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1) Introdugéo

A protrombina é um
importante zimogénio da cascata de
coagulacdo, sendo produzida no
figado e liberada na circulacdo
apds a clivagem do segmento N-
terminal.

Para ser ativada, a
protrombina é clivada entre os
“one | ] aminodacidos Arg?’'-Thr272 e Arg320-
lle%2" pela agdo do complexo
protrombinase (composto pelo fator
Xa, fator Va, célcio e membrana de
fosfolipideos aniénicos), formando a
a-trombina e o fragmento 1-2'. A a-
omaginio Y polmero__Xlla , cospio trombina ira converter o fibrinogénio
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Figura 1. Resumo da cascata de coagulagéo, adaptado jnsolGveis, as quais formardo o
de: Verli, H. Tese de Doutorado, 2005. coagulo.

2) Objetivos

Tendo em vista que a estrutura tridimensional da protrombina é desconhecida, o
presente trabalho tem por objetivo caracterizar e validar sua estrutura e conformagao
através de técnicas de modelagem comparativa, docking e dinamica molecular.

3) Metodologia

3.1) Modelagem Comparativa: Os alinhamentos com os moldes (2PF22, 1A0H3 E
1HAG*) foram submetidos separadamente a modelagem comparativa do servidor
Swiss-MODELS enquanto a montagem da proteina foi realizada no Swiss PDB Viewer®.
3.2) Docking

3.2.1) Protease Ativadora: O docking do fator Xa (1EZQ”) na protrombina foi feito com o
programa Zdock 3.0.18, dessa forma pode-se avaliar a confiabilidade dos modelos, uma
vez que essa proteina sofre 2 clivagens para ter sua forma ativada.

3.2.2) N-terminal: Para a ligagéo do N-terminal ao modelo de protrombina , foram feitos
estudos de docking com os programas Autodock 3.09, ZDock 3.0.1 e HEX 5.0° a fim
obter as orientagdes mais prevalentes.

3.3) Dinamica Molecular: Para observar a flexibilidade do N-terminal, os 4 modelos
obtidos pelo docking foram submetidos a simulagéo de dinamica molecular com o
pacote do GROMACS 3.3"" e campo de forca MARTINI'2,

4) Resultados e Discusséo
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4.1) Modelagem Comparativa

Figura 2. Alinhamento dos 3 moldes escolhidos (verde, vermelho e azul), representando partes
distintas da protrombina. O GAP entre o 1° e 2° moldes foi construido e modelado como alga.

4.2) Docking

Figura 3. (A) Docking do FXa (azul) com o
modelo obtido da protormbina (verde). Os
sitios cataliticos (pontos azuis) védo de
encontro aos sitios de clivagem (pontos
verdes), validando o modelo. (B) Os 4
modelos obtidos do docking do segmento N-
terminal.
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4.3) Dinamica Molecular

Os modelos foram submetidos a dinamica de coarse-grained, onde pode ser

vista a alta flexibilidade da regido N-terminal, em relagéo ao C-terminal.
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Figura 5. Regides da protrombina com maior flexibilidade. (A) O RMSF mostra que a flutuagéo do
dominio serino protease € muito menos, ou seja, € mais rigido que a regido N-terminal. (B) Alguns
picos do grafico (marcados pelas setas) foram analisados na estrutura tridimensional da
protrombina, e, como esperado, as 3 regides eram algas.

Apos a dinamica por 1 ps, foi realizada a andlise de clusters a fim de analisar
se ha interconversdo dos modelos, fato que ocorreu originando 3 estados
conformacionais distintos: cluster 540 (estado I), cluster 1873 (estado Il) e cluster
2399 (estado lll), indicando que essa proteina estd sempre se rearranjando em
solugéo, mas possui 3 conformagdes principais.

Com a finalidade de observar diferengas pontuais entre esses estados, foram
feitos mapas de contato. Esses mapas mostram diferentes interagdes entre os
residuos, principalmente no dominio serino protease, o qual interage com o kringle 1
no estado I, com o kringle 2 no estado |, e com os aminoacidos entre o GLA e o
kringle 1 e entre os kringles no estado Ill. Além disso, o estado Ill é o Unico que
possui o0 GLA em contato com o kringle 2.
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Figura 6. (A) Gréafico contendo a quantidade de estruturas em cada cluster. Em cima dos clusters
principais estdo as estruturas de referéncia a eles. (B) Sobreposicdo desses 3 estados
conformacionais para realgar o movimento de dobradiga entre eles. (C e D) Mapas de contato entre
estado | (vermelho), Il (verde) e IIl (azul).

5) Conclusbes

»0Os modelos obtidos mostraram-se adequados na descricdo da estrutura da
protrombina, descrevendo-a como uma proteina altamente flexivel;

»Os resultados de docking indicavam a presenca de movimentos de dobradica,
que foi observada por dinamica molecular, assim como a interconversdo dos
modelos em 3 estados conformacionais;
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