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As serinoproteases constituem uma classe de enzimas
proteoliticas caracterizadas pela presen¢a de um tnico resi-
duo reativo de serina. S3o bem conhecidas duas familias de
serinoproteases: a da tripsina, 4 qual pertencem também a
a-quimotripsina e a elastase, entre outras, e que ocorre ndo
86 entre os vertebrados e outros organismos superiores mas
também entre os procaridtidas, e a da subtilisina, que ocor-
re apenas nos bacilos. Apesar de as estruturas tridimensio-
nais dessas duas familias serem completamente distintas, o
que parece indicar que evoluiram independentemente a par-
tir de enzimas ancestrais diferentes, apresentam os mesmos
grupos cataliticos dispostos com a mesma geometria. Tra-
ta-se, pois, de um caso interessante de convergéncia evolutiva.

Devido a ocorréncia abundante, facilidade de purifica-
¢do e diversidade de fungdes biologicas que podem exercer,
as serinoproteases tém sido intensivamente estudadas, ten-
do-se verificado que apresentam uma série de propriedades
em comum. Por exemplo, todas apresentam um res{duo rea-
tivo de serina; o centro ativo, em todos os casos, é consti-
tuido pela mesma triade de aminodcidos: a serina reativa,
uma histidina e um aspartato (embora a numeragdo destes
residuos seja diferente nas duas familias); o mecanismo
de ag¢do parece ser sempre o mesmo, independentemente
da familia da enzima ou do tipo de substrato a ser hidroli-
sado, e pode ser descrito como um ataque nucleofilico
do dtomo de oxigénio hidroxilico O da serina reativa so-
bre o dtomo de carbono carboxilico do substrato, catalisa-
do por uma base geral.

Blow et al' descreveram a triade de aminodcidos do
centro ativo como um sistema de transferéncia de cargas
ligado por um conjunto de pontes de hidrogénio. A carga
negativa do aspartato interno é levada por meio deste sis-
tema até o 4tomo O, da serina reativa localizado na super-
ficie da molécula através do anel imidazol da histidina,
aumentando assim o cardter nucleofilico deste dtomo.
Wang? e Polgir e Bender® propuseram outro mecanismo,
segundo o qual o aumento da nucleofilicidade do Oy da

serina é devido 4 transferéncia-de um tnico préton deste
para a histidina, originando-se a estrutura multipolar
Asp~His" Ser™.

Diversos trabalhos experimentais foram realizados com
o objetivo de identificar a forma cataliticamente ativa da

‘trfade de aminodcidos (Asp®His®Ser~ ou Asp His* Ser™).

Os resultados obtidos por espectroscopia de RMN e IV
nfo sfo conclusivos, visto que alguns*® apoiam a hip6-
tese de dupla transferéncia de prétons de Blow erf al' e
outros 72, a de transferéncia tinica. Recentemente, Kossia-
koff e Spencer’®'!! identificaram a His-57 como o grupo
que age como base no centro ativo das serinoproteases,
através do estudo de difracdo de neutrons da tripsina.
Este trabalho pode ser considerado como comprovagio ex-
perimental definitiva da validade da hipdtese de transfe-
réncia unica de préton.

Nos ultimos anos foram realizados diversos trabalhos
tedricos visando a esclarecer, através do estudo das proprie-
dades eletronicas da triade de aminodcidos, como ocorre
a transferéncia do préton. Em trabalho recente? procura-
mos verificar de que forma a interagdo da triade de aminod-
cidos com uma molécula do substrato e uma molécula de
dgua situada no centro ativo poderia afetar a estabilidade
relativa dos diferentes estados de protonag¢do da a-quimo-
tripsina.

O método utilizado para os cdlculos foi o INDO!? e as
coordenadas cristalogrificas da a-quimotripsina foram
fornecidas pelo Protein Data Bank'*. No modelo utiliza-
do para representar o centro ativo da enzima, os residuos
Asp-102, His-57 e Ser-195 foram substituidos, respectiva-
mente, pelo dnion formiato, uma molécula de imidazol
e uma de metanol. A molécula do substrato foi representa-
da pelo acetato de metila e as coordenadas de seus dtomos
foram construidas de forma a reproduzir as do éster meti-
lico do N-acetil-L-triptofano (NALT), que é um substrato
natural da enzima. Para representar a molécula de dgua
que participa de uma etapa posterior da rea¢do enzimdtica,
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foi escolhida uma das 50 moléculas de 4dgua que cristalizam
junto com a enzima. A molécula selecionada estd situada
numa posi¢do que lhe permite interagir simultaneaménte
com o centro ativo e o substrato.

Foram estudados os diferentes canais de transparéncia
do prdton do centro ativo da a-quimotripsina representa-
dos na figura 1. O canal I corresponde 3 dupla transferén-
cia de prétons, segundo Blow ef al', a qual pode ocorrer
simultaneamente ou através das etapas A e B. O canal A
corresponde 3 passagem do préton do N&, da His-57
a0 08 do Asp-102 (formagio da estrutura imidazolato
Asp’His™Ser®) e o canal B, a transferéncia subseqiiente
do préton do O da Ser-195 ao Ne, do imidazolato. O ca-
nal II corresponde ao deslocamento de um tnico préton
do Oy da Ser-195 ao Ne, da His-57, conforme proposto
por Wang? e Polgir e Bender®.

A fim de se verificar em qual dos residuos do centro ati-
vo uma carga negativa estaria preferencialmente localizada,
foram inicialmente calculadas as afinidades protdnicas do
imidazol e dos dnions imidazolato, metanolato e formiato.
Os resultados obtidos pelo método INDO, foram compara-
dos aos calculados por métodos ab initio e resultados expe-
rimentais. Verificou-se que o INDO superestima os valores
das afinidades prot6nicas, porém reproduz qualitativamente
a tendéncia correta: dnion metanolato > &nion imidazo-
lato > anion formiato. Assim sendo, a carga negativa estaria
localizada preferencialmente no formiato. Verificou-se ain-
da que os resultados INDO para a dupla transferéncia
do préton subestimam os valores da energia em rela¢do ao
cdlculo ab initio 4-31G, enquanto que o inverso ocorre para
a estrutura multipolar, que é superestimada. Os resultados
subseqiientes foram corrigidos de forma a compensar estes
erros no cdlculo das afinidades protonicas devidos ao uso
de conjunto de base minima.
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Diferentes possibilidades de transferéncia de protons nas serinoproteases.

A seguir, analisou-se o papel das liga¢Bes hidrogénio do
centro ativo, procurando-se verificar se a transferéncia do
préton ocorre mais facilmente entre residuos ligados por
pontes de hidrogénio do que na auséncia destas. Verifi-
cou-se que a simples presenc¢a de ligagio hidrogénio entre
pares de residuos nfo é suficiente para reverter a tendéncia
de deslocamento de prétons verificados quando estas liga-
¢Oes ndo estfo presentes. Observou-se ainda que a formagio
da estrutura multipolar requer a maior energia entre as
alternativas consideradas, enquanto que a formagio do ion
imidazolato € favorecida em relagfo ds demais formas de
transferéncia do préton.

A seguir foi estudado o deslocamento protonico através
de uma triade de aminodcidos formando um sistema de li-
gacOes hidrogénio acopladas. Para isto, determinaram-se as
energias de interagfo do sistema, definidas como a diferenga
de energia entre a supermolécula (sistema de pontes de hi-
drogénio) e as moléculas isoladas. Verificou-se que a forma-
¢do da supermolécula estabiliza o sistema, em todos os ca-
sos, com rela¢do ds moléculas isoladas. A forma multicarre-
gada Asp™.. His*.. .Ser™ é a mais estabilizada, mas conti-
nua tendo energia superior d estrutura de dupla transferén-
cia Asp®.. His®.. Ser . Esta, por sua vez, deveria origi-
nar-se através das etapas A e B e nfio por transferéncia si-
multinea dos dois prétons.

O papel desempenhado pela molécula de dgua que parti-
cipa do mecanismo de a¢gdo da enzima e a influéncia do
substrato sobre a transferéncia do préton foram também
determinados. Verifica-se, na tabela 1, que o canal I é fa-
vorecido quando se consideram apenas os aminoécidos do
centro ativo da enzima. Quando, porém, a molécula de dgua
¢ introduzida nos cdlculos, a forma multicarregada € esta-
bilizada em 0,39 eV, enquanto que a introdugfo do substra-
to no sistema anterior acarreta uma estabiliza¢@o adicional



Tabela 1 —Diferengas Energéticas entre a Trfade de Aminoécidos.

AE(eV)
HCOO" ...Im...CH,0H 0,0
HCOOH ...Im" ...CH,0H —022
HCOOH . ..Im...CH,0" 1,24
HCOO™ ...ImH*...CH,0" 3,51
HCOO™ ...Im...CH,0H...H;0 0,0
HCOOH...Im" ...CH;0H...H,0 —0,16
HCOOH ...Im...CH,0" ...H,0 0,90
HCOO- ...ImH* ...CH;0" ...H,0 3,12
HCOO- ...Im...CH;OH ... Substr. 0,0
HCOOH . ..Im" ...CH,OH ... Substr. 0,56
HCOOH ...Im...CH,0" ... Substr. 1,10
HCOO" ...ImH*...CH;0" ... Substr. 3,40
HCOO- ...Im...CH,0H...H,O ... Substr. 0,0
HCOOH ...Im™ ...CH50H...H,0... Substr. 0,60
HCOOH...Im...CH;0 ...H,O. .. Substr. 1,63
HCOO™ ...ImH* ...CH;0™ ...H,O0... Substr. 3,00

de 0,12 eV. Por outro lado, o acesso 3 estrutura do imida-
zolato (canal A) vai sendo progressivamente dificultado a
medida que estes fatores vao sendo considerados.

Em resumo, verificou-se que cdlculos INDOQ, supondo-se
o sistema no vdcuo e na auséncia de interagdes com a mo-
lécula de agua e do substrato, indicam ser a estrutura de

transferéncia do préton a mais provivel para o disparo da -

reacdo enzimdtica. Todavia, se a molécula de dgua e o subs-
trato forem introduzidos no cilculo, a energia de ativagio
para se obter a estrutura multicarregada diminui, enquanto
que a barreira energética para a formagio da estrutura do
imidazolato aumenta. Assim, a molécula de dgua e o subs-
trato, que sdo fatores essenciais da reagdo enzimdtica, ten-
dem a favorecer a transferéncia tinica do préton (canal II)
por dificultarem o acesso 3 estrutura do imidazolato, que é
a etapa inicial do processo de dupla transferéncia.

Estes resultados foram confirmados em trabalho poste-
rior'® realizado com o método INDO/ISCRF'®, no qual os
efeitos devidos aos campos elétricos e de polarizagio gera-
dos pelo esqueleto da proteina foram explicitamente intro-
duzidos nos cdlculos. Verificou-se que os campos intrapro-

téicos tendem a estabilizar a forma multicarregada (canal IT)

ainda mais do que indicaram os resultados para o vécuo. Por
outro lado, o canal I € seletivamente bloqueado devido a
desestabilizagio da estrutura do imidazolato na presenga
dos campos permanente e de polarizagdo da proteina.
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