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RESUMO

A hemostasia envolve diversos eventos fisiolégicos desencadeados apds a
ruptura da integridade vascular. Durante estes processos, os glicosaminoglicanos,
incluindo a heparina e o heparan sulfato, desempenham funcdes fisioldgicas
fundamentais. Particularmente a heparina, isolada no inicio do século XX,
permanece até os dias atuais como um dos mais eficientes agentes terapéuticos de
acao antitrombética. As cadeias polissacaridicas destes glicosaminoglicanos sao
clivadas por liases, denominadas heparinases, através de um mecanismo de
eliminagcdo. As heparinases, identificadas inicialmente na bactéria do solo
Flavobacterium heparinum (sinonimia: Pedobacter heparinus), diferem em tamanho,
carga e grau de especificidade pela sequéncia dissacaridica do substrato. Possuem
importantes aplicacées na terapéutica, diagndstico e também na producdo de
heparinas de baixo peso molecular (HBPM). Dentre as heparinases ja descritas para
F. heparinum a enzima do tipo Il € a menos especifica, sendo capaz de clivar
ligacdes glicosidicas do tipo 1—4 entre a glicosamina e &cido urdnico (idurbnico ou
glicurénico), presentes na heparina e no heparan sulfato. Entretanto, o processo de
reconhecimento enzima-substrato neste sistema é ainda pouco conhecido.
Particularmente com relacdo a dependéncia por metais, esta enzima tem sua
atividade inibida pela presenca do ion calcio que, em contrapartida, € importante
para a atividade das heparinases dos tipos | e Ill. A heparinase Il é uma
glicoproteina e apresenta um sitio de ligagdo ao ion zinco, o qual exerce uma
importante funcdo de manutencao da integridade da estrutura protéica.

Desta forma, o presente trabalho tem por objetivo a caracterizacdo estrutural e
conformacional da enzima heparinase Il e, a partir destas informacodes, subsidiar o
entendimento do reconhecimento e especificidade da interacdo enzima-substrato,
fundamentando um planejamento racional de novos ligantes. Empregando-se a
Dindmica Molecular (MD), quatro sistemas envolvendo a enzima foram estudados,
considerando-se a presenga ou auséncia de fons Ca™® e Zn*? e da estrutura de
glicosilagao.

Os dados obtidos indicam que a presenca do ion Zn*? pode estar envolvida no
controle da flexibilidade da estrutura protéica em regides especificas da heparinase

Il. Em contrapartida, a presenca do ion Ca* promove um acréscimo significativo na



flexibilidade em regides equivalentes aquelas do Zn*?, relacionada & influéncia do
ion no sitio catalitico da enzima. Adicionalmente, a presenca da O-glicosilacéo
parece ser capaz de promover uma estabilizacao adicional da estrutura secundaria
da proteina, sugerindo um papel na estabilidade conformacional da mesma.
Globalmente, os resultados indicam que simulagdes de MD podem ser
utilizadas para representar adequadamente a conformacgéo de glicoproteinas como a
heparinase IlI, permitindo a caracterizacdo de diversas propriedades, como a
quantificacao de suas interacdes com cofatores metalicos e o papel de seu sitio de
glicosilagdo. Cria-se, portanto, uma sdlida base para o estudo das demais
heparinases, de suas respectivas especificidades e, por fim, para o planejamento

racional de novos candidatos a agentes moduladores dos processos hemostaticos.
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ABSTRACT

The hemostasis comprises important physiologic events following the rupture of
vascular integrity. During these processes, heparin and heparan sulfate
glycosaminoglycans (HSGAG) presents important physiological functions. In
particular heparin, isolated in the beginning of the XX century, remains until today as
one of the most efficient antithrombotic therapeutic agents. The polysaccharide
chains of these HSGAGs are cleaved by lyases, named heparinases, through an
elimination mechanism. The heparinases, first identified in the soil bacterium
Flavobacterium heparinum (also named Pedobacter heparinus), differ in size, charge
and substrate specificity. They have important applications, such as therapeutic,
diagnostic and production of low molecular weight heparins (LMWH). Within the
heparinases from F. heparinum, the type |l enzyme has the broadest substrate
specificity, being capable of cleavage upon the (1—4) glycosidic linkages between
glucosamine and uronic acid (either glucuronic or iduronic) residues contained by
heparin and heparan sulfate. However, the enzyme-substrate recognition process is
poorly structurally described. Mainly in relation of the metals dependence, this
enzyme has its activity inhibited by the presence of the calcium ion which, in
opposite, is important for heparinanses | and lll activities. The heparinase Il is a
glycoprotein and shows a zinc ion binding site, which plays an important role in the
protein structure maintenance.

Thus, the current work aims to characterize the structure and conformation of
heparinase Il enzyme and, based on this information, support the understanding of
the recognition and specificity of the enzyme-substrate interaction, and further the
rational design of new ligands of the enzyme. Using molecular dynamics (MD)
calculations, four systems were studied, considering the presence or absence of Ca*?
and Zn*? ions and the glycosylation structure.

The obtained data indicates that the presence of a Zn*? ion may be involved in
the control of the protein flexibility at some specific regions of the heparinase Il. In
opposite, the Ca*™® presence promotes a significant increase of the flexibility on the
same regions, related to the influence of this ion in the enzyme active site.
Additionally, the O-glycosylation seems to be capable to promote an additional
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stabilization of the protein secondary structure, what may indicate its role as an
element that contributes to the conformational stability of the protein.

Altogether the results show that MD simulations can be used to correctly
represent the glycoprotein conformations, such as heparinase Il, allowing
characterizing its properties, as well as quantifying its interactions with metallic
cofators and the role of the glycosylation site. Thus, is generated a solid basis to the
study of the other heparinases, their respective specificities, and finally to the design

of new candidates to hemostatic process modulating agents.
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1 INTRODUCAO

1.1 A cascata de coagulacao e o papel da heparina

O controle do fluxo sanguineo depende da ativagdo ou inibicado de diversos
fatores, relacionados a diferentes cascatas proteoliticas, tais como a coagulagéo, a
fibrindlise e a inflamacdo. O processo de coagulacdo sanguinea, seguido da
dissolucdo do coagulo e do reparo do tecido danificado, € denominado hemostasia,
abrangendo importantes eventos que ocorrem em sequéncia apés a ruptura da
integridade vascular, incluindo (Boucas et al., 2006):

» Vasoconstricdo: limita o fluxo sanguineo para a area danificada;

» Formacéao do tampéo plaquetéario: adesao de plaguetas aos componentes da

matriz subendotelial e agregacéo plaguetaria na local do dano vascular;

» Formacéao do coagulo: formagéo da rede de fibrina e do tampao plaquetario;

» Fibrindlise: dissolugdo da rede de fibrina, de modo a normalizar o fluxo

sanguineo;

» Reparo tecidual: cicatrizagdo e crescimento celular.

A cascata de coagulacao foi inicialmente descrita como uma série de reagdes
proteoliticas sequenciais (Davie e Ratnoff, 1964). O fator tecidual (FT), também
conhecido como fator lll, € o principal iniciador da cascata de coagulagao, iniciando
a cascata extracelular para a formagdo de fibrina. O dano as paredes do vaso
sanguineo expbe o FT, expresso em células endoteliais, o qual é capaz de ligar-se
ao fator VII na presenca de ions célcio. Além dos fatores protéicos Ill e VII,
superficies fosfolipidicas (FL) oriundas principalmente das plaguetas do tampéo
plaquetario constituem um cofator ndo-protéico requerido nesta e em outras etapas
da coagulacao (Bouma e Griffin, 1977; Jenny e Mann, 1998).

Apés iniciada a coagulacdo, a propagacdo deste processo resulta em
complexos enzimaticos pré-coagulantes estruturados em elementos da matriz
subendotelial e na membrana de plaquetas, incluindo serino-proteinases (fatores lla,
Vlla, IXa, Xa, Xla e Xll), co-fatores protéicos (fatores Vllla e Va), cations bivalentes e
superficies de membrana (Figura 1) (Jenny e Mann, 1998).

Alguns complexos enzimaticos sdo caracteristicos durante a cascata de
coagulacao, incluindo trés complexos pré-coagulantes (Complexo Protrombinase,
Complexo Tenase Extirinseco e Complexo Tenase Intrinseco) e um complexo



anticoagulante (Proteina C). Os complexos protrombinase e tenase intrinseco
contém co-fatores homodlogos derivados do plasma (fatores Va e Vllia,
respectivamente), enquanto os complexos tenase extrinseco e da proteina C contém
co-fatores protéicos derivados de células ou tecidos (Jenny e Mann, 1998).

O complexo tenase extrinseco, formado pelos co-fatores FT (fator Ill), fVila
plasmatico e fosfolipideos, exerce atividade catalitica sobre os fatores IX e X,
ativando-os (flXa e fXa). O complexo tenase intrinseco, formado pelo fIXa, fVllla e
fosfolipideos, também é capaz de ativar o fator X, gerando fXa (Figura 1). O fator Xa,
juntamente com o fator Va, superficies fosfolipidicas e ions calcio, constitui o
complexo protrombinase, cujo substrato é a protrombina (fator Il) convertida em
trombina (fator lla) (Jenny e Mann, 1998; Boucas et al., 2006).
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Figura 1: Representacdo esquematica da cascata de coagulagdo. Os precursores
inativos estao apresentados em letras pretas (protrombina, V, VII, VIII, IX; X e XIlI),
enquanto as proteinas ativas estao apresentadas em vermelho (trombina, Va, Vlla,
Vllla, IXa, Xa e Xllla). As setas em vermelho apresentam alcas de retro-alimentacao
positiva da trombina, enquanto as alcas pretas, verdes e azuis representam vias de

ativacao de fatores da coagulacao (Verli, 2005).

Os inibidores naturais da coagulacdo exercem um papel fundamental no
controle da hemostasia. Este controle pode ser exercido tanto pela inibicao
especifica das serino-proteinases formadas na cascata, como pela degradacao dos
fatores (Boucas et al.,, 2006). Antitrombina (AT), proteina C e TFPI (tissue factor
pathway inhibitor, ou inibidor da via do fator tecidual) sédo os principais moduladores
fisiolégicos da coagulacdo em humanos (Hirsh, 2003).

A antitrombina, em particular, ¢ um membro da familia das serpinas (serpin =

Serine Proteinase Inhibitor), inibindo todas as serino-proteinases que atuam na



cascata de coagulacao. As serpinas inibitérias sao substratos suicidas que se ligam
irreversivelmente as suas proteinases-alvo e estao envolvidas em varios processos
biolégicos como a coagulacdo sanguinea, fibrinélise, morte celular programada,
angiogénese, desenvolvimento e inflamacado (Gettins, 2000; Gettins, 2002;
Huntington et al., 2000; Simonovic et al., 2001). Em decorréncia de sua importante
funcdo fisiologica, a AT constitui-se em um alvo muito explorado na busca de
compostos capazes de inibir a coagulagdo. Fundamentalmente, a atividade
anticoagulante da heparina deve-se a sua capacidade em potenciar a acao inibitoria
da AT. A estrutura e a atividade da heparina e seus derivados serdo descritas nos
itens posteriores.

1.2 Glicosaminoglicanos (GAGs)

Os glicosaminoglicanos sao polissacarideos de carater acido, compostos de
cadeias lineares de unidades dissacaridicas repetitivas, formadas por um amino-
acucar e um acido urénico (Huang et al., 1999; Nascimento et al., 2006). As cadeias
polissacaridicas podem estar ligadas a proteinas, quando encontradas nesta forma
sdao denominadas proteoglicanos (lozzo, 1998; Sampaio et al.,, 2006). Dentre os
mais importantes GAGs existentes em tecidos animais estao a heparina e o heparan
sulfato. A estrutura basica do polissacarideo de heparina foi proposta por Dietrich e
colaboradores em 1973, a partir de produtos de degradacao enzimatica (Dietrich et
al., 1973).

A heparina e o heparan sulfato sdo constituidos por uma cadeia linear de
tamanho variavel entre 10 e 200 unidades dissacaridicas de glicosamina e acido
urénico, conectados através de ligagdes glicosidicas o ou B(1—4) (Silva e Dietrich,
1975; Huang et al., 2001). O acido urbnico pode ser acido D-glicurdnico (GIcA) ou L-
idurénico (IdoA) (Figura 2; Nader et al., 2001).

Durante a sua biosintese os GAGs estao sujeitos a modificagdes nas cadeias
polissacaridicas através da agcao de diversas enzimas, incluindo epimerizagao do
acido urbnico (GIcA a IdoA), N-desacetilacdo seguida de N-sulfatacdo da
glicosamina e O-sulfatacdo nos grupos hidroxila (posicbes 2, 3 e 6). Essas
modificacdes conferem a estes polissacarideos atributos de grande heterogeneidade
molecular (Sampaio et al., 2006; Shaya et al., 2006). A heparina em particular possui
principalmente residuos de acido urdnico (tanto idurénico quanto glicurénico) com
alto grau de sulfatagcao predominantemente na posicao 2 (Su et al., 1996; Shaya et



al., 2006) e residuos de glicosamina, geralmente N-sulfatada e/ ou 6-sulfatada. Pode
também ocorrer, embora em menor grau, N-acetilacdo (Sampaio et al., 2006; Shaya
et al., 2006). O heparan sulfato, por sua vez, contém alta prevaléncia de residuos de
acido glicurénico e proporcées menores de sulfatacdo, tanto no acido urénico quanto
na glicosamina, na qual a N-acetilagdo é mais frequente (Tabela 1) (Su et al., 1996;
Shaya et al., 2006).

Além das caracteristicas estruturais citadas, as principais diferencas entre
heparina e heparan sulfato estdo na sua localizagédo celular e na ligagao a proteinas.
A heparina € encontrada exclusivamente em granulos secretores no interior de
mastdcitos, enquanto o heparan sulfato € abundante em superficies celulares, ligado
a receptores de diversos tecidos (Santos et al.,, 2003; Sampaio et al., 2006). Estas
caracteristicas sao responsaveis pelas interacdes destes polissacarideos com ampla
variedade de proteinas e receptores, desempenhando um papel fundamental em
diversos processos fisioldgicos, incluindo angiogénese (Linhardt, 1994;
Sasisekharan et al., 1997), patogéneses virais e/ou bacterianas (Shaya et al., 2006),
hemostasia (Petitou et al., 1999; Sasisekharan e Venkataraman, 2000), bem como

varios aspectos da proliferacao celular (Conrad, 1998; Sampaio et al., 2006).

CH,OSOZH CH,OSOH COOH CH,0SO05H
0 0 0 o 0
COOH 4/COOH \]\J
OH OH OH OH O N\oH
- O O -
OSO;H 3 NHSO3H OSO;H NHSO3H OH NHSO,H

acido idurénico  glicosamina acido idurbnico glicosamina acido glicurdnico glicosamina

Figura 2: Estrutura basica de um polissacarideo de heparina, composto por residuos

de acidos urbnicos (idurdnico e glicurdnico) e glicosamina (Nader et al., 2001).



Tabela 1: Principais dissacarideos e seus tipos de ligacao glicosidica presentes na
estrutura de glicosaminoglicanos (Sampaio et al., 2006).

GAG , Dissacarideos
Acido Urénico Ligacao Glicosamina
D-GlcA B1— 4 D-GlcN-Ac
D-GIcA B1— 4 D-GlcN-Ac (6S)
Heparan D-GIcA B1— 4 D-GIcN (S)
Sulfato D-GilcA Bl 4 D-GlcN (S,6S)
L-ldoA al— 4 D-GlcN (S)
L-ldoA (2S) al— 4 D-GlcN (S)
D-GlIcA al— 4 D-GlcN (S)
Heparina D-GIcA oal— 4 D-GIcN (S, 6S)
L-IdoA (2S) B1— 4 D-GlcN (S)
L-IdoA (2S) B1— 4 D-GlcN (S, 6S)

2S: 2-O-sulfatado; 6S: 6-O-sulfatado; S: N-sulfatado.

Estudos demonstraram a importancia da existéncia de certos dominios nas
sequéncias polissacaridicas dos GAGs, para que interagdes especificas ocorram.
Uma das primeiras evidéncias desta especificidade foi relatada para a sequéncia
minima de heparina necessaria para a ligacao a antitrombina, responsavel pela sua
atividade anticoagulante (Lindahl et al.,, 1980). Nesta sequéncia, cada uma das
sulfatacdes observadas demonstrou ser essencial para a alta afinidade de interacéao
da heparina com a antitrombina. Desta forma, foi proposto que alguns padrdes de
sulfatacdo no heparan sulfato poderiam arranjar-se de maneira a formar uma
sequéncia especifica, capaz de promover ligacdo seletiva a certas proteinas
(Salmivirta et al., 1996). A interacdo do heparan sulfato (HS) com o fator basico de
crescimento de fibroblastos (bFGF) € influenciada pela quantidade de dissacarideos
6-O-sulfatados, bem como pela posicdo desses grupos sulfato na sequéncia
oligossacaridica, o que determinara a ligacado do bFGF a receptores que atuam na
atividade mitogénica (Lindahl et al., 1998).



1.3 Uso terapéutico da heparina e derivados

A heparina foi isolada pela primeira vez em 1916 a partir de uma preparacéao de
figado de caes (McLean, 1916), como uma substancia capaz de retardar o tempo de
coagulacao do sangue. Seu uso clinico iniciou-se na década de 1940 na prevencao
de trombose de pacientes em poés-cirurgia (Boucas et al., 2006). Atualmente, as
preparacdes comerciais de heparina sdo obtidas, principalmente, de intestino de
suinos e bovinos e de pulmado de bovinos, como uma mistura heterogénea de
polissacarideos de diversos tamanhos. O peso molecular de suas cadeias
geralmente varia de 5 kDa a 30 kDa, com massa molecular média de 15kDa, o que
equivale a aproximadamente 50 unidades monossacaridicas (Hirsh et al., 1998).

A atividade anticoagulante da heparina deve-se a ativacao da antitrombina que,
por sua vez, inibe as serino-proteinases da cascata de coagulacao (Bjork et al.,
1982), formando um complexo terndrio com estas proteinas (Figura 3; Li et al.,
2004). Devido ao tamanho da cadeia ser variavel, as propriedades anticoagulantes e
farmacocinéticas da heparina também podem variar (Boneu, 2000). No caso da
inibicdo da trombina, uma cadeia de 18 unidades monossacaridicas (~5,4 kDa) é a
menor estrutura ativa da heparina sobre a antitrombina (Danielsson et al., 1986). A
inibicdo de fator Xa, por sua vez ndo depende do tamanho da cadeia polissacaridica.
Considerando-se que a heparina é composta em sua quase totalidade de cadeias
apresentando peso molecular maior que 5,0 kDa, sua atividade inibitéria €
observada igualmente sobre trombina e fator Xa, de forma que a sua relacdo de
atividades anti-fXa/antitrombina (ou anti-fXa/anti-flla) torna-se igual a 1 (Boneu,
2000).

A utilizacdo terapéutica de heparina em pacientes com doencas
tromboembdlicas requer monitoracao frequente, devido a estreita janela terapéutica
e a variavel relacao dose-resposta (Hirsh, 2003). Problemas como a inducao de
trombocitopenia (TIH) devido ao uso clinico continuo da heparina também foram
observados (Warkentin et al., 1998).
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Figura 3: Representacdo da estrutura cristalografica do complexo entre a
antitrombina, a trombina e a heparina, cédigo PDB 1TB6 (Li et al., 2004).

No intuito de minimizar os riscos decorrentes da administracdo de heparina,
teve inicio, na década de 1980, a introducao das heparinas de baixo peso molecular
(HBPM) na terapéutica. As HBPM sao obtidas por fragmentagcdo da heparina,
diferindo desta e entre si pelo método de obtencédo, massas moleculares e estrutura
quimica. Tais diferencas se refletem na atividade farmacolégica e na razédo de
inibicdo sobre a trombina e o fator Xa, pois ocorre uma propor¢ao distinta de cadeias
polissacaridicas com massa molecular acima de 5,4 kDa. Este aspecto € um dos
principais fatores associados as diferentes rela¢des de atividade anti-fXa/anti-flla de
cada preparacao de HBPM, as quais podem variar de 2 até 5 (Tabela 2) (Boneu,
2000; Fareed et al., 2000).

Estas relagbes de atividade anti-fXa/anti-flla individuais podem elucidar a
atividade anticoagulante das HBPM, de modo que cada formulacdo comercial deve
ser considerada como um composto especifico, apresentando propriedades
farmacodinamicas e farmacocinéticas proprias (Fareed et al., 1998; Boneu, 2000).
Como j& exposto, a trombina, além da conversdo do fibrinogénio, promove uma
retroalimentagéo positiva ativando os co-fatores V e VIII (Jenny e Mann, 1998). Uma
vez inibida a trombina, a formacdo dos fatores Va e Vllla, essenciais para a
formacao dos complexos tenase intrinseco e protrombinase (Figura 1), ndo ocorre.
Como as HBPM possuem baixa atividade inibitéria de trombina devido ao reduzido

tamanho de suas cadeias polissacaridicas, ndo sdo capazes entdo de impedir a



retroalimentacéo, formando os fatores Va e Vllla mesmo por quantidades-traco de
trombina. H4, portanto, diferenca entre a poténcia das HBPM e da heparina néo
fracionada, cuja atividade anticoagulante permanece maior (Boneu, 2000; Hirsh,
2003).

Contudo, a principal vantagem das HBPM em relacdo a heparina origina-se do
decréscimo na ligacdo destas as proteinas plasmaticas e as plaquetas, resultando
em um efeito anticoagulante mais previsivel, 0 que permite a administracdo sem um
monitoramento continuado do paciente (Hirsh, 2003). Sdo consideradas mais
seguras, pois apresentam menor risco de trombocitopenia induzida por heparina. As
HBPM apresentam maior tempo de meia-vida e produzem menos sangramento apos
administracdo topica ou intravenosa. Desta forma, foram inicialmente empregadas
na prevencao de trombose venosa profunda pds-operatéria e, mais tarde, para a
profilaxia de pacientes com elevado risco de trombose (Boneu, 2000). Entretanto, as
HBPM podem causar hemorragia similar, ou ainda maior que a heparina, apos a
administracdo subcutanea (Boucas et al., 2006).
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Tabela 2: Heparinas de baixo peso molecular (HBPM) comerciais, processos
utilizados na obtencéao, pesos moleculares médios, relacao de atividades anti-
fXa/anti-flla e atividades anticoagulantes (Adaptado de Eriksson et al., 1995; Fareed
et al., 1998; Breddin, 1999; Dietrich et al., 1999; Jeske e Fareed, 1999; Fareed et al.,
2000; Hedner, 2000; Fareed et al., 2004; Boucas et al., 2006).

Processo HBPM Peso Anti-fXa / Atividade
molecular anti-flla anticoagulante
médio (kDa) (Ul/mgy)
Despolimerizagdo  Dalteparina® 6,4 2-4 75
com &cido nitroso  Nadroparina® 5,5 2-4 46
Reviparina® 3,4 3-5 48
Despolimerizagdo  Certoparina® 6,3 2-3 55

com nitrito de

isoamila
Heparinases Tinzaparina' 4,8 2-3 68
Benzilagéo / hidrélise Enoxaparina® 4,5 2-4 54

alcalina
Clivagem Ardeparina” 4,5 2 72
peroxidativa Parnaparinai 7,2 3 84

(Reacao de Fenton?)

2 Dietrich et al., 1975

® Fragmin ®, Pfizer, New London, EUA;

° Fraxiparin®, Sanofi-Aventis, Paris, Franca;

4 Clivarin®, Abbott, Ludwigshafen, Alemanha;

¢ Sandoparin®, Novartis, Basel, Suica;

" Logiparin/Innohep®, Novo Nordisk and Leo Pharma, Copenhagen, Dinamarca;
9 Clexane®, Sanofi Aventis, Paris, Franga;

" Normiflo®, Wyeth Ayerst, Filadélfia, EUA;

' Fluxum®, Alfa Wassermann, Bologna, ltalia;

I para a heparina (ndo-fracionada): 166 Ul/mg.

A maioria das HBPM é obtida por despolimerizacdo da heparina a partir de
processos quimicos, com excecao da tinzaparina (Tabela 2), que se constitui em um

sal sbdico produzido pela despolimerizagdo enzimatica da heparina isolada da
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mucosa intestinal de suinos. O processo de obtencao seria a explicagdo para o
maior grau de sulfatacdo da tinzaparina, em comparacao as demais HBPM (Figura
4) (Matzsch et al., 1987; Weitz, 1997). As enzimas que realizam a clivagem, as
heparinases de Flavobacterium heparinum, serdo abordadas posteriormente.

A composicado das fracbes de tinzaparina comercialmente obtidas atende a
seguinte especificacdo de massas moleculares: menos de 10% das cadeias abaixo
de 2kDa, 60% a 72% entre 2kDa e 8kDa e 22% a 36% acima de 8kDa (Mousa et al.,
2003). A tinzaparina mostrou maior eficacia em relagcdo a heparina na prevencao e
tratamento do tromboembolismo venoso profundo e no tratamento da embolia
pulmonar, com o emprego de uma Unica administracdo didaria (Simonneau, 1997;
Hull e Pineo, 2000; Cambus et al., 2002).

OR

Figura 4: Estrutura quimica da tinzaparina; n=1 a 25 unidades dissacaridicas.
R=H/SO3sNa; R1=H/SO3Na/COCH3;; R2= H e R3=COONa ou R2=COONa e R3=H.

1.4 Uso terapéutico de novos agentes anticoagulantes

As limitacbes dos anticoagulantes disponiveis, principalmente pelo risco
elevado de hemorragias e/ ou necessidade de administracées parenterais, bem
como a necessidade de serem testados individualmente para cada indicagao clinica,
induziram a busca de novos agentes anticoagulantes mais seguros, efetivos e que
possuam regime padronizado de dose (com, no maximo, duas administracdes
diarias), seja esta oral ou parenteral (Hirsh, 2003). Neste contexto, foram produzidos
protétipos ativos nas varias etapas da cascata de coagulacao, ja aprovados para uso
clinico ou em fase de aprovacédo (Tabela 3 e Figura 5), incluindo-se inibidores
(diretos e indiretos) do fator Xa, inibidores do complexo fator Vllla/ fator tecidual;
inibidores diretos de trombina (IDTs) e inibidores indiretos de trombina, além de
moduladores da via da proteina C.
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Tabela 3: Agentes aprovados ou em desenvolvimento para utilizagéo na terapéutica

anticoagulante, mecanismos de acao, propriedades e nomes comerciais (Adaptado de
Stone et al., 1986; Maraganore et al., 1990; Broze et al., 1995; Herbert et al., 1996; Stassens
et al., 1996; Sadler, 1997; Ortel e Chong, 1998; Weitz et al., 1998; Fareed et al., 2000;
Gustafsson et al., 2001; Lewis et al., 2001; Crowther e Weitz, 2004; Walenga et al., 2002;

Hirsh, 2003; Lassen et al., 2003; Eriksson et al., 2007).

Mecanismo de acdo  Agente Propriedades Nome
comercial
Inibi¢ao indireta do Fondaparinux Analogo sintético do pentassacarideo de heparina  Arixtra®®
fator Xa Idraparinuxb Derivado hipermetilado do fondaparinux
Inibigdo direta do fator ~ Razaxaban® Aminobenzisoxazol ativo por via oral
Xa Rivaroxaban Inibidor de baixo peso molecular, ativo por via oral Xarelto®”
DX-9065a° Inibidor sintético ndo-peptidico
Inibicdo do fVIla/FT NAPc2 Peptideo de nematdédeo que se liga ao fator X,
inibindo o fator Vlla
TFPI Inibidor do complexo FT-fVlla
recombinante
Inibicéo direta da Argatroban’ Inibidor monovalente de baixo peso molecular
trombina Melagatran Forma ativa do ximelagatran
Dabigatran Pro-farmaco (etexilato) ativo por via oral Pradaxa®"®
Ximelagatran Primeiro inibidor monovalente ativo por via oral Exanta®"
Hirudina Polipeptideo (65 aa) inibidor bivalente da trombina Iprivasc®
(desirudina)’
Lepirudina Hirudina recombinante Refludan®
Bivalirudina Andlogo semi-sintético da hirudina Angiomax®"
Inibi¢éo indireta da Heparina e Heparina, HBPM, derivados semi-sintéticos,
trombina derivados fondaparinux

Modulagéo da via da
proteina C

Outros GAGs
Galactanas e
fucanas

APC

Trombomodulina

soluvel (sTM)

Heparan, dermatan e condroitina sulfatos
Compostos sulfatados nao derivados da heparina

Proteina C recombinante
Anélogo recombinante do dominio extracelular da
trombomodulina

at GlaxoSmithKline, Brentford, Inglaterra;

bSanofi-Aventis, Paris, Franga;
¢ Bristol-Myers Squibb, Princeton, EUA;
d] Bayer Healthcare AG, Leverkusen, Alemanha;

® Daiichi Sankyo, Téquio, Jap&o;

9 Boehringer Ingelheim, Biberach, Alemanha;

" AstraZeneca, MdIndal, Suécia;

' Canyon Pharmaceuticals, Hunt Valley, EUA;
K The Medicines Company, Parsippany, EUA.
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Figura 5: Estrutura de alguns agentes anticoagulantes apresentados na Tabela 3:
Fondaparinux (1); Idraparinux (2); Razaxaban (3); Rivaroxaban (4); DX-9065a (5);
Argatroban (6); Melagatran (7); Ximelagatran (8); Dabigatran etexilato (9); Heparan

Sulfato (10).

A proposta de uma estrutura minima de heparina capaz de interagir com a
antitrombina levou ao desenvolvimento de inibidores especificos do fator Xa, sem

atividade sobre a trombina. O fondaparinux, pentassacarideo sintético analogo da

sequéncia de heparina, foi

antitrombdticos. Trata-se de um inibidor indireto do fator Xa, com alta afinidade de
ligacdo a antitrombina (Walenga et al., 2002; Hirsh, 2003). A estrutura cristalografica
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o primeiro protétipo desta classe de agentes

do complexo envolvendo a antitrombina e o fondaparinux esté ilustrada na Figura 6.
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Figura 6: Estrutura cristalografica do complexo entre a antitrombina e o
pentassacarideo sintético fondaparinux, cédigo PDB 1AZX (Jin et al., 1997).

No grupo dos inibidores diretos da trombina, o argatroban foi o primeiro
protétipo aprovado como alternativa a heparina e as HBPM em pacientes com
trombocitopenia induzida por heparina (TIH; Lewis et al., 2001). O ximelagatran,
administrado como pré-farmaco e ativo por via oral, é rapidamente absorvido e
convertido completamente na sua forma ativa, o melagatran (Gustafsson et al.,
2001).

Os inibidores indiretos de trombina incluem, além da heparina, HBPM e
derivados semi-sintéticos da heparina, outros glicosaminoglicanos, como o heparan
sulfato, dermatan sulfato e condroitina sulfato (Nader et al. 2001; Bougas et al.,
2006). Polissacarideos sulfatados encontrados em algas e invertebrados marinhos,
as galactanas e fucanas (Pereira et al., 2002), também apresentaram acao
anticoagulante por inibicado indireta da trombina.

Embora o desenvolvimento de novos agentes para o tratamento de
hipercoagulopatias tenha gerado alternativas promissoras, ainda ndo ha uma unica
substancia capaz de reunir vantagens suficientes para substituir a heparina e seus
derivados como farmacos anticoagulantes e antitrombéticos (Fareed et al., 2000;
Hirsh, 2003). Neste contexto, a busca de uma molécula ideal em termos de eficacia,

seguranca e facilidade de uso, permanece como um objetivo a ser alcancado.
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1.5 Heparanase e heparinases

Os glicosaminoglicanos podem ser clivados enzimaticamente segundo dois
mecanismos distintos: hidrélise e B-eliminagdo. Em mamiferos, enzimas hidroliticas
como a heparanase clivam a ligacao glicosidica nos GAGs através de hidrdlise,
diferentemente das heparinases bacterianas, que despolimerizam heparina e
heparan sulfato segundo um mecanismo de eliminagdo (Linhardt et al., 1986;
Vlodavsky e Friedmann, 2001).

A clivagem dos GAGs pela heparanase resulta em fragmentos de 10 a 20
unidades monossacaridicas, sugerindo que esta enzima reconhece uma estrutura
pouco comum e especifica nas cadeias de heparina e heparan sulfato (Pikas et al.,
1998; Vlodavsky e Friedmann, 2001). A hidrélise ocorre na ligagao entre o carbono
C1 do acido urbnico e o oxigénio da glicosamina (C1-Ox), reconhecendo a
sulfatagdo no O2 do acido urbénico na unidade dissacaridica adjacente ao sitio de
clivagem (Figura 7) (Pikas et al., 1998). Em contrapartida, alguns estudos né&o
consideram esta O-sulfatacdo essencial para o reconhecimento do substrato (Parish
et al., 2001; Vlodavsky e Friedmann, 2001).

A atividade da heparanase foi primeiramente descrita em placentas humanas e
em hepatocitos de ratos. Desde entdo, esta enzima foi identificada em uma
variedade de células e tecidos tanto normais (células endoteliais, plaquetas,
mastécitos, neutréfilos, macréfagos, linfécitos T e B) quanto neoplasicos (linfoma,
carcinoma e melanoma) (Vlodavsky et al., 1994; Parish et al., 2001). Adicionalmente,
niveis elevados de heparanase foram detectados no soro de animais e pacientes
com tumores apresentando metastases (Nakajima et al., 1988).

Tais resultados identificaram a heparanase como a principal enzima capaz de
degradar heparan sulfato em tecidos humanos, evidenciando um alvo promissor
para o desenvolvimento de agentes antitumorais. Assim, produtos naturais
quimicamente modificados, pequenas moléculas e anticorpos monoclonais vém
sendo testados como inibidores de heparanases, tornando-se potenciais agentes
para aplicacao terapéutica (Miao et al., 2006; Gingis-Velitzki et al., 2007).
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NHCOCHS3 OH

R =H/SO5

Figura 7: Mecanismo de clivagem da heparanase. A seta em azul indica a ligacéo
hidrolisada no glicosaminoglicano. O grupamento sulfato reconhecido pela enzima

esta destacado em vermelho.

Em bactérias, as cadeias polissacaridicas sdo suscetiveis a acao de liases
clivando a ligacédo entre a glicosamina e o carbono C4 do acido urbénico (Ox—C4),
resultando em um produto insaturado entre os carbonos 4 e 5 (Figura 8; Shaya et
al., 2006; Sampaio et al., 2006). O principal exemplo desta classe de enzimas pode
ser observado nas heparinases encontradas na bactéria do solo Flavobacterium
heparinum (Nader et al., 1990; Lohse e Linhardt, 1992), conhecida também como
Pedobacter heparinus (Steyn et al., 1998) ou Cytophaga heparina (Christensen,
1980). Estas enzimas s&o capazes de converter heparina e/ ou heparan sulfato em
dissacarideos através da quebra da ligacdo o(1—4) entre suas unidades de
glicosamina e &acido urdnico (Su et al., 1996).

F. heparinum produz trés heparinases, que diferem entre si em peso molecular,
carga atbmica e especificidade (Nader et al., 1990; Lohse e Linhardt, 1992; Desai et
al., 1993): heparinases |, Il e lll. A heparinase | (heparina liase |, heparinase; cédigo
EC 4.2.2.7, Yang et al, 1985), com alta especificidade pela heparina, age nas
ligacbes entre a glicosamina, geralmente 6-sulfatada e/ ou N-sulfatada, e o acido
idurénico [2S-ldoA(1—4)6S-GIcNS] (Desai et al., 1993; Shaya et al, 2006). A
heparinase Il (heparina liase |Ill, heparitinase; codigo EC 4.2.2.8) cliva
principalmente a ligacdo entre o &cido glicurbnico e a glicosamina
GIcNS/GIcNAc(1—4)GIcA, frequente no heparan sulfato (Lohse e Linhardt, 1992;
Desai et al., 1993; Su et al., 1996). Por fim, a enzima heparinase Il (heparina liase |,
heparitinase I, sem codigo EC), devido a menor especificidade, é capaz de clivar
ambos os sitios supra-mencionados, agindo portanto sobre heparina e heparan
sulfato, independentemente do padrdao de sulfatacdo desses GAGs (Nader et al.,
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1990; Desai et al., 1993; Shaya et al., 2006). Embora estas enzimas apresentem
graus variados de homologia, as raz6es moleculares para tais diferencas de
especificidade ainda permanecem desconhecidas.

As heparinases possuem importantes aplicacdes terapéuticas e diagnosticas,
como no monitoramento dos niveis sanguineos de heparina (Baug e Zimmermann,
1993; Tejidor et al., 1993; Liu et al., 1999), na neutralizacdo da heparina no sangue
(Godavarti e Sasisekharan, 1998), e na inibicao da neovascularizacao (Sasisekharan
et al., 1994; Shriver et al.,1998). Também sao empregadas na producdo da HBPM
tinzaparina (Tabela 2 e Figura 4) (Godavarti e Sasisekharan, 1998; Nader et al.
2001). Mais recentemente, como observado para a heparanase, testes com as
heparinases bacterianas em mamiferos vém mostrando resultados como alternativa
na terapia antitumoral (Yang et al., 2007). Quando administrada in vivo, a enzima
heparinase Ill, que degrada o heparan sulfato, mostrou-se capaz de inibir o
crescimento e metastases de melanomas e de carcinomas de pulmdo em modelos
animais (Liu et al., 2002). Posteriormente, foram testados os efeitos desta enzima
em mielomas soélidos, pois o microambiente onde este tumor se desenvolve é
abundante em heparan sulfato. Injecdes diarias de heparinase Ill nos animais com
mielomas subcutaneos marcados inibiram consideravelmente o crescimento destes
tumores (Yang et al., 2007), caracterizando uma potencial ferramenta terapéutica em
desenvolvimento.

Diante do exposto, as heparinases tornam-se alvos moleculares a serem
explorados sobretudo na preparacdo de GAGs quimicamente modificados, nos quais
atividades biolégicas especificas de polimeros de heparina/ heparan sulfato naturais
sdo acentuadas, enquanto outras sdo removidas. Estudos recentes indicam que a
heparinase Il pode ser utilizada, particularmente, na avaliacdo do grau e tipo de
modificacdo quimica que ocorre durante a preparacao de tais polimeros (Tsuda et
al., 1999).
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Figura 8: Mecanismo de clivagem da heparinase |l, formando uma insaturagéo entre
os atomos C4 e C5 do acido urdnico. A seta pontilhada indica a ligac¢ao clivada pela

enzima.

1.5.1 Caracteristicas estruturais da heparinase Il

A enzima heparinase Il possui 772 residuos de aminoacidos; porém, ao ser
exportada para o espacgo periplasmico, sofre clivagem em uma sequéncia sinal de
25 residuos na sua extremidade N-terminal, produzindo sua forma ativa com 747
residuos de aminoacidos (Su et al.,1996; Shaya et al., 2006). E a maior das
heparinases, com massa molecular final de 84,6 kDa (Godavarti e Sasisekharan,
1996; Su et al.,, 1996; Shaya et al., 2006). Das heparinases de F. heparinum, é a
Unica a apresentar sua estrutura tridimensional elucidada até o momento, por
cristalografia de raios-X, realizada na auséncia de ligantes (codigo PDB 2FUQ) e
também na presenca de um dissacarideo (cédigo PDB 2FUT), produto de
degradacao da heparina (Shaya et al., 2004). A estrutura obtida no cristal apresenta-
se em forma dimérica, sendo cada mondmero composto por trés dominios. O
dominio N-terminal (residuos 26-356) é composto por 14 a-hélices:

» Hélice 1, de Glu55 a Met65;

Hélice 2, de Pro68 a Met80;
Hélice 3, de Asp94 a Asn100;
Hélice 4, de Leu104 a Met117;
Hélice 5, de Pro121 a Thr137;
Hélice 6, de lle146 a Trp163;
Hélice 7, de Pro170 a Ala184;
Hélice 8, de Glu205 a lle219;
Hélice 9, de Glu225 a Pro247;
Hélice 10, de GIn253 a Met275;

YV V.V V V V V V V
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» Hélice 11, de Pro283 a Lys295;

» Hélice 12, de Thr319 a Tyr329;

» Hélice 13 de Glu332 a Lys340;

» Hélice 14, de Cys348 a Arg356.

O sitio catalitico da enzima localiza-se na interface entre os dominios N-
terminal e central. O dominio central (residuos 357-676) € composto essencialmente
por B-folhas. Por fim, o dominio C-terminal (residuos 677-772), apresenta B-folhas
agrupadas no formato de “barril” (Figura 9A). Adicionalmente, a heparinase |l
apresenta um sitio de ligacdo para o fon Zn*?, ao qual é atribuida uma importante
funcdo de manutencdo da integridade estrutural da estrutura protéica (Figura 9B)
(Shaya et al., 2006). Em contrapartida, tal papel é exercido pelo fon Ca* na
regulacdo da atividade enzimatica das enzimas heparinases | e Il que,
curiosamente, inibe a atividade da heparinase Il (Liu et al., 1999; Shriver et al.,
1999).

T1

Asp425

Phe445

Figura 9: Representacao da estrutura cristalografica da heparinase Il (cédigo PDB
2FUQ; Shaya et al., 2006). A — mon6mero, com os dominios N-terminal (rosa),
central (azul claro) e C-terminal (laranja) e o ion Zn*? (esfera em amarelo). B — sitio

de ligacdo do ion Zn*?, mostrando os residuos com distancia do fon inferior a 3A.

Devido a sua baixa seletividade, a heparinase Il possui a capacidade de clivar
ligacdes adjacentes, ndo apenas aos acidos idurénico e glicurdnico, como também
aos residuos de acido o-L-galacturbnico, raramente existentes nestas estruturas
polissacaridicas (Moffat et al., 1991; Shaya et al., 2006). Da mesma forma, foi
constatada a atividade da enzima perante substratos quimicamente modificados,
seja por acréscimo de grupos sulfato ou adicao de grupamentos que nao ocorrem
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naturalmente como, por exemplo, a heparina N-propionilada (Moffat et al., 1997).
Tais caracteristicas de plasticidade demonstram a importancia da heparinase |l
como modelo para o entendimento dos determinantes moleculares no mecanismo
de acado das heparinases e, a partir disto, para o planejamento racional de novas
sequéncias capazes de inibir ou modular a atividade destas enzimas sobre os

glicosaminoglicanos.

1.6 Glicosilacao de proteinas

A glicosilacdo é uma das mais comuns e frequentes modificacbes pods-
traducionais em proteinas. As duas principais classes de ligacoes entre as unidades
sacaridicas e o esqueleto peptidico sdo as ligacbes N- ou O-glicosidicas. Na N-
glicosilacao, a porcao glicosidica esta ligada a amida de uma asparagina, parte da
sequéncia consenso Asn-X-Thr, onde X pode ser qualquer residuo de aminoacido,
exceto prolina. Em contrapartida, a presenca desta sequéncia apenas ndo € o
suficiente para determinar se havera ou nao glicosilagcao (Dwek, 1996). Para a O-
glicosilagdo, a porcao glicosidica esta ligada ao grupamento hidroxila da cadeia
lateral de uma serina, treonina ou hidroxilisina; porém, até o momento ndo foi
identificada uma sequéncia consenso para esta modificacao (Apweiler et al., 1999).
Um terceiro tipo de glicosilacdo ja identificado ocorre em proteinas de superficie
celular, as quais estdo inseridas na bicamada lipidica por ancoramento a um
glicofosfatidilinositol (GPI) (Dwek, 1996).

Diferentemente de proteinas e acidos nucléicos, que se constituem em
polimeros biolégicos de cadeias lineares, os carboidratos ligados as proteinas
(glicanas) podem ser altamente ramificados. Além disso, suas unidades
monossacaridicas podem estar interconectadas por varios tipos de ligacoes
diferentes (Dwek, 1996). Estas caracteristicas geram uma grande diversidade
estrutural nas estruturas de glicosilacéo.

Os oligossacarideos N-ligados as glicoproteinas, i. e. N-glicanas, contem, na
sua maioria, residuos de N-acetilglicosamina (GIcNAc) e de manose (Man), unidos
através de ligacbdes a1—2, a1—-3, al—4, a1l—6 e B1—4 (Qasba et al., 1999; Varki
et al., 1999). Em geral, apresentam um pentassacarideo Mano1—6-(Mana1—3)-
ManB1—4-GlcNAcB1—4-GIcNAc (este ultimo ligado a asparagina) como nucleo
comum (Dwek, 1996). As glicanas posteriormente ligadas a este nucleo podem

formar ramificacdes ou “antenas” (geralmente entre 1 e 4 antenas), contendo uma
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grande diversidade de monossacarideos: manose (Man), galactose (Gal), glicose
(Glc), glicosamina (GicN), fucose (Fuc), acido sidlico (Sia), N-acetilglicosamina
(GlcNAc) e N-acetilgalactosamina (GalNAc) sao os mais frequentes.

Em contraste as N-glicanas, O-glicanas sao constituidas por uma grande
variabilidade de tipos de monossacarideos e de ligagdes glicosidicas. Os mais
comuns nucleos observados contem uma N-acetilgalactosamina (GalNAc) ligada ao
residuo de Ser ou Thr, seguida de galactose (Gal) ou N-acetilglicosamina (GIcNAc),
unidos através de ligagdes p1—3, p1—4 e f1—6. Entretanto, variacées estruturais
como uma simples glicana (por exemplo, fucose) O-ligada ao esqueleto peptidico
podem ocorrer (Dwek, 1996).

Em procariotos, referéncias sobre a glicosilagdo de proteinas sao limitadas a
proteinas estruturais ou secretadas (Herrmann et al., 1996). Embora este seja um
fenbmeno raro em bactérias, F. heparinum é capaz de realizar glicosilacdo, com a
caracteristica incomum de direcionar suas proteinas ao espaco periplasmico
(Reinhold et al., 1995; Tkalec et al., 2000). Das cinco liases de F. heparinum
conhecidas (heparinases |, Il e lll, condroitinase AC e condroitinase B), todas sao
glicosiladas, com excecdo da heparinase Ill (Huang et al. 1999). Analises estruturais
preliminares, empregando RMN e espectrometria de massas, demonstraram a
presenca de oligossacarideos O-ligados em sequéncias consenso Asp-Ser ou Asp-
Thr-Thr semelhantes aquelas encontradas nas glicoproteinas de F.
meningosepticum (Reinhold et al., 1995; Tkalec et al., 2000). De fato, na estrutura
cristalografica da heparinase Il, empregando a proteina purificada diretamente de F.
heparinum, constatou-se a presenca de um sitio de O-glicosilacado ligado a cadeia
lateral do residuo Thr134: Man-(Rha)-GlcA-Xyl (Figura 10) (Shaya et al., 2006).

o-D-Xyl-(1-4)-0-D-GIcA
1
5
a-L-Rha-(1-4)-a-D-Man-(1-0)-Thr134

Figura 10: Representagéo da estrutura de glicosilagdo da heparinase Il (Shaya et al.,

2006). Xyl — xilose; GIcA — &cido glicurénico; Rha — ramnose; Man — manose.
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1.7 Simulacao por MD de carboidratos e glicoproteinas

A elucidacdo de estrutura tridimensional de biomacromoléculas, como
proteinas e carboidratos, constitui-se em requisito essencial para o entendimento de
seu papel fisioldgico. Neste contexto, o uso de ferramentas de modelagem molecular
tem tornado-se cada vez mais amplo na descricdo detalhada das propriedades
conformacionais e na predicdo do comportamento destes sistemas moleculares,
complementando dados obtidos experimentalmente.

No caso especifico de carboidratos, a determinacdo experimental das
estruturas tridimensionais por métodos de cristalografia e RMN é influenciada pela
dificuldade de cristalizacdo de oligossacarideos e glicoconjugados em decorréncia
de sua elevada flexibilidade. Desta forma, a modelagem molecular permite
complementar as informacdes obtidas por estes métodos experimentais,
descrevendo os carboidratos em seus ambientes naturais, solvatados, com contra-
ions e/ou interagindo com suas proteinas-alvo.

Em relagdo a heparina e analogos, no intuito de viabilizar a descri¢cdo
computacional das propriedades conformacionais de glicosaminoglicanos, o trabalho
de Verli e Guimaraes utilizou simulacbes de MD para um decassacarideo de
heparina (Verli e Guimaraes, 2004), tomando como referéncia uma estrutura deste
composto previamente determinada por RMN. Neste trabalho, foi necessaria a
parametrizacdo de um campo de forca com cargas atébmicas de ab initio (HF 6-
31G™), utilizando o esquema de cargas de Léwdin (Schmidt et al, 1993), para
posterior utilizagdo na MD empregando o pacote de simulacdo GROMACS
(Berendsen et al., 1995; van der Spoel et al.,, 2005). Este protocolo permitiu a
descricdo adequada da conformacao da heparina em solugdo aquosa, abrindo a
oportunidade para simulacdo de sistemas moleculares envolvendo GAGs em
pacotes de simulagao extremamente rapidos, com baixo custo computacional.

Ainda em relacdo a parametrizagdo de campos de forca, o trabalho posterior
obteve, por métodos ab initio, trés esquemas diferentes de cargas atomicas:
Mulliken, Léwdin e cargas ESP (ajustadas ao potencial eletrostatico), a serem
utilizadas na simulacao da heparina. Os resultados demonstraram a vantagem das
cargas de Lowdin, tais como o reduzido custo computacional e a pequena
dependéncia da conformagao molecular (Becker et al., 2005).

Assim, trabalhos seguintes de nosso grupo de pesquisa concentraram-se em

grande parte no estudo de complexos envolvendo a heparina e seus derivados,
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através de calculos ab initio, docking e simulacbes de dinamica molecular. Em
relagédo a interacdo com a antitrombina, simula¢cées de MD foram realizadas para o
complexo AT- pentassacarideo sintético e também para as duas moléculas livres em
solucdo (Verli e Guimaraes, 2005). Os resultados permitiram a observacao de um
mecanismo tipo encaixe induzido na formacdo do complexo e adicionalmente, o
efeito da conformagéo do IdoA, na interagédo com a AT.

Posteriormente, novos polissacarideos, como as galactanas e fucanas, foram
também analisados em complexos com a AT (Becker et al., 2007). Inicialmente foi
realizada uma analise conformacional dos dissacarideos de galactana e fucana,
através da construcdo de mapas de contorno. Apds observacado das conformacgdes
mais estaveis, tais dissacarideos foram submetidos a simulagées de MD. Por fim,
estas glicanas foram complexadas a AT por ferramentas de docking e tais
complexos refinados por simulacées de MD. Devido as orientacdes distintas dos
dois polissacarideos na interacao com a AT apds a simulagdo dos complexos, foi
possivel postular uma razao molecular para a diferenca entre suas atividades
biolégicas (Pereira et al., 2002).

O protocolo adotado para a analise conformacional de dissacarideos (Becker et
al., 2007) permitiu, entdo, o aprofundamento do estudo sobre o equilibrio entre as
conformacdes do IdoA adotadas em solucdo aquosa, presente em fragmentos de
heparina (Pol-Fachin e Verli, 2008). Os minimos de energia obtidos foram refinados
por simulagdes de MD com duragdo de 0,2us, gerando informacdes sobre a
flexibilidade e as forcas envolvidas na conformacdo dos oligossacarideos, em
consequéncia da geometria do residuo de IdoA.

Adicionalmente, uma metodologia para a caracterizacao conformacional de
glicoproteinas em solucado aquosa, esta em desenvolvimento no grupo (Pol-Fachin
et al., 2009), reunindo os protocolos de caracterizacdo de carboidratos e de
proteinas por simulacdes de MD utilizados nos trabalhos anteriores e refinando a
aplicacao de tais ferramentas. A partir dos resultados obtidos, pode-se afirmar que a
MD é capaz de reproduzir adequadamente o perfil conformacional de carboidratos e
de glicoproteinas, tratando-se de uma ferramenta adicional para a investigacao de
funcdes destas e de outras moléculas de interesse bioldgico.
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2 OBJETIVOS

Em fungcdo do exposto, o presente trabalho tem como objetivo central a
caracterizagao estrutural e conformacional da enzima heparinase Il através da
aplicacdo de simulagdes de dindmica molecular. Busca-se, portanto, compreender
os determinantes estruturais para:

» O papel da glicosilacao nas propriedades conformacionais da heparinase |l;

» Ainfluéncia de ions (Zn*? e Ca*?) na atividade da enzima;

» Analisar o envolvimento de regides participantes do processo catalitico.

A partir destas informacdes pretende-se prosseguir no estudo desta familia de
enzimas, de suas propriedades cataliticas e, desta forma, criar subsidios para a
modificacdo racional das propriedades cataliticas da proteina e, assim, construir
novas plataformas para a obteng¢édo de analogos sintéticos de heparina.
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3 METODOLOGIA

3.1 Programas utilizados

Os protocolos referentes a cada método utilizado no trabalho serdo descritos
adiante, enquanto que os programas utilizados incluem:

» Manipulacdo e mutacdo de sequéncias polipeptidicas: Swiss-PDB Viewer
(Guex e Peitsch, 1997);

» Visualizagdo de moléculas: VMD (Humphrey et al, 1996), Molden
(Schaftenaar, 1997) e PyMol (De Lano, 2002);

» Simulagdes de dindmica molecular: GROMACS 3.3 (Berendsen et al.,
1995; van der Spoel et al., 2005);

» Geracao de topologias: PRODRG (van Aalten et al., 1996);

» Andlise de estrutura secundaria: DSSP (Kabsch e Sander, 1983) e
PROCHECK (Laskowski et al., 1993).

3.2 Protocolo geral empregado

A estrutura tridimensional da heparinase Il foi obtida no Protein Data Bank
(Berman et al., 2000), banco de dados estruturais de macromoléculas biolégicas,
sob o cédigo 2FUQ. A estrutura de glicosilacdao observada (um tetrassacarideo
representado na Figura 11) foi dividida em trés dissacarideos: Xyl-a(1—4)-GIcA,
GlcA-o(1—2)-Man e Rha-a(1—4)-Man. Estes foram, separadamente, submetidos ao
PRODRG (van Aalten et al., 1996), gerando o arquivo de topologia a ser utilizado
nas simulacées de MD. Foram construidos, entdo, mapas de contorno para os
dissacarideos, cujas populacbées com os minimos de energia foram utilizadas para
as simulagdes de MD. Apods, parametros relativos aos dissacarideos simulados
também foram acrescentados na topologia da proteina glicosilada.

O protocolo geral de simulagdes de dinamica molecular empregado foi baseado
nos procedimentos descritos previamente por de Groot e Grubmiller (2001) e
posteriormente empregados pelo grupo (Verli e Guimaraes, 2004; Becker et al.,
2005; Verli e Guimaraes, 2005; Becker et al., 2007; Pol-Fachin e Verli, 2008; Giesel
et al., 2008; Pol-Fachin et al., 2009). Os sistemas construidos sdo compostos por
proteina/glicoproteina, solvente e ions, nos quais empregou-se o GROMOS96 43af
(van Gunsteren et al., 1996; Scott et al., 1999) como campo de forca e o pacote
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GROMACS 3.3 (Berendsen et al., 1995; van der Spoel et al, 2005) para as
simulacdes de MD.

3.3 Definicao das ligacoes glicosidicas

Os simbolos e nomenclatura utilizados seguem as recomendagdes da IUPAC
(IUPAC-IUB, 1983). A orientagao relativa de um par de residuos monossacaridicos
adjacentes é descrita por dois angulos de torcao presentes na ligacao glicosidica,
representados pelas letras gregas ¢ e y. Para uma ligagao (1—X), onde “X” é “2” ou
“4” para as ligacdes (1—2) ou (1—4), respectivamente, as definicbes sdo mostradas

a seguir, nas ligacoes glicosidicas da heparinase Il (Figura 11):

o-D-Xyl-(1->4)-0-D-GIcA
1
;
a-L-Rha-(1-4)-a-D-Man-(1-0)-Thr134

H o—Thr

¢ = 05-C1-OX-CX'
Y = C1-OX-CX'-C(X-1)

Figura 11: Definicdo dos angulos de diedro ¢ e y das ligagdes glicosidicas

observadas na estrutura de glicosilacdo na heparinase |I.
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3.4 Simulacoes de MD

3.4.1 Protocolo de simulagéao

Todas as simulacées foram realizadas a temperatura de 310k e tiveram
duragdo de 20ns. Cada molécula (proteina ou glicoproteina) foi inicialmente
solvatada em uma caixa retangular utilizando condicoes periédicas de contorno e o
modelo de agua SPC (Berendsen et al., 1987). Contra-ions (cloreto ou sddio) foram
adicionados de forma a neutralizar as cargas residuais. Cada sistema, composto por
proteina/glicoproteina, solvente e ions (compreendendo cerca de 77000 atomos) foi
entdo submetidos a minimizacdo de energia por aproximadamente 10.000 passos
utilizando o algoritmo Steepest Descents. A estrutura minimizada foi entdo utilizada
como ponto de partida para simulagbes de MD. Os métodos Lincs e Settle
(Miyamoto et al., 1992; Hess et al., 1997) foram aplicados na restricdo de ligacoes
covalentes de forma a permitir um passo de integragcdo de 2fs, enquanto as
interagOes eletrostaticas foram calculadas utilizando o método Particle-Mesh Ewald
(PME; Darden et al., 1993). A temperatura e a pressao do sistema foram mantidas
constantes através do acoplamento da proteina, carboidrato, ions e solvente a
banhos externos de temperatura e pressao, utilizando constantes de acoplamento
de, respectivamente, T = 0,1 ps e T = 0,5 ps (Berendsen et al., 1984). A constante
dielétrica do meio foi tratada como € = 1.

As simulagoes de dindmica molecular foram iniciadas através de um
aquecimento gradativo do sistema, denominado termalizacdo. Esta etapa tem por
objetivo uniformizar as forgas contidas na estrutura cristalografica e, desta forma,
evitar deformacédo na proteina (Figura 12; Verli, 2005). Cada sistema foi, entao,
aquecido lentamente de 50K a 310K, em passos com duracdo de 5ps. Em cada
passo, a temperatura é aumentada em 50K até atingir a temperatura de equilibrio de
310K, na qual o sistema prossegue pelo tempo de simulacao estipulado.
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Figura 12: Esquema das etapas que compdbe as simulacées de MD a 310K. De Ops
a 30ps, uma série de etapas de 5ps cada, aguecendo lentamente o sistema em
incrementos de 50K. Apds 30ps, o sistema esta a 310K e se mantém nesta

temperatura pelo restante da simulacao.

Baseados na estrutura cristalografica da heparinase Il, quatro sistemas foram
simulados:

(1) Heparinase Il ndo-glicosilada sem a presenca de ions estruturais (apenas a
estrutura polipeptidica);

(2) Heparinase |l ndo-glicosilada e com a presenca do ion Zn*?;

(3) Heparinase |l ndo-glicosilada e com a presenca do fon Ca*?;

(4) Heparinase |l glicosilada e com a presenca do fon Zn*2,

3.4.2 Validagdo das simulagbes de MD

A validacdo dos resultados obtidos das simulagdes de MD foi realizada
através da comparacdo com resultados experimentais prévios, como a estrutura
cristalografica e dados de RMN, bem como pela observagdao da estabilidade dos
sistemas estudados, por meio da manutencdo da estrutura secundaria, energia,

densidade e volume.
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos serdo apresentados na forma do trabalho elaborado
durante a realizacao da dissertacao, citado abaixo:

» Gabriela Bernardes Escouto, Hugo Verli. Conformational aspects of
heparinase |l from Flavobacterium heparinum. Journal of Molecular

Graphics and Modelling, 2009, em preparacao.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu através de simulacdes de MD a descricdo do
comportamento conformacional da heparinase |l em solucdo aquosa, que pode ser
sintetizada em duas abordagens principais:

» Caracterizacao conformacional da estrutura de glicosilacao da heparinase Il
por MD, tanto das ligacdes glicosidicas isoladas quanto ligadas a enzima. Os
resultados demonstraram que a estrutura de glicosilagédo promove estabilizacdo
na conformacao protéica, reforcando ainda o potencial do protocolo utilizado na
predicao de conformacdes de glicoproteinas em solugcéo aquosa.
> Andlise da influéncia dos ions metalicos Ca*? e Zn*? na estrutura protéica da
heparinase Il. Foi constatada forte modulacdo da flexibilidade da proteina por
tais ions, especificamente em regides formadas por algcas. O grande aumento
de flexibilidade observado na presenca do fon Ca*?, sobretudo em regides
préximas ao sitio de ligagao ao substrato, resultou em uma menor estabilidade
observada de forma global no sistema.

Os resultados obtidos reforcam o potencial de ferramentas de modelagem
molecular no estudo de sistemas bioldgicos, particularmente na caracterizagéao
molecular de glicoproteinas. Devido ao pequeno numero de dados estruturais
disponiveis, tais ferramentas tornam-se uma alternativa promissora ao detalhar
informacdes previamente obtidas por métodos experimentais e também sugerindo
novas propriedades a serem analisadas e modificadas. Em relagao a heparinase II,
espera-se, a partir do entendimento dos determinantes moleculares observados na
interacdo com seus substratos, alguns inicialmente expostos neste trabalho, planejar
modificacées na especificidade da enzima para a obtencdo de novos produtos,
analogos de heparina, que apresentem efetiva atividade anticoagulante, com
reducao de efeitos indesejados e facilidade de administragcao.
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7 PERSPECTIVAS

Considerando-se o0s procedimentos de simulacdo realizados no presente
trabalho, assim como as informacdes obtidas acerca da heparinase Il e algumas de
suas propriedades conformacionais em solugdo aquosa, as seguintes perspectivas
podem ser tracadas:

» Com o objetivo de verificar as modificagdes na conformacao protéica com o
sitio catalitico ocupado, realizar o estudo estrutural e conformacional de
heparindides sulfatados, propondo complexos destes com a heparinase |l
através de docking. Da mesma forma, através de simulagbes de MD de
sistemas com a proteina ligada ao substrato, avaliar a influéncia da estrutura
de glicosilacdo da heparinase Il na formacao de tais complexos.

» Caracterizacdo conformacional das heparinases | e Ill e de outras

polissacarideo-liases e hidrolases. Devido aos diversos processos fisiolégicos

envolvendo clivagem de glicosaminoglicanos, estas enzimas evidenciam um
alvo multiplo para planejamento de ligantes, como j& observado, atuantes na

hemostasia e, mais recentemente, em tumores.
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8 GLOSSARIO?

Analise Populacional de Mulliken: a analise populacional de Mulliken € um método

para distribuir os elétrons em atomos com a finalidade de gerar cargas atdmicas
parciais. Os resultados sao fortemente dependentes do conjunto de bases usado.

Andlise populacional de Mulliken: Um esquema de particdo, baseado no uso das

matrizes de densidade e de recobrimento, para distribuir os elétrons de uma entidade
molecular de algum modo fracionario entre suas varias partes (atomos, ligagoes,
orbitais). Como em outros esquemas usados para distribuir a densidade eletrénica em
moléculas, a analise populacional de Mulliken é arbitraria e fortemente dependente do
conjunto de bases empregado. Contudo, a comparacao de analises populacionais para
uma série de moléculas é Util para uma descricdo quantitativa das interagbes

intramoleculares, de reatividade quimica e de regularidades estruturais.
Arquivo PDB: um arquivo PDB (do inglés Protein Data Bank, Banco de Dados de
Proteinas) é um arquivo ASCII (do inglés American Symbolic Code for Information
Interexchange = text, Codigo Simbdlico Americano para Troca de Informagéo) usado
para armazenar as coordenadas atébmicas de uma molécula, geralmente uma
proteina ou acido nucléico (veja PDB).

Calculos ab initio: Calculos ab initio sao célculos mecanico-quanticos que usam

equacobes exatas, sem aproximagdes, que envolvem a populagéo eletronica total da
molécula.

Métodos mecéanico-quanticos ab initio (sinbnimo com métodos mecanico-quanticos nao

empiricos): métodos de calculos mecéanico-quanticos independentes de qualquer
experimento que ndo seja a determinagdo de constantes fundamentais. Os métodos sao
baseados no uso da equacao de Schrédinger completa para tratar todos os elétrons de
um sistema quimico. Na pratica, aproximagdes sdo necessarias para restringir a

complexidade da fungéo de onda eletrénica e tornar seu calculo possivel.

Calculos Mecanico-quéanticos: Calculos mecanico-quanticos sao calculos de

propriedades moleculares baseados na equagao de Schrbédinger que levam em
conta as interagdes entre os elétrons em uma molécula.

Campo de Forca: é um conjunto de fungdes e parametrizacbes usadas em calculos

de mecanica molecular. Estas funcbes definem as energias de estiramento de
ligacédo e de distorcao de angulo de ligacao (tanto de valéncia quanto diedro) de uma
molécula, quando comparadas com a sua conformacdo ndo tensionada (aquela

caracterizada pelos valores padroes de comprimentos e de angulos de ligacéo).

2 Definigbes obtidas de de Sant’Anna, 2002 e van der Spoel et al., 2005.
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Alguns campos de forca podem conter termos de interagdo entre atomos néao
ligados, de efeitos eletrostaticos, de ligacdo de hidrogénio e de outros efeitos
estruturais.

Campo e Potencial Eletrostaticos: O campo e o potencial eletrostaticos sao

propriedades de uma molécula que surgem da interagdo entre uma sonda
carregada, tal como uma carga pontual unitaria positiva representando um préton, e
a molécula alvo. Este campo e o potencial sdo usados em estudos de relacdes
quantitativas estrutura-atividade tridimensionais (3D-QSAR) e para comparar ou
estimar a semelhanca de um conjunto de moléculas.

Dindmica Molecular: é um procedimento de simulacdo que consiste na computacao

do movimento dos atomos em uma molécula ou de atomos individuais ou moléculas
em sélidos, liquidos e gases, de acordo com as leis de movimento de Newton. As
forcas que agem nos atomos, necessdrias para simular seus movimentos, séo
calculadas usando campos de forca de mecanica molecular.

Mecénica Molecular: é o calculo das caracteristicas geométricas e de energia de

entidades moleculares baseado em fungdes de potencial empiricas, cuja forma é
tomada da mecanica classica. O método pressupde que as funcbes de potencial
possam ser transferidas dentro de um conjunto de moléculas semelhantes. Uma
suposicao € feita sobre os comprimentos e angulos “naturais” de ligacao, cujos
desvios resultam em tenséo de ligacao e tensao angular, respectivamente. As forcas
de Van der Waals e eletrostaticas também sao levadas em conta.

Minimizacdao de Energia: € um procedimento matematico para localizar as

conformacdes estaveis (minimos de energia) de uma molécula, determinadas por

calculos de mecanica molecular ou mecanico-quanticos.

7

Modelagem Molecular: é a investigacdo das estruturas e das propriedades

moleculares usando a quimica computacional e as técnicas de visualizacdo grafica
visando fornecer uma representacdo tridimensional, sob um conjunto de
circunstancias.

Protein _Data Bank (PDB). ¢ um banco de dados de proteinas mantido no

Laboratério Nacional Brookhaven, Upton, New York, que contém estruturas de raios-
X de dezenas de milhares de proteinas.

Quimica Computacional: € uma disciplina que usa métodos matematicos para o

célculo de propriedades moleculares e para a simulacdo do comportamento
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molecular. Também inclui, por exemplo, o planejamento de sinteses, a pesquisa de
bancos de dados e a manipulacao de bibliotecas combinatérias.

Receptor: é uma proteina ou um complexo de proteinas localizado no interior ou na
superficie de uma célula, que reconhece especificamente e interage com um
composto que atua como um mensageiro molecular (neurotransmissor, horménio,
farmaco, etc.). Em um sentido mais amplo, o termo receptor é frequentemente usado
como sindnimo para qualquer sitio especifico de ligagcdo de farmacos (em oposicao
a nao especifico, como a ligacao as proteinas do plasma), também incluindo acidos
nucléicos, tais como o DNA.

Termos de Energia Nao-Ligados: sdo fungdes de energia potencial que descrevem

interacdes de Van der Waals, eletrostaticas e de ligacao hidrogénio em um campo
de forcga.
Topologia Molecular: Topologia molecular é a descricdo do modo pelo qual os

atomos estdo ligados em uma molécula. Em diversos programas de dindmica
molecular constitui-se em um arquivo que descreve em quais atomos ou
combinacdes de atomos as diversas contribuicbes de um campo de forca irdo atuar.
Apresenta atributos constantes para cada atomo, como quais atomos existem em
uma molécula, as caracteristicas destes atomos (e.g. um oxigénio carbonilico é
diferente de um oxigénio em um grupamento éter ou hidroxila), como cargas

atébmicas, termos ligados e nado-ligados.
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