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A botropstoxina-I (BthTX-I) ¢é uma fosfolipase A, Lys49 isolada do veneno da

Bothrops jararacussu. E constituida de 121 aminoacidos com um unico triptofano que esta

localizado na interface monomérica. A estabilidade conformacional é mantida por 7 pontes
dissulfetos. Em pH 7,0 apresenta-se como um homodimero. Age preferencialmente em

membranas carregadas negativamente devido seu carater basico (ponto isoelétrico de 9,3).

O objetivo do presente trabalho é o estudo das transformagdes conformacionais da
proteina BthTxI, devido & interagdo com anfifilicos, ¢ uma vez que a proteina é
supostamente destituida de atividade hidrolitica mas com reconhecida atividade miotoxica,
tem-se como finalidade detalhar aspectos da agdo da proteina em membranas e
possivelmente estender as conclusdes inferidas com a BthTX-I para outras fosfolipases
como a D49.

Nesta investigagdo foram utilizadas técnicas ndo-invasivas como dicroismo
circular, fluorescéncia intrinseca do triptofano e espalhamento dindmico de luz na presenga
do surfatante anionico dodecil sulfato de sddio (SDS), de lipossomos formados por
fosfolipideos zwitterionicos e do anfifilico biolégico 4cido araquiddnico.

De acordo com a interpretagdo dos resultados, o SDS acrescentado se liga a
proteina nos “sitios hidrofobicos”. O nimero de SDS ligados a proteina pode atingir o
numero de aproximadamente 30 moléculas de SDS por mondmero de BthTX-I. Devido ao
surfatante ligado, ha a distensdo dos lagos de aminoacidos, conferindo 4 4rea da superficie
ventral um acréscimo estimado em 1000 A% A micela de SDS formada nos sitios
hidrofébicos, deixa o interior da proteina e volta para a solugdo. Se em solugdo a
concentragdo de SDS livre esta abaixo da cmc, a micela se decompdem em mondmeros
que voltam a ser coletados pela proteina.

Esta flutuagdo de populagdo, tem como efeito um espalhamento adicional de luz
que pode ser observado visualmente.

A ligagdo de SDS ou acido araquidonico na regido entre os mondmeros, também
forma pares adicionais de cargas positivas (lisinas ou argininas) da proteina e negativas do

surfatante.
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De acordo com a interpretagdo dos resultados, o SDS acrescentado se liga a

proteina nos “ sitios hidrofobicos”. E atribuido ao efeito hidrofébico a ligagdo do surfatante

a proteina e admite-se que os eventos envolvidos sejam analogos aos que ocorrem no
processo de micelizagdo. A variagdo da energia conformacional da proteina devido a
ligagdo de anfifilicos nos sitios hidrofobicos é estimada em 3 kT por mondomero de
surfatante ligado.

Os pares positivo-negativo formados e os que preexistem na regido ventral da
proteina constituem um meio de ancoragem eficiente em uma membrana.

A andlise de vinte sequéncias de fosfolipases A,;, mostram residuos de
aminoacidos com alto grau de conservagdo como as lisinas e argininas da por¢3o ventral,
os aminoacidos que compde o sitio ativo e dos aminoacidos localizados na regido da
interface. Além disso, alguns residuos de tirosinas conservados podem estar envolvidas
na formagdo de um canal ou sulco hidrofilico por onde passam os ions aprisionados entre

proteina € membrana quando ha a ligagdo da proteina & membrana.




ABSTRACT

Bothropstoxin-I (BthTX-I) is a Lys49 phospholipase A2 (Lys49-PLA2) isolated
from the venom of Bothrops jararacussu which exists as a homodimer at pH 7,0. The
protein contains 121 amino acids, which include 14 cystine residues that form 7 disulphide
bridges, and a single tryptophan (Trp77) located at the dimer interface. Due to the high

content of cationic residues, the BthTX-I binds to and disrupts negatively charged

membranes by a U™ independent membrane damaging mechanism. On interaction with

amphiphilic molecules, the BthTX-I undergoes poorly understood conformational changes,
which may be associated with the membrane damaging event. A deeper understanding of
these conformation transitions will not only lead to greater understanding of the
mechanism of action of the Lys49-PLA2s, but may also provide insights as to the
activation mechanism of phosholipases in general.

The structural changes of BthTX-I induced by interaction with the anionic
surfactants SDS and arachidonic acid together with liposomes composed of zwitterionic
phospholipids have been evaluated using the non-invasive spectroscopic techniques of
circular dichroism (CD), intrinsic tryptophan fluorescence (ITF) and dynamic light
scattering. Results of SDS titrations of BthTX-I indicate that the amphiphilic molecules
interacts with hydrophobic patches on the surface of the protein, and that approximately 30
molecules of SDS are bound per BthTX-I monomer. As a consequence of surfactant
binding, it is proposed that surface loops partially separate from the body of the protein,
resulting in an increase in the ventral surface area of the protein by ~1000 A% This
increased surface area permits the associated amphiphiles to adopt a micelle-like structure
around the expanded hydrophobic regions of the protein. Once the number of SDS
molecules associated with the BthTX-I reaches the aggregation number, the SDS micelle
and the BthTX-I separate. At SDS concentrations below the critical micelle concentration
the liberated micelle decomposes and the free SDS molecules again associate with the
protein. The fluctuation of the SDS between the free and bound states results in the
dynamic formation and dissociation of electric dipoles formed by the anionic head group
of the SDS and cationic amino acid side chains, which results in a visible increase in the

light scattering of the protein/SDS mixture.
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The binding of SDS or arachidonic acid results in conformation changes in the
BthTX-I which could be monitored by CD and FIT. Above 4 molecules of SDS per
monomer, structural changes in the BthTX-I resulted in an activated state of the protein
which was capable of membrane damage. Thermodynamic analysis of the SDS binding
data permitted an estimate of 3 kT for the free energy difference between the free and
bound surfactant. This suggests that free energy of lipid binding may provide an important
energetic contribution which stabilizes the activated form of the protein.

A comparison of 20 phospholipase A2 amino acid sequences revealed a highly
conserved pattern of cationic/anionic residue pairs in the ventral surface of the molecule,

which perhaps form an efficient anchor on association of the protein with zwitterionic

phospholipid membranes. A stable association with the lipid membrane is essential for the

catalytic events which result in phospholipid hydrolysis, and a highly conserved cluster of
tyrosine residues may form a channel or cleft which permits the passage of ions away from

the protein/membrane interface on interaction of the BthTX-I with the membrane surface.




Introduciio 1

Introducao

6

AVA
AVAVEY

7 unespmll 12 13 14 15 1o 17 18



Introducdo 2

CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

As fosfolipases (PLA) sdo enzimas soliveis em agua capazes de hidrolizar a
ligagdo 3-sn- fosfoglicerideos. Estdo classificadas em quatro classes A;, Az, C e D de
acordo com a posi¢do da hidrdlise nas ligagdes especificas no fosfolipidio (figura 1.1). As
fosfolipases A, e A hidrolisam, respectivamente, as ligagdes éster dos
glicerofosfolipideos nos carbonos C-1 e C-2 do glicer(’)l. As fosfolipases C e D, hidrolisam
uma das ligagdes fosfodiéster da cabega polar. Apés a remogdo do acido graxo por uma
fosfolipase do tipo A, o &cido graxo remanescente ¢ removido pela molécula de

lisofosfolipase.

PLA,

9
() H,C—O}C—R’

PLA,

0]

FI-(I'.I7 0—CH (p)

PLC PLD

(o) Hzc—oi-®1 B

Figura 1.1: Classificag¢do das fosfolipases nos tipos Al, A2, C e D de acordo com o sitio
de hidrélise indicados pelas setas da ligagdo 3-sn-fosfoglicerideos (extraido do livro Snake
Toxins, A.L. Harvey, pg. 92).
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As fosfolipases s@o enzimas que desempenham fungdes importantes como enzimas
digestivas presentes no suco pancreatico, secre¢des bacterianas e venenos de répteis e
insetos. As PLA, exercem também a importante a fungdo de molécula sinalizadora
liberando o &cido araquidonico. O acido araquidonico é o precursor mais comum das
prostaglandinas, tromboxanio e leucotrienos - que s3o denominados coletivamente de

eicosanoides.

A figura 1.2 representa o sumario das etapas envolvidas na biossintese da série-2
de prostaglandinas relacionada aos acidos graxos com 20 carbonos. A biossintese ocorre
no reticulo endoplasmatico em 3 etapas principais : 1- a liberagdo do 4cido araquidénico
para a membrana ; 2) o processo de oxigenagdo do 4cido araquidonico para produzir a

prostaglandina (PGH), uma prostaglandina endoperdxido sintase que exerce a fungdo de

precursora para outras prostaglandinas e 3) dependencio das enzimas presentes na célula, a

conversdo da PGH para outro tipo de prostaglandinas ou tromboxanes (TxA>).

Membrana -

Plasmatica

Figura 1.2: Sumario da via de biossintese da série 2 das prostaglandinas e tromboxane A,
(extraido do livro texto Biochemistry C. Mathews e K.E. van Holde, pg. 640).

AN
AVAVEY

VA
1 2 5 4 5 6 7 l'Ir|espwll 12 13 14 15 16 17 18



Introducdo

A liberagdo do acido araquidonico no estagio 1 ocorre como o resultado de
estimulos produzidos por hormonios ou proteases. As PLA; extracelulares sdo
responsaveis pela liberagdo do acido araquidonico precursor de varias respostas
inflamatorias e as intracelulares estdo envolvidas em fungdes reguladoras e sinalizagdo

celular (Kudo et al., 1993).

A fosfolipase A, é um paradigma nas rea¢des enzimaticas mediadas por célcio na
interface lipideo-aquosa (Scott et al.; 1992, Verheij et al., 1980). A atividade das PLA; do
suco pancredtico e do veneno de serpentes tém sido investigada desde o inicio do século
passado (Wittcoff, 1951). Nos ultimos anos, houve avango consideravel na elucidagdo de
estruturas tridimensionais e fungdo dessas enzimas. Os diferentes tipos de PLA;

encontradas em classes de répteis, insetos e mamiferos, sdo agrupados segundo a

homologia na seqiiéncia primaria de aminoacidos e local de a¢do intra ou extracelular.

Foram divididas de acordo com a homologia em onze grupos (Heinrikson, 1991; Dennis
1994, 1997). As PLA; do grupo I sdo abundantes no suco pancredtico de mamiferos e no
veneno das serpentes Elapidae. O grupo II é composto pelo veneno das serpentes
Crotalidea e Viperidea, e as PLA; intracelulares de mamiferos. Nas PLA, do grupo III
estdo classificadas as enzimas presentes em venenos de abelha e lagartos e no grupo IV
estdo incluidas enzimas intracelulares de peso molecular maior que 85 kDa e que

provavelmente fazem parte do metabolismo do 4cido araquidonico.

As proteinas pertencentes aos grupos I e II apresentam grande homologia em sua
sequéncia primaria, o nimero de residuos varia de 119 a 143 e sdo agrupadas com base em
suas 7 ligagdes dissulfetos (Henrikson, 1991). As estruturas tridimensionais das PLA, dos
grupos LII e IIl foram determinadas através da difragdo por raio-X na presenga e na

auséncia de cdlcio e de inibidores especificos para a atividade catalitica. As estruturas dos
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Introducio

grupos de PLA;, mostram em comum um microdominio que compreende duas a-hélices
antiparalelas, onde estdo localizados os residuos do sitio ativo, associadas a uma alga rica
em glicina envolvida na ligagdo de célcio. (Scott et al, 1990; Arni and Ward, 1995a;b;
1996). Os residuos His48, Asp49, Tyr52 e Asp99, aos quais sdo atribuidas atividades
hidrolilticas sdo conservados nos sitios ativos nos grupos I e II, sendo que nas PLA; do
grupo III estes residuos sdo encontrados em posi¢des analogas. Comparando a seqiiéncia
de aminoécidos, observa-se que os residuos envolvidos na hidrolise sdo conservados nos
trés grupos (Van den Bergh et al.,, 1989; Scott et al., 1990). Ao residuo Asp49 e aos trés
atomos de oxigénio pertencentes aos grupos carbonilas envolvidas nas ligagdes peptidicas

da Tyr28, Gly30 e Gly32, ¢ atribuida a agdo na ligagdo de calcio (Thunnissen et al., 1990).

Como proposto por Scott (Scott et al., 1994), o co-fator Ca™ tem a fungo de estabelecer

um intermediério oxianiénico, € na auséncia do fon a proteina ndo apresenta atividade

catalitica.

Os venenos das serpentes dos grupos I e II causam ruptura da membrana celular
em tecidos especificos. Muitos venenos de serpentes apresentam atividades farmacologicas
como miotoxicidade, estimulag¢@o de agregagd@o plaquetaria e neurotoxicidade pds-sinaptica

(Gutiérrez et al., 1995; Diaz et al., 1991, Fletcher et al., 1997).

1.1. As fosfolipases lisina 49

Foram isoladas algumas fosfolipases miotdxicas do grupo II do extrato bruto do
veneno da serpente brasileira do género Bothrops, e ao grupo pertencem: miotoxina basica
de B. nummifer, miotoxina I de B. moojeni, miotoxinas II de B. asper (Lomonte and

Gutiererz, 1989, Francis et al,, 1991) e bothropstoxina I de B. jararacussu (Homsi-
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Introducéio 6

Brandeburgo et al., 1988). As seqiiéncias de aminoacidos deste grupo tém a caracteristica
de apresentar o aminoacido Lys49 em vez do aminoécido acido aspértico (Asp49) (Ownby
et al.,1999; de Araujo et al, 1996b). As estruturas destas PLA;Lys49, determinadas
através de difragdo de raio-X, mostram que o grupo € amino da Lys49 passa a ocupar o
sitio de ligagdo de calcio (Arni et al,, 1995a), tendo como conseqiiéncia a perda da
atividade catalitica, quando mediada pela ligagio do co-fator Ca™. O estudo de
fosfolipases obtidas por mutagdes sitios dirigidas da PLA; bovina e suina, demostraram
que a substitui¢do eliminando a ligagio do co-fator Ca'? resulta na queda da atividade
catalitica da enzima em 25.000 vezes (van Den Bergh et al, 1989). Mesmo sem a
atividade catalitica fosfolipasica, a interagdo dessas PLA;Lys49 com membranas dos
lipossomos provoca a liberag@o rapida do conteudo aquoso de seu interior (Rufini et al.,

1992; Pedersen et al., 1994).

A sequéncia primaria da bothropstoxina I (BthTX-I), cujo gene foi isolado e
sequenciado (Cintra et al., 1993; Ward et al., 1995), é composto por 121 aminoécidos,

peso molecular de 13,7 kDa com pl de aproximadamente 9,3. Em ambientes com pH

proximo a 7 a estrutura quaterndria da proteina ¢ um dimero, € o Unico triptofano (posi¢do

77 de acordo com o nimero de homologia) esta localizado na interface entre os
mondémeros.  Estudos cristalograficos levam a concluir que o dimero no cristal,
dependendo das condigdes de cristalizagdo apresenta duas formas denominadas de forma
aberta ¢ forma fechada (da Silva Giotto et al., 1998). A diferenga significativa entre as
formas "aberta" e "fechada" estd nas posi¢gdes da alga na regido do C terminal
Independente da conformagdo aberta ou fechada, os dimeros estdo estabilizados por

interagdes entre os residuos da a-hélice localizado na regido N-terminal e pelas interagdes
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dos residuos localizados na pequena folha P denominada de “asa B”. A figura 1.3

representa as componentes da estrutura tercidria para a forma monomérica da BthTX-I.

Figura 1.3: Diagrama representativo para a estrutura terciaria da forma monomerica da
BthTX-I. E representada as componentes a-hélice localizada na regido do N-terminal
(NH), fragdo da asa-P e sequéncia aleatéria. A letra C indica a regido C terminal (da Silva
Giotto et al., 1998).

Na figura 1.4, é apresentado detalhe da interface entre os mondémeros com

destaque para os triptofanos. Também € representada a distribui¢do dos residuos positivos,

lisinas e argininas localizados na superficie.

Os contatos entre os dimeros, conferem ao mesmo tempo estabilidade e
flexibilidade a estrutura, permitindo as conformagdes "aberta" e "fechada. Transi¢des na
estrutura quaternaria talvez sejam importantes na a¢do do dimero (da Silva Giotto et al.,

1998).

O exame da distribuicdo de cargas na superficie do dimero, esquematicamente
representada na figura 1.5, mostra na superficie vista da membrana (figura 1.5A) uma
abundancia de lisinas (residuos positivos representados pela cor azul) que pode estar

relacionada com a agdo desintegradora da fosfolipase quando interagindo com membranas.
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Introdugio

Figura 1.4: Diagrama representativo da estrutura terciaria da forma dimérica da BthTX-I
destacando o triptofano na interface entre os mondmeros; e as lisinas e argininas
distribuidas na superficie.

A

Figura 1.5: Esquema representativo da distribui¢do de cargas na unidade monomerica de
BthTx-I: superficies vista da membrana (A), superficie lateral (B) superficie oposta a
membrana (dorsal) (C) em azul estdo representados os aminodcidos com residuos
positivos e em verde os aminoacidos hidrofobicos, incluindo os arométicos.
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A descricdo da atuagdo de fosfolipase em substratos ¢ feita por dois modelos
principais, e as hipoteses utilizadas estdo de certa maneira entre os chamados modelo da
enzima e modelo do substrato. Estudos anteriores indicam que as PLA; apresentam uma
maior afinidade por substratos agregados, como micelas, monocamadas, vesiculas ou

membranas e que sua atividade funcional é aumentada até 1000 vezes nas interfaces

lipideos-agua quando comparada a atividade da enzima em monomeros. Este efeito ¢

denominado de ativagdo interfacial (Scott et al.,, 1990). Duas teorias sdo propostas para
explicar este fendmeno: (a) A teoria da enzima propde que a proteina quando ligada a
interface da membrana, sofre modificagdo conformacional (Piterson et al., 1974; Verger
and De Haas, 1976) e (b) A teoria do substrato postula que as Unicas propriedades
importantes sdo aquelas referentes ao substrato como a densidade molecular, distribuigéo
das cargas e fluidez (Wells, M.A., 1974; Brockerhoff & Jensen, 1974). As duas teorias
partem de hipéteses extremas, uma da énfase ao substrato, outra a enzima. Porém tanto o

substrato como a proteina estdo sujeitos a alteragdes.

1.2. Objetivo

O objetivo do presente trabalho € o estudo das transformag¢des conformacionais da
proteina BthTx-I, devido & interagdo com anfifilicos, ¢ uma vez que a proteina ¢
supostamente destituida de atividade hidrolitica mas com reconhecida atividade miotdxica,
tem como finalidade detalhar aspectos da ag¢do da proteina em membranas e possivelmente

estender as conclusdes inferidas com a BthTx-I para outras fosfolipases das classes I/11.
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CAPITULO 2

2. PRINCIPIOS BASICOS

Neste capitulo s3o apresentado os principios béasicos das técnicas de
Espalhamento Dindmico de Luz (EDL) (Berne and Pecora, 2000; Santos and Castanho,
1996; Schmitz, 1990; www.protein-solutions.com) Dicroismo Circular (CD) (Fasmam,
1996; Rodger and Nordén, 1997, White, 1994) é Fluorescéncia (Lakowicz, 1983)

utilizadas no decorrer do trabalho.

2.1. Espalhamento de Luz

No que segue, ¢ feita uma breve revisdo dos principios usados para descrever a
interagdo radiagdo-matéria e sdo apresentados alguns resultados referentes ao fendmeno
designado como espalhamento de luz, tendo em vista as condigdes dos sistemas analisados
no trabalho.

Luz, parte do espectro eletromagnético, € utilizada na investigagdo das propriedades
da matéria, especificamente de moléculas. A descricdo dos fendmenos luminosos, assim

como qualquer fendmeno eletromagnético sdo englobados pelas equagdes de Maxwell,

equagdes que relacionam o campo elétrico £ e o campo de indugdo magnética B com

suas fontes : cargas e correntes.




Principios Basicos 12

Classicamente, descrevemos a intera¢fo entre uma carga q e o campo elétrico E de

uma radia¢do eletromagnética pela for¢a (aproximadamente) ¢ xE, quando a velocidade

da particula (v) € muito menor que a velocidade da luz ( ¢ ) no véacuo.

Considerando o campo elétrico de uma onda plana monocromética de frequéncia v;
sob acdo do campo elétrico uma carga q passa a ter um movimento oscilatério e a
frequéncia de oscilagdo é a mesma que a do campo da onda incidente. A carga q acelerada
passa a agir como uma fonte secundaria de radiagdo. O resultado da agdo do campo elétrico

na matéria, € o deslocamento relativo das cargas positivas e negativas, fendmeno descrito

como polarizagio do meio material devido ao campo elétrico E. Para descrever a
capacidade do meio material adquirir uma polarizagdo € utilizado conceito de
polarizabilidade, representado pelo simbolo c.

Para descrevermos a incorporagdo da energia eletromagnética por um atomo ou
uma molécula é necessdrio recorrer ao formalismo da mecanica quédntica. Quando a
energia da radiagdo eletromagnética é incorporada dizemos que ha a absorg¢do. Se a luz
emitida ap6s a absorg¢@o ndo tiver a mesma frequéncia que a luz absorvida (maior ou
menor) dissemos que esta luz € o resultado do espalhamento ndo-elastico (frequéncias
diferentes).

O fendmeno do espalhamento de luz interessa neste trabalho em seu aspecto de
instrumento de investigagdo das propriedades de macromoléculas. A fonte de radiagdo
eletromagnética que se utiliza € constituida por um laser que é uma fonte de luz
monocromatica. A distancia entre a fonte emissora e as dimensbes dos centros
espalhadores permitem admitir localmente a estrutura de uma onda plana, ¢ se as

dimensdes das moléculas sdo muito menores que o comprimento de onda, admite-se que a
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radiagdo eletromagnética emitida  pelos elementos que constituem o centro de
espalhamento estdo em fase.
As macromoléculas investigadas em solug@o apresentam um movimento aleatorio

denominado de movimento Browniano, portanto a fonte de luz reerradiada possui uma

velocidade em relagdo ao detector, 0 que acarreta uma pequena diferenga na frequéncia da
radiacdo detectada em relagdo a onda emitida devido a este movimento (efeito Doppler).

O movimento Browniano das moléculas em solugdo € responsavel pelas flutuagdes
locais da polarizagdo, isto €, do numero de dipolos por unidade de volume e
consequentemente pela variagdo da intensidade da luz espalhada.

O conhecimento destas distintas intensidades, permite obter informagdes a respeito
do movimento da particulas ou seja, do coeficiente de difusdo e dimensdes das
macromoléculas. Este conhecimento € adquirido via ﬁincfio de correlagdo.

A técnica do Espalhamento Dindmico de Luz (EDL) permite determinar a fungdo
de correlagdo dos fotons. Considerando um equipamento tipico de espalhamento de luz, os
fétons sdo detectados por um simples dispositivo contador (figura 2.1).

A fung¢do de autocorrelagdo de um sinal para a intensidade de luz espalhada ¢é dada

pela expressdo abaixo. O valor da intensidade do sinal é descrita pela fungdo I (t):

G= ?I(r)l(r +7)dt

A expressdo 2.1 ¢ chamada de valor da fungdo de correlagdo, e ¢ usada para

descrever a correlagdo entre a intensidade medida no tempo t=0 e a mesma medida algum

tempo depois (¢, =1, +n7 ). Um continuo de valores da fungdo de correlagdo ndo pode ser
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obtida experimentalmente. Para compensar esta deficiéncia, utiliza-se um conjunto de
valores que ¢ determinado pelo detetor e por amplificadores operacionais e que sdo
continuamente multiplicadas e adicionados.

Um parametro que define a qualidade de um detetor ¢ sua velocidade, ou seja, a
possibilidade de adicionar rapidamente nimeros. O intervalo de tempo (o) determina o
menor tempo de acessibilidade para G (t). Assim, G (o) é o primeiro ponto numérico da
curva da fun¢do de correlagdo que pode ser experimentalmente medido. Usando o
acréscimo de tempo a, obtém-se uma rede de valores para os dados experimentais. O
valor inicial do experimento é ty= 0, o proximo valor € para t; = a, o segundo € para

t2 = 2a e assim por diante até t, = no.

ai Centros
' s 7<espalhad0res
k7Y

Polarizador ‘7

q = Kj-Kf

~ ~ i~

L(llz 4;:" sin(68/2)

Analisador

Figura 2.1: Diagrama representativo do equipamento de espalhamento de luz (extraido do
livrto Dynamic Light Scattering with Applications to Chemistry - Berne and Pecora, 2000

pg. 6).
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Os valores das intensidades sfo relacionadas, comparando cada numero com seu
vizinho num definido intervalo de tempo. Esta comparagdo estd associada ao tempo em
que foi realizado o experimento, com a integral expressa como uma somatério com limite

superior dado pelo indice apropriado, a fun¢do de correlago € calculada usando a relagéo :

G () =D 1)1, +7,)

A equagdo 2.2 ¢ geral e pode ser aplicada para descrever o decaimento de tempo
linear ou arbitrario. A série dos valores G (t) € normalizada para valores de tempos muito
maiores que o tempo de decaimento caracteristico (t—>o) por G(w) = 1, esta
normalizag@o impde o limite teérico de G(tp) =2 em t =0, para decaimento exponencial da
fungdo de correlagdo.

A intensidade do espalhamento é dependente da posic¢do relativa da particula e do
detetor. Uma mudanga na posi¢do da particula é acompanhada por uma mudanga na
medida da intensidade de luz espalhada. A nova intensidade est4 correlacionada com a
medida no instante inicial. Com o aumento do tempo, o volume de difusdo aumenta e ¢
acompanhado por uma diminuigdo da correlagdo entre as posi¢des atual e a inicial da
particula.

Quando uma molécula ¢ iluminada por um feixe de luz, a luz que incide na
molécula € novamente irradiada em todas as dire¢des. Para as particulas que tém
dimensbes menores que 5% do comprimento de luz incidente, essa re-distribuicdo da luz
€ descrito pela relagdo de espalhamento Rayleigh.

Nestas condi¢des a intensidade de luz espalhada na aproximagdo de dipolo e com

as dimensdes do centro espalhador muito menor que o comprimento de onda (1), ¢ :
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2
Ly 8737;1522 (1 +cos’ 0)
1 A'r

Na relagdo 2.3 Iy e Iy sdo a intensidade de luz observada de um angulo 6 em
relagdo a dire¢do do feixe a uma distancia r das moléculas, o € a polarizabilidade e a € o
nimero de particulas por centimetro cubico.

Para sinais aleatdrios e para um tempo maior de medida, os valores de G podem
resultar em um mesmo numero. O sinal pode ser descrito como ndo correlacionado, € o
resultado da curva da correlagdo da intensidade € constituido por flutuagdes sobre a linha
de base. No espalhamento de luz por moléculas em movimento Browniano, a curva da
correlagdo da intensidade exibe um decaimento exponéencial.

A correlagdo da posigdo da particula para pequenos deslocamentos é descrita pela
fungdo de correlagdo da intensidade medida. Na auséncia de quaisquer forgas aplicadas, a
posi¢do da particula é imposta pela movimento Browniano. O valor da fun¢do de
correlagéio obtida € a medida indireta do coeficiente de difusdo das particulas.

Para um processo tipico de difusdo a fungdo de correlagdo tem a formade 1 + o
valor da fungdo de decaimento (uma fung@o exponencial). A constante de decaimento é

dado por v, na equagdo 2.4 esta representada a fungdo de correlagéo.

G=1+exp(-yt)
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(2.6)

sendo D o coeficiente de difusdo e y ¢ a constante de decaimento (r=1/y), A o

comprimento de onda da luz no vacuo e ngo indice de refracdo do meio.

Nos experimentos de espalhamento dindmico de luz, o raio (R) da particula €
inferida a partir do coeficiente da difusdo (D) e pela equagdo de Stokes Einstein (2.7), k é
a constante de Boltzman, 7 é a temperatura, né a viscosidade, e f= 6 MR que descreve o
"atrito" para uma esfera compacta no meio viscoso.

Na pratica as macromoléculas em solugdo ndo sdo esféricas, o raio calculado da
forma acima a partir do coeficiente de difusdo das particulas oferece uma estimativa do
tamanho aparente da particula hidratada/solvatada designada pela terminologia "raio
hidrodindmico". O raio hidrodindmico (Rh) inclui o efeito decorrente da forma e da

hidratac¢do das particulas.

2.2. Espectroscopia de Fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia tem como principio o fendmeno da emissdo de
fotons que acompanha o decaimento de um atomo ou molécula eletronicamente excitada,
do primeiro estado singleto excitado para o estado fundamental (figura 2.2). O tempo de
vida de fluorescéncia, o primeiro intervalo de tempo médio que um fluoréforo permanece

no estado excitado, tem valores entre 0,1 a 10 ns. Neste intervalo de tempo, uma grande
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variedade de processos moleculares podem ocorrer, afetando as caracteristicas espectrais
do fluoréforo. Isto faz da fluorescéncia um método bastante sensivel e entre no estudo de
proteinas, membranas e na investigagdo de suas interagdes.

O espectro de emissdo fluorescente dos fluoréforos € sensivel a polaridade do meio

que o envolve. Nas proteinas, o triptofano é uma sonda fluorescente intrinseca, permitindo

assim investigar as mudangas no seu microambiente.

Para um fluoréforo no estado excitado, pode ocorrer uma transferéncia parcial de
energia antes da emissdo, devido a interagdo com o meio que o envolve. Os varios
processos que estdo envolvidos nesta transferéncia de energia sdo denominados de efeitos
do solvente e ocorrem dentro do intervalo de tempo que precede a emissdo fluorescente. O
conjunto de efeitos ¢ dividido de acordo com suas origens em duas categorias: a dos
efeitos gerais e a dos efeitos especificos.

Os efeitos gerais do solvente sdo aqueles que dependem do indice de refragdo e
constante dielétrica do meio que envolve o fluor6foro. Os valores do indice de refragdo do
momento dipolo e da constante dielétrica do meio dependem das moléculas do meio. O
fluoréforo no estado excitado possui momento de dipolo elétrico diferente do seu momento
de dipolo no estado fundamental. Apéds a excitagdo, este novo momento de dipolo perturba
o meio que o envolve, ocorrendo entdo uma reorganizagdo das moléculas do solvente em

torno do fluor6foro.
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Absorgéo |

‘ Fluorescéncia

Figura 2.2: Etapas envolvidas no processo de fluorescéncia. Apds a absor¢éo inicial ocorre
o decaimento com transferéncia de energia para a vizinhanga. A transicdo radiativa
(absorg@o) ¢ do estado fundamental para o estado eletronico superior.

O intervalo de tempo em que ocorre a absor¢do, da ordem de 10" segundos, é
pequena demais para que ocorra movimentagdo de nicleos durante este processo apenas a
carga eletronica se redistribui durante a absorgéo.

Os efeitos especificos envolvem interagdes especificas entre moléculas do
fluoréforo e do solvente. Podem ocorrer a formagdo de pontes de hidrogénio entre
moléculas do solvente e soluto, e ainda a formagdo de complexos entre estas moléculas.

Devido a interagdo com o solvente, os valores de energia dos niveis eletronicos da
molécula sdo distintos daqueles obtidos para a molécula no vacuo. O efeito do solvente
polar, observado no espectro de emissdo, ¢ o deslocamento do comprimento de onda
correspondente ao pico para comprimentos de onda maiores, (menor energia) e algumas
vezes também pode ocorrer a diminuigdo na intensidade do pico. Este efeito € parcialmente

revertido, ou seja, o pico de emissdo se desloca para comprimentos de ondas menores € 0
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espectro pode aumentar em intensidade a medida que se diminui a polaridade do meio que

envolve o fluoroforo.

2.2.1. Anisotropia de Fluorescéncia

As medidas de fluorescéncia com luz polarizada fornecem informagdes sobre o
tamanho, formato e flexibilidade das macromoléculas fluorescentes. A fluorescéncia
polarizada é determinada pela probabilidade de excitagdo dos fluor6foros que estdo com
orienta¢des especiais e pela probabilidade destes fluor6foros excitados emitirem em uma
dada orientagdo. Na pratica o que se mede é a intensidade de emissdo paralela e
perpendicular ao feixe de luz polarizada incidente, denominada de anisotropia de

fluorescéncia. A anisotropia de fluorescéncia € definida pela seguinte equag@o :

L-1,
(2.8)

= —-
I 21,

sendo r a anisotropia de fluorescéncia, I e I, sdo as intensidades de fluorescéncia vertical
e horizontal respectivamente da emissdo polarizada, quando a amostra ¢ excitada com luz
verticalmente polarizada, conforme esta ilustrado na figura 2.3. O denominador da equagdo
acima representa a intensidade total de luz que poderia ser observada na auséncia do

polarizador.
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Fonte de Luz §

Polarizador

Figura 2.3: Diagrama da medida de anisotropia de fluorescéncia.

2.3. Dicroismo Circular

A espectroscopia da quiralidade refere-se a espectroscopia que utiliza a luz

polarizada e especialmente aos tipos de espetroscopia que utiliza a diferenga das

interagdes moleculares da luz polarizada a esquerda e a polarizada a direita na auséncia de

um campo magnético. Moléculas que apresentam quiralidade ou seja, que sdo
enantiomorfas sdo opticamente ativas. Esta propriedade implica na interagdo distinta com a
luz circularmente polarizada a esquerda e a direita.

A propriedade que consiste na intera¢do distinta para a luz circularmente polarizada
a esquerda e para a luz circularmente polarizada a direita emitidas com igual intensidade é
denominada dicroismo. O feixe de luz circularmente polarizada consiste de dois feixes de

luz plano-ortogonal de 90° que estdo fora de fase por n/2 . O feixe de luz polarizado
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circularmente a direita (rcp) est4 ilustrado na figura 2.4. Neste feixe, a variagdo do vetor
elétrico na direcdo de propagacdo, executa uma volta completa em um comprimento de
onda ou no periodo de onda de luz. O vetor elétrico da luz circularmente polarizada pode

ser descrito por:

E, = E (i £ jyexp|' 2n(vt — 2/ ), 2.9)

onde + se refere a luz rcp e — a luz lep ( luz circularmente polarizada a esquerda); Eo € a
amplitude do comprimento da onda de luz; i e j sdo unidades dos vetores para as
coordenadas x e y € + z € a diregdo de propagagéo.

Na polarizagdo linear, o campo elétrico apresenta dire¢do constante, € sua
amplitude varia, enquanto que na polarizagdo circular o médulo do vetor campo elétrico €
constante e a dire¢do varia.

O sinal de CD ¢ definido como a diferenga entre a absor¢édo da luz circularmente
polarizada a esquerda e a circularmente polarizada a direita. A defini¢do de absorbédncia

para a luz circularmente polarizada a direita € descrita por :

0

4 =1og,o("r / J=g,cz, (2.10)

r

onde I é a intensidade da luz polarizada circularmente a direita incidente na amostra e
I, a intensidade de luz circularmente polarizada a direita apds passar pelo solugdo
opticamente ativa, cuja concentragdo molar ¢ C e cujo coeficiente de extingdo molar & e /
¢ o caminho 6ptico. Esta definigdo é a mesma para a luz circularmente polarizada a

esquerda.




Principios Basicos 23

Figura 2.4: Luz circularmente polarizada a direita : (a) Os vetores elétricos
ortogonalmente polarizados emitidos a 90° estdo fora de fase. (b) Os componentes X e y
estdo representados no ponto ao longo do eixo z enumerado de 1 a 4 em (a), junto com
seus resultados. (¢) A soma do vetor em (b) foi projetada sobre um plano normal na
dire¢do z, demonstrando que a extremidade do vetor do campo elétrico segue uma via
circular quando examinada ao longo da dire¢do de propagagdo, observada junto a fonte de
luz. (d) Representa a luz polarizada circularmente a direita, mostrando o vetor do campo
elétrico em funcdo da posi¢do junto a dire¢do de propagacdo. Notar que o topo ou a
extremidade do vetor do campo elétrico, representa uma hélice transmitida a direita. Com
referéncia a (a) - (¢), notar que um observador em um ponto fixo no eixo z, olhando
através da fonte de luz, vera o ponto 1 primeiro seguido do 4. Para este observador, o vetor
do campo elétrico parecera girar no sentido horario na diregdo da propagagéo em fungéo do
tempo. Na luz circularmente polarizada a esquerda, a extremidade do vetor do campo
elétrico representa uma hélice transmitida a esquerda, e um observador no eixo z olhando
através da fonte de luz vera no vetor do campo elétrico a rotagdo no sentido anti-horério
(Circular Dichroism and the conformacional analysis of biomolecules, Fasman,1996 pp.
27).
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Assim, a definigdo de CD, considerando as duas polarizagdes, € descrito pela diferenga de
absorbancia para a luz polarizada a direita e a esquerda :

A=A, -4 =¢Cl-¢,Cl=AeCl,

sendo Ag é o CD molar.

2.3.1. Dicroismo Circular para Biomoléculas

O conhecimento da estrutura tridimensional nativa de uma proteina ¢ fundamental

no entendimento de suas fungdes biologicas. Porém, € grande a dificuldade envolvida na

obtengdo dessas estruturas, iniciando por exemplo, com a obten¢do dos cristais. Assim, sdo

necessarias metodologias alternativas que fornecam informagdes diretas sobre a estrutura

secundéria de qualquer proteina.

Uma técnica apropriada para estimar a porcentagem das componentes da estrutura
secundéria de proteinas € o dicroismo circular. O espectro de CD de uma proteina nativa
para cada comprimento de onda € a soma da contribuicdo de cada uma das componentes
da estrutura. Assim, técnicas ndo-invasivas capazes de fornecer informagdes sobre a
estrutura secundéria de uma proteina sdo potencialmente valiosas no entendimento da agdo
dessas macromoléculas. A estrutura secundaria da proteina tem a unidade peptidica
O =C - N planar e rigida, mas apresenta liberdade rotacional em suas conexdes.

O espectro de CD ¢ dividido na regido do UV proximo e na regido do UV distante.
Na regido do UV proximo (intervalo para o comprimento de onda entre 250-300 nm),
pode-se monitorar a contribuicdo dos aminoacidos aromaticos e também das pontes

dissulfetos. A regido de UV distante (intervalo para o comprimento de onda entre 190-
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250 nm) é dominada pelas transi¢des da cadeia peptidica da proteina. O conjunto oferece
informagdes sobre a estrutura global da proteina.

A regido do UV distante permite estimar a composi¢do da estrutura secundaria e
monitorar mudangas que ocorrem na estrutura. A estrutura secundaria ¢ constituida e
organizada na forma de o hélices, folhas B, voltas B e sequéncias aleatérias. Os sinais
caracteristicos destas estruturas estdo representadas na figura 2.5. A seguir, serdo

apresentadas caracteristicas de cada componente da estrutura secundaria.

a-hélice: elemento da estrutura secundaria nas proteinas, foi descrito pela primeira vez por
Linnus Pauling em 1951, como uma estrutura estavel. A a-hélice apresenta 3,6 residuos

por passo de hélice. Nas proteinas globulares, a a-hélice varia consideravelmente em

comprimento, de 4-5 aminoacidos até um nimero maior que 14 residuos. A média do

comprimento esta em 10 residuos, o que corresponde a 3 voltas. As pontes de hidrogénio
da o-hélice, estdo posicionadas na mesma diregdo que o eixo da hélice devido ao
alinhamento das unidades peptidicas ao longo do eixo da hélice. O alinhamento confere
um momento dipolo as unidades peptidicas decorrente das diferentes polaridades dos
grupos NH e C = O, estes momentos de dipolos também estdo alinhados ao longo do eixo
da hélice. A proteina é uma rede de dipolos de a-hélices que confere carga parcial positiva
ao amino terminal e uma carga parcial negativa ao carboxi-terminal. A magnitude da
carga que contribui para o momento dipolo resultante correspondente a 0,5 - 0,7 da carga
do elétron. As caracteristicas gerais do espectro de CD para a a-hélice sdo de duas bandas

positivas proximo de 222 nm e 208 nm.
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160 180 200 220 240
Comprimento de onda (nm)

Figura 2.5: Espectros do dicroismo circular para a-hélice (vermelho), folha 3 (verde) e
uma regido de sequéncia aleatdria "random-coil" (preto) para uma cadeia polipeptidica.

Folha B : Esta estrutura é formada por uma combinag¢do de uma ou varias regides da cadeia
polipepitidica e em contraste com a a-hélice, ndo esta formada por uma regido continua e
enrolada, mas sim quase totalmente distendida e plana. Nestas regides, as fitas f3, sdo
usualmente formadas por 5-10 residuos e estdo alinhadas uma ao lado das outras com
distancia axial de 3,5 A. A folha B é estabilizada por pontes de hidrogénio entre os grupos

NH e C =0 em cadeias peptiticas diferentes, conferindo rigidez a estrutura. A folha B

pode ser estendida em dois sentidos : no mesmo sentido - folha B paralela ou no sentido

oposto - folha B anti-paralela. As ligagdes entre as folhas B paralelas e anti-paralelas s@o

feitas pela volta f.
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As caracteristicas gerais do espectro de CD para a folha  é uma banda negativa

préximo de 216 nm e uma banda positiva de mesma magnitude préximo de 195 nm (figura

2.3).
A volta B ¢ usualmente usada para todas as possibilidades de volta que ocorrem, e

sua caracteriza¢do ndo tem um padrdo definido.

Sequéncia aleatéria: O espectro de CD caracteristico para a seqiiéncia aleatoria ¢ uma
forte banda negativa abaixo de 200 nm e uma banda positiva proximo de 218 nm e as

vezes uma banda fraca proximo de 235 nm.
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CAPITULO 3

3. MATERIAIS e METODOS

3.1. Materiais
3.1.1. Reagentes
Acrilamida (Pharmacia)
Bis - Acrilamida (N, N' - metilenobisacrilamida), Pharmacia
Carbonato de Calcio (Sigma)
Centricon 10 (Millipore)
Centriprep10 (Millipore)
Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) (Pharmacia)
Etanol Absoluto (Carlo Erba)
Fosfato de S6dio Monobdsico e Dibasico (Sigma)
Hi-Load Superdex 75 XK16/60, Phamacia
L-a- dipalmitoildifosfatidilcolina C16:1, [cis]-9) 99%; Sigma
Nitrato de Prata (Merck)
Resource-15S ( Pharmacia)
TEMED ( N, N, N, N', N, tetrametiletilenodiamino), Pharmacia

Tris [hidroximetilJamino-metano) ( Pharmacia)




Materiais e Métodos 30

- Veneno bruto "cristalizado de Bothrops jararacussu”

- Acido araquidénico (Sigma)

- Kit CK-UV, Sigma Chem. Co.

3.1.2. Equipamentos

Centrifuga de mesa modelo Eppendorf 5415C

Centrifuga Refrigerada Sorvall modelo RC 5B

Coletor de fragdes FRAC-200, (Pharmacia)

Espalhamento Dindmico de Luz DYNAPRO MSTCO014; (Protein Solutions- Inglaterra)
Espectropolarimetro Jasco J-100 (Jasco Inc., Tokyo - Japdo)
Espectrofotometro SLM 8100 (Spectronic Inc., Rochester NY)
Fonte Pharmacia EPS310

Evaporador rotativo MA 120, Marconi, Brasil

FPLC P-500 ( Flow Pressure Liquid Cromatrography) (Pharmacia)
Hoefer Multi Protein (Pharmacia)

PHmetro modelo 430 (Corning)

Recorder REC 102, (Pharmacia)

Sonicador Virsonic 475, Virtis company, Inc. NY.

3.2. Métodos
3.2.1. Purifica¢io da BthTX-I

3.2.1.1. Cromatografia de troca cationica

O protocolo utilizado na purificagdo € uma variagdo do proposto por Spencer et al.

( Spencer et al., 1998). As etapas do processo de purifica¢do sdo:
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O veneno bruto cristalizado da serpente Bothrops jararacussu (150 mg) ¢
dissolvido em um volume de 1,2 ml de solugdo tampdo 20 mM de fosfato de sodio pH 7,8
e centrifugado a 10.000 g por 15 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante €
aplicado na coluna XK-50 empacotada com 40 ml da resina Resource-15S, tamanho da
matriz de 15 pum e capacidade de ligacdo da resina de 20 mg de proteina /ml de resina;
equilibrada com tampdo 20 mM fosfato de soédio pH 7.8 (tampdo A). A coluna €
equilibrada com 10 volumes de coluna com o tamp@o A, até retornar a linha de base, sendo
que um primeiro pico eluido é decorrente de proteinas que apresentam ponto isoelétrico
menor ou igual a 7,8 e portanto nd3o ligam na coluna. A seguir, é feita uma segunda
lavagem com 5 volumes de coluna com 110 mM de NaCl para eluir outras proteinas que

estdo ligadas mais fracamente a resina. Apos estes procedimentos, € estabelecido na resina

o inicio de um gradiente linear de concentragio de sal a partir do tampdo B (tampdo B

acrescido de 2 M de NaCl) e iniciando com 150 mM de NaCl até 2 M de NaCl. Foram

coletadas fragcdes de 5 ml/tubo num fluxo de 120 ml/h no coletor de fragdes FRAC200. O

cromatograma foi tragado no Recorder REC 102 a partir da absorbancia lida em 1.

3.2.1.2. Cromatografia em filtracio em gel

A fragdo correspondente a aproximadamente 260-400 mM de NaCl (13-20% do
gradiente) coletadas da Resource-15S foram submetidas novamente a técnica de
cromatrografia, utilizando agora uma resina de filtragdo em gel com a finalidade de obter
a BthTX-I pura.

As amostras foram concentradas a 1/10 do volume utilizando CENTRICON10. A
coluna Hi-Load Superdex G-75 (XK16/60) foi equilibrada com 5 volumes de coluna

(600ml) com tampdo 25 mM fosfato de Sédio pH 7,8; 150 mM NaCl. As amostras
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contidas no pico de maior intensidade € a de interesse e foram concentradas e trocado o

tampdo inicial por 25 mM Tris-HCI pH 7,0 em CENTRIPREP10 2ml.

3.2.1.3. Eletroforose em gel de poliacrilamida na presenc¢a de SDS (SDS-

PAGE)

O grau de pureza da proteina foi verificado usando o procedimento descrito por
Laemmli (1970) com gel desnaturante (SDS-PAGE) 12 % (m/v) em acrilamida (bis-
acrilamida : 0,8:30) foi preparado em tampdo Tris-HCI 2,0 M pH 8,8 e SDS 0,1%. As
condigdes de corrida do gel foi de 30 mA. Decorrido este processo, o gel foi corado por

nitrato de prata.

3.2.1.4. Teste para Atividade Miotéxica

Camundongos Swiss (18 - 22 gramas) foram injetados intramuscularmente no
gastrocnemius direito com diferentes doses (ug) de cada toxina em 50 pl de tampéo fosfato
salino (PBS). Os controles receberam somente PBS e trés horas depois, o sangue dos
camundongos foi coletado pela cauda em capilares heparinizados e imediatamente
centrifugados. A atividade da enzima creatina cinase foi determinada utilizando-se 4 pl de
plasma pelo kit CK-UV 47-20 cinético. O procedimento consiste em incubar o plasma com
1,0 ml de reativo dissolvido em agua destilada por 3 minutos a 37 °C e realizar leituras a

340 nm nos intervalos 0 e 3 minutos (Soares, 2000).

3.2.2. Preparo dos lipossomos

Os lipossomos foram preparados pela técnica de evaporagdo da fase reversa

conforme esta ilustrado na figura 3.1 (Skoza e Papahadjopoulos, 1978).
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O fosfolipideo dipalmitoildifosfatidilcolina (5 mg/ml) foi dissolvido em éter etilico

e seco por evaporagdo rotativa. O DPPC adere na parede do frasco e para ressuspende-la

faz-se necessario a adi¢do de 2 ml de éter etilico e 1 ml de solugdo tampéo - 25 mM Tris-
HCI1 pH 7,0, 150 mM NaCl. A suspensdo mantida no gelo, foi sonicada usando 25% da
poténcia méaxima do sonicador por 2 minutos para a formagdo da emulsdo de fase
reversa.

A fusdo dessas micelas é induzida por uma evaporagdo lenta do éter resultando na
fase reversa. Apds esta evaporagdo, a solugdo, agora na fase aquosa, ¢ deixada em banho a
45 °C por 30 minutos para a evaporagdo do éter residual. A solugdo de lipossomos
utilizado nos experimentos, foi obtida a partir da diluigdo do estoque dos lipossomos

(100 pl de solugdo contendo lipossomos em 900 pl de solugdo tampéo) filtrado em filtro

Miliipore de 0,4 pm.

Figura 3.1: Diagrama representativo para a formagdo de lipossomos pelo método de
evaporagdo de fase reversa. (1) os fosfolipideos dissolvidos em solventes (2) fixagdo dos
fosfolipideos na superficie do frasco, (3) formac¢do de micelas na fase reversa, (4, 5 ¢ 6)
Sonicagdo e a finalizagdo com a formagao dos lipossomos pela fusdo das micelas.
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3.2.3. Medidas utilizando espalhamento dinamico de luz
3.2.3.1. Para avaliar a cmc do SDS em soluciio tampao para diversas
forcas ionicas

A calibragdo do equipamento DynaPro foi realizada periodicamente com uma
amostra padrdo adquirida do fabricante. O controle foi feito medindo o raio hidrodindmico
da proteina BSA (soro albumina bovina) 2,0 g/L. A qualidade da medida foi verificada
atraves da fungdo de correlagdo.

Experimentos utilizando a técnica de espalhamento dindmico de luz (EDL) foram
realizadas para a determinagdo da concentragdo micelar critica do surfatante SDS em

solugdo tampdo 20 mM Tris-HCl pH 7,0, com concentra¢des de NaCl de zero, 25 mM,

100 mM e 150 mM. As amostras de tampdo e surfatante foram filtradas em Anodisc

0,1 pm Whatman e a cada titulagdo, foram centrifugadas a por 10 minutos para minimizar
a presenga de bolhas. As medidas foram realizadas em triplicatas.

As titulagdes foram feitas a partir de um estoque de 3mM de SDS e adicionado 2 pl
num volume de 200 pl e deste volume retirados 12 pl para as medidas de EDL, 82
acumulagdes do sinal para cada medida de 1,5 segundos. Os pardmetros utilizados para a
andlise dos resultados: linha de base minima 0,997 e maxima de 1,01; limite minimo da
amplitude de 0,005 e 120 canais. A temperatura foi mantida constante a 25 °C por um

sistema de Peltier.
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3.2.3.2. Para investigar o sistema BthTX-I na presenca de lipossomos

zwiterionicos (DPPC) para diferentes concentrac¢des de SDS
Todas as medidas foram feitas em solugdo tampdo 20 mM Tris-HCl pH 7,0;
150 mM NacCl filtradas em Anodisc 0,1pum Whatman. Concentrag@o da proteina de 60 pM
filtrada em Anodisc 0,02 pum Whatman. A cada titulagdo as amostras foram centrifugadas a
6000 g por 10 minutos para minimizar a presen¢a de bolhas. As medidas foram feitas em

triplicatas.

As titulagdes com o lipossomo foram obtidas de solugdes com as concentragdes de
SDS de: 0; 60 uM; 120 uM e 240 pM. As medidas de EDL foram feitas em intervalos de

tempo regulares de 10-15 minutos e uma outra medida apds 24 horas com o sistema

resultante da ultima adicdo de DPPC. Foram feitas 82 acumulagdes, o tempo de aquisi¢cdo

para cada medida foi de 1,5 segundos. Os parametros utilizados na anélise foram : linha de
base minima 0,997 e maxima de 1,01; limite minimo da amplitude de 0,005 e 120 canais.

A temperatura foi mantida constante a 25 °C por um sistema Peltier.

3.2.4. Para investigar o sistema BthTX-I na presenca do acido
araquidonico
3.2.4.1. Preparo do acido araquidonico

O 4cido araquidonico foi dissolvido em 1ml de tampéo 25 mM Tris-HCI pH 7,0
com 150 mM de NaCl e 2ml de éter etilico. O frasco contendo a emulsdo foi evaporado em
roto-evaporador por 15 minutos restando apenas o tampdo com o acido araquidonico

soluvél. A suspensdo permaneceu por 45 minutos a 37°C para evaporar o excesso de éter.
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3.2.4.2. Medidas de EDL para investigar o sistema BthTX-I na presenca
do acido araquidonico
Foram realizados experimentos com o complexo BthTX-I/acido araquidénico na
presenga de lipossomos zwitteriénicos em solugdo tampdo 25 mM Tris-HCI pH 7,0;
150 mM NaCl e 70 uM de BthTX-I. A solugdo tampdo foi filtrada em Anodisc 0,1 pm
Whatman e a solu¢do contendo a proteina filtrada em Anodisc 0,02 pm Whatman. A cada
titulagdo as amostras foram centrifugadas a 12rpm por 30 minutos. As medidas foram

feitas em triplicatas.

As concentragdes de &cido araquiddnico utilizadas variaram de 70 pM a 700 pM,

conforme indicado nas legendas das figuras. As medidas foram obtidas apds os seguintes

intervalos de tempo: 10 minutos ap6s a adi¢do do acido araquidonico; apés a adi¢do dos

lipossomos € 12 horas apds a incubagdo em 37 °C . Condigdes experimentais: 50
acumulag¢des; tempo de aquisi¢do da medida 1,5 segundos, temperatura de 25 °C mantida
por sistema Peltier. Os pardmetros utilizados na analise foram linha de base minima de

0,997 e maxima de 1,01; limite minimo da amplitude de 0,005 com 120 canais.

3.2.5. Fluorescéncia intrinseca do triptofano

As medidas de fluorescéncia intrinseca do triptofano foram realizadas em solugio
tampdo 25 mM de Tris—-HCI pH 7,0; 150 mM NaCl com concentragdo final da proteina 37
pm BthTX-I. Os pardmetros usados e observados no experimento foram: excitagdo em

295 nm, emissdo com comprimento de onda entre 305 a 450 nm com comprimento de onda
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correspondente a0 maximo de emissdo do triptofano em 350 nm. Amostras foram

mantidas em cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1 cma 22 °C.

3.2.5.1. Método de analise da intensidade de fluorescéncia — calculo do

centroide

A partir dos dados de intensidade de fluorescéncia foi realizada uma conversdo

dos valores do comprimento de onda méaximo (A) para o nimero de onda (A" e a partir

dai foram calculados as posigdes do centroide (CM) do espectro através da equagao:

i A
2y 3.1)

onde I ;' é a intensidade de fluorescéncia correspondente ao nimero de onda ik expresso

CM

emcm .

3.2.5.2. Anisotropia de fluorescéncia

Os dados, usando a técnica de anisotropia de fluorescéncia foram obtidas utilizando
solugdes tampdo 25 mM de Tris—HCl pH7,0; 150 mM NaCl e concentragdo final de
37 uM de BthTX-I, com polarizadores prismaticos de quartzo Glan-Thompson na
configuragdo T para comprimento de emiss@o fixo em 350 nm e excitagdo em 295 nm, em
cubeta de quartzo de caminho 6ptico de 1 cm, temperatura de 22 °C . Para cada medida foi

feita a subtrag¢do do controle (branco).
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3.2.6. Técnica de CD na investigacio do sistema BthTX-I com lipossomos
Zwiterionicos
3.2.6.1. Medidas na regido de UV distante compreendidas entre 203nm-

250nm

A calibragdo do espectropolarimetro foi feita periodicamente utilizando a molécula
(+)-10-camforsulfonico. O espectro de CD padrdo para esta molécula corresponde a duas
bandas positivas : 290,5 nm e 192,5 nm.

As medidas foram feitas no espectropolarimetro na regido de UV distante,
compreendida entre 203-250 nm, com resolugdo de 0,5 nm; 5 acumulagdes com
velocidade de varredura de 20 nm/segundos e sensibilidade de 100 mdeg com tempo de
resposta de 1segundo. A forga idnica (concentragdo de NaCl) na solugdo tampdo 25 mM
Tris-HCI pH 7,0; variou entre zero e 150 mM NaCl, conforme indicado nas legendas das
figuras correspondentes a cada condi¢do experimental .

Foram realizados experimentos com o complexo BthTX-I/SDS na tentativa de
investigar a interagdo com lipossomo zwitteriénico - dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC).
Condigdes experimentais: um controle sem a adi¢do de SDS; com 83 uM de SDS; 167 uM

de SDS e 240 uM de SDS; caminho 6tico da cubeta de quartzo era de 0,2 cm.

3.2.6.1.1. Calculo da elipiticidade molar

A relagdo para a elipiticidade Molar é :

[0] = 1000 (\)/ IC (3.2)

sendo C ¢é a unidade de absorbancia em moles ¢ litros ™' e / é o caminho 6ptico da cubeta

em cm e as unidades de [0] é dado por deg. cm® dmol” (Fasman, G., 1996).
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos com a utilizagdo das técnicas descritas e as discussdes serdo
apresentados em segdes para cada sistema investigado: 4.1- Interagdo SDS/BthTX-I; 4.1.1-
Purificagdo e obtengdo da BthTX-I; 4.2- Interagdo CHAPS/SDS/BthTX-I; 4.3- Interagdo
BthTX-I e SDS na presenga de lipossomos; 4.4- Int_eragﬁo BthTX-I e &cido araquidonico
na presenga de lipossomos e 4.5 -Termodindmica da micelizagdo e da ligagdo de

surfatante a proteina.

4.1. Resultados e discussoes para o sistema SDS/BthTX-I

4.1.1. Purificaciao da BthTX-I

A Figura 4.1 representa o resultado do processo de purificagdo para a BthTX-I
obtido pela técnica de troca catidnica. O pico eluido com 260-400 mM de NaCl
corresponde a fragdo que contém a BthTX-I. A fragdo foi repurificado pela técnica de
filtragdo em gel (cromatograma ndo apresentado). O grau de pureza da BthTX-I foi
verificada pela técnica de eletroforese SDS-PAGE (figura 4.2). O gel apresenta duas

bandas com massas moleculares distintas.
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Figura 4.1: Cromatograma obtida da troca catidénica Resource - 15S para a purificagdo da
BthTX-I com gradiente ndo-linear de NaCl de zero a 500 mM indicado pela linha
vermelha. A absorbancia foi monitorando em 280 nm (linha azul). O fluxo de fase foi de
2,5 ml/min.

Figura 4.2: Gel SDS-PAGE 12% corado com nitrato de prata. (i) Na canaleta A marcador
de peso molecular e na canaleta B a banda de maior intensidade indicada pela letra D
corresponde a forma dimérica e a letra M indica a forma monomérica da BthTX-I. (ii)
forma monomérica da BthTX-I na presenc¢a de B-mercaptoetanol fervida por 5 minutos.
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A banda de menor intensidade corresponde a forma mondmerica com massa molecular de
aproximadamente 14 KDa e a banda com maior intensidade corresponde a forma dimerica.
A migrag¢do andmala das bandas sugerindo uma massa molecular ligeiramente maior que a
esperada foi observada por outros autores (Francis et al., 1991; da Silva Giotto et al.,
1998). A atividade miotoxica da proteina foi detectada pelo teste da liberagdo da

creatina-quinase no plasma de camundongos.

4.1.2. Determinacido da cmc para o SDS para diversas forgas idnicas pela

técnica de EDL

A interpretagdo dos resultados obtidos na investigagdo do sistema SDS/BthTX-I

requer conhecimento da concentragdo micelar critica do surfatante SDS. O sistema aqui

proposto como objeto de investigagdo, € bastante heterogéneo e complexo e além disso, a

BthTX-I apresenta caracteristicas de anfifilico devido seu carater hidrofébico/hidrofilico.
Com a finalidade de verificar a contribuigdo da solugdo tampdo e da variagdo da forga
idbnica na cmc do surfatante, algumas medidas foram realizadas utilizando a técnica de
EDL. A apresentagdo dos resultados de EDL ¢ feita na forma de histograma, com o
pardmetro que esta relacionado com as dimensdes dos centros espalhadores. A cmc do
sistema € atingida quando a concentragdo de SDS na solugdo permite detectar no
histograma a presen¢a de estruturas micelares com raio hidrodindmico da ordem de
2,3 nm (Tanford, 1986).

Os valores do “raio hidrodinamico” — Rh, para a agua e solugdo tampdo estdo
representados na figura 4.3. Na figura 4.3A e 4.3B, duas amostras de agua Milli-Q com
pH proximo de 6,0: uma filtrada e a outra submetida a bomba de vacuo. Os raios

hidrodinAmicos com valores da ordem de 10° A sdo atribuido a bolhas. Na amostra
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submetida a bomba de vacuo, estas bolhas desaparecem. A presenga de bolhas é
minimizada centrifugando as amostras.

Graficos e histogramas com os resultados obtidos na investiga¢do do surfatante
SDS, com o proposito de determinar a cmc para varias concentragdes idnicas na presenca
do tamp3o (25 mM de Tris-HCI pH 7,0) sdo apresentados na sequéncia.

Os histogramas e graficos mostram que a solugdo tampdo praticamente ndo
interfere no valor da concentragdo micelar critica, pois na auséncia de NaCl, o valor esta
entre 7,5 (figura 4.4A) a 7,8 mM (figura 4.4B) de SDS. A titulagdo de SDS esta
representada na figura 4.4C.

Para a solu¢do tampdo na presenga de 25 mM de NaCl, (figura 4.5), o valor da cmc

para o surfatante SDS est4 entre 3,0 (figura 4.5A) a 3,4 mM de SDS (figura 4.5B). O

grafico 4.5C representa toda a titulagdo de SDS.
Na figura 4.6 em solugdo tamp@o com concentragdo de 100 mM de NaCl, o valor

da cmc para o SDS esta entre 1,05 (figura 4.6A) e 1,3mM (figura 4.6B). A figura 4.6C

representa os valores do Rh para diversas concentragdes de SDS.
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Figura 4.3: Histogramas representativo dos valores do raio hidrodindmico (Rh) obtidos

por EDL para: (A) agua Milli-Q filtrada; (B) para a mesma amostra ap6s a utilizagdo da
bomba de vacuo; (C) tampao 25 mM Tris-HCI pH 7,0; 150 mM NacCl.
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Figura 4.4: Histogramas representativos dos valores para o raio hidrodindmico (Rh) para o

SDS em solugdo tampao (25 mM Tris-HCI) na auséncia de NaCl:

(A) Valores do Raio

hidrodindmico para 7,6 mM SDS e (B) para 7.8 mM SDS e (C) gréfico dos valores de raio
hidrodindmico para a titulagdo de SDS.
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Figura 4.5: Histogramas representativos para os valores do raio hidrodindmico (Rh) para
o SDS em solugdo tampdo (25 mM Tris-HCI, pH 7,0) na preseng¢a de 25 mM NaCl: (A)
valores do raio hidrodindmico para 3,0 mM SDS e (B) para 3,4 mM SDS e (C) grafico dos
valores do raio hidrodindmico em diversas concentragdes de SDS.
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Figura 4.6: Histogramas representativos para os valores do raio hidrodindmico (Rh)
obtidos pela técnica de EDL para o SDS em solugdo tampdo (25 mM Tris-HCI, pH 7.0)
na presen¢a de 100 mM NaCl: (A) valores do raio hidrodindmico para 1,05 mM SDS e
(B) para 1,3 mM SDS e (C) grafico dos valores de raio hidrodinAmico em para a titulagdo
com SDS.
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No histograma da figura 4.7, estdo representados os valores do ‘“raio
hidrodindmico” para o sistema constituido por solugdo tampédo acrescido de 150 mM de
NaCl. A figura 4.7A, representa o raio hidrodindmico para a concentragdo de SDS de 925
uM. Nestas condi¢des o raio hidrodindmico correspondente as micelas ndo aparece.
Quando a concentragdo de SDS atinge 975 uM (figura 4.7B), o raio hidrodindmico

correspondente as micelas € detectado. O valor da concentragdo micelar critica estimada

de 950 uM, em solugiio tampdo e 150 mM NaCl, é inferido utilizando a figura 4.7C. E esta

a primeira concentra¢do de SDS em que o pico cujo o valor do raio hidrodinamico € 2,1
nm aparece. Para concentragdes menores proximas de 900 pM, o pico ndo € observado. O
valor encontrado para a concentragdo micelar critica do SDS nestas condigdes esta bem
proxima da sugerida na literatura determinada pela técnica de NMR que é de
aproximadamente 1 mM (Hunter, 1992).

Os valores da cmc estimadas experimentalmente pela técnica de EDL para as
varias concentra¢do de NaCl estdo representadas na Tabela I.

Tabela I : Valores da concentragdo micelar critica (CMC) para as forgas idnicas
indicadas na primeira coluna.

Concentracio
NaCl

(mM)
0
25

100
150
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Figura 4.7: Histogramas representativos para os valores dos raio hidrodinamico (Rh) para
o SDS em solugdo tampio 25 mM Tris-HCI pH7,0; 150 mM NaCl: (A) valores do Rh
para 925 pM SDS ¢ (B) para 975 uM SDS e (C) valores do Rh para a titulagdo de SDS.
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4.1.3 Medidas de CD para diversas for¢as ionicas para o sistema

SDS/BthTX-1

A figura 4.8 representa os resultados experimentais obtidos pela varia¢do da forga
ionica de zero a 150 mM de NaCl em solugdo tampdo pH 7,0 na auséncia de SDS,
conforme indicado na legenda. O perfil dos espectros € praticamente o mesmo,
independentemente da forga idnica, indicando que a estrutura secundéaria da proteina

permanece estavel.

Zero NaCl
—— 25mM NaCl
——— 50mM NaCl

75mM NaCl
——— 100mM NaCl
—— 150mM NaCl

35,M BThTx-I
25mM Tris-HCI pH 7,0

Figura 4.8: Espectros de CD para diversas forgas ionicas. Os experimentos foram
realizados em solugé@o tampdo 25 mM Tris-HCI pH 7,0 para as forgas idnicas indicadas na
legenda com 35 uM BthTX-I. As medidas foram realizadas a 25°C em cubeta de quartzo
de caminho 6ptico de 0,2 cm, no espectropolarimetro Jasco modelo 710 nas seguintes
condigdes: 5 acumulagdes, velocidade de varredura 20 nm/min; largura da banda de 1,0 nm
e tempo de resposta de 1 segundo.
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Os resultados exibidos na figura 4.9 em que os sistemas apresentam concentragdes
de proteina uma o dobro da outra (37 puM e 74 uM), permitem concluir que as moléculas
de proteina podem ser consideradas como independentes e além disso, praticamente todo
SDS adicionado ao sistema se liga a proteina. Estas conclusdes sdo obtidas uma vez que ¢
necessario o dobro de SDS quando se tem o dobro de BthTX-I para obter o mesmo
resultado. Para os comprimentos de onda indicados na legenda da figura 4.9A e 4.9B, as
atribui¢bes que se tem na literatura, a respeito da variagdo do sinal de CD sdo: para
216 nm as contribui¢des mais significativas sdo da componente folha B e sequéncia
aleatoria e para 222 nm os efeitos sdo atribuidos as variagdes do componente da o-hélice
na estrutura terciaria.

Na figura 4.10 estdo representados os resultados da varia¢do do sinal de CD para a

regido de UV distante para os valores da razdo molar entre zero e 108 moléculas de SDS

por mondémero de BthTX-I. O que deve ser notado é que o sinal de CD atinge valores
minimos quando a razdo molar esta por volta de 25 moléculas de SDS/BthTX-I, e com
continuada adigdo de SDS, retorna a valores de elipiticidade proximos aos detectados para
os menores valores da razdo molar.

O efeito da titulagdo inicial de SDS sobre a BthTX-I esta representado na figura
4.11. Verifica-se, que até o valor da razdo molar de 5 moléculas de SDS por monémero
de proteina, ndo ha modificagdes nas componentes da estrutura secundéria da BthTX-1. A
partir da razdo molar de 5 moléculas de SDS por BthTX-I, a adi¢do de SDS provoca a

diminuigdo mais pronunciada nos valores da elipiticidade.
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Figura 4.9: Elipiticidades molares em dois comprimentos de onda obtidos da titula¢do de
SDS para concentragdes distintas de BthTX-I (A) 37 uM e (B) 74 uM conforme indicado
na figura. Os experimentos foram realizados em solugdo tampio 25 mM Tris-HCI pH 7,0;
150 mM NaCl. As medidas foram realizadas a 25°C em cubeta de quartzo de caminho
optico de 0,2 cm, no espectropolarimetro Jasco modelo 710 nas seguintes condigdes: 5
acumulag¢des, velocidade de varredura 20 nm/min; largura da banda de 1,0 nm e tempo de
resposta de 1 segundo.
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—

Concentragio de SDS
0
120 uM
240 uM
360 uM
930 pM
1,48 mM
3.8 mM
4.0 mM
37 uM BthTX-1
25 mM Tns-HCOl pH 7.4
| 2 150 mM Nagl
230 250

A (nm)

Figura 4.10: Espectros de CD representativo da titulagdio da BthTX-I com SDS. As
concentra¢des de SDS (mM) estdo indicadas na legenda. Os experimentos foram realizados
com 37 uM de BthTX-I em solugdo tampdo 25 mM Tris-HCI pH7,0;150 mM NaCl. As
medidas foram realizadas a 25°C em cubeta de quartzo de caminho 6ptico de 0,2 cm, no
espectropolarimetro Jasco modelo 710 nas seguintes condi¢des: 5 acumulagdes, velocidade
de varredura 20 nm/min; largura da banda de 1,0 nm e tempo de resposta de 1 segundo.

0 216nm
O 222 nm

[©] deg em’dmol”

37 pM BhTX-1
25 mM Tns-HCIpH 7.0
150 mM NaCl

SDS/BThTx-1

Figura 4.11: Titulagio de SDS monitorada com os comprimentos de onda 216 nm ¢
222 nm. Os experimentos foram realizados em solugdo tampdo 25 mM Tris-HCI pH 7,0;
150 mM NaCl 35 pM BthTX-I. As medidas foram realizadas a 25°C em cubeta de
quartzo de caminho Optico de 0,2 cm, no espectropolarimetro Jasco modelo 710 nas
seguintes condigdes: 5 acumulagdes, velocidade de varredura 20 nm/min; largura da banda
de 1,0 nm e tempo de resposta de 1 segundo.
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O conjunto de graficos apresentado na figura 4.12 mostra numa faixa comum, que
esta compreendido entre zero e 5 moléculas de SDS por mondmero de BthTX-I que ndo
ha variagdes significativas para os componentes da estrutura secundaria. A partir de 5
moléculas de surfatantes por mondémero de BthTX-I, ocorrem modificagdes
conformacionais na estrutura secunddria da proteina. Para valores de razdes molares acima

de 8-10 moléculas de SDS por monémero de proteina, a solugdo aquosa composta por

proteina e SDS apresenta um espalhamento adicional da luz que pode ser detectado

visualmente na cubeta, sendo mais intenso nas condi¢des em que a forga i0nica é maior. O
espalhamento adicional de luz desaparece com o prosseguimento da titulagdo e sua
extingdo ocorre para valores distintos da razdo molar para diferentes valores de forgas
i0nicas. Este efeito esta associado as propriedades do surfatante e ndo as caracteristicas da
proteina uma vez que a sua estrutura secundaria é independente da for¢a ionica (figura
4.8).

A partir da razdo molar correspondente a 10 moléculas de SDS por monémero de
BthTX-I, para cada valor de for¢a idnica, os experimentos mostram caracteristicas
distintas. Para os graficos correspondentes a zero ¢ 25 mM de NaCl ndo € atingido o valor
correspondente ao valor da cmce (vide tabela I) e ainda ¢ possivel detectar visualmente o
espalhamento adicional de luz, ainda que com pouca intensidade.

Para os valores de for¢a ionica 50 e 75 mM, o intervalo correspondente as
concentragdes de razdes molares entre 10-22 moléculas de SDS por mondmero de
proteina, ¢ o que apresenta uma maior diferenca para as componentes da estrutura
secundaria. Por outro lado, para valores de concentragdes 100 e 150 mM, estas diferengas
sdo atenuadas. No intervalo para os valores de razdo molar entre 10-25 moléculas de

SDS/BthTX-I, percebe-se para as concentragdes de 50 e 75 mM de NaCl, uma estrutura de
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saturagdo semelhante a um “ombro”. Os resultados obtidos dos dados de CD sugerem que
o surfatante adicionado esté se ligando aos sitios hidrofébicos localizados na parte ventral
da proteina (vista da membrana). Quando o valor da elipiticidade molar atinge os menores
valores, a intensidade do espalhamento adicional de luz ¢ maxima. O espalhamento

adicional de luz é conseqiiéncia da variagdo local do indice de refragdo (espalhamento

Rayleigh (1/A*)). A intensidade maxima do espalhamento adicional de luz esta associado

as flutuagdes populacionais do sistema proteina-surfatante, ou seja, na solug¢do aquosa tem-
se: moléculas de surfatantes ligados aos mondémeros de proteina em nimero varidvel,
mondomeros de surfatante na fase final do processo de micelizagdo e micelas de SDS
liberadas e que se decompdem em mondmeros. E fato conhecido que a concentragdo
micelar critica do SDS € tanto menor quanto maior a for¢a idnica (vide tabela I).

Existe uma relagdo de moléculas de surfatante por mondmero da proteina para a
qual o sinal de CD passa por um “minimo” e na figura 4.12 observa-se que quanto menor a
for¢a i6nica maior a propor¢do de moléculas de surfatante por mondémero na posi¢do do
minimo. Estes eventos para as forgas i0nicas mais elevadas (> 50 mM NaCl) correspondem
as condi¢des em que se tem na solugdo moléculas de surfatante livres com valores de
concentragdo proximos a concentragdo micelar critica. Na figura 4.12 estas condigdes estdo
indicadas pelas setas. Com relagdo ao surfatante que deixou a proteina na forma de
micelas, infere-se que se a concentragdo de moléculas de surfatante livre, ndo ligadas a
proteina, estiver abaixo da concentragdo micelar critica essa micela se decompde
rapidamente em mondmeros ( tempo da ordem 107 segundos), e como consequéncia ha
flutuagdes na polarizagdo do meio devido a decomposi¢do de micelas do surfatante SDS

em monomeros.
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Se o sistema ja atingiu a cmc (valores indicados pela seta) a adigio de mondmeros

de SDS, altera muito pouco o sinal de CD, ndo reproduzindo mais o sinal inicial da

titulagdo. A partir do valor da razdo molar correspondente a volta do sinal, 0s monémeros
de SDS adicionados se ligam preferencialmente as micelas presentes no sistema ou
formam micelas, estejam as micelas ligadas, via interagdo coulombiana a proteina (na
condigdo de baixa forga idnica) ou em solugdo.

A figura 4.13 representa o sinal de CD para as diversas forgas i6nicas para trés
condigdes experimentais: (a) BthTX-I na auséncia de SDS; (b) para valores iniciais da
razdo molar entre 4-5 moléculas de SDS/BthTX-I e (¢) o primeiro valor da razio molar em
que o sinal retorna praticamente ao detectado quando o valor inicial da razdo molar estava
entre 4 a 5 moléculas de SDS/BthTX-I. O valor da razdo molar em que cada espectro
retoma as caracteristicas semelhantes ao sinal correspondente a 4-5 moléculas de SDS, é

dependente da forga i6nica.
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Figura 4.12: Elipiticidade molar versus razdo SDS/BthTX-I. Valores da elipiticidade
molar obtidos da titulagdo de SDS para a 35 pM de BthTX-I (exceto para 25 mM NaCl,
onde a concentra¢do de BthTX-I corresponde a 24 pM) em solugdo tampao 25 mM Tris-
HCI pH 7,0 para as forg¢as ionicas indicadas. Os comprimentos de ondas 216 nm em
quadrados vermelhos (/1) e 222 nm tridngulos azuis (&) correspondem a folha-
B, sequéncia aleatoria e a o-hélice respectivamente. As setas indicam o valor aproximado
da cmc. As medidas foram realizadas a 25°C em cubeta de quartzo de caminho 6ptico de
0,2cm, no espectropolarimetro Jasco modelo 710 nas seguintes condig¢des: 3 acumulagdes,
velocidade de varredura 20 nm/min; largura da banda de 1,0 nm e tempo de resposta de 1
segundo.
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Figura 4.13: Espectros de CD em fungdo da variagdo do comprimento de onda, para
distintos valores da razdo molar conforme indicado nas legendas. As medidas foram feitas
em solu¢do tampdo 25 mM Tris-HCI pH 7,0 para diversas forgas idnicas (vide legendas), a
temperatura de 25 °C em cubeta de quartzo de caminho oéptico de 0,2 cm, no
espectropolarimetro Jasco modelo 710 nas seguintes condigdes: 3 acumulagdes, velocidade

de varredura 20 nm/min; largura da banda de 0,1 nm e tempo de resposta de 1 segundo.
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4.1.4. Medidas da intensidade de fluorescéncia intrinseca do triptofano

(IFTI) para o sistema SDS/BthTX-I

Os resultados anteriores sugerem que as primeiras 5 moléculas de SDS ndo afetam
a estrutura secundaria da proteina. A técnica de IFTI foi utilizada com a finalidade de
verificar o efeito da interagdo SDS na estrutura terciaria da proteina. O triptofano sendo
apenas um unico por mondémero da BthTX-I constitui uma sonda adequada para

monitorar alteragdes no seu microambiente.

A figura 4.14A, apresenta a intensidade integrada de fluorescéncia intrinseca do
triptofano (IFIT) e na figura 4.14B esta representada a anisotropia de fluorescéncia para o
comprimento de onda da radiagdo correspondente a0 maximo de emissdo do triptofano
(350 nm), para valores da razio molar de SDS entre zero e 12 moléculas de SDS por
monomero de BthTX-I. A andlise da figura 4.14A, permite verificar que para valores da
razdo molar entre 0-5 moléculas de SDS/BthTX-I a intensidade de fluorescéncia diminui;
¢ para valores acima de 6 moléculas SDS/BthTX-I, este efeito é mais pronunciado.
Admite-se que a diminui¢do na IFTI esta relacionado com a ligagdo de 5 moléculas de
SDS na interface monomerica afetando o microambiente do triptofano. Os dados de
anisotropia de fluorescéncia representados na figura 4.14B sdo referentes as mesmas
concentragdes de SDS que o experimento anterior. Os valores de anisotropia de
fluorescéncia para os valores da razdo molar entre 0-5 moléculas de SDS/BthTX-I , os
valores aumentam de 0,10 para 0,14 e entre 5-8 moléculas de SDS/BthTX-I, permanece

praticamente constante;

Nas figuras 4.14C e 4.14D estdo representados os dados de IFTI e anisotropia de

fluorescéncia para valores da razdo molar entre zero e 130 moléculas de SDS/BthTX-I.
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Verifica-se que para os valores da razdo molar ente 0-10 moléculas de SDS/BthTX-I, a
intensidade de fluorescéncia diminui; com concentragdes correspondentes a 10-25
moléculas de SDS por mondmero de proteina, a intensidade de fluorescéncia atinge valores

4 vezes menores quando comparado ao sinal da BthTX-I na auséncia de SDS. Nesta

condigdo, é detectado o espalhamento adicional de luz. Acima de 25 moléculas de

SDS/BthTX-I a intensidade de fluorescéncia aumenta, até o valor correspondente a 0,75
do valor inicial. Para valores da razio molar acima de 35 moléculas de SDS/BthTX-I o
valor da intensidade de fluorescéncia volta a diminuir. Os resultados da anisotropia de
fluorescéncia estdo representados na figura 4.14D para os mesmos valores da razdo molar
que o experimento anterior. Entre 0-10 moléculas de SDS/BthTX-I ocorre um aumento de
0,10 a 0,18 nos valores de anisotropia de fluorescéncia; entre 10-20 moléculas de
SDS/BthTX-I o valor da anisotropia de fluorescéncia permanece constante até
aproximadamente o valor para a razdo molar de 25 SDS/BthTX-I, acima desta razdo, os

valores da anisotropia de fluorescéncia diminuem até atingir o valor de 0,15.
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Figura 4.14: Intensidade de emissdo de fluorescéncia em unidades arbitrarias (A e C) e
em (B e D) valores da anisotropia de fluorescéncia para os valores da razdo molar
SDS/BthTX-I por unidade monomerica de BthTX-I. Os experimentos foram realizados em

25 mM de Tris-HCI pH 7,0, 150 mM NaCl e 37 uM BthTX-1 (22 °C).
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A figura 4.15 representa os valores do centroide para os valores da razio molar
para o sistema SDS/BthTX-I. Verifica-se que para os valores da razdo molar entre zero e
10 moléculas de SDS por monémero de BthTX-I, ha um aumento significativo nos valores
do centroide. Os valores do centroide permanecem praticamente constante, para valores da
razdo molar entre 10-25 moléculas de SDS por proteina. Para valores da razio molar
préximos de 30 moléculas de SDS por monomero de BthTX-I, hd uma diminui¢do dos
valores do centroide e com a adicdo de mondmeros de SDS, os valores do centroide
voltam a aumentar. O aumento no valor do centroide corresponde a um deslocamento da
emissdo de fluorescéncia do triptofano para freqiiéncias maiores ("blue shift"). Para
valores da razdo molar entre 10-20 moléculas de SDS por proteina, o deslocamento do
sinal de fluorescéncia do triptofano é acompanhada pelo espalhamento adicional de luz
visivel.
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Figura 4.15: Valores do centroide para valores da razdo molar SDS/BthTX-I por unidade
monomerica. Os experimentos foram feitos com 37uM de BthTX-I em solugdo tampéo
25 mM de Tris-HCI pH 7,0, 150 mM NaCl, (22°C).
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Para valores da razio molar entre 25-60 moléculas de SDS por mondmero de BthTX-I, os
valores da intensidade de fluorescéncia atingem 70 % da intensidade inicial e para valores
da razdio molar acima de 60 moléculas de SDS/BthTX-I, o valor do centroide volta a
aumentar. Nestas condi¢des, o aumento nos valores do centroide ndo ¢ acompanhado do
efeito do espalhamento visivel de luz.

O aumento no valor do centroide para o valor de razio molar de 5 moléculas de
SDS por BthTX-I, sugere que a intera¢do inicial das moléculas de SDS, deve estar
ocorrendo na interface dos monémeros. O deslocamento do comprimento de onda maximo
de emissdo do triptofano para frequéncias maiores, estd associado a menor exposigdo do
grupo indol do triptofano ao solvente. O posicionamento do triptofano nesta regido, onde a
disponibilidade de agua é minima, faz com que a agua ali presente seja expulsa,
confinando os estados excitados dos elétrons 7 do triptofano. O confinamento faz com
que o comprimento de onda maximo de emissdo correspondente ao triptofano, diminua.
Este processo é chamado de dessolvatagdo (Baker et al., 1998; Gelb et al., 1999). Uma
outra possibilidade que também pode ser admitida para explicar o deslocamento do
comprimento de onda maximo para frequéncias menores, ¢ o processo de energia
ressonante de homotransferéncia. Neste processo, a proximidade dos dois triptofanos

localizados na posi¢do 77 na interface monomérica, permitiria a transferéncia de energia

entre um doador (com alta energia de absor¢do) e o aceptor (de Oliveira et al., 2001).

Nestas mesmas condi¢gdes, o aumento do valor da anisotropia de fluorescéncia
sugere que a ligacdo de 5 mondmeros de SDS por mondmero de proteina, € o suficiente
para afetar o microambiente do triptofano. No intervalo correspondente a
aproximadamente 10-25 moléculas de SDS por mondémero € possivel verificar que tanto a

posi¢do do centroide, como da intensidade de fluorescéncia permanecem praticamente
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constantes. Este resultado deve estar relacionado ao fato das moléculas adicionais de SDS
serem adsorvidas nos 2 sitios hidréfobicos, alterando muito pouco o microambiente do
triptofano. Neste mesmo intervalo, a solugdo aquosa composta por proteina € SDS,
apresenta o espalhamento adicional da luz que pode ser detectado visualmente na cubeta e
sua intensidade aumenta a medida que se aumenta o numero de moléculas de SDS por
mondmero de BthTX-I. Tal espalhamento, ao menos visualmente, desaparece por
completo quando o sistema atinge valores de razdo molar por volta de 35 moléculas de
SDS por mondémero de BthTX-I (para a concentragdo de 150 mM de NaCl). Acima deste
valor de razio molar, quando o sistema atinge a cmc, o sinal de IFTI ndo retorna
completamente ao sinal correspondente a BthTX-I na auséncia de SDS; e os resultados
para a anisotropia de fluorescéncia e centroide permanecem com seus valores aumentados.
Estas evidéncias sugerem que existem moléculas de SDS remanescentes ligadas a
interface monomerica da proteina. O conjunto de modificagdes detectadas nos resultados
de IFTI, sugerem que a ligag¢do inicial de 5 moléculas de SDS/BthTX-I alteram a
estrutura terciaria da proteina. Infere-se que esta ligagdo, favore¢ca a modificagdo da
estrutura quaternaria da proteina. Esta mudanga conformacional € permitida, segundo
dados cristalograficos. Admite-se uma certa flexibilidade na superficie de contato entre os

mondmeros devido ao sistema de dobradica existente nesta fosfolipase. Segundo dos dados

cristalograficos a proteina, dependendo das condi¢des de cristalizagdo, pode sofrer

mudangas conformacionais para a forma mais aberta ou fechada (da Silva Giotto et al.,

1998).
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4.2. Medidas para o sistema CHAPS, SDS e BthTX-I

Com a finalidade de investigar como as propriedades de outros surfatantes afetam o
comportamento do sistema BthTX-I/surfatante, foram feitos experimentos com o surfatante
zwitterionico CHAPS.

O 3-Cholamidipropyldimetyl-ammonio-1-propane sulfonate 615 (CHAPS) ¢ um
surfatante zwitterionico derivado do sal biliar com propriedades ndo desnaturantes, isto &,
mantém intacta a estrutura secundaria e terciaria da proteina. O valor de sua concentragio
micelar critica em agua é de aproximadamente 6,5 mM e numero de agregagdo proximo de
10, com carga total zero no intervalo pH entre 2 e 12. A figura 4.16 representa a férmula

estrutural do CHAPS (Neugebauer J., 1990).

Figura 4.16: Férmula estrutural do surfatante zwitterionico CHAPS (Neugebauer J.,
1990).

A figura 4.17 representa o resultado da titulagdo da BthTX-I com CHAPS. No
intervalo monitorado, ndo foi possivel detectar mudangas na estrutura secundéria da
proteina. A proteina nestas condigdes experimentais, apresenta um excesso de cargas
positivas, é de se esperar que a intera¢do eletrostatica (blindada) ocorra com anfifilicos
negativos. Foi realizado um segundo experimento com a finalidade de verificar a validade

da hipétese na qual a interagdo inicial corresponde a razdo molar de 5 moléculas de um
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anfifilico aniénico por mondomero de proteina, seria suficiente para a proteina modificar

sua estrutura quaternaria.
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Figura 4.17: Elipiticidade molar da titulagdo de CHAPS para 37 uM de BthTX-I em
solu¢do aquosa com 25 mM Tris-HCI pH 7,0, 150 mM NaCl. Foi feita uma varredura de
203 a 250 nm e o grafico corresponde apenas ao comprimento de onda da o-hélice
(222 nm) e folha-B (216 nm). As medidas foram realizadas a 25°C em cubeta de quartzo
de caminho dptico de 0,2 cm, no espectropolarimetro Jasco modelo 710 nas seguintes
condigdes: 3 acumulagdes, velocidade de varredura 20 nm/min; largura da banda de
1,0 nm e tempo de resposta de 1segundo.

A adigdo de 240 pl e 700 pl de SDS (correspondente aproximadamente aos valores
da razdo molar de 7 e 20 moléculas de SDS por monémero de BthTX-I), respectivamente
figuras 4.18A e 4.18B, provoca a modificagdo do sinal de CD para valores mais positivos.
Apos a adigdo de CHAPS o sinal de CD ¢ modificado para ambas as concentragdes de

SDS, retornando praticamente ao valor inicial. Os resultados sugerem que € necessaria a

ligagdo de surfatante entre os mondmeros da proteina permitindo a coleta dos anfifilicos
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disponiveis no meio aquoso pelos centros hidrofobicos. Quando o nimero de moléculas de
surfatantes CHAPS/SDS atinge um nimero tal que favorece o agrupamento em micelas, os
anfifilicos anionicos e zwitteriénicos ligados a proteina sdo liberados e se agrupam em
micelas mistas formadas por CHAPS e SDS. Como as intensidades do CD retornam a dos

iniciais na auséncia de surfatante, infere-se que as micelas mistas em solugdo, tém menor

energia livre permanecendo poucas moléculas residuais de surfatante anidnico adsorvidas

no dimero da BthTX-I.

Pode-se admitir que as moléculas de CHAPS agem como agente aglutinador
formando estruturas estaveis com as moléculas de SDS. As micelas mistas formadas por
CHAPS e SDS sdo estaveis e a titulagdo com moléculas adicionais de CHAPS ndo mais
modifica o sinal de CD depois da adigdo de 12 moléculas de CHAPS por mondémero de
proteina. Este resultado permite concluir que mesmo apods a adigdo de mais CHAPS no
sistema, ndo ha condi¢do de modificar a estrutura secundaria da proteina (vide figura
4.18) ainda que eventualmente estas moléculas de CHAPS se alojem em sua superficie.

Pode-se concluir que a adi¢do de moléculas de CHAPS ao sistema quer na situago

caracterizada pelo valor da razdio molar de 7 ou 20 moléculas de SDS/BthTX-I (240 uM

ou com 700 uM de SDS), leva a formagdo de micelas mistas estaveis.
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Figura 4.18: Elipiticidade molar em fungdo da titulagdo de CHAPS para 35 uM de
BthTX-I em solug@o aquosa com 25 mM Tris-HCI pH 7,0, 150 mM NaCl na presenga de 7
moléculas de SDS (A) e de 20 moléculas de SDS (B). Foi feita uma varredura de 203 a 250
nm e os graficos correspondem ao valor de 6 nos comprimento de onda da a-hélice (222
nm) e folha-f3 (216 nm). As medidas foram realizadas a 25°C em cubeta de quartzo de
caminho Optico de 0,2 cm, no espectropolarimetro Jasco modelo 710 nas seguintes

condigdes: 3 acumulagdes, velocidade de varredura 20 nm/min; largura da banda de 1,0
nm e tempo de resposta de 1 segundo.
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4.3. Medidas do sistema BthTX-I na presenca de lipossomos

Zwiterionicos

Os resultados obtidos com o sistema SDS/CHAPS/BthTX-I, sugeriram que a
ligacdo inicial de 5 moléculas de SDS por monémero da proteina, € necessaria para a
proteina reconhecer substratos zwitterionicos. Nos resultados apresentados, o anfifilico
zwitterionico CHAPS foi substituido por lipossomos formados por fosfolipideo
zwitteriénico dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC).

A figura 4.19 representa os valores da elipiticidade, em um intervalo, de

comprimento de onda, para diferentes concentragdes de SDS conforme indicado na
figura. A BthTX-I foi pré-incubada com concentragdes distintas de SDS. A figura 4.19A

apresenta os resultados na auséncia de SDS. O espectro inicial e final diferem pouco,

indicando que ndo houve interagdo detectavel da BthTX-I com o DPPC. Na figura 4.19B

quando o valor da razdo molar no sistema € de 4 moléculas de SDS por monémero de
BthTX-I, é possivel observar mudangas no sinal de CD que sdo atribuidas a interagdo da
proteina com os lipossomos compostos por fosfolipideos zwitteriénicos. A técnica de
CD ndo permite concluir se o resultado da interagdo BthTX-I com o lipossomo,
danificou a membrana. Na figura 4.19C, estdo representados os espectros da BthTX-I
para o valor da razdo molar de 8,5 moléculas de SDS por mondémero de BthTX-I.
Verificam-se também alteragdes na estrutura secundéria da proteina atribuidas a interagdo
da BthTX-I com o lipossomo. Na figura 4.19D, para o valor da razio molar de 12
moléculas de SDS por monémero de BthTX-I, os resultados sdo semelhantes aos
anteriores. Os resultados permitiram detectar modificag¢des do sinal de CD somente para as
condi¢des nas quais foram adicionadas moléculas de SDS. A interagdo SDS e lipossomo

existe, porém nas condi¢des experimentais, admite-se que quase todo o SDS estaria ligado
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a proteina e somente uma pequena quantidade estaria livre ou ligado ao lipossomo. Além
disso, o CD monitora apenas moléculas opticamente ativas e tanto o lipossomo como o
SDS sdo moléculas sem atividade optica.

Estudos envolvendo lipossomos mimetizando membranas na interagdo das
fosfolipases Lys-49 demostram que as miotoxinas, como a BthTX-I, provocam a ruptura
de vesiculas unilamelares e multilamelares (Diaz et al., 1991; Ruffini et al., 1992). As
membranas carregadas negativamente sdo atacadas preferencialmente, o que sugere o
envolvimento de residuos basicos na atividade de romper membranas (Diaz et al., 1991).
A atividade catalitica das fosfolipases Lys49 em membranas zwitteriénicas é praticamente
descartada. Tentativas de propor a a¢do da fosfolipase Lys49 em membranas
zwitteridnicas sugerida por Maraganore & Heinrikson, (Maraganore & Heinrikson, 1986)
foi atribuido a um contaminante com alta afinidade por membranas zwitteriénicas como
por exemplo, as fosfolipases Asp49.

Os substratos examinados em sistemas artificiais ndo sdo capazes de reproduzir a

complexidade dos sistemas bioldgicos presentes nos seres vivos. Assim, podem existir um

grande nimero de co-fatores, peptideos, ions entre outros substratos naturais capazes de

interagir com proteinas € que sdo essenciais na sua atividade enzimatica (Fletcher et al.,

1997).
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Figura 4.19: Espectros de CD para BthTX-I para diferentes valores de razdo molar de
SDS por monémero de BthTX-I na presenga de concentragdes constantes de lipossomos
zwitterionicos : (A) na auséncia de SDS; (B) na presenga de 83 pM de SDS (4,3 moléculas
de SDS por monémero de BthTX-I); (C) na presenga de 163 uM SDS (8,5 moléculas de
SDS por monémero de BthTX-I) e (D) na presen¢a de 240 uM SDS (12 moléculas de
SDS por monomero de BthTX-I). As medidas foram feitas em solu¢do tampdo 25 mM
Tris-HCI pH 7,0; 150 mM NaCl .
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Os resultados apresentados permitem concluir que o valor minimo da razdo
molar para que a BthTX-I assuma a forma ativa ou seja, aquela razdo de SDS capaz de
modificar a estrutura quaterndria permitindo assim o reconhecimento de lipossomos
zwitterionicos, ¢ de aproximadamente 4 moléculas de SDS. A presenca de uma proteina

contaminante € descartada pelos resultados dos experimentos controles. A figura 4.19A,

representa o resultado do sistema para a BthTX-I na auséncia de SDS ndo sendo

possivel detectar quaisquer modificagdes na estrutura secundaria da proteina mesmo apos
a incubagd@o por 24 horas.

O estudo da interagdo BthTX-I com lipossomos zwitteriénicos utilizando a
técnica de dicroismo circular sugere que para a BthTX-I reconhecer membranas que ndo
dispde de cargas negativas, € necessario a mudanga conformacional. A afinidade das
PLA2Lys49 por membranas anidnicas é atribuido a um cinturdo de 10-12 amino4cidos
positivos (lisinas e argininas) denominado de sitio de reconhecimento da interface que é
conservado em todas as Lys49 (Pieterson et al., 1974). A fungdo desta interface seria de
reconhecer e facilitar a interagdo da PLA2 com a membrana.

O histograma da figura 4.20 mostra o valor do raio hidrodindmico para BthTX-I
(60 uM) em solugdo tampdo. Na figura 4.20A o primeiro pico é atribuido a solugdo
tampdo cujo raio hidrodindmico tem valor médio de 0,06 nm. O segundo pico
corresponde a popula¢do de proteina com raio hidrodindmico de 1,85 nm e o terceiro pico

esta sendo atribuido a bolhas de ar. As bolhas estdo sempre presentes nos experimentos.
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Figura 4.20: Histograma representativos do valor do raio hidrodindmico (Rh); (A) O
primeiro pico representa o raio hidrodindmico corresponde ao tampdo, o segundo pico
representa o raio hidrodindmico da proteina BthTX-1 e o terceiro pico corresponde a
bolhas de ar. (B) Valor do Rh da BthTX-I (1,73 nm) apds a subtragdo da contribui¢do
do tampao.

AVA
AVAVAY

1 2 5 4 5 6 7 unespmll 12 13 14 15 1le 17 18



Resultados e Discussdes 74

A figura 4.20B representa o raio hidrodindmico para a proteina considerando o
resultado apos a subtragiio do tampdo (contribui¢do do primeiro pico suprimida). A massa
molecular estimado pelo valor médio do raio hidrodindmico de 1,73 nm € de 28,3 KDa. A
massa molecular do dimero da BthTX-I, calculado pela sequéncia primaria de
amino4cidos, ¢ de aproximadamente 27,8 KDa (Homsi-Brandeburgo et al., 1988). Os
valores encontrados pela técnica de EDL para a massa molecular sdo aceitaveis.

A figura 4.21A refere-se ao sistema constituido por lipossomos compostos por
fosfolipideos zwitteriénicos (DPPC), os valores dos raios hidrodindmicos médios
encontrados sdo referentes ao DPPC filtrado em filtro de 0,4 uM, na presenca de 240 uM
de SDS. As medidas foram obtidas logo apds a preparagdo da amostra. O pico do

tampdo ndo aparece, esta mascarado pela intensidade de espalhamento do DPPC. Na

figura 4.21B tem-se os valores do raio hidrodindmico para a mistura DPPC com 240 uM

SDS, apds 24 horas. O resultado permite concluir que os lipossomos sdo estaveis na
presenga de SDS.

Na figura 4.22A sdo apresentados os histogramas resultantes da analise do sistema
BthTX-I com DPPC obtida logo ap6s a adigdo de lipossomos zwitterionicos. O valor do
raio hidrodindmico de 2,13 nm é atribuido a proteina BthTX-I, valor obtido apds a
subtrag¢do da contribui¢do do tampdo. A figura 4.22B apresenta o resultado para mesma
amostra apds 24 horas, o valor do raio hidrodindmico correspondente a proteina ndo €
mais detectado. Os resultados obtidos mostram que mesmo apds um intervalo de tempo de
24 horas, a integridade dos lipossomos foi mantida e que a proteina deve estar

provavelmente "ancorada" ao lipossomo.
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Radus (nm) Pobd (vn) % Polyd X Intensky _ X Mass
I1stPeak: [19606 [6582 @6 |75 |85
ndPesk: [T11697 [10867 [88 |51 o
dPeak: [2701.46 [3028 [1aa |73 Jia

15

. Hegu. Histogram - dpsds24

Radius [nm) Polyd (nm) % Polpd Zintensty X Mass
I1stPesk: [13494 [0 |43  [;3s  [82
2ndPesk: [280205 [23210 [83 57 Jos
3id Peak:

15

10

Figura 4.21 : Histogramas representativos dos valores dos raios Hidrodindmicos para o
sistema contendo DPPC : (A) DPPC filtrado com filtro de 0,4 pm em solugdo tamp@o
com a presenc¢a de 240 pM de SDS. As medidas foram obtidas logo apds o preparo da
amostra; (B) Valor do Raio hidrodindmico para a mesma amostra ap6s 24 horas do
preparo.

AVA
AVAVAY

1 2 5 4 5 6 7 unespmll 12 13 14 15 16

17

18



Resultados e Discussdes 76

. Hegu. Histogram - bth2sdc1hgb
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Figura 4.22: Histogramas representativos dos valores dos raios Hidrodindmicos (Rh)
para BthTX-I e DPPC filtrado em filtro de 0,4 um em solugdo tampdo: (A) Valores para
60 uM BthTX-I e DPPC apds 10 minutos do preparo da amostra; (B) Resultados para a
mesma amostra apos incubagdo por 24 horas.
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Tanto com a técnica de CD como EDL, ndo foi possivel detectar a agdo

danificadora da BthTX-I no DPPC. Estes resultados permitem considerar pouco provavel

a existéncia de um contaminante, capaz de danificar o lipossomo composto por
fosfolipideos zwitterionicos.

Na figura 4.23 estdo os valores dos raio hidrodindmicos para o sistema contendo o
valor da razdo molar de 1 molécula de SDS por monomero de BthTX-I na presenga de
lipossomos. O raio hidrodindmico atribuido aos lipossomos apds a incubagdo por 10
minutos € de 198,33 nm (figura 4.23A) e apds 24 horas € de 223,67 nm (figura 4.23B).
Também foram feitas titulagdes para os valores da razdo molar de 0,5 e 1,5 moléculas de
SDS por monémero de BthTX-I, e os resultados encontrados ndo serdo apresentados por
estarem muito proximos aos resultados obtidos para o experimento apresentado na figura
4.23.

A figura 4.24 representa os histogramas quando no sistema o valor da razio molar
¢ de 4 moléculas de SDS por monémero de BthTX-I na presenca de lipossomos
composto por fosfolipideos zwitteriénicos. Na figura 4.24A, (ap6s 10 minutos), observam-
se picos correspondentes ao tampdo 0,05 nm, ao lipossomo 196,31 nm e as bolhas. Na
figura 4.24B obtida ap6s a incubagdo por 24 horas, é possivel detectar um pico com valor
do raio hidrodindmico de 2,3 nm que esta sendo atribuido a proteina e a micela dos
fosfolipideos. Os resultados obtidos permitem concluir que a BthTX-I, uma PLA2 Lys-49,

exerceu a¢ao danificadora em um lipossomo formado por fosfolipideos zwitteridnicos.
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Figura 4.23: Histogramas representativos dos valores dos raios hidrodindmicos (Rh) para
o sistema BthTX-1 e SDS para o valor da razio molar de 1 molécula de SDS por
mondmero de BthTX-I na presenga de DPPC filtrado com filtro de 0,4 pm em solugdo
tampdo: (A) Valores encontrados para o sistema apés a incubagdo por 10 minutos; (B)
resultados obtidos para a mesma amostra incubada por 24 horas.
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. Hegu. Histogram - bth12sdsdpl
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Figura 4.24: Histogramas representativos dos valores do raio hidrodindmico para 60 puM
BthTX-I e 170 uM SDS (valor da razdo molar de 4 moléculas de SDS por mondmero de
BthTX-I) na presengca de DPPC filtrado, com filtro de 0,4 umem solugdo tampdo: (A)
Valores de Raio hidrodindmico para a amostra apdés 10 minutos; (B) Valores de Raio
hidrodindmico para a mesma amostra apds a incubagdo por 24 horas.
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4.4. Medidas para o sistema acido araquidonico/ BthTX-I na presenca

de lipossomos zwitteridonicos

Nos resultados apresentados anteriormente, foi observada a a¢do danificadora da
BthTX-I em lipossomos zwitteriénicos, induzida pela interagdo com o anfifilico anionico
SDS. A hipdtese de que a interagdo da BthTX-I com um anfifilico aniénico é suficiente
para promover sua ativa¢do foi testada com o sistema BthTX-I e 4cido araquidonico. O
acido araquidonico ¢ um anfifilico anidnico biolégico composto por 20 carbonos e quatro
ligagdes duplas (figura 4.25) e é o precursor metabdlico das prostaglandinas e leucotrienos
que sdo conhecidos como eicosandides. E grande o interesse nos estudos envolvendo o
acido araquidonico, pois sd@o os mediadores de varios efeitos fisiolégicos como o estimulo
muscular do musculo liso, indug¢do do processo inflamatorio e inibi¢do plaquetaria (Kehl et

al., 1980).

COOH

— /\ -——4/\/\/(11_13

Acido araquidonico

Figura 4.25: Férmula Estrutural do acido araquidonico.

A figura 4.26 representa os valores da elipiticidade para a variagdo do
comprimento de onda para diferentes concentra¢des de 4cido araquidonico na presenga do
lipossomo zwitterionico composto por dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC). O espectro da
BthTX-I correspondente ao valor da razdo molar de 1 molécula de acido araquiddnico por
mondmero € semelhante ao espectro da BthTX-I para o valor da razdo molar de 4 a 6

moléculas de SDS. Quando se compara o sinal de CD para a proteina na auséncia de SDS
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e para valores da razio molar de 1 molécula de 4cido araquidonico, € possivel detectar
diferengas, sugerindo que a interagdo de apenas uma molécula deste anfifilico por
mondmero de BthTX-I € o suficiente para provocar mudangas na estrutura da proteina.

A técnica de CD ndo permite concluir se ocorreu a decomposigdo dos
lipossomos zwitterionicos decorrente da interagdo BthTX-I/acido araquidonico. Para

verificar a agdo danificadora da proteina foi utilizada a técnica de espalhamento de luz.

—— 35uM BThTxI

— lécula de acido
—— 4 moléculas de SDS
—— 6 moléculas de SDS

25mM Tris-HCl pH 7.0
150mM NaCl

230
A (nm)

Figura 4.26: Valores da elipicidade para 35 uM BthTX-1 em fun¢fo do comprimento de
onda. Condigdes experimentais: valor da razio molar de 1 molécula de acido
araquidonico, 4 moléculas e 6 moléculas de SDS conforme indicado na figura. As medidas
foram feitas em solugdo tampao 25 mM Tris-HCI pH 7,0; 150 mM NaCl .
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Os resultados de EDL apresentados a seguir referem-se aos sistemas: BthTX-I

com moléculas de acido araquidonico; BthTX-I com lipossomos, BthTX-I com &cido

araquidonico e lipossomos .

A figura 4.27A representa o resultado obtido para o sistema constituido para o valor
da razdo molar de 1 molécula de 4cido araquidonico, lipossomos compostos por
fosfolipideos zwiteribnicos (DPPC) e 70 puM de BthTX-I. Na figura 4.27A, esta
representado o valor do raio hidrodindmico apds 10 minutos da adi¢do do lipossomo. O
raio hidrodinamico correspondente a BthTX-I est4 ausente. A proteina deve estar ligada ao
acido araquidonico, e provavelmente esta ancorada ao lipossomo. A figura 4.27B, obtida
apds a incubagdo do sistema por 16 horas, apresenta um pico com raio hidrodindmico de
2,3 nm atribuido a proteina e a micela dos fosfolipideos decorrentes da decomposigdo dos
lipossomos.

Os resultados obtidos para os valores da razio molar de 1 molécula de acido
araquidonico ou 4 moléculas de SDS por monémero de BthTX-I, produziram igualmente a
decomposi¢@o do lipossomos zwitteriénicos em micelas. A diferenga encontrada para a
razdo surfatante/proteina estd relacionada principalmente ao tamanho da cadeia de
carbono: o SDS apresenta 12 carbonos € o acido araquidonico é composto por 20
carbonos, e também as propriedades inerentes aos anfifilicos como concentra¢do micelar
critica, tamanho da cadeia e grau de hidrofobicidade. Detectou-se em lipossomos formados
por fosfolipideos zwitterionico, a a¢do danificadora da BthTX-I — uma PLA,;Lys49. O
valor da razdo molar de 1 molécula do anfifilico acido araquidénico por mondmero da

proteina foi suficiente para deixa-la na "forma ativa".
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Figura 4.27: Histogramas representativos para os valores do raio hidrodindmico (Rh) para
o valor da razdo molar de 1 molécula de 4cido araquidénico ap6s 10 minutos da adi¢do do
DPPC (A) e em (B) a mesma amostra apos 16 horas de incubagdo a 37 °C. As medidas
foram feitas em solug¢do tampdo 25 mM Tris-HCI pH 7,0; 150 mM NaCl a 25 °C.
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4.5. Termodinimica da micelizagdo e da ligacdo de surfatante a proteina

4.5.1. Introducio

O dimero da proteina apresenta regides hidrofobicas na interface entre os mondmeros e
na regido central de cada um dos mondmeros. E natural admitir que as moléculas de
surfatante se liguem ao dimero da proteina nos trés sitios hidrofébicos. Os processos pelos
quais a molécula de surfatante passa a se ligar ao dimero devem ser semelhantes ao
processo da formag¢do de micelas, uma vez que o chamado efeito hidrofobico esta

envolvido. O termo micela deve ser entendido no sentido que lhe empresta Tanford

(Tanford, 1980), designando qualquer agregado de surfatante solivel em agua. A molécula

de surfatante ao compartilhar o agregado ou se localizar no sitio hidrofobico, libera as
moléculas de agua que a envolvem quando em solugdo e deve se arranjar de maneira que a
parte polar permanega em contato com as moléculas do solvente Mesmo quando o meio
ndo tem caracteristicas hidrofébicas como a superficie de um condutor, a tendéncia para a
molécula de surfatante é minimizar a area de contato da cadeia alifitica com a agua
conforme indicam os resultados dos experimentos de adsorsdo de surfatante em superficies
condutoras. Informagdes obtidas usando espectroscopia Raman (Villamil et al., 1999),
sugerem que a molécula de surfatante "adsorvida", tem sua cadeia alifatica em contato com
a superficie condutora.

A tendéncia a micelizagdo (formagdo de agregados) em temperaturas elevadas (até
166 °C) e em solventes como a hidrazina (N,H,) (Hunter, 1992) sugerem que o processo

de micelizagdo se deve a variagdo da entropia que resulta quando as moléculas do solvente
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que envolvem a cadeia alifatica em uma estrutura ordenada voltam com suas pontes de
hidrogénio a situagdo normal do solvente puro.

A imagem de moléculas do surfatante anidnico conduzidas primeiro para a regido
entre os dimeros pela interagdo coulombiana blindada e posteriormente se localizando nos
sitios hidrofobicos na regido central dos mondmeros sera utilizada no modelo para se

estimar a energia livre envolvida na ligagdo de moléculas de surfatante a proteina.

4.5.2. Energia livre do processo de transferéncia de uma cadeia alifatica

entre os meios agua e hidrocarbonetos

Tanford (Tanford, 1980) apresenta relagGes para estimar a energia livre por mondmero,

na transferéncia de uma cadeia alifatica (ligagGes simples entre os carbonos) do meio

aquoso (a), para a fase liquida constituido por hidrocarbonetos (HC). A temperatura em

que foram realizados os experimentos € de 25 °C.

Hye = Hq ==2102n; - 884ncy,

A relagdo acima refere-se a cadeia alifatica. Para acidos graxos:
w1 — 1 = 4260 —825n,
Na transferéncia de alcoois alifaticos para a fase alcool puro
1oy — 10 =833-821n, (4.3)

Os nimeros nas relagdes 4.1, 4.2 e 4.3 tem a unidade de cal/mol. As relagdes

apresentados estdo baseadas em um grande nimero de experimentos e tratados pelo
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método dos minimos quadrados, n. é o nimero de atomos de carbono na cadeia, ncu:
numero de grupos CH; e ncys  nimero de grupos CH;.
As relagdes apresentadas sdo derivadas a partir da expressdo para o potencial
quimico do surfatante em um meio aquoso.
U, =p)+RTInX,+RTn f,
e uma relagdo semelhante para o surfatante em um liquido de hidrocarbonetos.

Huc = Hpe + RTIn Xy + RTIn fye (4.5)

A contribui¢do p’ leva em conta a interagio do surfatante com as moléculas do

solvente. O termo RTInf descreve a contribuigdo da interagdo entre as moléculas de

surfatante. Na seqiiéncia, considerando os pequenos valores das fragdes molares do

surfatante em solugdo o termo correspondente a atividade f ndo serd levado em conta.

Nas relagoes 4.1, 4.2 e 4.3 o primeiro termo ¢ atribuido a interagdo da agua com os
terminais da cadeia; é negativo para o grupo CHj e positivo quando existe uma cabeca
polar. O segundo termo permite inferir que cada grupo CH; da cadeia alifatica contribui
com a parcela de aproximadamente 821cal/mol, quando passa do meio aquoso para o meio
de hidrocarbonetos ou alcool puro. O valor de -821x11cal/mol serd usado como estimativa
do valor da varia¢do da energia livre de Gibbs por monomero na ligagdo da molécula de
SDS a proteina, devendo ser acrescentado a contribuigdo devida as modificagdes
estruturais na molécula da proteina. Esta ultima contribuigdo sera avaliada usando os
resultados experimentais obtidos com a técnica de Dicroismo Circular. No procedimento
que sera utilizado, estdo implicitas as hipoteses:

1) o carbono proximo a cabega polar ndo contribui para a varia¢do da energia livre

pois permanece em contato com o solvente aquoso.
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2) As regides hidrofobicas da proteina sdo semelhantes ao meio de hidrocarbonetos. O
valor de —821 x 11 cal/mol = -15,3 RT (T = 25 °C), esta proximo dos valores
apresentados por Hunter (Hunter, 1992) e reproduzidos na tltima coluna da Tabela
II que representam a variagdo da energia livre por mondmero no processo de
micelizagdo em um pequeno intervalo de temperatura, proximo a temperatura de
25:°C.

O uso das relagdes 4.4 e 4.5, sem o termo RTInf, para o meio aquoso e para a proteina

permite escrever :

p,=pu' +RTIh X, (4.6)

{,=pS+RTI X, (4.7)

€ em um processo de titulagdo de uma solugdo contendo proteina, admitindo equilibrio:

Ho=H,, resulta

Xp e X, sdo as fragdes molares de surfatante na proteina € no meio aquoso,

respectivamente e Xy € a fragdo molar total do surfatante. Usando X, /X, + X, /X, =1

na relacdo 4.8, pode-se escrever:

=-15

ou X,/X;=zeP(1-X,/X;) e

X,/ X7 =3x107((1, ouseja X, = X,
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Tabela II : Concentra¢do Micelar Critica, nimero de agregagdo, grau efetivo de ionizagédo
da micela (p/n) e energia livre para formagdo da micela para o Dodecil Sulfato de Sodio
(SDS) (extraido do Hunter, 1992, pp. 598).

Solvente CMC

M)

Agua 8,1x10” 80 (58)

0,02M NaCl | 3.82x10° 94

0,03M NaCl | 3,09x10~ 100

0,10M NaCl | 1,39x10” 112 (91)

0,20M NaCl 8.3x107 118 (105)

0,40M NaCl | 5,2x10” 126(~129)

Conclui-se que no inicio da titulagdo, praticamente todo surfatante acrescentado fica
ligado a proteina. Consistentes com a conclusdo acima se apresentam os resultados dos
experimentos ja discutidos e representados pelos graficos da figura 4.9.

Uma analise mais detalhada dos experimentos, apresentados anteriormente requer o
conhecimento da concentragdo micelar critica do surfatante SDS. Os valores da
concentragdo micelar critica do SDS em solugdo de NaCl para varias concentragdes, estdo
registradas na Tabela III. Os experimentos realizados no presente trabalho foram feitos na
presenga de NaCl e com solugdo tampdo. Para verificar o efeito da solugdo tampdo nas
propriedades (concentragdo micelar critica) do surfatante algumas medidas foram
realizadas. Na proxima seg¢do € feito uma recapitulagdo de alguns conceitos, baseada nas
referéncias (Tanford, 1980; Hunter, 1992), e as medidas da concentragdo micelar critica

serdo interpretados usando as relagdes a serem derivadas a seguir.
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4.5.3. Concentracao micelar critica

Moléculas anfipaticas em solugdo aquosa tem a propriedade de formar aglomerados
(micelas) desde que sua concentragdo seja suficientemente elevada. A concentragdo em
que ocorre a formagdo de micelas é usualmente bem definida e pode ser identificada pela
observa¢do do comportamento de um grande nimero de propriedades da solugéo.

As moléculas de SDS que em concentragdes abaixo da concentragdo micelar critica se
ligam a proteina em concentragdes mais elevadas podem também formar micelas. A
concentragdo micelar critica do surfatante SDS para varias concentragdes de NaCl e em
solugdo tampdo foi determinada usando a técnica de espalhamento de luz e € detectada pela
varia¢do do raio hidrodindmico dos centros de espalhamento.

Os valores que podem ser inferidos dos graficos e histogramas apresentados nas figuras

4.4 a 4.7, estdo resumidos na tabela III. Pode-se notar que a presen¢a do tampdo pouco

afeta o valor da concentragdo micelar critica do surfatante.

Tabela III: Valores obtidos pela técnica de Espalhamento Dindmico de Luz para varias
concentragdes de NaCl (primeira coluna), concentragdo micelar critica (segunda coluna)

Concentracao
NaCl

(mM)
0
25
100
150
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4.5.4. Termodinamica de micelizacdo

O processo de micelizagdo para um surfatante anionico como o SDS é representado

ns” +(n—p)Na®* <& M”"
n representa o numero de agregagdo, s o surfatante, p a carga efetiva da micela e (n-p) o
numero de cations "ligados "a micela. Adotando o modelo mais simples em que se

considera um unico numero de agregacdo, a constante de equilibrio € obtida por :

(:

=M
neon-p
G G

Para as concentragdes molares valem as relagdes
C, =Cs+nC, (4.10)

C..=x+C,+pC, 4.11)

Na
Cr representa a concentragdo molar total de surfatante C,, a concentragdo molar de
micelas com numero de agregacdo n, Cy,", a concentragdo molar total de cations, x a
concentragdo do sal adicionado (NaCl), C concentragdo de surfatante livre.

A concentragdo micelar critica é determinada considerando uma propriedade
qualquer do sistema e ¢ representada por ¢. Para ¢, usando as concentra¢des de surfatante
C; e de micelas Cp € escrita:

¢=AC, +BC,, (4.12)
A ¢ B ndo dependem das concentragdes Cs e Cp. Analisando o comportamento de ¢, a

concentragdo micelar critica (Cp) pode ser identificado usando o critério de Phillips

d'¢ P
acy ). .

(Hunter, 1992):




Resultados e Discussdes 91

De acordo com o critério acima a derivada segunda da fun¢do ¢ adquire um valor
maximo em Cr = Cy. Para obter a relagdo entre a concentragdo micelar critica e a
concentragdo de sal, um trabalho algébrico é realizado se levar em conta que nas
vizinhangas da concentragdo micelar critica a concentragdo de micelas é pequena
comparada com a do surfatante e pode-se tomar:

C 2x+C5

para a relacdo (4.11), e para a relagdo (4.9)
C,=KCs(x+C)™"

que substituidas nas relagdes (4.10) (para Cr) e 4.15 (para ¢) resultam em :

Cr=Cs+nKCs(x+Cg )" (4.16)
Para duas situagdes limites ha uma simplificagdo adicional no trabalho algébrico: quando
ndo ha sal adicionado (x = 0) e quando a concentragdo de sal adicionado é muito maior que
a concentragdo de surfatante (x + C; = x).
a) concentragdo micelar critica na auséncia de sal adicionado
Parax =0

Cr=Cs+nKC"" e

& dp _ dp dCs A+ B(2n - p)KC 2!
d(“}r' dc‘s d(.:f‘ I—{- n(zn = p)K ;n-p-l

1 d¢ 2n-p-1
0is =A+ BQR2n- p)KC:""?
p iC (2n- p)KC;

s

dcy _(dc,\" I
dC,. |dC, 1+n(2n- p)KCZ" 7!

Abreviando (2n - p)KCZ"?™' por f.
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A derivada primeira € escrita:

d¢ _ A+ Bf
dC, l+nf

e a derivada segunda:

d’¢ B-nd ( df

dC?  (1+nf)* | dCy

&g _ B-na |(df)_3n (& ¥
dc;  (1+nf)' |\ dCs ) 1+nfdC;

que deve ser igual a zero em Cr= Cy.

Substituindo f (2n — p)KC" 7"

df 2n-p-2
: 2n—p-D2n- p)KC¥?
ac. (2n-p-1)2n- p)KC;

d’f

acz_Gnp 2)2n—p-1)Q2n— p)KCF "

nos termos entre as chaves em 4.17 encontra-se

1 _n(2n-p)dn-2p-1C;" "

K 2n-p-2

b) concentragdo micelar critica no limite em que x >>Cs
Nestas condi¢des
C; =Cs +nKCgx"?
¢ = AC + BnKC2x"™"
Repetindo os passos:

dp _A+Bn’KC{'x"" A+Bf
dC, 1+n’KC{'x"P 1+ f

j' - nZKxn—pcg-l
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d’¢ B-4 df
dc., (1+f)* dCq

T

(A9 B-A|df 3 (df : r
dc; (+f)*|dc: 1+ fdC

e a substitui¢do de f e de suas derivadas apresenta o resultado:

2 _
i _ Mc'gdxrhp (4.22)
K n-2

Uma relagdo aproximada para a constante de equilibrio e a concentra¢cdo micelar critica,
para todo intervalo de concentragdes de sal adicionado apresentado por Hunter para

n>>p>>] € :
L W el TN o
K

¢ a variagd@o da energia livre por mondmero na formag¢do de micela lembrando que
nAG =-RTIn K

AG

AG _ _1 _P :
s L(n)+(l nJlnCU +(1 )ln(x+(;0)

n

e para n>>1

AG , p
—z=InC, +|1-= |In(x+C,
RT ne, ( n]n(x 0)

Jja que L(n) tende a zero para valores grandes de n (L(n) ~In(n)/n)
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A figura 4.28 construido com os pontos apresentados nas tabelas II e III e usando as

fragdes molares, permite determinar que a energia livre por mondmero na formagdo de

micelas é aproximadamente —15RT , e o grau de ionizagdo da micelas (p/n=0,3) ¢ de 30%.

(']

CMC (fragdo Molar)

T T T
-8 T
e e

Concentragdo NaCl (fragdo Molar)

Figura 4.28: Grafico construido a partir dos dados apresentados nas tabelas II e III.

O uso da relag@o Incme =-15,09-0,7019In(cme + x) com as concentragdes expressas
em fragdo molar, ou de In[cmc] = - 8,224 - 0,7019In [cmc+X] para concentragdes expressas
em mol/litro a tabela IV é construida. Na terceira coluna estdo os valores da razdo molar

em que a cmc seria atingida se todo SDS permanecesse livre e ndo ligados a proteina.
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Tabela IV: Valores da concentragdo micelar critica e razdo molar SDS/mondémero de
proteina para as forgas idnicas (concentragdo de NaCl) indicadas na primeira coluna. A
concentragdo de proteina utilizada para construir a terceira coluna foi de 35uM para todas
as forgas idnicas, exceto para 25 mM NaCl onde foi utilizado 24 uM de BthTX-1.

Concentragao NaCl CMC |[SDS/Mondomero

(mM) (mM)

0 8,0

25 3,3

50 21

75 1,6

1.3

1,0

4.5.5. Estimativa da energia livre envolvida nas transformacdes

conformacionais da proteina

Os resultados dos experimentos usando a técnica de dicroismo circular mostram
que a proteina volta a configuragdo semelhante a configuragdo em que ha 5 moléculas de
surfatante ligados para relagdes de concentragdo SDS/BthTX-I bem abaixo do valor que
corresponde a concentragdo micelar critica quando ndo ha sal adicionado e quando a
concentragdo de sal adicionado € 25 mM. Para os outros valores de forga idnica a relagdo

SDS/BthTX-I estd proxima do valor correspondente a concentragdo micelar critica,

AVA
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conforme a tabela IV. Para estas ultimas situagdes os graficos dos experimentos mostram
um comportamento linear do sinal de dicroismo circular em relagdo ao valor de
[SDS)/[BthTX-I] para valores da relagdo superiores ao valor correspondente a
concentragdo micelar critica, estas circunstancias permitem estimar o valor da variagdo da
energia livre por monémero que se liga a proteina nos sitios hidrofobicos.

A estimativa da energia livre € feita admitindo o equilibrio e levando em conta que
a concentra¢do de mondmeros livres em solugdo € igual a concentragdo micelar critica.

O potencial quimico € escrito
U, = M)+ RTIn Xa
U, = ,uf, +RTIn X,
U, = Mo + RTln'Xm
Os indices a, p, m representam os meios agua, proteina e micela. X; representa a fragdo

molar correspondente ao meio i.

No equilibrio os trés valores acima sdo iguais e pode-se escrever

Uy +RTIn X, =p +RTIh X,

e o valor da variagd@o da energia livre padrdo por mondmero na transferéncia do monémero

da micela para a proteina

pue =y’ =RTIn L) =RTIn AX
2 X AX

m

AX , representa a fragdo molar que se liga a proteina, AX, a fragdo molar de surfatante
que forma micela. Na situagdo de equilibrio AX, +AX, ¢ igual a quantidade de SDS

acrescentado no processo de titulagdo, uma vez que a concentragdo de mondmeros em

solugdo aquosa € constante € igual a concentrag¢do micelar critica.
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A partir dos valores apresentados na tabela IV e voltando a figura 4.12, os

experimentos nos quais se pode observar a competigdo entre a proteina e a micela para a

ligagdo do SDS sdo os com forga idnica superior a 50 mM de NaCl. Do conjunto de
graficos da figura 4.12 sdo lidos os valores das constantes da tabela V, com a ultima
coluna apresentando o valor da variagdo da energia livre. O grafico 4.29 apresenta um
exemplo de como foi construida a tabela V. Considerando os valores apresentados na
tabela IV para os valores da cmc, foi feita uma extrapolagdo deste valor, para os valores
iniciais da titulagdo de SDS. Subtraindo o valor final do inicial da razio molar
SDS/BthTX-I, tem-se uma estimativa da nimero de moléculas de SDS que permaneceram

ligadas a proteina.

—0O0—216 nm
—A—222 nm
150 mM NaCl
35 uM BthTX-I

T L) L) T T T T T I T l T I T l T
10 20 30 40 50 60 70 80 9 100 110 120

SDS/BthTX-I

Figura 4.29: Espectro de CD em fung¢@o da razdo molar SDS/BthTX-I para 150 mM de
NaCl, exemplificando a construgdo da tabela V.
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Tabela V : Valores para a fragdo molar total de SDS AXr (segunda coluna). fragdo molar
que se liga a proteina AX, (terceira coluna), AXy, fragdo de SDS que se liga a micela € a
variagdo da energia livre de Gibbs na ultima coluna para as varias forgas ionicas indicadas
na primeira coluna.

Concentracio AX, AX AX AG°

P p

AX,,
NaCl(mM) | proporcionala | proporcional a

50 27.65 1,58 6,02x10~

75 50,01 2.04 4,25x107

55.80 2,08 5.35x107

64.92 3.64 5,94x107

Observando os resultados, pode-se considerar o valor de —12RT=[-15-(-3)] RT
como uma estimativa da variagdo da energia livre na transferéncia do surfatante do meio
aquoso para os centros hidrofobicos da proteina. O valor da tltima coluna (~3RT) é um
estimativa da variagdo da energia livre devido as transformag¢des conformacionais da

proteina com a adi¢do de um mondmero de surfatante no sitio hidrofobico.

4.6. Modelo para a Ac¢ao de Fosfolipases em Membranas

Os resultados dos experimentos realizados com a proteina BthTX-I sugerem um
conjunto de transformagdes estruturais na ag¢do de fosfolipases ao danificar membranas.

Admite-se que a proteina em um meio com pH por volta de 7,4 e for¢a idnica
correspondente a do fluido fisiolégico extracelular se apresenta na forma dimérica com a
configuragd@o aberta e semelhante a configuragdo determinada por espalhamento de raio-X
(da Silva Giotto et al., 1998). Quanto aos residuos acidos: 4cido aspartico, 4cido glutamico

e os basicos: lisina e arginina estdo dissociados (ponto isoelétrico da proteina 9,3). O
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surfatante encontrado no meio fisiolégico, o acido araquidénico (Kehl and Egan,1980),

apresenta um total de vinte atomos de carbono e pode se apresentar na configura¢do aberta

ou dobrada. Devido a interagdo hidrofébica a molécula de acido araquidonico deve se
alojar, na propor¢do de uma molécula de 4cido por mondmero, na interface entre os
mondmeros da proteina. A estimativa da variagdo de energia livre para o processo
corresponde a 15,6 kcal por mol de acido araquidénico, (usando o valor de 821 cal por mol
de atomos de carbono).

A diferenga de energia livre confere estabilidade ao dimero na "forma ativa". Os
experimentos usando a técnica de dicroismo circular mostram que com a presenga da
molécula de acido araquidonico a estrutura secunddria da proteina é pouco afetada.
Consequéncia da inser¢do da molécula de acido araquidénico entre os mondmeros da
proteina € acrescentar aos quatro pares de residuos positivo-negativo, preexistentes na
borda da face ventral do dimero da proteina mais dois pares formados pelos residuos
positivos de lisinas preexistentes na face ventral da proteina e pela cabega polar negativa
do 4cido araquidonico. O excesso de residuos de aminoacidos positivos na borda da face
ventral do dimero: 12 no total, 6 por mondmero deve manifestar-se via interagio

coulombiana blindada a distancias da ordem de 10 A da membrana. A distancia é estimada

2

pela relagdo para o comprimento de Debye (L) A= , ¢ representa a concentragdo

c 2
molar de um eletrélito aquoso com ions monovalentes, temperatura de 25 °C ¢ admitindo
para a constante dielétrica da agua 78,5. O valor de 8 A resulta da substitui¢io para a
concentragdo de ¢ ~ 0,15 M, que corresponderia aproximadamente a for¢a idnica do meio

fisiologico.
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A interagdo coulombiana blindada entre as cargas positivas e negativas da molécula

de fosfolipideo (difosfatidilcolina) e entre as lisinas e argininas da face ventral e na borda

do dimero da proteina e os pares positivos e negativos sugerem a imagem putativa do
dimero da proteina com a face ventral voltada para a membrana, e os residuos negativos se
aproximando dos grupos positivos das colinas da membrana, as lisinas levemente afastadas
com os residuos voltados para o interior do dimero onde se encontram anions que serdo
aprisionados entre membrana e proteina; os grupos negativos da proteina se fixam em
grupos positivos da colina e as lisinas terminam por alcangar os grupos fosfatos da colina.
Os lagos formados pelos aminoécidos entre as cisteinas que formam as pontes dissulfetos
aderem a membrana auxiliados pelos aminoacidos hidrofobicos existentes com os
aminoacidos mais simples (alanina, glicina) contribuindo para uma maior flexibilidade do
lago. Moléculas de agua e ions hidratados confinados entre a superficie da membrana e o
dimero da proteina escapam por uma abertura. Esta abertura pode ser um canal ou sulco
constituido, na BthTX-I, pelos residuos hidrofilicos S21, Y25, D39, T41, D42, T112,
Y113,K116, Y117, Y119. Usando o modelo cristalografico para a proteina constata-se que
os residuos acima envolvem uma abertura quase circular com didmetro de 6 A (centro de
atomo a centro de atomo) unindo o interior do dimero a superficie externa. O maior
numero de residuos com carga positiva localizada na borda da face ventral da proteina
imerso em um meio cuja constante dielétrica ¢ uma ordem de grandeza inferior ao do meio
do eletrolito, faz com que as cargas positivas na borda ventral da proteina se afastem
devido a repulsdo eletrostéatica. Ao dimero é conferida uma configuragdo mais estendida e
os fosfolipideos da membrana sdo arrastados pela borda e coletados pelo dimero da
proteina. Como consequéncia a membrana € danificada localmente pelo desarranjo de

dezenas de fosfolipideos que constituem a camada externa da bicamada que constitui a
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membrana. O rearranjo dos fosfolipideos no dimero conduz a inversdes da seus dipolos
acarretando uma repulsdo eletrostatica devido aos dipolos dos fosfolipideos remanescentes
na membrana € com a pressdo das cadeias alifaticas, ha o afastamento do dimero da
proteina com a micela de fosfolipideos em seu interior. A constante dielétrica no meio
afastado da membrana ¢ maior e as interagdes entre as cargas sdo blindadas atenuando a
repulsdo entre as cargas do dimero resultando na liberagdo da micela de fosfolipideo
deixando o dimero da proteina em condigdes para atuar em outro segmento de membrana.
Uma estimativa para o valor das variagdes da energia livre do dimero envolvida no
processo ao adquirir uma conformagdo estendida, obtida das analises prévias ¢ de 150kT.
O valor nio depende da forga idnica do meio. A variagdo da energia potencial eletrostatica
envolvida no processo de coleta de fosfolipideos da membrana é estimada a seguir .

A separagdo inicial entre cargas de mesmo sinal é designada por r;, e na forma estendida,

por ry, € a variagdo da energia eletrostatica por par de cargas é dada por :

AE, ¢ (ry-1r) 1

el

kT~ 4rme,x rr, kT
E 538 Ar
ey

K € a constante dielétrica do meio onde residem as cargas.

A primeira coluna da tabela VI especifica os residuos da borda da superficie ventral
da proteina que contribuem no processo em consideragdo. A segunda coluna apresenta
valores para a separag¢do inicial entre os residuos obtidos do modelo cristalografico. Na
terceira coluna o valor estimado para a distancia entre as cargas na forma mais estendida.
Este ultimo valor é estimado considerando que para alojar 25 moléculas de SDS

(experimentos de CD, fluorescéncia) cada um exigindo uma 4rea de ~ 40 A?, para 25, sdo

necessarios 1000 A? adicionais.
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Estimando a area inicial por 77

z(r; +r,)(r, —r,)=1000 (4.28)
Obtém-se ry= r;+ 8 =23 (r; = 15A), para residuos diametralmente opostos no mondmero.
A andlise da estrutura cristalografica da proteina e a verificacdo das posi¢des das pontes
dissulfetos (residuos em lagos distintos) constituem a base para as avaliagdes. A quarta

coluna apresenta os valores para Ar/r,r, em A™*. O pardmetro fator leva em conta o

numero de residuos em cada grupo e sua frequéncia no dimero. A parte superior da tabela
VI refere-se a grupos em um mesmo mondmero € a parte inferior refere-se a grupos em
mondmeros distintos. A tdltima coluna da tabela fornece o valor de kE/kT de cada grupo. A

variagdo da energia potencial eletrostatica corresponde a 192 kT para um meio com

constante dielétrica 2 (parafina) e 96 kT para o meio com constante dielétrica 4 (celulose).

Que fique claro que as consideragdes feitas sdo argumentos de plausibilidade e ndo uma
demonstragdo. A conclusdo que se obtém € que para danificar membranas sdo necessérios
residuos carregados em excesso e pares justapostos de aminoécidos positivos e negativos
além de aminoacidos com propriedades hidrofobicos para uma eficiente ancoragem na
membrana. O que se espera de fosfolipases com agdo de danificar membranas € que
apresente residuos com caracteristicas que permitam fung¢des especificas. Uma série de
fosfolipases, homodlogas a BthTX-I ¢ apresentada e pode-se notar que além dos
aminoacidos H48,Y52,D99 responsaveis pela agdo hidrolitica (fungdo enzimética) e das
pontes dissulfetos , em nimero de 7 por mondmero, muitos apresentam aminoacidos que
conferem a proteina a¢do em membranas e que sdo conservados.

Da estrutura cristalografica da BthTX-I, verifica-se que formam um canal ou sulco
hidrofilico com propriedades hidrofilicas (polares ou dissocidveis) os aminoacidos S21,

Y25, D39, T41, D42, T112, Y113, Y117, Y119.
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A regido do mondmero, superficie de contato entre as moléculas na formagdo do
dimero é constituido pelos aminoécidos hidrofébicos W77, L10, M8, 182. Os aminoacidos
que, em parte, sdo responsaveis pela ligagdo entre os mondmeros, com caracteristica de
dobradiga e formando pontes salinas sdo os aminoacidos acidos E12, D71 e os basicos
K80, R107. Os aminoacidos polares T13, T81 também partilham o espago da regido entre
os dimeros.

Os residuos K7, K16, K20 situam-se na regido da interface na face ventral do
dimero (vista da membrana). Outros residuos positivos, que de acordo com o modelo, estdo
envolvidos na a¢do miotoxica sdo os residuos K70, K115, K116, R118. Estes residuos
estdo localizados na borda da superficie ventral da proteina, como se depreende da analise

da estrutura do dimero obtido por ensaios cristalograficos.

Tabela VI: Estimativa da variagdo da energia eletrostatica envolvida na a¢do de danificar a
membrana pela BthTX-1

i

Grupos ri ry=r fator Energia
K' —

r, kT

K20,K69 1,16x107 13

K20,K123 2,32x10™ 25

K70, K115, 1,16x10" 37

K116, R118

K20, K115 5x1072

K116,R118

K70,K123 3,3x102
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K70,K123, 12

K70, K123

K70,K123,
K115,

K116,R118

K20, K115, 1,16x10

K116,R118

K115 9,0x107
K116,R118
K115

K116, R118

Vinte sequéncias primarias de proteinas, componentes do veneno de serpentes,
apresentadas na tabela VII apresentam 14 cisteinas com caracteristicas comum. Os pares
de cisteinas que formam as pontes dissulfetos sdo a primeira cisteina da sequéncia com a
décima terceira, a segunda com a quarta; a terceira com a antepenultima, a quinta com a
ltima, a sexta com a décima primeira, a sétima com a nona; a oitava com a décima. Em
todas as sequéncias apresentadas o nimero de aminoécidos entre as pontes dissulfetos é
portanto praticamente 0 mesmo.

Os aminoacidos do sitio ativo sdo todos conservados. Os aminoacidos Y25, D39,
T41, D42, T112, Y113, Y117, que formam o canal ou sulco hidrofébico sdo conservados
com a exce¢do do primeiro (S21 e o ultimo Y119). Na regido de interface sdo conservados

os aminodcidos hidrofébicos (M8, W77, 182) e o positivo K16.
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As duas ultimas proteinas apresentam igual nimero de residuos positivos e

negativos e portanto, conforme o modelo, ndo devem apresentar danos a membrana

zwitterionicos em pH neutro.
As outras sequéncias apresentam os aminoacidos K70, K115, K116 (da sequéncia
da BthTX-I) com um certo grau de conservagdo. Sdo conservados nas que apresentam

maior nimero de aminoécidos positivos que negativos (de 7 a 12).
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Tabela VII: Alinhamento das sequéncias primarias das fosfolipases.

106

sp| PO0S93 | PA21_BOVIN
sp|P49121|PA2M_AGKCL
tr| Q92152
tr| Q9PVE3
tr| 042187
tr|04z188
sp|P04361| PA2H_AGKPI
sp|P04417|PA21_AGKHA
sp|P20381| PA2B_TRIFL
tr|Q92118
sp|P22640| PAZB_TRIMU
sp| PO6859|PA21_TRIFL
sp|PB1165| PA22_CERGO
tr|P82950
tr|PB82267
ap|P24605|P122_BOTAS
tr|P82114
tr| Q90249
tr| QS9IATY
tr| Q91834

sp| POD593 | PA21_BOVIN
sp|P49121| PA2M_AGKCL
tr|Qs2152
tr|QIPVE3
tr|042187
tr| 042188
sp| P04361| PA2H_AGKPI
sp| P04417| PA21_AGKHA
sp|P20381| PA2B_TRIFL
tr|Q92118
sp|P22640| PA2B_TRINU
| sp|P06859| PA21_TRIFL
| sp|PB1165| PA22_CERGO
, tr|P82950
tr|PB2267
sp|P24605| PA22_BOTAS
tr|P82114
tr| Q90249
tr|Q9IATY
tr| Q91834

sp| POD5S93 | PAZ1_BOVIN
sp|P49121| PA2H_AGKCL
tr| Q92152
tr| Q9PVE3
tr| 042187
tr| 042188
sp| PD4361| PA2H_AGKPI
sp|P0O4417|PAZ1_AGKHA
sp|P20381| PAZB_TRIFL
tr| Q92118
sp|P22640| PAZB_TRINU
sp|PO6859| PA21_TRIFL
sp|PB1165|PA22_CERGO
tr|P82950
tr|P82287
sp|P24605|PA2Z2_BOTAS
tr|PB2114
tr| Q90249
tr| Q9IATY9
tr| Q91834

MRLLVLAALLTVGAGQAGLNSRALWQFNGMIKCKIPSSEPLLDFNNYGCYCGLGGSGTPV
MRTLWIVALLLVGV EGSLLELGKMILQET-GKNAITSYGSYGCNCGWGHRGQPK
MRTLWIVAVLLVGV EGSLIQLGEMIFQEM-GKGAAKKYGLYGCNCGMGRRGRPQ
MRTLWINAVLLVGV-==--—- EGSLVELGKMILQET-GENPVTSYGAYGCNCGVLGRGKPK
SLLOFRKMIKKMT-GREPVVSYAFYGCYCGSGGRGKPK
NLIQFKKMIKEMT-GKEPVVSYAFYGCYCGSGGRGKPK
SVLELGKMILQET-GKNAITSYGSYGCNCGWGHRGQPK
-HLLQFRKMIKKNT-GKEPVISYAFYGCYCGSGGRGKPK
MRTLWIMAVLLLGV DGSLVQLWKMIFQET-GKEAARNYGLYGCNCGVGRRGKPK
MRTLWIMAVLLVGV------EGGLUQFENMIIKVV-KKSGILSYSAYGCYCGWGGRGKPK
SLIELGEMIFQET-GKNPVENYGLYLCNCGVGNRGKPV
DGGLWQFENMIIRVV-RKSGILSYSAYGCYCGWGGRGKPK
SMYQLWKMILQET-GRENAVPSYGLYGCNCGVGSRGKPK
NLYQLWKMILQET-GEKNAAPSYGF YGCNCGVGSRGKPK
SLFELGKMILQET-GENPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPK
-SLFELGKHMILQET-GKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPK
SLVELGKMILQET-GKNPARKSYGAYGCNCGVLGRGKPK
-SLFELGKMILQET-GRNPAKSHGAYGCNCGVLGRGKPK
FELGEMILQET-GKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGQPK
KNPVKSYGVYGCNCGVGGRGKPK

*T % TX ® %

MRTLWIMAVLLVGV

DDLDRCCQTHDNC YKQAKKLDSCKVLVDNPYTNNYSYSCSNNE ITCSSENNACEARF ICNC
DATDRCCFVHKCCY---KKLTDC NHKTDRYSYSWKNKAIICEERNP-CLKENCEC
DATDRCCSVHKCCY---KKLTDC DPKTDRYSYSWENGD IVCGGDDP-CTKEVCEC
DATDRCCYVHKCCY---KKLTGC-----NPKKDRYSYSWKDKTIVCGENNS~CLKELCEC
DATDRCCFVHDCCY---EKLTGC—----DPEWDDYTYSWENGTIVCGGDDP-CKKEVCEC
DATDRCCFVHNCCY---EEVTGC DPEKWDDYTYSWKENGTIVCGGDDP-CKKEVCEC
DATDRCCFVHECCY---KKLTDC-——~- NHETDRYSYSWENEAIICEEENP-CLKENCEC
DATDRCCFVHDCCY-—--ERVTGC KPKWDDYTYSWKNGD IVCGGDDP-CKREICEC
DPKMDSYSYSWKNKAIVCGERKNPPCLRQVCEC
NPKLGKYTYSWNNGD IVCEGDGP-CK-EVCEC
DPKKDRYSYSWENKAIVCGEKNPPCLKQVCEC
NPELGKYTYSWNNGD IVCEGDGP-CK-EVCEC
DATDRCCFVHKCCY---KKLTDC SPKTDSYSYSWKDKTIVCGDNNP-CLQENCEC
DATDRCCFVHKCCY---KALTDC SPEKTDSYSYSWKDKTIVCGKNNP-CLKQECEC
DATDRCCYVHKCCY---KKLTGC-~-~--NPKKDRYSYSWKDKTIVCGENNP-CLKELCEC
DATDRCCYVHECCY---KELTGC~==—-] NPKKDRYSYSWKDKTIVCGENNS~CLKELCEC
DATDRCCYVHKCCY---KKLTNC DPEKKDRYSYDWKNKTIVCGEENP-CLKQLCEC
DATDRCCYVHECCY---KKLTGC DPEKDRYSYSWKDKTIVCGENNP-CLKELCEC
DATDRCCYVHECCY---KKLTGC DPKKDRYSYSWKDKTIVCGENNP-CLXELCEC
DATDRCCYVHKCCY-~--KEKLTGC DPKKRDRYSYSWKDKTIVCGENNS-CLKELCEC

* ¥ kR * L E ] w il @ . B ® [ = * * o * LI

DATDRCCFVHEKCCY---KEKVTGC
DATDRCCFVHDCCY-—-GKVTGC

DRNAAICFSK--VPYNKEHEN LDK---ENC
DKAVAICLRENLDTYNKKYKA-YFKFKCK-KPETC
DKAATICFRDNLDTYDKKYKI-FPKFLCK-KPEPC
DKAVAICLRKNLDTYNKKYKNNYLKPFCK-KADPC
DKAAAICFRDNLKTY-KKRYMTYPNILCSSKSERC
DKAAAICFRDNLKTY-KKRYMTYPNILCSSKSERC
DKAVAICLRENLDTYNKKYKA-YFKLKCK-KPDTC
DRAAAICFRDNLKTY-KKRYMAYPDILCSSKSERC
DKAVAICLRENLGTYNKKYTI-YPKPFCK-KADTC
DRAAAICFRDNLDTYDRNKYWRYPASNCQEDSEPC
DKAVAICLRENLQTYDKKHRV-TVKFLCK-APESC
DRAAAICFRDNLDTYDRNKYWRYPASNCQEDSEPC
DKAVAICLRENLDTYNKNYKI-YPKPLCK-KADAC
DKAVAICLRDNLDTYNRNYKI-YPKPLCK-KADDC
DKAVAICLRENLGTYNKKYRY-HLKPFCK~KADDC
DKAVAICLRENLNTYNKKYRY-YLKPLCK-KADAC
DKAVAICLRENKGTYNKK~RDVYLKPFCD-KGRDC
DKAVAICLRENLGTYNKKYRY-HLKPFCK-KADAC
DKAVAICLRENLGTYNKKYRY-HLKPFCK-KADPC
DKAVAICLRENLDTYNKKYRYNYLKPFCK-KADPC
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1- P00593- Fosfolipase Bovina, Tanaka et al., 1989; 2-P49121 Agkistrodon contortrix
laticinctus, de Araujo et al., 1996(c); 3-Q92152 Trimeresurus okinavensis (Hime-habu)
(Ovophis okinavensis), Nobuhisa et al., 1996; 4-Q9PVE3 Miotoxina de Bothrops asper
(Terciopelo), Pescatori et al., 1998; 5-042187 Agkistrodon halys pallas (Chinese water
mocassin), Pan et al., 1997; 6-042188 Agkistrodon halys pallas (Chinese water mocassin)
(Gloydius halys pallas), Pan et al., 1997; 7-P04361 Agkistrodon piscivorus piscivorus;
Maraganore et al.,, 1986; Holland et al.;1990; Scott et al., 1992; 8-P04417 Agkistrodon
halys blomhoffi (Mamushi) (Gloydius blomhoffii) Forst et al.,1986; 9-P20381
Trimeresurus flavoviridis (Habu) Ogawa et al., 1992; Nakashima et al., 1993; Yoshizumi
et al., 1990; Liu et al.,, 1991; 10-Q92118 Trimeresurus flavoviridis (Habu) Nakashima
et al,1993; Nakashima et al,1994; 11-P22640PA2B_TRIMU Trimeresurus
mucrosquamatus, Liu et al, 1991; 12-P06859PA21_TRIFL Trimeresurus flavoviridis
(Habu) Oda et al., 1990, Ogawa et al., 1992, Nakashima et al., 1993, Tanaka et al., 1986;
13-P81165 PA22_CERGO GODMT-II de Cerrophidion godmani (Porthidium godmani)
(Bothrops godmani) de Sousa et al., 1998, Arni et al., 1999; 14-P82950 myotoxina II de
Atropoides nummifer (submetido FEB, Angulo et al., 2001; 15- P82287 Piratoxina- II
Bothrops piraja, Toyama et al., 2000; 16- P24605 Miotoxina-II Bothrops asper Francis
et al.,, 1991; Arni et al., 1999; 17- P82114 Miotoxina-I de Bothrops moojeni, Soares et al.,
2000; 18- Q90249 BOTHROPSTOXINA I de Bothrops jararacussu (Jararacussu), Ward
et al, 1995; 19- Q9IAT9 Miotoxina Bothrops neuwiedi, Rodrigues et al., 1998; 20-
Q91834 Myotoxina- II [Precursor] de Bothrops moojeni de Azevedo et al., 1997, Soares et
al., 1998.
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CAPITULO 5

5. CONCLUSOES

O modelo para descrever a agdo da fosfolipase BthTX-I em membranas
zwitterionicas em meio com pH neutro e apresentando for¢a i6nica correspondente a

150 mM de NaCl e que pode ser estendido a fosfolipases semelhantes compreende as

etapas (simultaneas ou nio) de variagdo conformacional resumidas a seguir:

a) O dimero da proteina adquire a forma ativa e ¢ estabilizado pela interagdo
hidrofobica com anfifilicos que se localizam na interface dos mondmeros.
A interagdo coulombiana blindada atrai e orienta a molécula da proteina nas
vizinhangas da membrana.
A intera¢do coulombiana repele os cations e aprisiona alguns anions na regiao
de contato proteina-membrana.
Os anions hidratados e situados entre os aminoéacidos hidrofobicos tendem a
voltar para a solugdo por um canal auxiliados também pela interagdo
coulombiana das cargas de polarizagdo (o meio apresenta uma constante
dielétrica de valor maior que a do meio membrana proteina). Entende-se que o

efeito hidrofobico é dominante.
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e) O excesso de cargas positivas da borda ventral, da proteina mergulhada na

membrana, lisinas proximas ao grupo fosfato das colinas da membrana e os

residuos negativos proximos ao grupo NH,", distende a proteina, permitindo o

contato das cadeias alifaticas da membrana com o sitio hidrofébico da proteina.
A pressdo do "fluido alifatico” que constitui a membrana e a reorientagdo dos
dipolos das moléculas com a fosfatidilcolina resultam em uma repulsdo e
consequente afastamento da proteina da membrana.
Afastada da membrana a micela de fosfolipideo € liberada; deixando a proteina
pronta para se ligar em um outro segmento de membrana.

A imagem descrita acima € baseada na interpretagdo dos resultados do estudo das

variagdes da conformagdo da proteina e sua interagdo com anfifilicos.
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