhibitor of the tenase complex (fXase). In previous
study, it was observed that a synthetic peptide corresponding to the region between residues 90 and 100 of
NP-2 sequence shown anticoagulant activity. In the present work, molecular modeling tools were used in
the study of the interaction of NP-2 and its active fragment with factor IXa of blood coagulation. The
results show the differences and similarities between the simulated structures. The obtained knowledge will
be used for design of small molecules (peptide-like) with anticoagulant potential.

Key words: factor 1Xa, blood coagulation, nitrophorin-2, molecular modeling, anticoagulant drugs.

INTRODUCAO

O quadro de trombose venosa e arterial esta
associado a uma série de desordens
hemostéaticas tais como, o enfarte agudo do
miocardio (EAM), a angina instavel, a
isqguemia cerebrovascular, o ataque cardiaco
e 0 embolismo pulmonar. Os riscos a salde e
de sobrevida/morte ou ainda de sofrimento
humano relacionados a prevaléncia de
hipercoagulopatias, constituem condigdes que
afetam milhGes de pessoas em todo o mundo.
Como conseqlUéncia, 0s agentes anti-
hemostaticos e antitromboticos utilizados atu-
almente na prevencao e/ou tratamento de de-
sordens trombo-embdlicas representam um
mercado estimado em muitos bilhdes de ddla-
res (COLLINS e HOLLIDGE, 2003). Contu-
do, ainda sdo poucas as drogas cuja utilizacdo
é bem aceita e aplicada na clinica de forma

mais proeminente e seletiva (a aspirina e a
heparina sdo os exemplos tipicos).

O uso clinico-terapéutico de anticoagulantes
tem por objetivo promover a inibi¢do de uma das
fases da hemostasia, 0 processo de coagulagdo, im-
pedindo assim a progressdo do quadro trombdtico.
Alguns anticoagulantes sdo também administra-
dos como terapia profilatica em pacientes com alto
risco de trombose, ou no tratamento da prépria trom-
bose apds a formac&o e consolidagdo do trombo ve-
noso ou arterial (COLLINS e HOLLIDGE, 2003).

A coagulacdo sangiinea é o resultado fi-
nal de uma complexa série de reacOes
sequenciais, em cascata, envolvendo varias
glicoproteinas (e seus co-fatores) presentes no
plasma (Figura 1) (ARNOUT, 2006). O re-
sultado final da ativacdo da cascata da coa-
gulacdo é a formacdo da rede de fibrina
polimerizada (malha de fibrina).
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Figura 1- Cascata da coagulagdo sanguinea.

Uma das etapas da coagulagdo sangliinea en-
volve a formacdo do complexo tenase (fXase).
Esse complexo, formado pela combinagéo dos fa-
tores IXa (fIXa), Vllla (fVIlla) e X (fX) organi-
zados sobre uma superficie fosfolipidica anibnica,
representa um componente essencial da cascata
da coagulacdo sanglinea de mamiferos constitu-
indo, assim, um importante alvo terapéutico para
0 desenvolvimento de terapias anticoagulnates.

Nitroforina 2 (NP-2), uma proteina
anticoagulante presente na saliva inseto
hemato6fago Rhodnius prolixus, foi caracterizada
como um inibidor especifico do complexo tenase
a partir da interacdo com fIXa (ZHANG et al.,
1998). Estudos de ressonancia plasménica de su-
perficie (RPS) mostraram que ha uma interacao
direta entre NP-2 e flXa enquanto gue, no mes-
mo estudo, nenhuma interacdo entre NP-2 e
fVII1I foi observada. A ligacdo de NP-2 com fIX
resulta na inibicdo da geracdo de flXa tanto por

fXla quanto pelo complexo fator tecidual-fVIla.
Conforme dados obtidos por RPS, a remocéo do
dominio Gla (rico em &cido g-carboxiglutamico)
de fIX elimina a interacdo deste Ultimo com NP-
2, sugerindo que o sitio de interacdo com flXa é
nesta regido (Figura 2) (GUDERRA et al., 2005)

Em estudo prévio (GUIMARAES, 2004),
foram sequenciados peptideos de 20 aa. re-
presentando fragmentos da sequéncia de NP-
2, sendo posteriormente determinada a ativi-
dade anticoagulante destes peptideos. Foi ob-
servado que um destes peptideos, o qual
corresponde a regido entre os residuos 90 a
110, apresentou atividade anticoagulante a
partir de sua agdo contra o complexo tenase
(Figura 3).

Como primeira abordagem para o estudo da
interacdo entre NP-2 e o complexo tenase, nes-
te trabalho foi realizada a simulacdo por diné-
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mica molecular de NP-2 e de seu framento atvio.  atividade anticoagulante, foi realizada com o
Além disso, a simulacdo da regido correspon-  objetivo de se ter um controle para futuros estu-
dente da nitroforina 4, a qual a apresenta baixa dos de docking molecular.

dominio Gla

dominio serino-proteinase (catalitico)

Figura 2. Representacdo esquematica do fator IXa bovino e da nitroforina 2 (NP-2). No fIXa, o dominio
catalitico € mostrado de acordo com a superficie acessivel ao solvente. Os dominios EGF e Gla
estdo representados como fitas. O dominio Gla de flXa representa o provavel sitio de interagdo
com NP-2.

KKKAVLEADEKNSYILIVLE B

Figura 3. Representacdo esquematica em fitas (A) e da superficie acessivel ao solvente (B) da estrutura da
nitroforina-2. A regido com atividade anticoagulante (residuos 90-110) esta destacada.
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MATERIAL E METODOS

Todas simulagbes foram realizadas usan-
do-se o pacote GROMACS e, como campo
de forcas, 0 GROMOS96 43A2 (van der
SPOEL et al., 2001). As coordenadas inici-
ais das proteinas utilizadas nas simulacges
realizadas no presente trabalho foram obti-
das no Protein Data Bank (RCSB PROTEIN
DATA BANK, 2006). Foram realizadas 3 si-
mulac@es: a) nitroforina-2; b) fragmento ati-
vo da nitroforina-2 e c¢) fragmento da
nitroforina-4 cuja regido corresponde estru-
turalmente aquela onde estd localizado o
fragmento ativo de NP-4.

Nas simula¢fes em ambiente aguoso, 0 mo-
delo SPC de agua foi utilizado. Todos os siste-
mas foram simulados em condic¢Bes de pressao
constante (NPT) e com a utilizacdo de condi-
¢Bes periddicas de contorno (PBC). As dimen-
sdes da caixa central foram feitas de forma que
houve sempre uma distancia minimo de 10 A
entre quaisquer atomo da proteina e a parede
mais préxima. O protocolo geral das simulacdes
é descrito a seguir.

As velocidades iniciais das simulacdes fo-
ram assinaladas de acordo com a distribuicédo
de Maxwell, sendo os sistemas termalizados
de 100 a 310 K em quatro etapas (100 — 150
K; 150 — 200K; 200 — 250K; 250 — 310K)
com duracdo de 5 ps cada. Apds, as simula-
¢cBes foram rodadas a temperatura (310 K) e
pressdo (ensemble NPT) constantes, com em-
prego de passos de integracdo de 2 fs. A pres-
sdo do sistema foi acoplada por um banho de
pressdo com escala isotropica e tempo de re-
laxacdo de 0,5 ps.

RESULTADOS E
DISCUSSAO

A ligacdo de um farmaco em seu sitio de
interacdo (sitio ativo ou sitio receptor) depen-
de, essencialmente, da complementaridade
estérica (forma espacial) e eletrénica. Dados
estruturais de moléculas obtidos por
cristalografia de raios-X sdo representativos da
estrutura média de todas as moléculas presen-
tes no cristal. Além disso, as estruturas
cristalograficas sdo estruturas estaticas. Neste
aspecto, é importante notar que uma molécula
bioativa em solucdo pode existir em varios esta-
dos conformacionais diferentes, isto €, adotan-
do varias “formas” diferentes e intercambidveis
(BERENDSEN e HAYWARD, 2000). Normal-
mente, s6 algumas das conformacdes sdo ativas.
Assim, a anélise conformacional representa uma
etapa importante no plajejamento de fArmacos.

Conforme pode ser observado na Figura 4,
onde é mostrada a sobreposicdo da estrutura
cristalogréfica de partida de NP-2 com a estru-
tura média de simulacdo, ha pouca variacao
conformacional na regido estabelecida como
provavel sitio de interacdo com fXla. Por outro
lado, os fragmentos livres de NP-2 e NP-4 estdo
sujeitos a maior variacdo na conformacdo. De
acordo com a Figura 5, onde é apresentado o
desvio médio quadratico (RMSD) das posicoes
atdbmicas tendo como referéncia as estruturas
cristalograficas, pode-se observar que os frag-
mentos livres de NP-2 e NP-4 desviam-se consi-
deravelmente das estruturas de partida, ou seja,
na proteina intacta a regido anticoagulante pos-
sui uma conformacdo bastante distinta da con-
formacdo do fragmento livre.
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A variabilidade conformacional do fragmen-
to ativo de NP-2 é ilustrada na Figura 6, onde
sdo mostrados snapshots (instantaneos) da estru-
tura do fragmento livre em intervalos de 1 ns.
Assim, é possivel observar as flutuaces
conformacionais sofridas no periodo da simula-
cdo. Estes resultados estdo de acordo com os fa-

tores de tempertura (ou fator B, um indicativo
do grau de flexibilidade e flutuacdo
conformacional experimentado pelas estruturas)
gerados nas simulac@es (Figura 7). Como espe-
rado, os peptideos livres estdo sujeitos a maior
liberdade conformacional que a regido corres-
pondente na proteina intacta.

Provavel dominio com
acao anticoagulante

Cinza escuro: estrutura
cristalografica (1EUO)

Cinza claro: estrutura
média da simulacao

Figura 4. Sobreposicéo da estrutura de cristalografica de partida de NP-2 com a estrutura média gerada na

simulagéo.
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Figura 5. RMSD atdmico posicional das trajetorias (C-alfa) nas simulagdes.
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Figura 6. Fatores de temperatura (fator B) obtidos nas simula¢gfes de DM.

Para que o fragmento ativo de NP-2 interaja
Nno mesmo sitio que a proteina intacta € necessario
gue as conformagdes sejam equivalentes em algu-
ma regido. Na Figura 8 é mostrada a sobreposicdo
da estrutura média gerada para o fragmento ativo
NP-2 com na regido correspondente de NP-2 in-
teira (estrutura média da simulago). E possivel
observar que 0 segmento mais conservado nas duas
estruturas é formado pela seqliéncia Asp99-
Glu100-Lys-101-Asn102. Assim, espera-se que esta
regido represente o sitio de interacdo de NP-2 com
0 mddulo Gla do fator IXa.

CONCLUSOES

As simulagdes realizadas indicam que, embora
a regido proposta com atividade anticoagulante em
NP-2 nao sofra transicBes conformacionais signifi-
cativas em solucéo, o fragmento ativo livre de NP-

2 possui dindmica conformacional e estrutura dis-
tintas. Mesmo assim, a sobreposicdo das estruturas
mostrou que a seqiiéncia Asp99-Glu100-Lys-101-
Asn102 do fragmento ativo apresenta semelhanca
estrutural com o provavel dominio de interacdo
de NP-2 com flXa, sugerindo que esta regido é
determinante para a acdo anticoagulante de ambas
as estruturas. Para que os dados sejam validados, o
peptideo  Asp-Glu-Lys-Asn devera ser sintetizado
e sua atividade de inibir a formacéo do complexo
tenase avaliada mediante ensaios biogquimicos.
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